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Bu calismada; N-etil-3-karbazol karboksaldehit ve ferrosenkarboksaldehitin, N-metil-
1,2-diaminoetan, N-etil-1,2-diaminoetan ve N-metil-1,3-diaminopropan ile reaksiyonlari
sonucu olusan Schiff bazlarinin NaBHj ile indirgenmesi ile N/N donor atomlu iki disli
ligandlar elde edilmistir. Bu diamin ligandlariyla (ferrosenildiaminler ve
karbazolildiaminler),  hekzaklorosiklotrifosfazenin ~ (N3sP3Cls, ~ HCCP, trimer)
reaksiyonlar1 sonucu simetrik olmayan cis- ve trans- dispiro trimerik fosfazen tirevleri
sentezlenmistir.  Dispiro-fosfazen  bilesiklerinin  geometrik  izomerleri  kolon
kromatografisi veya preparatif ince tabaka kromatografisi yontemleriyle ayrilarak saf
olarak elde edilmistir.

Sentezlenen trimerik fosfazen tiirevlerinin yapisinin incelenmesinde tek boyutlu NMR
(*H, BC, 3P NMR) ve iki boyutlu NMR (HSQC ve HMBC), FTIR, kiitle spektrometrisi
ve element analizi kullanilmistir. Uygun kristali elde edilen dort bilesigin kati hal yapis,
X-1g1n1 kirtnim yontemi ile incelenmistir. Bilesiklerinin kiralitesinin belirlenmesi icin bir
kiral ¢6zticu ajan olan (chiral solvating agent, CSA) ve Pirkle’in alkolii olarak da bilinen,
[(S)-(+)-1-(9-Antril)-2,2,2-trifloroetanol] ilavesi ile bazi bilesiklerin 3P NMR
spektrumlar1 kaydedilmistir. Bununla birlikte bazi bilesiklerin Dairesel Dikroizm (CD,
Circular dichroism) metodu ile spektrumlari kaydedilmistir. Ayrica, bilesiklerin
antioksidan etkileri, baz1 bakteri ve mayalara karsi antimikrobiyal aktiviteleri, DNA ile
etkilesimleri, sitotoksik etkileri incelenmistir. Dispirofosfazenlerin optik 6zellikleri UV-
Vis/Floresans spektrofotometri yontemleri ile incelenmistir.
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ABSTRACT
MSc Thesis

SYNTHESES, STRUCTURES AND BIOACTIVITIES OF NON-SYMMETRICAL
DISPIROPHOSPHAZENES

Emine Damla AKKAYA

Ankara University
Graduate School of Natural Applied Science
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Nuran GURUN ASMAFILiZ

In this study, N/N donor atom bidentate diamine ligand groups were synthesized by
reduction of Schiff bases which were formed from the reactions of N-ethyl-3-carbazole
carboxaldehyde and ferrocenecarboxaldehyde with N-methyl-1,2-diaminoethane, N-
ethyl-1,2-diaminoethane and N-methyl-1,3-diaminopropane. Then, dispiro trimeric
phosphazene derivatives were obtained from the reactions of diamine ligands
(ferrocenyldiamine and carbazolyldiamine) with hexachlorocyclotriphosphazene
(N3P3Cle, HCCP, trimer). The synthesized compounds were formed as cis- and trans-
isomers which were separated and purified by column chromatography or preparative thin
layer chromatography methods and could be obtained in pure form.

One-dimensional NMR (*H-, C-, 3P NMR), two-dimensional NMR (HSQC and
HMBC) spectroscopy, FTIR, elemental analysis, mass spectrometry were used to
investigate the structure of the synthesised phosphazene derivatives. The solid state
structure of the compounds, which suitable crystals could be obtained from, were
analysed by single crystal X-ray crystallography. The 3P-NMR data acquired with a
chiral solvating agent (CSA) addition [(S)-(+)-1-(9-Anthryl)-2,2,2-trifluoroethanol]
which is also known as Pirkle’s alcohol, was used to determine the chiral characteristics.
In addition, Circular Dichroism (CD) spectra of some compounds were recorded.
Antioxidant potential of the compounds were investigated. Other biological activities of
these phosphazene derivatives were evaluated in vitro against a panel of target organisms,
including bacteria, fungi, and cancer cell. Their photophysical properties were
investigated by UV-Vis and fluorescence spectrophotometry methods.
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1. GIRIS

Fosfazenler, tek ve cift baglarla azot atomlarina baglanmig fosfor atomlarindan olusan
inorganik bir bilesik smifidir. Yiksek termal kararliliklari, alev geciktiricilikleri ve
dielektrik 0Ozellikleri onlar1 malzeme bilimi ve elektronik uygulamalarinda degerli

kilmaktadir.

Ferrosen, iki siklopentadienil halkasi arasinda merkezi bir demir atomundan olusan,
redoks aktiviteleri ve katalitik etkinlikleri ile bilinen organometalik bir bilesiktir.
Ferrosen, kolay elektron transferi sayesinde, enerji depolama, elektrokataliz ve algilama
cihazlarindaki uygulamalar i¢in cazip bir bilesen haline gelmektedir. Bir ferrosenildiamin
ligandmin siklotrifosfazen tiirevlerine dahil edilmesi ile elde edilecek bilesikler, ilging

elektrokimyasal 6zellikler gosterebilir (Conway vd. 2002).

Karbazol ise, azot igeren bir pirol halkasina bitisik iki benzen halkasindan olusan trisiklik
bir yap1 igeren aromatik heterosiklik bilesiktir. Yiksek floresan kuantum verimleri ile
optik ve termoelektronik uygulamalarda kullanim potansiyeli icermektedir.
Siklotrifosfazen turevlerine substituent olarak karbazolildiamin gruplarinin eklenmesiyle
olusan bilesikler elektrokimyasal, optik, katalitik ve farmakolojik 0zellik gosterme

potansiyeline sahiptir.

Bu bilgiler 1s1ginda, tez kapsaminda trimerik fosfazen halkasinda hem ferrosenildiamin
hem de karbazolildiamin gruplarinin bulundugu simetrik olmayan dispiro- trimerik

fosfazen tirevleri sentezlenmistir ve karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Bunun igin oncelikle N-etil-3-karbazol karboksaldehit ve ferrosenkarboksaldahitten yola
¢ikilarak N/N donor atomlu ligandlar sentezlenmistir. Ferrosenkarboksaldehitin; N-metil-
1,2-diaminoetan,  N-etil-1,2-diaminoetan ~ ve  N-metil-1,3-diaminopropan ile
reaksiyonlarindan 1ii¢ farkli Schiff bazi ve bu Schiff bazlarin NaBHs ile
indirgenmesinden sonra ferrosenildiamin bilesikleri (1-3) elde edilmistir. Ayrica, N-etil-

3-karbazol karboksaldehitin ayni alifatik aminler (N-metil- 1,2-diaminoetan, N-etil-1,2-
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diaminoetan ve N-metil-1,3-diaminopropan) ile etkilesimi sonucu karbazolildiaminler (4-
6) sentezlenmistir. N/N donor atomlu ferrosenildiamin ligandlart (1-3) ile trimerin 1:1
oraninda reaksiyonlarindan monospirosiklotrifosfazen tiirevleri (7-9) elde edilmistir.
Monospirosiklotrifosfazen turevlerinin (7-9), karbazolildiaminlerle (4-6) tepkimesinden
cis- ve trans- dispiro bilesikler (10-27) sentezlenmistir. Bu bilesiklerin agik yapilari
Cizelge 1.1°de verilmistir.

Sentezlenen orijinal dispiro trimerik fosfazen tirevlerinin yapilar1 H, 3C, 3P NMR,
HSQC ve HMBC teknikleri kullanilarak belirlenmistir. EK olarak, uygun kristali elde
edilen 10, 15, 16 ve 18 bilesiklerinin kristal yapilarimi aydinlatmak i¢in X 1sin1

kirinimmetre yontemi kullanilmastir.

Sentezlenen dispiro- bilesiklerin fotofiziksel Ozellikleri de incelenmistir. Ayrica
antioksidan ozellikleri, sitotoksititeleri, DNA ile etkilesimi, baz1 bakteri ve mayalara kars1

antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistr.

Cizelge 1.1 Sentezlenen bilesiklerin agik yapisi
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Fosfazenler

Fosfazenler (N=PX>)n, (X= Halojen veya organik grup), yapisinda tekrarlayan, ¢ift ve tek
bagli fosfor ve azot atomlar1 i¢eren bilesiklerdir (Shaw vd. 1962). Diiz zincirli, halkali ve

polimerik (siklomatriks, lineer matriks, diiz zincirli, halkali lineer) yapida bulunabilirler.

Liebig ve Wohler, fosforpentakloriiriin amonyak ile reaksiyonu iizerinde calisirken
reaksiyonun ana riint olan fosfanin (NPNH), yaninda az miktarda baska bir madde daha
elde etmislerdir. Bu madde, sentezlenen ilk fosfazen bilesigi olan

hekzaklorosiklotrifosfazendir (HCCP, trimer) (Sekil 2.1).

Cl .,%//P /Cl 0\\P/OR

N/ %N N/ \N
Cl\y ‘L _aCl RO A°
o N7 0% N7 “or

Sekil 2.1 HCCP (solda) ve siklotrifosfazan bilesikleri agik yapisi

Gerhardt ve Laurent fosfazenlerin ampirik formiiliinii tanimlamistir, molekul formdaili ile
kitlesi de Holmes ve W.ichelhaus tarafindan belirlenmistir. Stokes, trimerlerin
substitisyon tepkimeleri iizerinde c¢alismistir, hidrolizleri tlizerinde ¢alisirken
siklofosfazanlar1 (Sekil 2.1) elde etmistir. Stokes, ayrica trimerik fosfazenin alti Gyeli
halkali bir yap1 oldugunu 6ne siiren ilk kisidir, daha sonra X-1s1n1 ¢aligmalari ile fosfazen
yapis1 aydinlatildiginda bu 6nerinin dogru oldugu goriilmistiir (Stokes 1895, Allcock
1972).



HCCP bilesiginin yuksek verimle elde edilmesini saglayan ve giinimiizde HCCP’nin
ticari eldesinde kullanilan yontemin temelini olusturan sentez yontemi Schenck ve RGmer
tarafinda 1924’te gelistirilmistir (Allcock 1972).

Halkali fosfazenler [NPClz]n, PCls ve NH4Cl bilesiklerinin yiiksek kaynama noktali
klorlu bir ¢oziiciide (tetrakloroetan, klorbenzen gibi) reaksiyonu ve ardindan hizl

damitilmasiyla hazirlanir.

NH4Cl + PCls — NHPCls —=NH=PCl3 — (NPClz)n

Ilk diiz zincirli fosfazen polimerleri Allcock ve Kugel tarafindan 1965°te elde edilmistir.

Dz zincirli polifosfazenlerin sentezi igin kullanilan yontemlerden biri HCCP’nin halka
acilma polimerizasyonu ve nikleofil ile klor atomlarinin yer degistirmesidir. HCCP
yaklagik olarak 250°C'ye kadar isitildiginda veya AlCls gibi Lewis asitleri tarafindan
katalizlendiginde halka agilarak polimerizasyon reaksiyonu gergeklesir.

Cl
b A O
CI\\J)I\ /J,/ _aC 05\}]\ 'L _aCl é 2 "
cl Cl (o Cl

Sekil 2.2 Diz zincirli polifosfazenlerin sentezi

Fosfazen halkasini olusturan fosfor atomlar1 dort koordinasyonludur ve fosfora simetrik
olmayan sibstitie gruplar baglanirsa siklotrifosfazen tlrevlerinde optik izomerizm
olabilecegi ifade edilmistir (Shaw vd. 1962). HCCP’nin uygun fonksiyonel ligandlarla
yer degistirme reaksiyonlar1 sonucunda bir, iki ve ii¢ kiral merkez igeren fosfazenler elde
edilebilir. Iki kiral merkez bulunduran siklotrifosfazen yapilarinin genel temsili sekil

2.3’te sunulmustur.
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Sekil 2.3 Iki kiral fosfor atomu bulunduran trimerlerin olas1 konfigiirasyonlari

Iki kiral merkez igeren trans-1,3-disiibstitiie bilesikler, enantiyomerlerin bir karigimi
(rasemik karisim) olarak bulunur ve optikge aktiftir. Benzer sekilde, iki kiral merkez
iceren ve cis-1,3-disiibstitiie konfigiirasyonuna sahip bilesikler, bir simetri diizlemi

igcerdiklerinden kiral bir merkeze sahip olmalarina ragmen optikge aktif degildirler.

2.1.1 Halkah trimerik fosfazenlerin tepkimeleri

HCCP tiirevlerinin yaygin reaksiyonlar1 nukleofilik stibstitiisyon (trimer halkasindaki
fosfor atomuna bagli klor atomlarinin niikleofillerle yer degistirmesi) ve elektrofilik
katilma (trimer halkasindaki azot atomu iizerinden koordinasyon bagi olusmasi)

reaksiyonlaridir (Wang vd. 2024).

HCCP, delokalize bir n-elektron sistemine sahiptir, bu diger fosfazenlere kiyasla daha
yiiksek kararliliga sahip olmalarini saglamaktadir. Halka disinda bulunan P-Cl bagi ise
diisiik bir bag enerjisine sahiptir, fosfor atomlar1 tizerindeki Klor atomlar1 ¢esitli gruplar
ile kolaylikla niikleofilik yer degistirme reaksiyonu verebilir ve baglanan gruplara gore
olusan fosfazen tiirevleri ¢cok farkli 6zellikler kazanabilmektedir. BOylece N3P3 halkasinin

(hidrolitik, elektrokimyasal ve termal olarak kararliliklar: gibi) spesifik 0zelliklerine ek
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olarak, baglanan yan gruplarin dogasina bagli olarak farkli Ozelliklere sahip yeni

malzemeler tasarlanabilmektedir.

Sekil 2.4 HCCP’ye; O, N, S, C veya P atomlar1 araciligiyla baglanabilen bazi
stbstitlient tirleri (Wang vd. 2024)

HCCP'deki alt1 Cl atomundan ikisi, tek dondr atomlu niikleofillerle degistirildiginde
geminal- ve non- geminal cis/trans izomerleri elde edilir. Eger ntkleofil iki disli ise;

spiro-, ansa- veya bino izomerler olusabilir.

HCCP’nin diaminler, dioller ve amino alkoller dahil olmak iizere iki disli ligandlar ile
reaksiyonlart, her iki niikleofilik merkezin de ayn1 fosfor atomuna baglandigi spiro halkali
fosfazenler vermektedir. Siibsititiient tarafindan uygulanan yer se¢imi kontrolii, dondr
atomun elektron verme dogasina baglidir. Aminler gibi « elektronunu kullanan sistemler,
yalin elektron c¢iftini vererek, baglanilan fosfor atomunda elektron yogunlugu
zenginlesmesine ve dolayisiyla diger siibstitlientin uzak (non-geminal) fosfor bolgesini

tercih etmesine neden olacaktir.
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Sekil 2.5 HCCP’nin  farkli  nuUkleofillerle  reaksiyonlar1 sonucu  olusabilecek
konfiglrasyonlar (Nu: nukleofil) (Wang vd. 2024)

HCCP’de elektrofilik katilma reaksiyonlari azot atomu iizerinden ger¢eklesmektedir.
HCCP halkasindaki azot, yalin elektron ¢iftine sahiptir ve bazik 0zelliktedir. Boylece
HCCP ve tlrevleri zayif Lewis bazi gibi davranarak AICIs gibi Lewis asitleriyle, azot
atomu lizerinden koordinasyon bilesigi olusturabilir. Ayrica HCCP, bazi metal

iyonlariyla azot atomu iizerinden koordinasyon bilesikleri olusturabilir (Wang vd. 2024).

2.1.2 Halkah trimerik fosfazen bilesiklerinin kullanim alanlar:

Halkali fosfazen tiirevleri lizerine yapilan ¢aligmalar, termal kararlilik, katalitik aktivite,
elektriksel iletkenlik ve biyolojik aktivite gibi farkli fonksiyonlara sahip malzemelerin

gelistirilmesine imkan saglamaktadirlar (Tang vd. 2020, Andrianov ve Langer 2021).

Alev geciktirici polimerler ve aleve dayanikh fiberlerde kullanimlari: Alev geciktirici
malzemeler; fosfor bazli, azot bazli ve sisen alev geciktiriciler olarak siniflandirilabilir.
Fosfor igeren alev geciktiriciler, polimeri dehidre eden ve karbonize eden, yanici gazlarin
olusumunu o6nleyen fosforik asit ve meta fosforik asit Uretir. Olusan PO gibi serbest
radikaller, alevdeki hidrojen iceren radikalleri baskilayarak zincirleme reaksiyonunu

Onler. Azot bazli alev geciktiricilerin mekanizmasi, termal ayrigsma sirasinda amonyak,
13



azot ve azot oksitler gibi yanic1 olmayan gazlarin olusumunu igermektedir. Bu gazlar 1s1y1
dagitir ve polimerin yiizey sicaklifini azaltir. Ayrica, oksijeni ve polimerin termal
ayrismasi sonucu olusan yanici gazlari seyrelterek yanma igin gerekli olan oksijenin
miktarin1 smirlandirir. Sisen alev geciktiriciler ¢evre dostudur; gaz, asit ve karbon
kaynagi olarak sirasiyla N, P ve C elementlerini kullanmaktadir. Isitildiginda, sisen alev
geciktiriciler genlesir ve kopiiklii bir komiir tabakasi olusturur. Bu katman bir bariyer
gorevi gorerek 1sinin transferini ve yayilmasini dnler. Dolayistyla, alev geciktirici 6zellik

gosterir.

Siklotrifosfazen malzemeleri yliksek miktarda N ve P icermektedir, bu nedenle hem azot
bazli hem fosfor bazli alev geciktiricilerin avantajlarina sahiptir, halojen igermez, duman
bastirma islevine sahiptir ve bu alanda biiyiik ilgi gérmektedir. Ticari olarak temin
edilebilen bir alev geciktirici olan hekzafenoksifosfazen [NP(OPh);]s, ilk kez 1960
yilinda sentezlenmistir. Polietilen, polipropilen, politretan, polikarbonat, polifenilen
oksit ve naylon gibi ¢esitli yanici polimerlerlere eklendiginde, polimer matrisinin
smirlayici oksijen indeksini (LOI) 6nemli 6lgtide artirarak yiiksek alev geciktirici 6zellik

gosterir. Hekzafenoksifosfazen 6zellikle elektronik paketlemede kullanilir.
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Sekil 2.6 Alev geciktirici ozellikleri olan baz siklotrifosfazen tiirevlerinin yapisi

Sentezlenen polimerlerin aksine, pamuklu kumaslar1 Onceden alev geciktirici
malzemelerle karistirmak zordur, ancak sonradan alev geciktirici bir bilesenin dahil
edilmesi mumkinddr. Bunun icin alev geciktiricilerin gerekli 6zelliklerine sahip
olmalarmin yani sira, pamuklu kumaslara iyi yapigsma Ozelligine sahip olmalari
gerekmektedir.  Dutkiewicz ve c¢alisma arkadaslari, pamuklu kumaslarda ylizey
degistirici ve alev geciktirici olarak kullanmak tizere heksakis[3-(trietoksisilil)propiloksi]
siklotrifosfazen bilesigini sentezlemistir. Bu, pamuklu kumaslarin LOI'sini %18'den

%24,6'ya olacak sekilde onemli 6l¢iide arttirmistir (Dutkiewicz vd. 2019).

Trimer tidrevlerinin sarj edilebilir lityum pillerde kullanmmi: Lityum pillerde

elektrolit, iyon iletimini saglar; genellikle lityum tuzlarindan ve organik ¢oziiciilerden

olusur. Ancak atesleme kaynaklari, asir1 sarj, asir1 1sinma ve delinme gibi bazi faktorler

yanmaya ve hatta patlamalara neden olabilir. Bu nedenle elektrolite belirli miktarda alev

geciktirici eklenmesi gerekir. Yaygin olarak kullanilan alev geciktiriciler, 6rnegin fosfat

ve fosfit esterleri ile organik halojentrler, etki gostermeleri icin fazla miktarda
15



eklenmektedirler. Bu maddelerin eklenmesi, artan viskozite, kimyasal veya
elektrokimyasal kararsizlik ve zayif iyonik iletkenlik gibi ¢esitli faktorler nedeniyle pilin
performansini etkileyebilir. Fosfazen bilesikleri (6zellikle baz1 fosfazen oligomerleri ve
kiiglik molekiillii bilesikler), yuksek iyonik iletkenlik gosterirler. Ayni1 zamanda, uygun
termal stabiliteye ve alev geciktirici 6zelliklere sahip olduklari i¢in, lityum pillerde tek
elektrolit olarak kullanilabilirler (Liv d. 2021).

Gunidmduzde, pillerde ticari olarak temin edilebilen g siklotrifosfazen tirevi vardir.
Bunlar; hekzaflorosiklotrifosfazen (NsPsFs, HFPN), etoksi pentaflorosiklotrifosfazen
(N3P3sFsOCH2CHs, PFN veya PFPN) ve fenoksi pentaflorosiklotrifosfazen (N3P3FsOph)
(Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Lityum pillerde kullanilan Heksaflorosiklotrifosfazen (HFPN), -etoksi
pentaflorosiklotrifosfazen (PFN veya PFPN) ve fenoksi
pentaflorosiklotrifosfazenin sentezi ve agik yapisi

Biyomedikal Alandaki Uygulamalari: Biyolojik uygulamalarda kullanilacak
materyallerin hem kendilerinin hem de bozunma Urunlerinin biyouyumlu olmalari,
kanserojen ve toksik etkilerinin olmamasi gerekir. Ayrica, iltihap ya da irritasyona

(enflamatuar); pirojenik veya alerjik tepkiye neden olmamalidir.
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Fosfazenler, biyouyumlu ve biyoaktif potansiyele sahip olmalari nedeniyle; ilag salinima,
doku ve rejeneratif mihendislik gibi farkli biyomedikal uygulamalarda kullanima

uygundur.

Fosfazenim bozunma Grunleri; toksisitesi diisiik amonyum ve fosfattir. Amonyum ve
fosfat, bir tamponlama sistemi (amonyum fosfat) olusturur, bodylece polifosfazenin

bozunmasi ortamda nétr bir pH saglar.

Aminler, amino asitler veya alkoksi siibstitiientler gibi ana gruplarin siibstitiisyonu
polifosfazenlere biyolojik olarak pargalanabilme 6zelligi vermektedir. Polifosfazenlerin
parcalanmasi, slibstitiie yan gruplarin kompozisyonlarina gore degisen hidrolitik
duyarliligina baglidir. Bu yan gruplarin ve kompozisyonun uygun se¢imi ile polimerin

mekanik 6zelliklerinin yan1 sira uygun par¢alanma hizinin da ayarlanmasi saglanir.

Biyomedikal ve biyokimyasal uygulamalarda fosfazenler, genellikle biyoaktif
molekdlleri tasiyict olarak kullanilmaktadir. Ancak, kendileri de birer biyoaktif madde
olarak kullanilabilme potansiyeli olan, antitimdr ve antimikrobiyal etki gosteren farkli
HCCP tilirevleri sentezlenmistir. Bunun ic¢in, HCCP’deki fosfor iizerindeki klor
atomlarmin; N-tek disli, N/N veya N/O iki disli ligandlarla yer degistirme reaksiyonlari
kullanilarak elde edilen HCCP tiirevlerinin, bazi Gram-pozitif ve Gram-negatif patojenik
bakterilere ve mantarlara kars1 antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir, ayrica DNA

etkilesimleri ve antikanser aktiviteleri de incelenmistir.

Sekil 2.8'de gosterilen tetra-pirolidino HCCP tirevlerinin, E. coli ATCC 25922, P.
aeuroginosa, B. cereus ve P. vulgaris bakterilerini kontrol antibiyotikleriyle
karsilastirilabilir 6l¢iide inhibe ettigi, ayrica C. tropicalis ve C. albicans'a karsi
Ketokonazolden daha aktif oldugu gozlenmistir (Asmafiliz vd. 2019).
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Sekil 2.8 Antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip N/N iki disli ligandlar tasiyan
siklotrifosfazenler (Asmafiliz vd. 2019)

Bagka bir c¢alismada, Gascon ve c¢alisma arkadaslar1 [N3P3(NHCy)s] ve
[N3P3(NHCy)3(NMez)s] ile katyonik giimiis(I) metallofosfazenleri sentezlemislerdir.
Gumis kompleksleri, Ag-N koordine bag: ile ile siklofosfazen halkasindaki azot

atomlaria baglanmistir.

Insan kanser hiicre hatt1 olan MCF-7 ile HepG2'ye kars1 in vitro sitotoksik aktivitesi
degerlendirilmistir ve cis-platine kiyasla, bu kanser hiicre hatlarina kars1 6nemli 6l¢iide
daha yiiksek antitiimor aktivite gosterdigi gdzlenmistir. Ayrica bilesiklerin bazi1 G(+), G(-
) bakteri ve mikobakteri suslarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri de incelenmistir.
Antimikrobiyal aktivite etkisi AgNOs ve giimiis siilfadiazinle karsilastirtlmistir. Bes
bakteri tiirtine kars1 [N3P3(NHCy)s] ligandinin bagli oldugu tiirev, digerlerine kiyasla
daha yiksek antimikrobiyal etkinlik gostermistir, ama bilesiklerin higcbiri pozitif
kontrollerden daha etkili degildir (Gascon vd. 2020).
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Sekil 2.9 Glimiis- HCCP koordinasyon bilesikleri (Gascon vd. 2020)

Bagka bir ¢alismada; Doksorubisin (DOXO), metoksi-poli(etilen glikol) ve timére 6zgl
bir tetrapeptit (Gly-Phe-Leu-Gly) ayirici igeren, biyolojik olarak parcalanabilen, suda
¢oziinlir bir siklotrifosfazen tiirevi sentezlenmistir (Sekil 2.10). Lésemi L12110 hiicre
hattina kars1 sitotoksisite potansiyelinde enzimatik kontrollii salinimin etkisi
incelenmistir. Bilesik, serbest doksorubisininkinden daha diisiik bir aktivite gostermistir
ancak cisplatine kiyasla etkili in vitro sitotoksik etki sagladigi bulunmustur (Kim vd.
2005).

o
X
o I:] = tetrapeptid ayiric (Gly-Phe-Leu-GlyO)
DOXO= Doksorubisin
PEG350
§
/p\\
PEG:’S'?.,' N| r;:,.“\PEG;;sc
P
O
O
¢ g
(o}

Sekil 2.10 Doksorubisin, (metoksi-poli(etilen glikol) ve timore 6zgu bir tetrapeptid
(Gly-Phe-Leu-GlyO) ayirict igeren siklofosfazen tiirevi (Kim vd. 2005)

Bunlarin disinda, fosfazen halkasindaki azot atomlarinin metallerle koordinasyonu
yoluyla sentezlenen HCCP tiirevleri, faz transfer metal katalizorler i¢in destek yap1
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olarak kullanilabilirler. Siv1 kristal malzemeleri ve iyonik sivi sentezleri igin de siklikla

platform olarak kullanilmaktadir.

2.2 Ferrosen

1951'de kesfedilen ferrosen; iki siklopentadienil (Cp) halkasi arasinda bir demir
atomunun bulundugu, 18 elektronlu sandvig tiiriinde bir yapiya sahip organometalik bir

bilesiktir (Kealy ve Pauson 1951) (Sekil 2.11).

Sekil 2.11 Ferrosen bilesigi, a) Ustten gorinimi b) yandan gérinima (Bhatt 2016)

Ferrosen (Fc) ve tirevleri fotokimya ve modern organometalik kimyada; kimyasal,
elektriksel, optik ve manyetik 6zelliklere sahip yeni malzemelerin Uretilmesinde
kullanilmaktadirlar (Astruc 2017, Sansook vd. 2020). Yaklasik 320 ve 440 nm
ultraviyole/gorunir (UV/Vis) bolgede absorpsiyon yapar ve diisiik bir potansiyelde
ferrosenyuma  oksitlenebilir.  Ferrosenil(Fc), [Fc=(n°-CsHs)2]  kimyasal  ve
elektrokimyasal redoks tersinirligi 6zelliklerinden dolayr genellikle redoks duyarli bir
yapt birimi olarak kullanilir. Turuncu renkli hidrofobik nétr ferrosen formu,
elektrokimyasal oksidasyon veya cesitli kimyasal oksitleyiciler kullanilarak mor renkli
17 elektronlu hidrofilik katyonik ferrosenyuma oksitlenebilir ve elde edilen ferrosenyum
katyonu daha sonra elektrokimyasal indirgeme veya indirgeyici ajanlar kullanilarak geri
dontigiimlii olarak ilk ferrosen formuna geri dondiirtilebilir (Liu vd. 2020). Essiz optik ve
elektrokimyasal 6zellikleri nedeniyle, ferrosen ve tiirevleri ila¢ tasiyici, katalizér ve

sensor olarak kullanilmaktadir (Fery-Forgues ve Delavaux-Nicot 2000). Bazi
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ferrosenildiaminlerin ve bunlarin siklofosfazen tiirevlerinin Mycobacterium tuberculosis
H37Rv'ye kars1 biyolojik olarak aktif oldugunun bulunmasi dikkat ¢ekicidir. (Gu vd.
2018, Huang vd. 2021)

2.3 Karbazoller

Karbazoller (Sekil 2.12) merkezi bir pirol halkasinin (B halkasi) her iki tarafina bitisik iKi
benzen halkasindan (A halkalar1) olugan diizlemsel bir trisiklik iskelete sahip, azot iceren

heterosiklik aromatik bir bilesiktir (Georgiades ve Nicolaou 2019).

Sekil 2.12 Karbazolun agik yapist

Karbazol ilk olarak 1872 yilinda kdmiir katraninin antrasen distilatindan izole edildikten
sonra Graeble ve Glazer tarafindan rapor edilmistir (Graebe ve Glaser, 1872). Karbazol

molekiilii rijit bir yapiya ve lipofilik bir karaktere sahiptir (Bashir vd. 2015).

Bu bilesik, etkileyici biyolojik aktivite oOzelliklerine sahiptir. Molekiiliin farkli
pozisyonlarda bulunan siibstitiientler ile fonksiyonlastirilmasi sonucunda farmakolojik
potansiyeli ylksek bagka bilesikler de sentezlenebilmektedir (Schmidt vd. 2012, Scriven
ve Ramsden 2019, Wang vd. 2021). Karbazol tiirevi yapilar antioksidan, analjezik,
antienflamatuar, antibakteriyel, antihistaminik, antitimor, antipsikotik, antiepileptik,
antidiyareik, noroprotektif ve antidiyabetik olarak kullanilmaktadir. (Guillonneau vd.
1999, Caruso vd. 2008, Bandgar vd. 2012, Biamonte vd. 2013). Ayrica, elektron
bakimindan zengin dogasi nedeniyle elektrominesans malzemelerin ve polimerlerin
tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Albrecht ve Yamamoto 2009; Gupta ve
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Kesavan 2019). lyi optik 6zelliklere, diisiik redoks potansiyeline ve yiiksek kimyasal
kararliliga sahip olmasi nedeniyse karbazol, organik alan etkili transistérler (OFET'ler)
ve organik giines pilleri (OSC'ler) gibi gesitli uygulamalara uygun malzemeler olarak
kullanilmaktadir (Kato vd. 2014). 2011 yilinda, karbazol molekiiliiniin fotofiziksel
ozelliginden ve halkali fosfazen bilesiginin kolay islevsellestirilebilmesinden
yararlanilarak, yiiksek bant bosluguna, yiliksek camsi gecis sicakligina, yliksek
¢cozlinlirliige ve termal agidan milkemmel 6zelliklere sahip dendrimerik yapidaki hibrit
fosfazen bilesigi OLED (Organik 1s1k yayan diyot) materyali olarak gelistirilmistir (Soh
vd. 2011).

Nishimoto ve arkadaslar1 2014 yilinda, alt1 karbazol birimi igeren siklotrifosfazen (PzCz)
bilesigini elde etmis ve bir OLED-TADF (termal olarak aktive edilmis gecikmeli
floresan) malzemesi olarak gelistirmistir. Karbazol bilesigi, yiiksek triplet enerjisi ve
miikemmel bosluk tagima kapasitesi nedeniyle tercih edilmistir. Bu 6zelliklere ek olarak,
karbazol molekiilii kolaylikla islevsellestirilebilir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuclara
gore, organik karbazol iinitesi ile inorganik siklofosfazen tiinitesinin birlestirilmesi
sonucunda, termal olarak kararli, yiiksek triplet enerjili, cok yiiksek kuantum aktiviteli ve
termal kararliliga sahip konak malzemeler gelistirilmistir (Nishimoto, Yasuda, Lee,
Kondoa, & Adachi, 2014).

Konjuge karbazol polimerlerinin ge¢misi, bu malzemelerin elektronik ve yapisal
ozelliklerini anlamak i¢in temel olusturan poli(3,6-karbazol) gibi turevlere
dayanmaktadir (Michinobu vd., 2009). Ayrica, karbazol birimi yiiksek bir agik devre
voltajina (VOC) katkida bulunan diisiikk en yiksek dolu molekuler orbital (HOMO)
seviyesi nedeniyle organik fotovoltaiklerde (OPV'ler) elektron verici olarak kullanilmistir
(Zhang vd. 2020).

Karbazoliin elektronik yapisi, reaksiyonlart ve ozellikleri; onu malzeme bilimi ve
farmakoloji gibi ¢esitli alanlarda uygulamalari olan ¢ok yonlii ve degerli bir bilesik haline
getirmektedir (Mathew vd. 2023).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyaller

3.1.1 Kimyasal maddeler ve materyaller

Bilesiklerin elde edilmesinde kullanilan malzemeler: N-metil-1,2-diaminoetan (Thermo

Fisher Scientific), N-etil-1,2-diaminoetan, N-metil-1,3-diaminopropan (Acros Organics),
HCCP (trimer), N-etil-3-karbazol karboksaldehit, ferrosenkarboksaldehit (TCI
Chemicals), sodyum bor hidrir, sodyum sulfat, petrol eteri (Sigma Aldrich); etil alkol
(etanol), trietilamin, tetrahidrofuran (THF), toluen, kloroform (Merck) kullanilmistir.
Ince tabaka kromatografisi (TLC) silika jel 60 Fas4 aliminyum tabakalar: (Supelco) ile,
hareketli faz olarak farkli oranlarda toluen ve tetrahidrofuran (THF) karisimi kullanilarak
reaksiyon ve lrilinlerin takibi yapilmistir. Kolon kromatografisinde Milipore Silika jel 60
[0.040-0.063(230-400) ag gozii ATSM] kullanilmustir. Kristallendirme islemlerinde
asetonitril (Merck) Kullanilmistir.

Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi tayininde kullanilan malzemeler: DMSO, bakteri ve

maya suslar1 (¢izelge 3.1), 96 kuyucuklu plaka, siv1 besiyeri Sabouraud Dekstroz Besiyeri
(SDB), Mueller-Hinton Besiyeri (MHB); agar (kat1 besiyeri) olarak Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA) ve Mueller-Hinton Agar (MHA) kullanilmustir.

Cizelge 3.1 Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan bakteri ve maya suslari

Bakteri Suslart Maya Suslari
Gram-Pozitif Bakteriler Gram-Negative Bakteriler
Bacillus cereus Escherichia coli Candida albicans
NRLL B-3711 ATCC 35218 ATCC 10231
Bacillus subtilis Escherichia coli Candida krusei
ATCC 6633 ATCC 25922 ATCC 6258
Staphvlococcus aureus Klebsiella pneumaniae Candida tropicalis
ATCC 25923 ATCC 13883 Y-12968
Enterococciis faecalis Salmonella tvphimurium
ATCC 29212 ATCC 14028
Enterococcus hirae Proteus vulgaris
ATCC 9790 ATCC 8427

Pseudomonas aeriginosa
ATCC 27853
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Bilesik-DNA etkilesiminde kullanilan materyaller: DMSO, plazmid (pBR322), mini

santrifiij (donduriicl), agaroz, restriksiyon sindirim enzimleri (BamHI ve Hindlll),

yiikleme boyasi, etidyum bromdr, tris asetat (TAE) tamponu kullanilmastir.

3.1.2 Cihazlar

Cihazin ad1

Cihazin modeli

1P NMR Spektrofotometresi
'H NMR Spektrofotometresi

13C NMR Spektrofotometresi

X-1sinlarn kristallografi cihaz

Kiitle Spektrometresi

Element Analizi Cihazi
FTIR spektrofotometresi

Erime Noktasi Tayin Cihazi
UV/Vis /Floresans
Spektrofotometresi

Bruker, 600 MHz

Agilent Technologies, Varian
Mercury-400BB, 400 MHz,
SiMe4, i¢ standart

Agilent Technologies, Varian
Mercury-400BB, 100 MHz,
SiMe4, i¢ standart

Enraf-Nonius CAD4 ve Stoe
IPDS II kirmmmmetre cihazi ile
(CAD4 software, version
1.1.1997)

Waters 2695 Alliance Micro
Mass ZQ (LC-MS)

LECO CHNS-932

Bruker Tensor 27 Fourier-
transforkiziltesi (FTIR) 400 1la
4000 cm™ (Opus Software)

Gallenkamp
Jasco J720Spectropolarimeter
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3.2 Yontemler
3.2.1 N/N dondr atomlu Schiff bazlar1 ve diamin bilesiklerinin sentezi
3.2.1.1 Ferrosenildiamin bilesiklerinin sentezi

Literatiirdeki yontem kullanilarak, ferrosenkarboksaldehit ile alifatik diaminlerin (N-
metil- 1,2-diaminoetan, N-etil-1,2-diaminoetan ve N-metil-1,3-diaminopropan) etanol
ortamindaki kondenzasyon reaksiyonu ile {i¢ farkli Schiff bazi, bu Schiff bazlarinin
NaBHjs ile indirgenmesiyle de N-alkil-N-monoferrosenildiamin bilesikleri (1-3) elde
edilmistir (Sekil 3.1) Bilesikler literatiirdeki sentez yontemine benzer sekilde elde
edilmistir(Neuse vd. 1988, Schuhman vd. 1991, Kim vd. 1997, Asmafiliz vd. 2009).

NaBH,

EtOH
S e S
Fe O +

A Fe r‘/\)h\‘ Fe ’/(Aﬂw
— liH NH;  HNR ©\:N HNR ©LNH HNR
Ferrosenkarboksaldehit — Diamunler Schiff Bazi Ferrosenildiamn bilesikler:
n:0 R:CH; n:0,R:CH; (1)
n:0, R:CyHs n:0,R:CH;s (2)
n-1,R:CH; n:1,R:CH; (3)

Sekil 3.1 Ferrosenildiamin sentezi

Bilesik 1: iki agizli bir balonda, 100 mL etanol icerisinde bulunan N-metil-etilendiamin
bilesigine (1,22 mL; 14,00 mmol), ferrosenkarboksaldehitin (3,00 g; 14,00 mmol) etil
alkolde (50 mL) cozllerek hazirlanmis ¢ozeltisi damlatma hunisi ile ilave edilmistir.
Cozelti geri sogutucu altinda 15 saat kaynatilmistir. Kondenzasyon reaksiyonu sonucunda
olusan Schiff bazi, sodyum bor hidriir (NaBHg) ile diamine indirgenmistir. Kloroform ve
distile su ile yapilan ekstraksiyon isleminden sonra ferrosenildiamin bilesigi elde

edilmistir.
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Bilesik 2: Ferrosenkarbaksaldehit (3,00 g; 14,00 mmol) ve N-etiletilendiamin (1,47 mL,;

14,00 mmol) kullanilarak bilesik 1’in sentezinde uygulanan yontem ile sentezlenmistir.

Bilesik 3: N-metil-1,3-propandiamin (1,46 mL; 14,00 mmol) ve ferrosenkarboksaldehitin
(3,00 g; 14,00 mmol) etkilestirilmesiyle, bilesik 1 sentezinde kullanilan yontem

uygulanarak elde edilmistir.
3.2.1.2 Karbazolildiamin bilesiklerinin sentezi

N-etil-3-karbazolkarboksaldehitin ayni diaminler (N-metil- 1,2-diaminoetan, N-etil-1,2-
diaminoetan ve N-metil-1,3-diaminopropan) ile tepkimesinden énce Schiff bazlari, sonra
bu Schiff bazlarinin NaBHj ile indirgenmesinden ise karbazolildiamin bilesikleri (4-6)
elde edilmistir (Sekil 3.2).

N/_ EXOH \‘\BH
Oy LT fﬁ@g\ ﬂ

n 0 R:CH; Schuiff Baz n:0.R:CH; (4)
n 0, R:CHs n:0.R:CH;s(5):
n 1, R:CH; n:1,R:CH; (6)

Sekil 3.2 Sentezlenen karbazolildiamin bilesikleri

Bilesik 4: Yuvarlak dipli iki agizli bir balonda N-metil-etilendiaminin (1,13 mL; 13,00
mmol) etanol (100 mL) icindeki ¢ozeltisine, N-etil-3-karbazolkarboksaldehitin (3,00 g;

13,00 mmol) etanol (50 mL) i¢indeki ¢ozeltisi damlatma hunisi ile eklenmistir.

Geri sogutucu ile diizenegi ile 15 saat boyunca karistirilarak 1sitilmistir ve Schiff bazi
elde edilmistir. Schiff bazinin NaBHjs ile indirgenmes: ve sonrasinda kloroform ile

yapilan ekstraksiyon iglemi sonucu diamin elde edilmistir.
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Bilesik 5: N-etil-3-karbazolkarboksaldehit (3,00 g; 13,00 mmol) ve N-etil-etilendiamin
(1,37 mL; 13,00 mmol) kullanilarak bilesik 3 sentezinde kullanilan yontem ile bilesik 5

elde edilmistir.

Bilesik 6: N-metil-1,3-propandiamin bilesigi (1,46 mL; 13,00 mmol) ve N-etil-3-
karbazolkarboksaldehitin (3,0 g, 14,00 mmol) kullanilmasiyla bilesik 3’teki yonteme

gore sentezlenmistir.
3.2.2 Tetrakloro monoferrosenil spirofosfazen bilesiklerinin sentezi

Sentezlenen monoferrosenildiaminler (4-6) ile HCCP’nin 1:1 stokiyometrik oraninda,
¢Oziicii olarak tetrahidrofuran (THF) kullanilmasi ve ortama tuz tutucu olarak trietilamin
[EtsN, (CH3CH>)3N] eklenmesiyle gerceklesen niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonlari
sonucunda tetrakloro mono-spirofosfazen bilesikleri (7-9) sentezlenmistir (Sekil 3.3)
(Asmafiliz vd. 2009). EtsN giiclii bir bazdir ve reaksiyon sirasinda olusan HCl’nin
EtsN.HCI tuzu olarak ortamda tutulmasini saglamaktadir.

Fe ‘/NM‘
Et;N ©\_N NR
TR &

THF

N A : (%‘H P
'“'L 'L/ Cl ©\——NH HNR CI\JJ Il

CI Cl

N 4

N P\

Hekzaklorotrifosfazen Ferrosenildiamin bilesikler:

(HCCP, Trimer) n 0.R:CH; (1)
n:0.R:CHs5(2):
n:1.R:CH; (3)

n:0.R: CyHs(8)
n:1.R:CH;s (9)

|n -0.R : CH; (7):

Sekil 3.3 Sentezlenen monospirosiklotrifosfazen tirevleri

Bilesik 7: Monoferrosenildiaminin (bilesik 1) (1,69 g; 6,20 mmol), THF (tetrahidrofuran)
(50 mL) i¢indeki ¢ozeltisine sirastyla EtsN (1,73 mL; 12,40 mmol) ve THF (100 mL)
iginde ¢oziilmiis HCCP (2,15 g; 6,20 mmol) eklenmistir. Karigim, geri sogutucu diizenegi
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ile 2 giin boyunca isitilmistir. Bilesik toluen ile kolon kromatografisi kullanilarak saf

olarak elde edilmistir.

Bilesik 8: Ferrosenildiamin (bilesik 2) (2,29 g; 8,00 mmol) ve HCCP (2,78 g; 8,00 mmol)

kullanilarak bilesik 7 sentezinde belirtilen yontem uygulanarak sentezlenmistir.

Bilesik 9: Ferrosenildiamin (bilesik 3) (2,86 g; 9,90 mmol) ve HCCP’nin (3,44 g, 9,9

mmol) etkilestirilmesiyle, bilesik 7 icin kullanilan yontem ile sentezlenmistir.

3.2.3 Simetrik olmayan cis- ve trans- dispirofosfazenlerin sentezi

Ferrosenildiamin grubu iceren monospirofosfazen tirevlerinin (7-9) THF c¢o6ziclsi
kullanilarak ve reaksiyon ortamima EtsN eklenerek karbazolildiaminlerle (4-6)
etkilestirilmesi sonucu cis- ve trans- dispirofosfazen bilesikler (10-27) sentezlenmistir
(Sekil 3.4).

Trans dispirofosfazenler Cis dispirofosfazenler
F
¢ c ; ya
@ﬂ " 4
C,‘\‘“ ‘l// ]
n:0, R:CH; T 7
n:0, R:C,Hg
n:1, R: CH3 a0 O
N N\
< il = ..
Fe ¢, O H Q—\ o p\" ,1
B N
C'I\‘“ J/c’ NN ey
e N iy I
w0
N
o)
Fe o, ol
o
n sy r
oSG
Tn\“\ NaZ e
(14)
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Cis dispirofosfazenler

“/ \ & “/ \ 8§ “/ \ =
A= LW S\ -/ ©
{” " {”

Cis dispirofosfazenler

“/ \ & VAR
a.,,,../u "p\ - m,,,,p/u"p\
{7 {*,

Trans dispirofosfazenler

‘o Ve /S
1Y (Vv Y
Y, ~ e
WNg wNg W \s
m.,,,@/u"v\ - m.%./ -y | F = a,.,, /n”p\ =

Trans dispirofosfazenler

L A Yy
cl@\\ //n ln\” mﬁv \u //N /u\”

a7\
g T
/%

n:0, R:CH;
n:0, R:C,H;

n:1, R: CH;

Sekil 3.4 Sentezlenen dispirofosfazen tirevleri
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Bilesik (10 ve 11): THF (150mL) icinde c¢ozlnmiis tetrakloromonoferrosenil-
spirofosfazen bilesigine (9) (0,56 g; 1,00 mmol) 6nce trietilamin (0,28 mL; 2,00 mmol)
sonra karbazolildiaminin (bilesik 4) (0,28 g; 1,00 mmol) THF (50 mL) icindeki ¢dzeltisi
oda sicakliginda ilave edilmistir. Reaksiyon ortami 72 saat boyunca geri sogutucu altinda
karistirilarak kaynatildiktan sonra ¢oken trietilamin hidroklorir (EtsN.HCI) tuzu
stiziilmistlir ve ¢oziicii uzaklagtirllmigtir. Birbirinin izomeri olan ve karisim halinde
bulunan 10 ve 11 numarali bilesikleri saflastirmak ve ayri olarak elde etmek i¢in kolon
kromatografisi yontemi kullanilmistir. C6zUci olarak toluen-THF karigimi kullanilarak
kolon kromatografisi ile li¢ bilesik elde edilmistir. Sadece toluenin ¢ozlcl olarak
kullanilmasiyla, ¢ikis bilesigi olan monospirofosfazen (9) saf olarak ayrilmistir. Sonra
¢ozici olarak Toluen/THF karigimi (15:1) ile 6nce trans- izomer (10) sonra cis- izomer
(11) saf olarak elde edilmistir. Turuncu renkteki kati bilesiklerden trans-izomeri (10),
asetonitril ¢ozuictistinde kristallendirilmistir. Ince tabaka kromatografisi (TLC) yontemi
ile, hareketli faz olarak 5:1 oraninda Toluen-THF karisimi kullanilarak bilesiklerin Rf

degerleri belirlenmistir.

Bilesik 9 icin; Verim: 0,22 g (%28)

Trans-10 i¢in; Verim: 0,35 g (% 45); Erime Noktasi1 (e.n.): 176 °C; Rf: 0,45

Cis-11 icin; Verim: 0,16 g (%21); Erime Noktasi (e.n.): 66 °C; Rf: 0,34

Bilesik (12 ve 13): Monospirofosfazen (9) (0,90 g; 1,60 mmol) ve karbazolildiaminin (6)
(0,45 g; 1,60 mmol) etkilestirilmesiyle, 10 ve 11 numarali bilesiklerin sentezinde ve
ayrilmasinda kullanilan yontemler uygulanmistir. 12 ve 13 numarali izomer bilesikleri
sentezlenmistir ve kolon kromatografisi ile birbirinden ayrilarak saf olarak ve yagimsi
halde elde edilmistir.

Bilesik 9 icin; Verim: 0,23 g (%19)

Trans-12 icin; Verim: 0,54 g (%43); Erime Noktas1:128 °C; Rf: 0,46

Cis-13 icin: Verim: 0,43 g (%34); Erime Noktasi: 94 °C; Rf: 0,40
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Bilesik (14 ve 15): Monospirofosfazen (9) (2,93 g; 5,20 mmol) ve karbazolildiaminin (5)
(1,55 g; 5,20 mmol) kullanilmasiyla, 10 ve 11 numarali bilesik sentezi ve ayrilmasi i¢in
uygulanan yontemler izlenerek 14 ve 15 elde edilmistir. Maddeler turuncumsu sari renkte

ve katidir. Cis- izomerinin (bilesik 15) kristali, asetonitrilde elde edilmistir.

Bilesik 9 icin; Verim: 0,80 g (%20)

Trans-14 igin; Verim: 1,79 g (%44); Erime Noktas1:129 °C; Rf: 0,47

Cis-15 i¢in; Verim: 1,35 g (%30) Erime Noktas1:164 °C; Rf: 0,40

Bilesik (16 ve 17): Monospirofosfazen (8) (0,90 g; 1,60 mmol) ve karbazolildiamin (4)
(0,45 g; 1,60 mmol) kullanilmasiyla, bilesik 10 ve 11 eldesinde uygulanan yontemler
izlenerek sentezlenmistir. Trans-16 ve cis-17 dispirofosfazenler kolon kromatografisi ile
ayr1 olarak elde edilmistir. Trans- bilesik 16, asetonitrilde kristallendirilmistir.

Bilesik 8 i¢in; Verim: 0,30 g (%24)

Trans-16 icgin; Verim: 0,52 g (%42); Erime Noktasi: 201 °C; Rf: 0,58

Cis-17 icin; Verim: 0,38 g (%31); Erime Noktasi: 176 °C; Rf: 0,47

Bilesik (18 ve 19): Tetrakloromonospirofosfazen (8) (0,90 g; 1,60 mmol) ve
karbazolildiaminin (6) (0,48 g; 1,60 mmol) etkilestirilmesiyle, bilesik 10 ve 11’in
sentezinde kullanilan yonteme gore sentezlenmistir. Kolon kromatografisi ile 10:1
oraninda Toluen:THF ¢oziicii karistmi kullanilarak 18 numarali trans tiirevi bilesik
ayrilmistir, izomeri olan cis-19 bilesigi ise saf olarak elde edilememistir. Bu nedenle
preparatif ince tabaka kromatografisinde 5:1 oraninda toluen/etil asetat karisimi hareketli

faz olarak kullanilarak cis-izomeri 19 saf olarak ayrilmistir. Trans-18 bilesigi,

asetonitrilde kristallendirilmistir

Bilesik 8 i¢in; Verim: 0,40 g (%32)
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Trans-18 icgin; Verim: 0,54 g (% 43); Erime Noktasi: 206 °C; Rf: 0,62

Cis-19 icin; Verim: 0,25 g (%20); Erime Noktas1:105°C; Rf: 0,56

Bilesik (20 ve 21): Tetrakloromonospirofosfazen (8) (0,90 g¢g; 1,60 mmol) ve
karbazolildiamin (5) (0,48 g; 1,60 mmol) bilesikleri etkilestirilerek, 10 ve 11 numarali
bilesiklerin sentezinde uygulanan yontemler kullanilarak elde edilmistir.

Bilesik 8 icin; Verim: 0,38 g (%30)

Trans-20 igin; Verim: 0,56 g (%45); Erime Noktasi: 205 °C; Rf: 0,69

Cis-21 icin; Verim: 0,37 g (%21); Erime Noktasi: 161 °C; Rf: 0,58

Bilesik (22 ve 23): Tetrakloromonospirofosfazen (7) (1,31 ¢; 2,40 mmol) ve
karbazolildiamin (4) (0,68 g; 2,4 mmol) kullanilarak, 10 ve 11 numaral bilesiklerin eldesi
i¢in izlenen yontem ile sentezlenip saf olarak elde edilmistir.

Bilesik 7 icin; Verim: 0,36 g (%28)

Trans-22 igin: Verim: 0,59 g (%46); Erime Noktasi: 207 °C; Rf: 0,62

Cis-23 icin: Verim: 0,25 g (%20) Erime Noktasi: 193°C; Rf: 0,42

Bilesik (24 ve 25): Tetrakloromonospirofosfazen (7) (0,87 g; 1,60 mmol) ve
karbazolildiamin (6) (0,48 g; 1,60 mmol) kullanilarak, diger dispiro bilesiklerinin
sentezinde kullanilan yontem ile elde edilmistir.

Bilesik 7 icin; Verim: 0,28 g (%23)

Trans-24 igin; Verim: 0,58 g (%47); Erime Noktas1:170 °C; Rf: 0,56

Cis-25 icin; Verim: 0,31 g (%25); Erime Noktasi:150 °C; Rf: 0,40
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Bilesik (26 ve 27): Tetrakloromonospirofosfazen (7) (1,01 g; 1,85 mmol) ile
karbazolildiamin (5) (0,55 g; 1,85 mmol) etkilestirilerek, diger dispiro maddelerin

eldesinde kullanilan yonteme gore sentezlenmis ve ayrilmistir.

Bilesik 7 icin; Verim: 0,94 g (%29)
Trans-26 igin; Verim: 0,67 g (%42); Erime Noktasi: 204 °C; Rf: 0,58

Cis-27 icin; Verim: 0,35 g (%22); Erime Noktasi: 206 °C; Rf: 0,51

3.2.4 Bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde mikrodilisyon yontemi (Sekil 3.5)
kullanilarak MiK, MBK ve MFK degerleri tespit edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite testi icin, bilesiklerin stok ¢ozeltisi DMSO i¢inde 2500 uM
konsantrasyonda hazirlanmistir. Pozitif kontrol i¢cin, Ampisilin ve Kloramfenikol referans
antibakteriyel ajanlar olarak; Ketokonazol referans antifungal ajan olarak kullanilmistr.
Hepsi DMSO iginde 2500 uM konsantrasyonunda ¢6ziilmiistiir. DMSO negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Deneyden 6nce, tiim bilesikler ve antimikrobiyal ajanlar 0,2 um
gozenek capina sahip bir siringa filtresinden gecirilerek sterilize edilmistir. Stv1 ve agar
besiyerleri siselerindeki talimatlara gore hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri
sterilizasyon i¢in otoklavlanmigtir. Bakteri ve maya suslar1 stoktan agar besiyerlerine
eklendikten sonra, bakteriler 1 giin 37°C’de, mayalar ise 2 gun 30°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. McFarland Standardini ayarlamak i¢in bir miktar bakteri/maya bir halka ile
tuzlu su cozeltisine alinmigtir. Daha sonra her bakteri/maya ¢ozeltisi 1:10 oraninda
seyreltilmistir (100 pL hazirlanan bakteri/maya-tuzlu su ¢Ozeltisi, 900 pL tuzlu su
cozeltisine eklenmistir). 200 pL bilesik 96 kuyulu plakanmn ilk sirasina konmustur.
Bakteri ve maya i¢in besiyeri ortamlart diger kuyucuklara dagitilmistir (her biri i¢in 100
pL). Tiim kolonlar sirastyla ilk siradaki kuyudan 100 pL bilesik ile seyreltilmistir. TUm
kuyucuklara 5 pL seyreltilmis bakteri/maya-tuzlu su eklenmistir. Daha sonra 96

kuyucuklu plakalar inkiibe edilmistir (bakteri i¢in 1 giin ve maya i¢in 2 giin beklenmistir).
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Inkiibasyondan sonra, her bilesik konsantrasyonu i¢in 10 pL ¢dzelti petri kaplarina (agar
ortami1) aktarilmistir. Bunlar 1-2 giin inkiibasyona birakilmig ve ardindan sonuglar

alinmistir (Sekil 3.6).

Kontrol
iceren /%—»
kuyular
/,. R OO
o K
“0i® ) - = Y fetetels
\\/ jelclelelele
@ Bakteri/Maya tuzlu su ¢ozeltisi @ Plakadaki bilesikler
icine alinarak McFarland Standart seri seyreltilir.
No:5 olacak sekilde hazirlanir.
v

@ Kuyularda farkh ® Ureme var

derigimlerde bulunan
bilesiklere Bakteri/Maya
tuzlu su ¢ozeltisi eklenir
ve inkube edilir.

O Ureme yok

7\
J 1
f
\ /
N P
@ Mikrokuyulardan bir
miktar alinir, agar
petri kabindaki besi .
yerlerine yayilir ve P21 ‘\\
Uremeleri kontrol f .. .. 58]
edilir. ‘\‘ Seate)
O /
AL~

Ureme var e yok Ureme yok Ureme var
(negatif kontrol) (POIltlf kontrol) (bl|e$lk lceren kuyu) (Bilesik i |<;eren kuyu)

Sekil 3.5 Mikrodiltisyon yontemi ile MBK, MFK ve MIK belirlenmesi (biorender)
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Pozitif/Negatif
Kontrol

Sekil 3.6 Bilesiklerin bakteri ve maya petri goriintiileri

3.2.5 Bilesik- DNA etkilesiminin belirlenmesi

Bilesiklerin plazmit DNA Uzerindeki etkisi agaroz jel elektroforez yontemi ile
incelenmistir. Bilesikler DMSO igerisinde stok konsantrasyon 2500 uM olacak sekilde
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden 2500, 1250, 625, 312.5, 156.25 uM oranlarinda 5 farkl
konsantrasyonda hazirlanan bilesikler ve pBR322 plazmit DNA eklenerek 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bilesik-DNA karigimlart %1
agaroz jelde elektroforezde 70 voltta yuruttlmistiir ve 90, 120 ve 150. dakikalarda UV
jel gorintileme sisteminde goriintiileri alinmigtir. Goriintiileme 6ncesi DNA boyanmasi

i¢in etidyum bromiir kullanilmigtir.

Restriksiyon enzim kesimi: DNA (zerindeki 5'-G/GATCC-3' bolgesini tantyan BamHI
ve 5-A/AGCTT-3' bolgesini taniyan HindIIl enzimi enzim kesimi g¢alismasi i¢in
kullanilmistir. Bilesiklerin DNA’nin bu boélgeleri iizerine baglanma durumunu anlamak
icin bilesik-DNA etkilesiminde hazirlanmis olan karisimlardan alinarak restriksiyon
enzimleri ile 1 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Enzimle muamele edilmis bilesik-DNA

karisimi jel elektroforezde yiiriitiilerek goriintiilemesi yapilmigtir.
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3.2.6 Sitotoksik aktivite belirlemeye yonelik calismalar

Sitotoksik terimi, hiicre Oliimiine neden olan anlamma gelmektedir. Bilesiklerdeki
sitotoksik aktivite potansiyelini degerlendirmek i¢in MTT testi kullanilmistir (Sekil 3.7).
MTT analizi, hiicre canlilif1 ve sitotoksisitesinin bir gostergesi olarak hiicresel metabolik
aktiviteyi 6lgmek i¢in kullanilir. Bu kolorimetrik analiz, sar1 tetrazolium tuzunun (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromir veya MTT), metabolik olarak aktif
canlt hiicrelerin mitokondrilerindeki dehidrojenazlar tarafindan suda ¢éziinmeyen mor
renkli formazan kristallerine enzimatik doniisiimii yoluyla hiicre canliligini dlger. Olusan
formazan miktari canli hiicre sayisini verir. Formazanin yogunlugu, hiicrelerin metabolik

aktivitesini ve dolayisiyla canliliini yansitir.

Bu ¢aligmada MTT testi igin iki farkli hiicre hatt1 kullanilmistir: Bir tanesi meme kanseri
hicrelerinden tiretilen MDA-MB-231 kanser hiicre hatti; digeri ise Afrika yesil
maymununun bobrek epitel hiicrelerinden kdken alan Sliimstizlestirilmis bir hiicre dizisi
olan Vero saglikli hiicre hattidir. Islem gérmemis hiicreler negatif kontrol olarak ve cis-
diammineplatinum(Il) dikloriir ile islem goérmis hiicreler pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerin (14, 15, 16, 17, 18 ve 22) pozitif kontrol olan cis-
platine kars1 sitotoksisitesini degerlendirmek igin, bilesiklerin farkli derigimleri (15,6 uM
-250 uM) uygulanmustir. Hucreler 24 saatlik bir kulucka siresinden sonra her bir
kuyucuga 5 mg/mL MTT eklenerek 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. 100 u. DMSO

eklenerek 570 nm'de mikroplaka okuyucu ile 6lgtlmustiir.
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® Hucreler mini (@) MTT ilave edilir (@) 3-4 saat inkiibe edilir

kuyucuklara yerlestirilir

(® Hiicre canliligini belirlemek icin kolorimetrik test (® Absorbans olgulir
Formazan
'8 N
—> H
Mitokondriyal N
rediktaz e K0

Sekil 3.7 MTT testi (biorender)

3.2.7 Antioksidan ozelliklerinin belirlenmesi

Sentezlenen bilesiklerin antioksidan potansiyellerini belirlemek icin DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil, C1gH12NsQOg) radikali siipiirme deneyi gergeklestirilmistir.

0,002 g DPPH radikali metanol iginde ¢oziilmustir. Bilesiklerin yedi farkl
konsantrasyonu (sirasiyla 2500, 1250, 625, 312.5, 156.3, 78.1 ve 39 uM) DMSO ile
hazirlanmistir. Bilesik ¢ozeltileri ile taze hazirlanmis DPPH radikalinin etanol i¢indeki
cozeltisinden (0,1 mM), 100 pL alinarak karigtirilmistir, oda sicakliginda 30 dakika
beklenmistir ve absorbans 517 nm'de spektrofotometre (Shimadzu UV-1800) ile bosluga
kars1 Olglilmiistiir. Butillenmis hidroksitoluen (BHT) fenolik bir antioksidandir ve bu
deneyde pozitif kontrol olarak BHT'nin (2500 uM) absorbans dlgtimleri kullanilmustir.
Negatif kontrol i¢in (3 tekrarl) 100 uL DPPH ve DMSO kullanilmustir.
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Mor Sari

Sekil 3.8 DPPH radikalinin antioksidan ile indirgenmesi
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Bilesiklerin Element Analizi Sonuclar

Element analiz sonuglari, sentezlenen bilesiklerin teorik degerler ile uyumlu oldugunu
gostermistir ve sentezlenen bilesikler i¢in tahmin edilen yapilar1 dogrulamistir. Cizelge

4.1, bilesiklerin teorik element degerlerini ve element analiz sonuglarin1 gostermektedir.

Cizelge 4.1 Sentezlenen bilesiklerin element analiz sonuglari

Bilesik Kapali Formiil Hesaplanan (Bulunan)
C H N
10 | CasHaiCloFeNsP; 51,51 (51.41) | 5.37(5.27) | 14.56 (14.09)
11 | CasHaClFeNgP3.CsHsO 52,81 (52.56) | 5.87 (5.48) | 13.32(13.11)
12 CasHasCloFeNgPs 52,13 (52,34) | 5,53 (5,70) 14,30 (13,89)
13 | CasH43Cl,FeNsP; 52,3(52,25) | 553(6,09) | 14,30 (13,91)
14 | CasH43Cl,FeNsP; 52,13 (51,78) | 5,53 (5,62) | 14,30 (14,28)
15 | CasH43Cl,FeNsP; 52,13 (52,26) | 5,53 (5,48) | 14,30 (14,16)
16 | CssHaCl.FeNsPs 51,51 (51,68) | 5,37 (5,70) | 14,56 (14,09)
18 | CasHusClFeNgP3.C4HsO 53,35 (53,56) | 6,01(6,34) | 13,10(13,72)
19 CasHa3CloFeNgPs.1,5H,0 50,39 (50,88) | 5,72 (6,13) 13,83(14,04)
20 | CaH4sCl.FeNsPs 52,13 (53,58) | 5,53 (6,11) | 14,30 (13,83)
22 | CaH3oClFeNgP3.0,5C4HsO 51,60 (51,79) | 5,48 (5,89) | 14,16 (14,45)
23 | CsH3oClFeNgP3.0,5C4HsO 51,60 (51,82) | 5,48 (5,66) | 14,16 (14,50)
24 | CasHuClFeNgPs 51,51 (51,82) | 5,37 (5,35) | 14,56 (14,25)
25 | CasHuClFeNsPs 51,51 (51,86) | 5,37 (5,29) | 14,56 (14,38)
26 Ca3HuiCloFeNsP3.C4HsO 52,81 (53,12) | 5,87 (5,56) 13,32 (13,86)
27 | CasHuClFeNsPs.0,5C4HsO 52,19 (52,25) | 5,63(5,69) | 13,91 (14,00)
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Element analizi sonuglarina gore, bilesik 11, 18 ve 26’nin yapilarinda 1 mol THF; bilesik
22, 23 ve 27 yapilarinda yarim mol THF bulunmaktadir. Sonuglar, bilesik 19'un yapisinda

1,5 mol su igerdigini gostermektedir.

4.2 Bilesiklerin Kitle Spektrometrisi Analizleri

Bilesiklerinin kiitle spektrumlari ESI-MS yontemi ile elde edilmistir ve mol kitleleri
hesaplanirken %Cl ve >°Fe izotoplar esas alinmistir. Kiitle analizleri EK 3’te verilmistir,

sonuclar Cizelge 4.2’de yer almaktadir.

Cizelge 4.2 Kitle spektrum verileri

Bilesik  Kapali Formiil Teorik kiitle  Olgilen Molekiiler iyon Bagil

Monoizotopik Kutle Bolluk

10 C33H41Cl2FeNsP3 768,14 769,15 [MH]* 100
11 CasHaCl2FeNsPs 768,14 507,88 [MH-(CisH.N:Cl) + 2H]* 32
12 CazsHa3Cl2FeNsPs 782,16 783,16 [MH]* 100
13 C34H43Cl2FeNsP3 782,16 784,04 [M+2H]* 100
14 CsaHa43Cl2FeNsPs 782,16 783.16 [MH]* 100
15 CsaHa3Cl2FeNsPs 782,16 783.16 [MH]* 100
16 CssHaCloFeNsPs 768,14 769,15 [MH]* 100
17 CssHaCloFeNsPs 768,14 769,14 [MH]* 100
18 CsaHa3Cl2FeNsPs 782,16 783,16 [MH]* 100
19 CsaHasCl2FeNsPs 782,16 783,16 [MH]* 100
20 CsaH43Cl2FeNsPs 782,16 783.16 [MH]* 100
21 CsaHa3Cl2FeNsPs 782,16 783,16 [MH]" 100
22 Csz2H39Cl2FeNsPs 754,12 755,13 [MH]" 100
23 Csz2H39Cl2FeNsPs 754,12 755,13 [MH]" 100
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Cizelge 4.2 Kdtle spektrum verileri (devam)

24 C33H41Cl2FeNsP3 768,14 769,16 [MH]* 100
25 Cs3Ha1Cl2FeNsPs 768,14 770,03 [M+2H]* 100
26 Cs3Ha1Cl2FeNsPs 768,14 769,14 [MH]* 100
27 Cs3H41Cl2FeNsPs 768,14 769,14 [MH]* 100

Sentezlenen dispirofosfazenlerin kiitle spektrumunda bilesiklerin bir proton almis [MH]"
molekdl piki veya iki proton almis [M+2H]" molekiil pikleri belirlenmistir. Bilesik
11°deki karbazolildiamin grubunun biiyiik bir kisminin ve bir klor atomunun ayrilmasi

ile olusan 507,8 kiitleli iyon piki [MH-(C15H21N2Cl) + 2H] * gbzlenmistir.

4.3 FTIR Analizi Sonuglar:

Bilesiklerin IR spektrumlari Ek 1’de, spektrumlarda gozlenen pikler ¢izelge 4.3’te
verilmistir. Dispirofosfazen bilesiklerinin FTIR spektrumlarinda, P=N ve P-CI baglarina
ait karakteristik gerilme titresimlerinin sirastyla 1225-1162 cm™ ve 547-503 cm™ olarak
bulunmasi, bilesiklerde HCCP halkasiin bulundugunu dogrulamaktadir. P-Cl baglarina
ait gerilmeler, bilesiklerin kismen siibstitiie oldugunu da gostermektedir. Bunun yaninda;
aromatik C-H (3092-3051 cm™ araliginda) ve alifatik C-H (2976- 2824 cm™ araliginda)
gerilme  titresimlerinin  gbzlenmesi,  ferrosenildiamin  ve  karbazolildiamin
substitiientlerinin HCCP halkasina baglandigini isaret etmektedir. Diamin ligandlarinin
HCCP’ye azot lizerinden baglandigini dogrulayan P-N bagina (P-N-C) ait gerilme
titresimleri de gozlenmistir. Tekli P-N bagina ait karakteristik asimetrik gerilme pikleri
1108-1027 cm™ araliginda, simetrik gerilme pikleri 760-687 cm™ araliginda gozlenmistir
Socrates 2001). Bilesik 19’un spektrumunda su molekiiliine ait gerilme titresiminin (3629
cm™) gozlenmesi, elementel analiz sonuglart ile uyumu olarak, bilesigin yapisinda su

bulundugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.3 Bilesiklerin FTIR spektrumunda gozlenen titresim frekanslar

Bilesik vC-H vC-H vP=N vP-CI vP-N
(Aromatik) (Alifatik)
10 3045 2929, 2870 | 1216, 1162 505 1033, 743
11 3023 2892, 2814 | 1213, 1179 559 1034, 760
12 3052 2929, 2851 | 1213, 1163 534 1107, 746
13 3052 2976, 2854 | 1222, 1173 548 1063, 754
14 3052 2930, 2869 | 1211, 1170 509 1050, 743
15 3054 2930, 2866 | 1218, 1163 501 1048, 743
16 3099 2929,2850 | 1225, 1163 503 1104, 746
17 3087 2920, 2871 | 1213,1168 532 1094, 760
18 3099 2929,2851 | 1225, 1163 503 1103,746
19 3025 2988, 2896 1193 539 1034, 760
20 3052 2925, 2853 | 1215, 1166 518 1048, 746
21 3052 2904, 2823 1221 555 1090, 772
22 3081 2920, 2837 | 1211, 1170 531 1030, 760
23 3051 2930, 2876 | 1212,1170 524 1027, 746
24 3091 2932, 2857 | 1226, 1169 518 1104, 746
25 3097 2932,2847 | 1218, 1162 534 1041, 747
26 3079 2970, 2860 | 1215, 1170 526 1037, 757
27 3077 2923,2867 | 1221,1163 547 1094, 736

4.4 X-Isim Kristallografi ile Yap1 Analizi

X-1s1m1 kirmim yontemiyle uygun tek kristali elde edilen dort adet simetrik olmayan

dispirofosfazen bilesiginin (trans-10, cis-15, trans-16 ve trans-18) molekiil ve kat1 hal
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yapilari, bag agilari, bag uzunluklari, fosfazen ve spiro halkalarinin konformasyonlari

arastirilmastir.

Kristal yapilar1 belirlenen dispirofosfazen tiirevlerinin ORTEP diyagramlar1 Sekil 4.1-

4.8’de verilmistir. Ayrica, bilesiklerin Kristal verileri cizelge 4.4’te, atomlar arasi bag

uzunluklar1 ve bag acilari ise ¢izelge 4.5°te sunulmustur.

Cizelge 4.4 Bilesiklerin kristal verileri

Bilesik
Kapal
Formulu
Mol Kutlesi
Kristal
Sistemi
Uzay Grubu

a (A)

b (A)

c (A)

a(®)

L)

r(®)

Hucre
Hacmi V (A
%)

Birim hucre
sayis1 (Z)
Istma TuUru
K (mm™)

P Hesaplanan
(g cm?)
Toplam
Yansima
Sayisi
Co6zum icgin
gerekli veri
sayisli

Rint

26max (°)
Tmin,/Tmax
Parametre
Sayisi

R [F?
>2c(F?)]
wR

S

trans-10
C33H410|2F6N8P3

769,40
Monoklinik

P 21/C

15,2230(4)
12,7330(3)
18,2847(6)
90
98,391(3)
90
3506,26(17)

4

MoKa
0,76
1,457

35092

8041

0,046
54,97
0,842/0,882
421

0,035

0,095
1,02

cis-15
C34H43C|2F6N8P3

783,42
Triklinik

P-1

9,2916(3)
13,8147(5)
14,6914(5)
92,560(3)
103,718(4)
98,6
1804,62 (11)

2

MoKa
0,74
1,442

21610

8229

0,037

54,97
0,895/0,928
436

0,040

0,106
1,0

43

trans-16
C33H41C|2F6N8P3

769,40
Monoklinik

P 21/C

25,0035(6)
7,7706(3)
20,2611(5)
90
113,361(3)
90
3613,9(2)

4

MoKa
0,74
1,414

37143

8275

0,082
54,97
0,824/0,914
427

0,058

0,150
1,03

trans-18
C34H43CI2Fe

783,42
Monoklinik

P 21/0

24,6286(5)
7,8773(3)
20,4516(5)
90
113.988(4)
90

3625,1 (2)

4

MoKa
0,73
1,436

35086

8326

0,075

55,01
0,825/0,880
436

0,050

0,124
1,0
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Sekil 4.6 Cis-15 bilesigindeki (a) trimer halkasinin ve (b) spiro halkalarin konformasyonu
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Sekil 4.8 Trans-18 bilesigindeki (a) trimer halkasinin ve (b) spiro halkalarin konformasyonu
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Cizelge 4.5 Sentezlenen bilesiklerin bag uzunluklari ve bag agilari

10 15 16 18
Bag Uzunluklar:
P1- N1 1.5817 (16) 1,5839 (19) 1,583 (3) 1,577 (2)
P1-N2 1.6308 (17) - -
P1- N3 - 1,6324 (19) 1,618 (3) 1,623 (3)
P1- N5 1.6563 (17) 1,6528 (18) 1,654 (3) 1,669 (2)
P1-N4 1.6592 (17) 1,6489 (18) 1,629 (3) 1,632 (2)
P2— N1 1.5969 (16) 1,5847 (18) 1,589 (3) 1,594 (2)
P2— N2 - 1,618 (2) 1,618 (3) 1,610 (2)
P2— N3 1.6139 (18) - -
P2— N6 1.6549 (17) 1,6439 (19) 1,629 (3) 1,643 (2)
P2— N7 1.6379 (17) 1,6584 (19) 1,634 (3) 1,649 (2)
P3— N3 1.5625 (17) 1,5555 (19) 1,554 (3) 1,553 (2)
P3— N2 1.5571 (17) 1,561 (2) 1,566 (3) 1,559 (2)
P3-CI2 2.0367 (7) 2,0169 (8) 2,0361 (14) 2,0101(11)
P3-Cl1 2.0237 (8) 2,0441 (8) 2,0061 (14) 2,0335 (11)
Bag Acilan

N1—P1—N3(y) - 112,90 (10) 113,15 (15) 112,90 (12)

N1-P1-N2(y)  114.15(9) . -
N1—P2—N3(y)  112.45(8) - -

N1-P2-N2(y) - 112,91 (10) 112,72 (15) 112,94 (12)
N3-P3-N2 (@)  122.12 (9) 121,98 (10) 122,06 (16) 121,55 (13)
PL-N1-P2(5)  128.34(10) 129,28 (12) 128,71 (17) 128,44 (15)
P3—N2—P2(B) - 121,57 (12) 120,48 (18) 121,29 (15)
P3—N2—P1()  119.79 (10) - -

P3—N3—PL1(B) - 121,03 (12) 120,92 (18) 121,25 (15)
P3—N3—P2(B)  122.35(11) - -

N6—P2-N7(y’)  94.23 (9) 94,52 (10) 93,60 (16) 102,31 (12)
N4-P1-N5 (y°) 103.00 (8) 104,67 (9) 93,97 (15) 94,10 (12)
Cl1-P3-Cl2(w))  99.47 (3) 98,43 (4) 99,11 (6) 98,73 (5)

X-151n1 kirinim yontemi ile kat1 hal yapilari belirlenen dispirofosfazen tiirevlerindeki alkil
(CH3/C2Hs) gruplarina gore, bilesik 10, 16 ve 18’in trans, bilesik 15’in ise cis
konfigiirasyonunda oldugu bulunmustur. N3Pz halkasinin  (P1/N1/P2/N2/P3/N3)
konformasyonunun (i¢ adet trans-izomer igin diizlesmis kayik (flattened-boat) [10 igin;

48



Qr =2.1193(55) A, 02 = 88.86(5)° ve ¢2 = 149.8(4)°, 16 icin; Qr = 0.1609(26) A, 0, =
79.81(89)°, @2 = 159.3(9)° ve 18 icin; Qr = 0.1485(20) A, 02 = 88.94(77)°, ¢2 =
142.2(8)°], cis izomer igin diizlemsel (planar) oldugu belirlenmistir. Ayrica, trans-10, Cis-
15 [P1/N4/N5/C1/C2/C3; 10 icin Qr = 0.5270(21) A, 0, = 8.62(21)°, 92 = 182.3(15)°, 15
icin; Qr = 0.4991(25) A, 0, = 32.56(24)°, ¢2 = 154.8(5)°] ve trans-18’deki
[P2/N6/N7/C16---C18), Qr = 0.5098(33) A, 02 = 15.41(32)°, ¢2 = 178.3(13)°] alt1 iiyeli
spiro halkalarin sandalye (chair), tiim bilesiklerdeki bes tiyeli spiro halkalarin ise yarim-
sandalye (half-chair) [trans-10 igin; @2 = 85.4(3)°, cis-15 i¢in; @2 = 97.2(3)°, trans-16 i¢in;
¢2=306.1(10)° ve trans-18 igin; @2 = 119.9(4)°9] [trans-16daki P1/N4/N5/C1/C2 halkas1

icin zarf; @2 = 113.4(6)°] konformasyonunda oldugu bulunmustur.

Diger yandan, ii¢ adet trans-dispirofosfazen P 21/c, cis izomer ise P -1 uzay grubundadir.
Bu uzay gruplar1 sentrosimetriktir ve “Sohncke” uzay grubu i¢inde degildir. Bu uzay
gruplarina sahip bilesikler, kristal érgilerinin birim hicrelerinde her iki enantiyomeri de
igerirler. Ayrica, halkali fosfazen bilesiklerindeki stereojenik fosfor atomunlarinin mutlak
konfigiirasyonlarinin X-1s1n1 yap1 analizi ile belirlendigi bilinmektedir. Tez kapsaminda
kat1 hal yapis1 belirlenen cis-15 ve trans-18 dispirofosfazenlerdeki P1 ve P2 atomlarinin
mutlak konfigiirasyonlarinin SS’ oldugu bulunmustur. Rasemik olduklar1 bilinen bu
bilesiklerin diger enantiyomerlerin mutlak konfigtrasyonlarinin da RR’ oldugu ve birim

hiicrede bulundugu ifade edilebilir.

Dispirofosfazen turevlerindeki NsPs halkalarinin torsiyon (burulma) agilart dikkate
alindiginda, sadece cis-15 bilesiginin psodo-simetri diizlemine sahip oldugu digerlerinde

psodo-simetri dizleminin bulunmadigi belirlenmistir.

Dispirofosfazen kristallerindeki halka i¢i ve halka dis1 bag uzunluklari ve agilar1 Cizelge
4.4’te sunulmustur. Bilesiklerdeki halka i¢i (y) ve halka dis1 (y’) bag agilarinin sirasiyla
112.45(8)°- 114,15(9)° ve 93,60(16)°-104,67(9)° araliginda oldugu belirlenmistir.
Trimerik fosfazen bilesiginin [N3P3Cls; a, o', p ve 6: 118.3(2)°, 101.2(1)°, 121.4(1)° ve
121.4(1)°] bag agilartyla karsilastirildiginda (Bullen 1971), pendant gruplarin bulundugu
NPN agcilarmin (y ve ') 6nemli dl¢tide daraldigi bulunmustur. Ayrica, halka ici PNP bag

acilarmin (B ve §) ise 119,79(10)°-129,28(12)° araliginda degistigi tespit edilmistir. Diger
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halka i¢ci PNP bag agilarinin () ise sterik etkilesimler nedeniyle 6nemli 6l¢iide genisledigi

belirlenmistir.

Cis ve trans-izomerlerin halka i¢i ve haka dis1 P-N bag uzunluklarinin sirastyla 1.553(2)-
1.6324(19) A ve 1.629(3)-1.669(2) A arasinda degistigi belirlenmistir. Beklendigi gibi,
halka i¢ci P-N bag uzunluklarinin halka dis1 olanlardan Onemli Sl¢iide daha kisadir
(Cizelge 4.4). Ayrica, P3 atomundan baglamak iizere P3-N2 =~ P3-N3 < P1-N1 = P2-N1
< P2-N2 = P1-N3(P1- N2 =~ P2-N3; bilesik 10 i¢in) seklinde PN bag uzunluklarinda

diizenli bir artma oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, cis- ve trans-dispirofosfazenlerin bag uzunluklar1 ve agilarindaki bu
degisikliklerin nedeni olarak NsPs ve spiro halkalarinin konformasyonlarina, negatif

hiperkonjugasyona ve baglanan gruplarin trleri verilebilir.

N3

(trans-10)

2 T =
(trans-16) (trans-18)

Sekil 4.9 Bilesiklerin fosfazen halkalarinin torsiyon (burulma) agilari
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4.5 NMR Spektroskopisi Analiz Sonuclari

4.5.1 3P-NMR analizleri

Bilesiklerin protonla eslesmemis S3'P-NMR spektrumlar1 ¢Oziicii olarak CDCl3

kullanilarak alinmistir. 3'P-NMR spektrumlart Ek 2’de verilmistir; bu verilerin

yorumlanmasi ile, sentezlenen dispirofosfazen bilesiklerinin yapilarindaki fosfor

atomlarinin spin sistemleri, kimyasal kayma degerleri (ppm cinsinden) ve eslesme

sabitleri (Hz cinsinden) belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Bilesiklerdeki fosfor atomlarinin kimyasal kayma degerleri (8), fosforlar

Bilesik  Spin Sistemi

aras1 eslesme sabitleri (2Jep) Ve spin sistemleri

6 (ppm)

2 Jep (Hz)

PCI2

P(C2)

P(Fc)

10

AMX

27,95(ii)

23,40(ii)

19,55(ii)

39,1
46,0
50,1

11

AMX

28,20(ii)

23,04(ii)

19,41(ii)

38,7
44,7
52,6

12

ABX

25,69(ii)

20,30 (ii)

19,84(ii)

35,9
37,8
38,9

13

ABX

25,61 (ii)

19,94(ii)

19,74(ii)

36,4
43,7
43,7

14

AMX

27,78(ii)

22,10(ii)

19,46(ii)

37,0
44,9
54,0

15

AMX

27,88(ii)

22,13(ii)

19,46(ii)

37.6
44,7
53,2

16

ABX

28,74(ii)

24,48(ii)

22.79(ii)

43,3
53,1
54,3

17

ABX

28,71(ii)

24,93(ii)

22,73(ii)

44,3
52,8
53,8
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Cizelge 4.6 Bilesiklerdeki fosfor atomlarinin kimyasal kayma degerleri (), fosforlar arasi
eslesme sabitleri (*Jep) Ve spin sistemleri (devam)
18 AMX 27,47(ii) 22,16(ii) 20,10(ii) 41,7
47,4
47,4
19 AMX 27,40(ii) 22,03(ii) 19,81 (ii) 43,8
44,0
45,6
20 AMX 27,46 (ii) 22,15 (ii) 20,10(ii) 41,7
454
47,2
21 AMX 27,41 (ii) 22,04 (ii) 19,81 (ii) 43,2
44.4
45,5
22 ABX 29,04(ii) 24,49(ii) 23.85((ii) 43,6
53,3
54,2
23 ABX 29,04(ii) 24.,53(ii) 23,74(ii) 44,0
53,0
54,1
24 ABX 27,89(ii) 23,28(ii) 20,02(ii) 42,2
46,2
47,2
25 ABX 27,65(ii) 22,92(ii) 19,73(ii) 43,7
46,2
46,2
26 ABX 28,72(ii) 23,82(ii) 23,46(ii) 40,6
43,1
54,0
27 ABX 28,72(ii) 23,72(ii) 23,37(ii) 42,6
44,6
52,9

Sentezlenen bilesiklerin 3!P-NMR  spektrumlarina gére, ferrosenildiamin  ve
karbazolildiamin ligandlar1 trimer halkasina spiro- olarak baglanmistir. Sekiz bilesigin
AMX spin sistemine, on bilesigin ise ABX spin sistemine sahip oldugu belirlenmistir.
31P-NMR spektrumu protonla eslesmemis olarak kaydedildigi icin, olusan pik yarilmalar
sadece fosfor atomlar1 arasindaki etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Sentezlenen
dispiro- bilesikler; klorlarin bag yaptigu fosfor atomu (PCl2), ferrosenildiamino-spiro-

(N/N) grubunun bagli oldugu fosfor atomu (PFc) ve karbazolildiamino-spiro-(N/N)
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grubunun bagli oldugu fosfor (PCz) olmak Uzere, farkli kimyasal gevreye sahip ¢ fosfor
atomuna sahiptir. Bu nedenle, fosforlar arasindaki etkilesimden kaynaklanan fosfor-

fosfor eslesmesi sonucu bilesiklerin pikleri, ikilinin ikilisi (ii) olarak gézlenmistir.

Karbazolildiamino-spiro-(N/N) grubunun bagl oldugu fosfor atomuna ait sinyallerin
kimyasal kayma degerleri, ferrosenildiamino-spiro-(N/N) grubunun bagl oldugu fosfor
atomunun sinyallerinden daha yiuksek kimyasal kayma degerine sahiptir. Ayrica,
dispirofosfazenlerdeki fosforlarin kimyasal kayma degerlerinin, baslangig bilesikleri olan
monoferrosenilspirofosfazendeki (7 ve 9) fosfor atomlarinkinden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Asmafiliz 2009).

Alt1 tyeli spiro halkaya sahip bilesiklerin (12 ve 13) fosfor atomlarmin kimyasal kayma
degerleri, besli halkalarin bagli oldugu bilesiklerin (22 ve 23) degerlerinden ¢ok daha
diisiiktiir. Bilesiklerde fosfor-fosfor eslesme sabitlerinin 35,9- 54,3 Hz araliginda oldugu

belirlenmistir.

CSA ilaveli 3P-NMR analizleri: Sentezlenen dispirofosfazen turevleri iki adet

stereojenik fosfor atomuna sahiptir. Bu tlirevler simetrik olmayan yan gruplar igerdikleri
icin hem cis- hem de trans- izomerlerinin rasemik olmas: beklenmektedir (Balzano vd.
2022).
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Sekil 4.10 Sentezlenen dispirofosfazenlerin olusmasi beklenen optik izomerleri

NMR yontemiyle enantiyomerik izomerleri belirlemek icin kiral tirevlendirici maddeler
(CDA), kiral ¢oziicii maddeler (CSA), kiral lantanit kaydirma reaktifleri (CLSR) veya
kiral stv1 kristaller (CLC) kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada optik izomerlerin belirlenmesi igin, bir kiral ¢ozlci (chiral solvating agent,
CSA) olan ve Pirkle alkoll olarak da bilinen, (S)-(+)-1-(9-Antril)-2,2,2-trifloroetanol
(Sekil 4.11) kullamilmustir (Pirkle 1977). CSA’lar ¢0Oziiciye ilave edildiklerinde
enantiyotopik atomlar arasindaki farkliligi ortaya ¢ikarirlar ve enantiyomerler farkli

kimyasal kayma degerlerinde gozlenirler (Balzano vd. 2022).

Sekil 4.11 Kullanilan kiral ¢oziicii (CSA), Pirkle alkoli (S)-(+)-1-(9-Antril)-2,2,2-
trifloroetanol
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Kiral ¢bziicii ajanmn (CSA) 15:1 oraninda ilavesi ile kaydedilen 3P NMR spektrum
verileri ¢izelge 4.6’da verilmistir. Bilesik 14, 15 ve 16’nin kiral 6zellikleri bu spektrumlar
araciligi ile incelenmistir. CSA eklenmeden once ikilinin ikisi seklinde bulunan fosfor
piklerinin, CSA ilavesiyle ikiye ayrildig1 gézlenmistir. Bu durum, iki adet stereojenik
fosfor atomu igeren siklotrifosfazen tirevlerinin rasemik karisim olarak bulundugunu
gostermektedir.

a) Trans-14 bilesiginin spektrumu

M A
X 22,10 ppm 19,46 ppm
27,79 ppm
| “\ w‘ \‘\ ;l ‘) |l "Jl \'
L WA - SOV UV

28.5 28.0 27.5 27.0 26.5 26.0 25.5 25.0 24.5 24.0 23.5 23.0 22.5 22.0 21.5 21.0 20.5 20.0 19.5 19.0 18.5
f1 (ppm)

b) Trans- 14 bilesiginin CSA ilaveli spektrumu

X M
27,98 ppm E2¢01 Rpm
A
19,00 ppm
ﬁ il Il il
IUI‘\J.‘ \il '\\V‘V‘W\J'
”M‘j i \\‘ B ,/ \M,Mwww_www_wv,/‘ d ‘\\,H_v_

28.5 28.0 27.5 27.0 26.5 26.0 25.5 25.0 24.5 24.0 23.5 23.0 22.5 22.0 21.5 21.0 20.5 20.0 19.5 19.0 18.5

Sekil 4.12 Bilesik 14’iin CSA eklenmeden énce (a) ve sonra (b) kaydedilen 3!P-NMR
spektrumlari
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a) Cis- 15 Bilegiginin spektrumu M

22,13 ppm
A

27,88 ppm 19,45 ppm

k I N ‘

Mot st pbormeun

28.5 28.0 27.5 27.0 26.5 26.0 25.5 25.0 24.5 24.0 23.5 23.0 22.5 22.0 21.5 21.0 20.5 20.0 19.5 19.0 18.5

b) Cis-15 bilesiginin CSA ilaveli spektrumu 22,25(ppm
X
A
28,05 ppm 19,08 ppm

Jn'l

WU
| Jd | /w Ww

\
W\"/ 4 . e o . WWW/{ (‘v\vw\«

28.5 28.0 27.5 27.0 26.5 26.0 25.5 25.0 24.5 24.0 23.5 23.0 22.5 22.0 21.5 21.0 20.5 20.0 19.5 19.0 18.5
f1 (ppm)

Sekil 4.13 Cis-15 bilesiginin CSA eklenmeden 6nce (a) ve sonraki (b) 3P-NMR
spektrumlari
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a) Trans-16 bilesiginin spektrumu

28 7) 4 B A
,74 ppm 24,48 ppm 22,79 ppm

| \ | I
. UL

29.0 28.5 28.0 27.5 27.0 26.5 26.0 25.5 25.0 24.5 24.0 23.5 23.0 22.5

b) Trans- 16 bilesiginin CSA ilaveli spektrumu

28,:{' ppm B A
24,60 ppm 22,63 ppm

200 285 280 275 27.0 265 260 255 250 245 240 235 23.0 225

[ I
Il NM
\|

/- ! | |

MW\WMWMW‘WMMWWWMWWN Wi

Sekil 4.14 Trans-16 bilesiginin CSA eklenmeden dnce ve sonraki 3!P-NMR spektrumu
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Cizelge 4.7 14, 15 ve 16 numarali bilesiklerin CSA ilavesinden 6nce ve sonra
kaydedilen 3P NMR spektrum verileri
a) CSA ilavesinden énce 3'P NMR spektrumu verileri

Bilesik PCl. PCz PFc 2 Jrp(Hz2)
o (ppm) o (ppm) 6 (ppm)
14 27,79(ii) 22,10(ii) 19,46(ii) 53,6
45,0
36,9
15 27 88(i) 22 13(ii) 19,45(ii) 53,3
44,6
37,7
16 28,74(i) 24,48(ii) 22,79(ii) 54,3
53,3
43,5

b) CSA ilavesinden (15:1) sonra 3'P NMR spektrumundaki eslesme
sabitleri; kimyasal kayma degerlerinde meydana gelen degismeler
(Ppb)

Bilesik PCl PCz PFc 2 Jpp(Hz)
o farki (ppb) o farki (ppb) o farki (ppb)

14 188 104 -461 53,7
44,8
34,5
15 170 121 -420 53,0
45,9
35,7
16 130 118 -161 52,4
51,9
39,3
c) CSA ilavesi ile ayrilan enantiyomerik pikler arasindaki fark (ppb)

Bilesik PCl PCz PFc
14 43 55 117
15 71 51 102
16 69 162 167
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4.5.2 BC-NMR analizleri

Bilesiklerin *C-NMR spektrumlari CDCls ¢éziiciisii kullanilarak ve proton ile
eslesmemis olarak kaydedilmistir. Spektrumlar Ek 4’te, spektrumlarin yorumlanmasi ile
elde edilen veriler Cizelge 4.8’de verilmistir. Spektrumlarda proton ile eslesmeler
gozlenmeyecegi igin, sinyal yarilmalarinin hepsi fosfor ve karbon atomlar1 arasindaki

etkilesimler nedeniyle olusmustur.

Hem 3C-NMR spektrumlarinin hem de *H NMR spektrumlarinin analizlerinde, iKi
boyutlu HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) ve HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation) spektrumlarindan yararlanilmigtir. HSQC farkli atomlar arasi
tekli bag etkilesimini, HMBC ise farkli atomlar aras1 ¢oklu bag etkilesimini belirlemek

icin kullanilmaktadir.

Spektrumdaki sinyaller ve eslesmeler beklenilen kimyasal kayma degerlerinde
gozlenmistir. Bilesiklerin karakteristik ipso-ferrosenil (Ci) ve ipso-karbazolil (C1)
sinyalleri sirastyla, 83,14 -83,76 ppm ve 127,87 -129,04 ppm araliklarinda gézlenmistir.
Bu karbonlarin sinyalleri, beklenildigi gibi, fosfor tarafindan yarilmistir ve ikili pik olarak
gozlenmektedir. Bilesiklerdeki ipso-ferrosenil (C1) ve ipso-karbazolil (C1°) 3Jpc fosfor-

karbon eglesme sabitlerinin ortalamalari sirasiyla, 8,7 Hz ve 9,0 Hz olarak hesaplanmustir.

Aromatik karbazol karbonlarinin pikleri 108.46-140.25 ppm araliginda gézlenmistir.
Karbazol grubuna bagl etil karbonlar1 igin; N-CH>-CHz karbonu kimyasal kayma degeri
37-59- 37,63 ppm araliginda, N-CH>-CH3s karbonu ise 13,83-13,85 ppm araliginda

g6zlenmektedir.

Literattrle uyumlu olarak, bes tiyeli spiro halka igeren dispiro bilesiklerdeki N-CH2
karbonlarinin eslesme sabitleri degerlerinin, alt1 tiyeli spiro halkasinin degerlerinden daha

biiylik oldugu gézlenmistir (Akbas 2020).
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Sekil 4.15 Sentezlenen bilesiklerin numaralari ve agik yapilari



Sekil 4.15 (devam)

Cizelge 4.8 *C-NMR spektrumundaki kimyasal kayma degerleri (ppm) ve fosfor-karbon atomlar1 arasindaki eslesme sabitleri Jec (Hz)

Bilesik FcCH, ~ CzCH, Ca Cb Cc Cd Ce Cf Cg Ch Ci Cj
10  4753() 49,35() 3565 50,22 24,66 46,45  32,00() 4506  44,06()) 37,61 13,85 -
2Jpc: 12,2 2Jpc: 5,5 2Jpc: 4,3 2Jpc: 13,3
11 47,49 (i) 49,32 35,68 50,32 24,73 46,30 31,83 44,95 44,03 (i) 37,64 13,85 -
2Jpc: 12,0 2Jpc: 13,6
12 46,46 50,29 36,02 (i) 50,69 23,56 44,88 37,59 50,89 24,12 45,52 37,59 13,85
ZJpcI 7,0

13 46,27 50,53 35,88 50,77 23,87 44,40 36,18 50,85 24,69 45,68 37,59 13,86
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Cizelge 4.8 *C-NMR spektrumundaki kimyasal kayma degerleri (ppm) ve fosfor-karbon atomlar arasindaki eslesme sabitleri Jpc (Hz) (devam)

Bilesik

14

15

16

17

18
19
20
21
22

23

FcCH,
46,39

46,35

44,22 (i)
2Jpc: 5,5

44,21 (i)
2Jpc: 5,6

44,60 (i)
ZJPcZ 5,6
44,34
ZJPc: 5,5
44,61
ZJPcZ 5.3
45,47

44,27
23pc15,6
44,26

CZQHZ

49,31(i)
ZJPcZ 5,4

49,33 (i)
2Jpc: 5,6

49,09 (i)
2Jpc: 3,6

49,29 (i)
2Jpc: 5,9

50,64
51,12
50,80
51,12
49,10
2Jpc:5,5

49,19
2Jpc25,0

Ca
35,73

35,60

13,71 (i)
3Jpc: 4,2

13,79

13,68 (i)
3’JPcI 5,4
13,78
3\]Pci 5,9
13,70

13,78

31,58
4,39
31,37
23pc23,8

Cb
50,18

50,27

39,15

39,15 (i)
2Jpc: 5,2

39,30 (i)
ZJch 4,6
39,42
2Jpc: 5,2
39,29

39,43

47,23
2.]pc112,3
47,18
2Jpc113,0

Cc
24,47

24,57

43,94

43,76 (i)
2Jpc: 6,7

43,69
ZJPcI 8,2
43,73
2Jpc: 13,2
43,80
ZJPcI 7,9
43,87
2Jpc113,2
43,58
2Jpc:12,5
43,71
23pc213,1

Cd
44,97

44,90

44,05

43,67
%Jpc: 6,6

43,79
zJch 7,3
43,87
zJpc: 13,3
43,69
zJch 8,4
44,34
2Jpc25,7
3141
2Jpc24,0
31,31
2\]ch3,8

Ce

13,93 (i)
3Jpc2 5,5

13,79 (i)
3Jpc: 5,7

31,59 (i)
2Jpc: 4,3

31,30
2Jec: 4,5

35,91
35,61
13,66
13,76
47,43
2Jpc:9,4

47,34
ZJchll,3

Cf

39,44 (i)
ZJPcZ 4,8

39,45 (i)
2Jpc: 4,7

47,43 (i)
2Jpc: 12,6

47,36 (i)
2Jpc: 12,3

50,80
50,56
39,32
39,39
43,94
2Jpc:13,2

44,02
2Jpcll3,0

Cg

43,79 (i)
ZJpci 13,0

43,87 (i)
2Jpc: 13,0

43,65 (i)
2Jpc: 13,3

44,07 (i)
2Jpc: 13,2

24,82
25,01
45,33
43,73
2Jpc:13,1
37,61

37,61

Ch

44,09 (i)
ZJpci 13,6

44,07 (i)
2Jpc: 13,8

37,63

37,59

45,33
45,57
50,64
50,26
13,84

13,83

Ci
37,61

37,61

13,85

13,83

37,61
37,59
37,61

37,58

Cj

13,8
5

13,8

13,8
13,8
13,8

13,8
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Cizelge 4.8 **C-NMR spektrumundaki kimyasal kayma degerleri (ppm) ve fosfor-karbon atomlar: arasindaki eslesme sabitleri Jpc (Hz) (devam)

FCcCH:N | CzCH:N Ca Chb Cc Cd Ce Cf Cg Ch Ci Cj
24 44,63 50,91 31,77 47,40 43,73 35,84 50,64 25,02 45,46 37,61 13,88
2Jpc25,5 2Jpc24,3 2Jp(:212,7 ZJch 12,8
25 44,38 51,05 31,84(d) 47,38 43,82 35,72 50,62 25,10 45,47 37,59 13,84
2Jpc:5,6 23pc:2,6 | 2pc:3,96 | 2pci12,4 | 2pc: 13,4
26 44,28 49,08 31,40 47,24 43,99 14,80 39,44 43,63 37,62 13,85
2Jpc:5,5 23pc:11,0 | 2pc:12,2 | 3Jpci5,1 23pc:2,9 2pc 7,7
27 44,32 49,18 31,23 47,20 44,08 13,83 39,19 43,64 43,71 37,59 13,86
2Jpci4,1 23pc:3,9 |%Jpc:3,0HZ | 23pc:9,9 | 2Jpc:10,2 2Jpc:4,2 23pc:2,3
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Cizelge 4.9 **C NMR spektrumundaki kimyasal kayma degerleri (ppm) ve fosfor-karbon atomlari arasindaki eslesme sabitleri Jpc (Hz)

C1 C2 C3 C4 cr c2 Cc3’ c4 Cs’ Ce’ cr C®’ co’ c1o’ cl1r Cc12’

10 83,69 (i) | 70,02 | 67,96 | 68,42 128,03 126,17 | 120,58 | 139,47 | 122,97 | 108,48 | 140,24 | 122,76 | 108,48 | 118,81 | 125,68 | 120,22
8Jpc: 11,2 | 70,10 68,54 | 3Jpc:7,4

11 83,89 70,19 | 68,01 | 68,69 128,02 126,15 | 120,61 | 139,54 | 123,03 | 108,49 | 140,25 | 122,79 | 108,57 | 118,79 | 125,65 | 120,10
8pc: 7,3

12 84,10 69,92 | 68,17 | 68,65 128,40 | 126,50 | 120,51 | 139,41 | 122,87 | 108,28 | 140,20 | 122,73 | 108,44 | 118,77 | 125,61 | 120,49
70,32 33pc: 9,4

13 84,10 69,59 | 67,94 | 68,43 128,46 126,34 | 120,57 | 139,42 | 122,94 | 108,30 | 140,20 | 122,78 | 108,43 | 118,75 | 125,59 | 120,30
69,81 3Jpc: 8,6

14 83,76 (i) | 70,04, | 67,91 | 68,56 128,07 126,24 | 120,58 | 139,46 | 122,94 | 108,45 | 140,24 | 122,76 | 108,48 | 118,80 | 125,66 | 120,25
8Jpc: 11,0 | 70,08 33pc: 7,7

15 83,48 69,86 | 67,72 | 68,30 128,07 | 126,23 | 120,60 | 139,53 | 123,02 | 108,48 | 140,25 | 122,80 | 108,54 | 118,78 | 125,63 | 120,15
8Jpc: 11,1 | 69,92 68,37 | 3Jpc: 7,3

16 83,39 69,89 | 68,13 | 68,50 127,95 | 126,24 | 120,59 | 139,49 | 122,96 | 108,48 | 140,25 | 122,75 | 108,48 | 118,81 | 125,67 | 120,30
3\]ch 9,0 69,60 3Jch 6,9

17 83,14 69,51 | 68,23 | 68,47 127,87 126,03 | 120,60 | 139,57 | 123,10 | 108,47 | 140,25 | 122,77 | 108,57 | 118,79 | 125,66 | 120,00
SJch 8,8 69,62 3Jch 7,3
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Cizelge 4.9 *C NMR spektrumundaki kimyasal kayma degerleri (ppm) ve fosfor-karbon atomlar1 arasindaki eslesme sabitleri Jpc (HZ) (devam)

C1l C2 C3 C4 cr c2’ Cc3’ c4’ Ccs’ Ce’ cr Cc®’ co’ cl1o’ c1r Cc12’

18 83,47 69,99 | 68,12 | 68,52 128,20 126,38 | 120,57 | 139,46 | 122,90 | 108,34 | 140,22 | 122,74 | 108,45 | 118,79 | 125,63 | 120,35
3Jpc: 8,2 | 69,51 | 68,36 33pc:10,4

19 83,27 69,28 | 67,84 | 68,27 128,11 126,37 | 120,65 | 139,58 | 123,09 | 108,45 | 140,24 | 122,76 | 108,49 | 118,80 | 125,64 | 120,38
8Jpc: 8,9 | 69,61 68,20 | %Jpc: 9,2

20 83,59 69,62 | 68,65 | 68,22 128,20 126,37 | 120,57 | 139,46 | 122,90 | 108,34 | 140,22 | 122,74 | 108,45 | 118,79 | 125,63 | 120,35
8Jpc: 12,5 | 70,09 68,46 | 3Jpc:10,9

21 83,27 69,28 | 67,84 | 68,26 128,11 126,37 | 120,65 | 139,58 | 123,09 | 108,45 | 140,24 | 122,76 | 108,49 | 118,79 | 122,76 | 120,38
3Jpc: 8,7 | 69,60 | 67,98 33pc:9,2

22 83,34 69,61 | 68,50 | 68,13 127,95 126,22 | 120,60 | 139,47 | 122,94 | 108,47 | 140,23 | 122,74 | 108,47 | 118,80 | 125,66 | 120,31
3Jpc:5,5 | 69,86

23 83,39 69,66 | 67,98 | 68,30 128,10 | 126,02 | 120,63 | 139,57 | 123,11 | 108,47 | 140,25 | 122,77 | 108,58 | 118,79 | 125,67 | 119,98

24 83,42 69,49 | 68,13 | 68,40 128,13 126,43 | 120,58 | 139,48 | 122,91 | 108,38 | 140,22 | 122,73 | 108,47 | 118,82 | 125,67 | 120,44
33pc:8,2 | 69,94 68,53 | %Jpc:9,9

25 83,30 69,29 | 67,88 | 68,30 128,10 | 126,35 | 120,65 | 139,58 | 123,10 | 108,46 | 140,25 | 122,76 | 108,50 | 118,81 | 125,66 | 120,37
83pc:2,5 | 69,61 33pc:9,3

26 83,37 69,62 | 68,11 | 68,53 127,95 126,28 | 120,61 | 139,48 | 122,96 | 108,48 | 140,24 | 122,75 | 108,48 | 118,81 | 125,67 | 120,32
SJpcIB,l 69,91 3Jpc17,2

27 83,16 69,50 | 67,89 | 68,24 127,88 126,08 | 120,66 | 139,57 | 123,10 | 108,46 | 140,25 | 122,78 | 108,58 | 118,78 | 125,65 | 120,01
83pc:1,9 | 69,60 | 67,98 33pc:7,8




4.5.3 IH-NMR analizleri

Bilesiklerin *H-NMR spektrumlar Ek 5’te, spektrumlarin yorumlanmasi ile elde edilen
veriler Cizelge 4.9’de verilmistir. Spektrumlardaki piklerin integral oranlari, bilesiklerde
bulunan hidrojen saysi ile uyum igerisindedir. Bilesiklerin *H NMR spektrumlarinda,
karbazol halkasina ait protonlar 7,25-8,21 ppm, ferrosen halkasina ait protonlar 3,70-4,40
ppm araliginda bulunmaktadir. Simetrik olmayan dispirofosfazenlerde bazi bilesiklerde
ferrosene bagli CHz (FCCH2) grubu hidrojenlerinin her birinin fosfor ve geminal protonlar
ile etkilesmesinden dolayi, hidrojenler iki farkli ppm’de ve ikilinin ikilisi seklinde
gozlenmistir. Bu protonlarin  diastereotopik oldugunu gostermektedir. (FcCH>)
protonlarinda ortalama 3Jpy degeri 13,3 Hz, ortalama 2Jun degeri 7,8 Hz olarak
belirlenmistir. Bazi1 bilesiklerdeki karbazole bagli CzCH> protonlari sinyallerinde, fosfor
atomu etkilesmesinden kaynaklanan yarilma gozlenmesi vicinal 3Jpn eslesmesi oldugunu
gostermektedir. Spiro halkadaki protonlarin sinyalleri genellikle genis pik ve ¢oklu pik
olarak gozlenmistir. Dispirofosfazen bilesikleri i¢in diger karakteristik pikler metil
(NCH3) protonlarina aittir, bu protonlarin 2,54 ve 2,77 ppm arasinda oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.10 *H-NMR spektrumundaki kimyasal kayma degerleri (ppm) ve fosfor-hidrojen atomlari arasindaki (Jer) ve Hidrojen atomlari arasindaki (Jur)
eslesme sabitleri (Hz)

Bilesik =~ FcCH, CzCH: Ha Hb Hc Hd He Hf Hg Hh Hi Hij
10 385(i)H  431()2H 260()  3,04-319 1,79(gp) 3,04-319  2,78(i)  3,16-327  3,04-3,19 4,37 1,46(il)
3JpH:7,6 3Jpn: 6,0 3H 2H 2H 2H 3H 2H 2H 3H
2JHHZ3,8 3JPH213,5 3Jp|-|212 ZJHHZ 7,2
4,08 (i) H
3\]pH213,8
ZJHHZ7,9
11 3,96 4,32 (gp)  2,69() = 3,09-317  1,79(gp) = 3,09-3,17 2,70 3,09-326 3,16-326  438gp 1,45 (i) -
3,65 2H 3H 2H 2H 2H 2H 2H 3H
2H 3Jp|—|212,8 ZJHH 7,2
12 3,90 (ii) 4,32 257() 301321  1,77() 301321  2,77()  3,01-321  184() = 3,01-3,21 4,25 1,44(0)
3Jpn:14,1 3H 2H 3Jpn:5,1 2H 3H 2H(gp) = ¥pwill,7 2H(gp) 2H 3H
2J|—u—|15,3 3..'JF’HI:|.2,6 SJPH212,7 ZJHH 5,5 ZJHHI7,2
4,05 (ii)
3\]pHAZl3,9
3JHH 7,9
13 3,96 (i) 4,55 (i) 268 ()  2,92-3,09 1,73 3,04-321  273() 309321 194gp = 3,04-321 4,37 1,44(U)
e 13,3 pn: 14,2 3H 2H 2H 2H(gp) 3H 2H(gp) 2H 3H
2J|—u—|19,2 3\]p|-|213,7 3JPH113,1 2J|—||—|Z7,2 ZJHHZ7,2
14 Biri 3,79 4,29 2,60 (i) 3,05-3,14 1,77 3,05-3,16 1,32 (1) 3,11-3,16 = 3,18-3,26 3,06 4,39 1,45(0)
3Jpni13,7 3H(i) 2H 2H 2H 3H 2H 2H 2Jnni7,3 3H
ZJHHZ7,2 3\]p|-|213,4 2Jp|-|37,2 2H ZJHHZ7,2
4,12
15 3,69(ii) 4,28 2,68 3,02-3,17 1,78 3,01-3,17 1,25(0) 3,09-3,17  3,26-3,17 3,01-3,17 4,39 1,44
SJPH213,7 3H 3H 3J|—||—|Z7,2 3\]|-||-|:7,2
3J|—u—|:7,4 3JPH:13,4 3J|—|H::|.4,4-

4,07(ii)
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(Jun) eslesme sabitleri (Hz)

Cizelge 4.11 *H-NMR spektrumundaki kimyasal kayma degerleri (ppM) ve fosfor-hidrojen atomlar arasindaki (Jer) ve Hidrojen atomlar1 arasindaki

H2 H3 H4 H’2 H’3 H’6 H’9 H’10 H’11 H’12 H’6
10 4,25 4,17 4,14 7,61 8,15 (i) 7,43 742() | 7.269p | 7.48gp 8,17 4,25
1H, gp 1H,gp | 1H,9p | 1H,9p | ®ww=7,8Hz | 1H,gp | 3mw=3,2 | 1H,gp 1H,g9p | (1H,gp) | 1H,gp
11 4,13 4,08 3,90 3,92 7,52 8,11 7,37 7,41 7,47 8,15 4,13
4,13 3Ju=8,3
12 4,25 416 | 414 | 7,53(i) | 8,10(gp) 738 | 746() | 7.23(u) | 748 8,12 4,25
4,43 5H (gp) SJHH=8,5 3~]HH=7,4 3JHH=7,3 4,43
13 4,08 3,90 3,92 7,52 8,11 7,37 7,41 7,24 7,46 8,14 4,08
4,13 3)4=8,3 4,13
14 4,24 4,10- 416 | 7,60() 8,15 7,42 741G) | 7.25(@) | 7.48() 8,16 4,24
4,40 4,13 2H | 5H (gp) 3JHH=8,1 3JHH=7,9 3JHH=4 3JHH=7,4 3JHH=7,4 4,40
2H 4,14- 2H
4,16
15 4,37 3,92 385 | 7,63(i) 8,16(i) 7.40 742() | 7250 | 7,48(U) | 820gp | 4,37
4,28 3,97 SJHH=8,3 SJHH=7,2 3JHH=7,7 3JHH=7,4 3JHH=7 4,28
16 4,41 4,16 4,14 7,59(d) 8,13 7,43 7,41 7,25 7,49 8,15 4,41
2\]|-||-|:8,3
17 4,38 4,11 3,70 7,60 8,12 7,40 7,38 7,23 7,46 8,15 4,38




4.5.4 ki boyutlu HSQC ve HMBC NMR analizleri

Karbon ve proton spektrumlarin analizlerinde, 6zellikle spiro halkadaki karbon ve
protonlar1 belirlemek icin, 14 ve 24 numarali bilesiklerin iki boyutlu HSQC ve HMBC
spektrumlarindan (EK 6) yararlanilmistir. Yatay hat bilesiklerin proton spektrumunu,

dikey hat karbon spektrumunu gdstermektedir.

Hj He
Fe o, Cl ;

& -r"P" f e | . . 3.0

d n Q:b-‘“ rr g | g N e 135
S ~ l' l ;ﬁ" ] R / 'g
b ”,\.,-u‘“ '\\“a_,"-:‘ "’-.-.N h ce— ) ’ \ | 14.0;3_

| .

a - 4 14.5

i | 15.0

l | 15.5

T15L 149 147 145 143 141 139 137 135 133 131 129 127 125
2 (ppm)

Sekil 4.16 Bilesik 14’{in yapis1 (solda) ve HSQC spektrumunun (sagda) bir kismi

5 a
j  CzCH2| HS(RcCHy) gibdh I c

WS

{1.7711,24.3988}
)

24
26
l28
l30
"32
:34
:'36

=] 38

J

f1 (ppm)

|

r40
ra2

/7@ —-m
| -

-
e
:50
=

O
L

m

(2]

O
TR B
-
|
‘

46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16
f2 (ppm)

Sekil 4.17 Bilesik 14’tin HSQC spektrumunun bir bélimu
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Sekil 4.18 Bilesik 14’iin HMBC spektrumu
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Sekil 4.19 Bilesik 24'tin HSQC spektrumu
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4.6 Bilesiklerin Dairesel Dikroizm (Circular Dichroism, CD) Spektrumlari

Sentezlenen simetrik olmayan dispirofosfazenlerin kiral 6zelliklerini degerlendirmek i¢in
CD spektrumlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.20). Tum spektrumlarda hem pozitif hem de
negatif Cotton piklerinin mevcut oldugu gozlenmistir. Bu piklerin eszamanli olarak
ortaya ¢ikmasi, literatiirdeki bulgularla uyumlu olarak, cis ve trans bilesiklerinin ¢ozeltide
rasemik formda bulundugunu gostermektedir. Bu bulgular, hem CSA-ilaveli 3P NMR

spektrum verileri, hem de X-igin1 kristallografi sonuglari ile uyumludur.

2.0

0.6 —_ —_— 15
15 0.6
0.4
1.0 0.4
g 02 =0.5 » 0.2
5 = =
£ £ £
g Z _‘J 2
<00 z00 200
20
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45
. . 57 - 0
o s &~
=] = -
= = 0 =
g £ E®
B & E
a -
200 250 300 350 200 250 300 350 200 250 300 350
Dalga boyu (nm) Dalga boyu (nm) Dalga boyu (nm)
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Sekil 4.20 Bilesiklerin CD spektrumlari

4.7 Bilesiklerin Fotofiziksel Ozellikleri

Sentezlenen dispirofosfazen tiirevlerinin fotofiziksel 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak igin
icin UV-Vis ve floresans spektrofotometri teknikleri kullanilmstir. 10, 14, 15, 16, 18, 20,

22, 24 ve 26 numarali bilesiklerin elektronik absorpsiyon ve floresan emisyon
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spektrumlar1 diklorometan, aseton, asetonitril, toluen ve etil asetat gibi farkli polaritelere
sahip ¢oziiclilerde incelenmistir. Cozinirlik ve fotofiziksel 6zellik analizlerinde
kullanilacak ¢oziiciiyii belirlemek iizere yapilan incelemeler sonucu, en uygun ¢dziiciiniin

diklorometan (DCM) oldugu belirlenmistir.

Bilesiklerin temel absorpsiyon ve floresans dzellikleri 5x10° M konsantrasyonda, uyarici
olarak 300 nm dalga boyu kullanilarak oda sicakliginda incelenmistir. Veriler ¢izelge
4.12°de 6zetlenmistir. Sekil 4.21, bilesiklerin diklorometan (DCM) igindeki absorpsiyon

(A) ve emisyon (B) spektrumlarini géstermektedir.

265 nm, 295 nm, 335 nm ve 350 nm dalga boylarinda tespit edilen absorpsiyonlar,
bilesiklerin yapisinda bulunan ve optik olarak aktif karbazol iskeletindeki n-m*

gecislerine ve n-n* elektronik gecislerine atfedilmistir.

Emisyon spektrumlarina gore, dispirofosfazen bilesikleri 300 nm dalga boyunda uyarma

ile 358 nm ve 374 nm dalga boylarinda emisyon sergilemistir.
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Sekil 4.21 Bilesiklerin optik absorpsiyon (A) ve floresan emisyon (B) spektrumlari

Ayrica, bilesiklerin absorpsiyon katsayisini degerlendirmek i¢cin DCM i¢inde farkl
konsantrasyonlarda absorbans spektrumlari kaydedilmistir (Sekil 4.22 ve 4.23). Bilesik
10, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24 ve 26 i¢in hesaplanan sénme katsayilar1 sirasiyla; 3,08 x 10*
M-lecm™, 2,62 x 10* M1em?, 3,25 x 10* Mtem™, 1,91 x 10* Mtem?, 2,33 x 10* Mtecm-
12,33 x 10* M1em?, 2,11 x 10* Mtem?, 2,56 x 104 M*cm? ve 3,48 x 10* Mtecm?

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.22 Bilesik 10, 14 ve 15’ in DCM’de farkli konsantrasyonlardaki absorbans spektrumlari
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Sekil 4.23 16, 18, 20, 22, 24 ve 26 numarali bilesiklerin DCM i¢inde farkli
konsantrasyonlardaki absorbans spektrumlari

Floresans Omrii Olgiimleri: Uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki singlet bir
sisteme gecis sirasinda olusan 1s1maya floresans denir. Floresans 6mru, floresans 6zellik
gosteren bir maddenin (florofor) uyarilmis halde kalma siiresini ifade eder. Bu ¢aligmada
bilesiklerin floresans Omiirleri, zamana bagli tek foton sayimi (time-correlated single

photon counting; TCSPC) yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Bu teknik, uyaraci olarak
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olarak 310 nm dalga boyu ve
gerceklestirilmistir.

¢Oziicii olarak diklorometan kullanilarak

Sekil 4.24'te grafiklerde goriilebilecegi lizere, diklorometan (DCM) igindeki floresans

Omdar sdreleri 10, 14, 16, 18, 20, 22, 24 ve 26 numarali (trans-izomer olan) bilesikler
icin sirastyla 2,04 ns, 2,26 ns, 2,25 ns, 2,57 ns, 2,56 ns, 2,15 ns, 2,51 ns ve 2,11 ns
olarak belirlenmistir. Bir cis-izomer olan bilesik 15 ise DCM'de 9,5 ns'lik floresans

omrii ile diger bilesiklerden daha uzun siiren bir floresans bozunma profiline sahiptir.
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Sekil 4.24 Dispirofosfazenlerin floresans 1stma ve bozunma profilleri
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Cizelge 4.12 Hazirlanan bilesiklerin fotofiziksel 6zellikleri

Bilesik

10

14

15

16

18

20

22

24

26

Aab (NmM)

265, 295,
335, 350

265, 295,
335, 350

265, 295,
335, 350

265, 297,
335, 350

265, 297,
335, 350

265, 297,
335, 350

265, 297,
335, 350

265, 297,
335, 350

265, 297,
335, 350

)\,em (n m)

358
374

358
374

358
374

358
374

358
374

358
374

358
374

358
374

358
374

€(10*Mtcm)
3,08

2,62
3,25
1,91
2,33
2,33
2,11
2,56

3,48

Tr(ns)-DCM

2,04
CHISQ: 0,8416

2,26
CHISQ: 1,4843

9,5
CHISQ: 1,1202

2,25
CHISQ: 0,8897

2,57
CHISQ: 0,8503

2,56
CHISQ: 0,7870

2,15
CHISQ: 1,1691

2,51
CHISQ: 1,02779

211
CHISQ: 0,7947

4.8 Bilesiklerin Biyolojik Aktivitelerini incelemek i¢in Yapilan Cahsmalar

4.8.1 Bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri

Bazi1 bakteri suslarinin birgok ilaca kars1 direng gelistirmis (multi-drug resistance) oldugu
bilinmektedir (Balachandran vd., Carroll vd. 2021). Bu bakteriler ciddi hastaliklara neden
olma potansiyeline sahiptir ve antibiyotik direncinin mevcut tedavi seceneklerini ciddi
sekilde smirlayacag: diisiiniilmektedir. ilaca direncli bakterilerle miicadele etmek igin,
onemli patojenlerin viriilansin1 (enfeksiyonlarin baglatilmasi ve yayilmasina neden olan
faktorleri) hedef alan alternatif stratejiler gelistirilmelidir (Kadlec ve Schwarz, 2012).

Saglikli hiicrelere karsi toksisitesi az, daha ekonomik, ilaglara direng goOstermis
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bakterilere karsi yeni ilag aktif maddelerin tasarlanmasina her zaman ihtiyag vardir.
Fosfazenler biyouyumludur ve toksik olmayan bozunma tirtinleri gibi avantajlara sahiptir,
ila¢ aktif etken madde olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir. (Ogueri vd. 2019)
Sentezlenen dispirofosfazen bilesiklerinin antimikrobiyal 6zelliklerini incelemek igin
mikrodilisyon yoéntemi ile segilen mikroorganizmalara kars1 MIK, MBC ve MFC

degerleri belirlenmistir.

Minimum_inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerleri: Sentezlenen dispirofosfazen
bilesiklerin (4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 22, 24, 25 ve 26) ve pozitif

kontrollerin (antibakteriyel: ampisilin ve kloramfenikol, antifungal: ketokanozol)

minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri, mikroorganizma (remesini
durduran en diisiik konsantrasyonu belirtmektedir. MIK degerinin pozitif kontrolden daha
kiigiik bir degere sahip olmasi, sentezlenen bilesigin pozitif kontrolden daha diisiik
derisimde etki gdsterdigini, yani daha etkili oldugunu gosterir. Bilesiklerin MIK
sonuglar1 Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14’te belirtilmistir.

Bacillus cereus NRRL B-3711 bakterisinin sonuglarina bakildiginda, 16 ve 18 numarali
bilesiklerin pozitif kontroller ile ayn1 degerde (156,25 uM) oldugu Pozitif kontroller ile
karsilastirildiginda, tiim bilesiklerin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bakterisine
kars1 etkili oldugu, 6zellikle 16 ve 25 numarali bilesiklerin MIC degerlerinin ampisilin ve
kloramfenikol degerlerinden cok daha diisiik oldugu (156,25 uM) belirlenmistir.
Escherichia coli ATCC 35218 bakterisine kars1 bilesiklerin MIK degerleri dikkate
alindiginda hepsinin ampisiline kiyasla daha etkili oldugu; 17, 18, 20 ile 25 bilesiklerinin
de pozitif kontrol kloramfenikolden daha diisiik MIK degerlerine (312,5 uM) sahip
oldugu gozlenmistir. 10, 13 ve 14 maddeleri disindaki diger biitiin tim
dispirofosfazenlerin Enterococcus hirae ATCC 9790 bakterisine karst MiK degerlerinin
pozitif kontrollerden daha diisiikk oldugu bulunmustur. Enterococcus faecalis ATCC
29212 bakterisine karsi, 10, 13, 14 ve 15 bilesikleri disindaki tiim dispirofosfazenlerin
(11,12, 16, 17, 18, 20, 22, 24, 25, ve 26) pozitif kontrol kloramfenikol ile ayn1 aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 bakterisine karsi

sonuglara bakildiginda; ampisilin ile 13 maddesinin ayni1 degere (1250 uM) sahip oldugu
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ve diger tiim dspirofosfazenlerin (13 hari¢) ampisilinden daha aktif oldugu, 24 ve 25

numarali bilesiklerin ise kloramfenikolden daha aktif oldugu belirlenmistir.

Candida tropicalis ATCC 10231 mayasi dikkate alindiginda, 16, 17, 18, 22 ve 25
bilesiklerinin ketokonazole gore daha etkili oldugu, diger tiim dispirofosfazen bilesiklerin
ise ketokonazol ile ayn1 MIK degerine (312,5 M) sahip oldugu belirlenmistir.
Bilesiklerin Candida albicans ATCC 10231 ve Candida krusei ATCC 6258 mayalarina
kars1 pozitif kontrolden daha yiiksek MIK degerine sahip oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.13 Sentezlenen bilesiklerin (10-17) minimum inhibit6r konsantrasyon (MIK) degerleri (uM) Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto:

Ketokonazol

Mikrooraanizmalar Bilesikler Pozitif Kontrol
g 10 11 12 13 14 15 16 17 Amp C Keto
Bacillus cereus
NRRL B-3711 3125 3125 3125 3125 3125 3125 | 156,25 | 312,5 | 156,25 | 156,25 -
Bacillus subtilis
ATCC 6633 3125 3125 3125 3125 3125 3125 3125 3125 <19,5 78,1 -
Staphylococcus i
aureus ATCC 25923 625 625 625 625 625 625 625 3125 <19,5 | 156,25
Salmonella
typhimurium 625 625 1250 1250 625 625 625 625 <19,5 | 156,25 -
ATCC 14028
Pseudomonas
aeruginosa 3125 3125 3125 625 3125 3125 | 156,25 | 3125 >2500 | >2500 -
ATCC 27853
Proteus vulgaris
RSKK 96029 625 625 625 625 625 625 625 625 19,5 156,25 -
Escherichia coli
ATCC 35218 1250 625 625 1250 1250 625 625 3125 2500 625 -
Escherichia coli
ATCC 25922 625 3125 3125 625 625 625 3125 3125 <19,5 78,1 -
Enterococcus hirae
ATCC 9790 1250 625 625 1250 1250 3125 3125 3125 1250 1250 -
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 1250 3125 3125 1250 1250 625 3125 3125 <19,5 3125 -
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Cizelge 4.13 Sentezlenen bilesiklerin (10-17) minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri (uM) Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto:
Ketokonazol (devam)

Klebsiella
pneumoniae ATCC
13883

625

625

625

1250

625

625

625

625

1250

625

Candida tropicalis
ATCC 10231

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

156,25

156,25

312,5

Candida krusei
ATCC 6258

156,25

156,25

156,25

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

78,1

Candida albicans

ATCC 10231

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

<19,5
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Cizelge 4.14 Sentezlenen 4, 5 ve 6 numaral1 (karbazolildiamino gruplar) ile 18, 20, 22, 24, 25, 26 numaral1 bilesiklerin (dispirofosfazenler) minimum
inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri (uM) Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol

Mikrooraanizmalar Bilesikler Pozitif Kontrol

g 18 20 22 24 25 26 4 5 6 | Amp | C | Keto
Bacillus cereus

NRRL B-3711 156,25 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 156,25 | 156,25 -
Bacillus subtilis

ATCC 6633 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | <195 78,1 -
Staphylococcus

aureus 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 625 3125 | 3125 | 3125 | <195 | 156,25 -
ATCC 25923

Salmonella

typhimurium 625 625 625 3125 625 625 625 625 625 <19,5 | 156,25 -
ATCC 14028

Pseudomonas

aeruginosa 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 156,25 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | >2500 | >2500 -
ATCC 27853

Proteus vulgaris

RSKK 96029 625 625 3125 625 625 625 625 625 625 19,5 | 156,25 -
Escherichia coli

ATCC 35218 3125 | 3125 625 625 3125 625 625 625 625 2500 625 -
Escherichia coli

ATCC 25922 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | <195 78,1 -
Enterococcus hirae

ATCC 9790 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 1250 1250 -
Enterococcus faecalis

ATCC 29212 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | <195 | 3125 -
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Cizelge 4.14 Sentezlenen 4, 5 ve 6 numaral1 (karbazolildiamino gruplari) ile 18, 20, 22, 24, 25, 26 numaral1 bilesiklerin (dispirofosfazenler) minimum
inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri (uM) Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol (devam)

Klebsiella
pneumoniae
ATCC 13883

625

625

625

312,5

312,5

625

312,5

312,5

312,5

1250

625

Candida tropicalis
ATCC 10231

156,25

312,5

156,25

312,5

156,25

312,5

156,25

156,25

156,25

312,5

Candida krusei
ATCC 6258

312,5

156,25

156,25

312,5

156,25

312,5

156,25

156,25

156,25

78,1

Candida albicans
ATCC 10231

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

156,25

156,25

156,25

<19,5




Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve minimum fungisidal

konsantrasyon (MFK) degerleri: Sentezlenen bilesiklerin ve pozitif kontrollerin

(antibakteriyel: ampisilin ve kloramfenikol, antifungal: ketokanozol) minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve minimum fungisidal konsantrasyon (MFK)
degerleri mikrodiliisyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. MBK bakterileri 6lduren,
MFK ise mayalar1 6lduren minimum konsantrasyon degerini gostermektedir. Bilesiklerin
(4,5,6, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 22, 24, 25 ve 26) MBK ve MFK sonuglar1
Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16’da verilmistir.

Bacillus cereus NRRL B-3711 bakterisine karsi sonuglarina bakildiginda; 10, 11, 13, 14
ve 15 disindaki diger biitiin dispirofosfazen bilesiklerin, ampisilin ve kloramfenikolden
daha disik MBK degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Tim bilesiklerin;
Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterisine karsi pozitif kontrol kloramfenikolden
daha aktif oldugu; Salmonella typhimurium ATCC 14028 bakterisine karsi ise
kloramfenikol ile ayni degerlere sahip oldugu bulunmustur. Butin bilesiklerin,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bakterisine karst MBK degerlerinin ampisilin ve
kloramfenikolin MBK degerlerinden daha diisik MBK degerlerine sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica, Proteus vulgaris RSKK 96029 ve Escherichia coli ATCC 25922
bakterilerine kars1 bilesiklerinin hepsinin kloramfenikolden daha etkin oldugu
bulunmustur. Escherichia coli ATCC 35218 ve Enterococcus hirae ATCC 9790
bakterilerine karsi, dispirofosfazen bilesiklerin hepsinin pozitif kontrollerden daha aktif
oldugu belirlenmistir. Dispirofosfazenlerin Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
bakterisine kars1 kloramfenikolden daha aktif olduklari, ampisilin ile ayn1 aktiviteye sahip

oldugu bulunmustur.

Tim bilesiklerin Candida tropicalis ATCC 10231 ve Candida krusei ATCC 6258

mayalarina kars1 pozitif kontrol olan ketokonazolden daha aktif olduklari belirlenmistir.
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Cizelge 4.15 10-17 bilesiklerinin minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri (uM)
Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol

Mikrooraanizmalar Bilesikler | Pozitif Kontrol
g 10 11 12 13 14 15 16 17 Amp C Keto
Bacillus cereus
NRRL B-3711 2500 1250 625 >2500 2500 2500 3125 3125 2500 1250 -
Bacillus subtilis
ATCC 6633 2500 2500 2500 >2500 2500 2500 2500 2500 19.5 78.1 -
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 <19.5 2500 -
Salmonella
typhimurium 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 <19.5 1250 -
ATCC 14028
Pseudomonas
aeruginosa 625 625 625 1250 625 625 3125 625 2500 2500 -
ATCC 27853
Proteus vulgaris
RSKK 96029 625 625 625 625 625 625 1250 625 39.05 2500 -
Escherichia coli
ATCC 35218 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 2500 | >2500 -
Escherichia coli
ATCC 25922 625 625 625 625 625 625 625 625 <195 1250 -
Enterococcus hirae
ATCC 9790 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 >2500 | 2500 -
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 3125 625 -
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Cizelge 4.15 10-17 bilesiklerinin minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ve minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri (uM) Amp:
Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol (devam)

K'EbieT”(";‘ngggg”iae 1250 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 | 2500 | -
Caz‘iig‘ét{gggcf"s 3125 | 625 625 625 625 | 1250 | 625 | 3125 i - | 1250
Cifédé‘ ‘g;‘;ge' 3125 | 3125 | 625 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 | 625 i - | 1250
C"X‘?'(‘:jé ‘i'gzi%ins 3125 | 625 625 625 | 3125 | 3125 | 3125 | 3125 i - | 156.25
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Cizelge 4.16 Sentezlenen 4-6 (karbazoldiamino gruplart), 18, 20, 22, 24, 25, 26 numarali dispirofosfazenlerin minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK)
ve minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri (uM) Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol

Mikrooraanizmalar Bilesikler | Pozitif Kontrol
g 18 20 22 24 25 26 4 5 6 Amp | C Keto

Bacillus cereus

NRRL B-3711 3125 625 3125 312,5 3125 3125 3125 3125 3125 2500 1250 -
Bacillus subtilis

ATCC 6633 2500 2500 2500 2500 2500 2500 >2500 | >2500 | >2500 19,5 78,1 -
Staphylococcus

aureus 1250 1250 1250 1250 1250 1250 625 625 625 <195 2500 -

ATCC 25923

Salmonella

typhimurium 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 <19,5 1250 -
ATCC 14028

Pseudomonas

aeruginosa 3125 625 625 3125 3125 3125 3125 3125 3125 2500 2500 -
ATCC 27853

Proteus vulgaris

RSKK 96029 1250 625 625 625 625 625 1250 1250 1250 39,05 2500 -
Escherichia coli

ATCC 35218 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 2500 >2500 -
Escherichia coli

ATCC 25922 625 625 625 625 625 625 625 625 625 <195 1250 -
Enterococcus hirae

ATCC 9790 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 1250 >2500 2500 -




88

Cizelge 4.16 Sentezlenen 4-6 (karbazoldiamino gruplari), 18, 20, 22, 24, 25, 26 numaral1 dispirofosfazenlerin minimum bakterisidal konsantrasyon

(MBK) ve minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri (uM) Amp: Ampisilin, C: Kloramfenikol, Keto: Ketokonazol (devam)

Enterococcus
faecalis
ATCC 29212

1250

1250

1250

1250

1250

1250

1250

1250

1250

312,5

625

Klebsiella
pneumoniae
ATCC 13883

1250

1250

1250

1250

1250

1250

625

625

625

1250

2500

Candida tropicalis
ATCC 10231

312,5

312,5

156,25

312,5

312,5

312,5

156,25

156,25

156,25

1250

Candida krusei
ATCC 6258

312,5

625

156,25

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

312,5

1250

Candida albicans
ATCC 10231

312,5

312,5

625

312,5

312,5

312,5

156,25

156,25

156,25

156,25
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4.8.2 Bilesiklerin DNA ile etkilesimi

Bilesik — DNA etkilesimlerinin incelenmesi, bilesiklerin DNA {izerinde baglandig1 bolge
ve dizi se¢imi ile yasanan konformasyonel degisikliklerin ve buna bagli olarak gelisen

etki mekanizmalarinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar.

Plasmid DNA (¢ farkli konformasyonda bulunabilir (Sekil 4.25); bunlar stper sarmal
yani sikistirilmis bir yap1 olarak biikiillip bir araya toplanmuis ¢ift sarmalli DNA halkas1
olan dogal konformasyon olarak bilinen Form I, tek ¢entikli acik dairesel Form II ve lineer
(dogrusal) Form Ill’tiir. Agik dairesel Form II; siiper sarmal Form I DNA’nin tek
ipliginde kopma meydana gelmesi ile olusur. Lineer Form Il ise, stiper sarmal Form |
DNA’nin her iki ipliginin de ayni1 yerden kesilmesi ile olusur. Agaroz jel lizerinde en
yavag yuriiyen Form II, en hizli yiiriiyen ise Form I’dir. Lineer Form III agaroz jelde
genellikle stiper sarmal Form I ve agik halkasal Form II arasinda hareket eder. Lineer
Form [1I’iin olusmasi, bilesigin DNA’y1 kirdigini ve yeni bir form olusturdugunu sonug

olarak da bilesigin DNA iizerinde etkisi bulundugunu gosterir.

Plasmid DNA: o hn
Form Il <

Form Il <

Form |

Sekil 4.25 Plasmid DNA'nin {i¢ farkli konformasyonu

Bu deneyde, plasmid DNA ile tim dispirofosfazenlerin azalan konsantrasyonlarda
(156.25-2500 pM) etkilestirilmistir. Kontrol plasmid pBR322 yalnizca Form I ve Form
I bantlarina sahiptir. Kontrol ile karsilastirildiginda, plasmid DNA ile bilesiklerin (24 ve



5 hari¢ hepsinin) etkilestirilmesi sonucunda Form III bandinin olustugu belirlenmistir
(Sekil 4.26, 4.27, 4.28, 4.29 ve 4.30). Sonug olarak, bilesiklerin DNA’ya kars1 etkili

oldugu goriilmiistiir.

pBR 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Form I1
Form I11

Form I

Sekil 4.26 Sentezlenen 10, 11 ve 12 numarali bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda (156.25-2500

UM) pBR322 ile inkiibasyonunun jel goriintiisti (Madde konsantrasyonlari; hat 1: 2500
UM, hat 2: 1250 uM, hat 3: 650 M, hat 4: 312.5 puM, hat 5: 156.25 pM)

pBR 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Form II
Form III

Form I

Sekil 4.27 Bilesiklerden 13, 14 ve 15’in farkli konsantrasyonlarda (156.25-2500 uM) pBR322 ile
inkiibasyonunun jel goriintlisii (Madde konsantrasyonlari; hat 1: 2500 uM, hat 2: 1250 uM,
hat 3: 650 UM, hat 4: 312.5 pM, hat 5: 156.25 pM)
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~
PBR 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Form II
Form III

Form I

Sekil 4.28 16, 17 ve 18 maddelerinin farkli konsantrasyonlarda (156.25-2500 uM) pBR322 ile
inkiibasyonunun jel goriintisti (Madde konsantrasyonlari; hat 1: 2500 uM, hat 2: 1250 uM,
hat 3: 650 UM, hat 4: 312.5 pM, hat 5: 156.25 pM)

- \
pBR 1 2 3 4 5 1 2 3 4 S5 1 2 3 4 5

Form II

Form 111

Form 1

Sekil 4.29 20, 22 ve 24 bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarda (156.25-2500 uM) pBR322 ile
inkiibasyonunun jel gorlintlisii (Madde konsantrasyonlari; hat 1: 2500 uM, hat 2: 1250 uM,
hat 3: 650 UM, hat 4: 312.5 pM, hat 5: 156.25 pM)

Form II

Form II1

Form I

Sekil 4.30 25, 26 ve 5 numarali bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda (156.25-2500 uM) pBR322
ile inkuibasyonunun jel goruntlisi (Madde konsantrasyonlari; hat 1: 2500 pM, hat 2: 1250
UM, hat 3: 650 uM, hat 4: 312.5 pM, hat 5: 156.25 pM)



Restriksiyon enzimi deneyi: Bilesik — DNA etkilesiminin ardindan, bilesiklerin
DNA’nin  yapisinda meydana getirdigi degisiklikleri ve hangi niikleotidlere
baglandiklarin1  belirlemek icin restriksiyon enzim kesimi gerceklestirilmistir.
Restriksiyon endoniikleazlar1 olarak da bilinen restriksiyon enzimleri, tanima bolgeleri

olarak bilinen belirli DNA dizilerini taniyabilir ve DNA'y1 bu bolgelerde bolebilir.

BamHI enzimi 5'-G/GATCC-3' dizisine baglanmaktadir. pBR322 plazmid DNA's1 tek bir
dizi igerdiginden, bu diziyi kesmektedir. BamHI siiper sarmal Form I ve agik dairesel
Form II'yi dogrusal DNA formuna (Form IIT) dondstiiriir. Hindl11 5-A/AGCTT-3' dizisini
tanir ve bu diziyi parcalar. Boylece Hindlll, BamHI'ye benzer sekilde Form | ve Form

[I'yi Form III'e doniistiirtir.

Bilesiklerin DNA ile etkilesiminde g0zlenen en etkili konsantrasyonu ile plasmid DNA
etkilestirilmistir ve BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile muamele edilmistir.
Bilesikler ile etkilesime sokulmamis plasmid DNA’larin BamHI ve Hindlll enzimleri ile
etkilesimleri kontrol olarak kullanilmistir. Enzim kesimi sonucunda, sentezlenen
bilesikler ile muamele edilmis DNA’larda lineer Form III bandinin olusmadigi
gorilmiistiir (Sekil 4.31, 4.32 ve 4.33). Dolayisiyla dispirofosfazen turevlerinin DNA’nin
A/A ve G/G nukleotidlerine baglanarak enzim kesiminin ger¢eklesmesine engel oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak, bilesiklerin DNA enzim kesimi bolgelerine baglandigi ve

DNA biitiinliigiiniin korundugu goriilmistiir.

pBR pBR/B 10 11 12 13 14 1S pBR/H 10 11 12 13 14 15

Form II

Form III
Form I

Sekil 4.31 10, 11, 12, 13, 14 ve 15 numarali bilesiklere ait dispirofosfazen -DNA karigiminin
BamHI ve HindlIl restriksiyon enzimleri ile etkilestirilmesi sonucunun jel gorintdsu
(pBR: pBR322 plasmid, pBR/B: pBR322’nin BamHlI ile restriksiyon enzim kesimi, pBR/H:
pBR322’nin Hindlll ile restriksiyon enzim kesimi)
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pBR pBR/B 10 11 12 16 17 18 pBR/H 10 11 12 16 17 18

Form II
Form III

Form 1

Sekil 4.32 10, 11, 12, 16, 17 ve 18 numarali bilesiklere ait dispirofosfazen-DNA karigiminin
BamHI ve HindIII restriksiyon enzimleri ile etkilestirilmesi sonucunun jel goriintiisii
(pBR: pBR322 plasmid, pBR/B: pBR322’nin BamH]I ile restriksiyon enzim kesimi, pBR/H:
pBR322’nin Hindlll ile restriksiyon enzim kesimi)

pBRpBR/B 20 22 24 25 26 5 pBRH 20 22 24 25 2 5

Form Il

Form III
Form I

Sekil 4.33 20, 22, 24, 25, 26 ve 5 numarali bilesiklere ait dispirofosfazen -DNA karisiminin BamHI
ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile etkilestirilmesi sonucunun jel goriintiisii (pBR:
pBR322 plasmid, pBR/B: pBR322’nin BamHI ile restriksiyon enzim kesimi, pBR/H:
pBR322’nin HindlIl ile restriksiyon enzim kesimi)

4.8.3 Bilesiklerin antioksidan 6zellikleri

Antioksidanlar, hiicrelerde toplanabilen ve diger molekiillere zarar verebilen, cesitli
hastaliklara ve yaglanma siireglerine yol acabilen yiiksek reaktif molekiiller olan serbest
radikallerin neden olabilecegi oksidatif hasardan hiicreleri korumaya yardimci olan
maddelerdir. Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut
serbest radikalleri etkisiz hale getirerek oksidasyon surecini azaltmak veya engellemek

icin onleyici bir mekanizmaya sahip maddelerdir (Shalaby 2019, Pisoschi vd. 2021).
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DPPH, maddelerin antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan
kararli bir serbest radikal bilesigidir. DPPH oksitlendiginde koyu mor bir renk olarak
gOrundr ve olusan bu oksidasyon bir antioksidan tarafindan azaltilirsa rengi azalarak agik
sartya doner (absorbans azalir). DPPH radikali supirme aktivitesi, antioksidanlarin
DPPH radikaline bir elektron verilmesi veya hidrojen atomu aktarilmasiyla reaktivitesini
notralize edebilmesi ve renk degisimine neden olmasi prensibiyle ¢aligir. Maddenin

DPPH radikalini azaltmadaki etkinligi absorbans 0l¢iilerek belirlenebilir.

Radikal siiplirme aktivitesinin inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil ile hesaplanmistir;

1% = (AbSControI'AbSSample) x 100

Abscontrol

Burada Abscontror nNegatif kontrolin (sadece DPPH ve DMSO igeren kuyucuklar)

absorbansini, AbSsample iS€ bilesiklerin (DPPH, DMSO ve bilesikleri iceren kuyucuklar)

absorbansini ifade etmektedir.

Inhibisyon yiizdesi belirlendikten sonra, her bir tekrar icin efimli bir grafik
olusturulmustur. Egim denklemi ile tim tekrarlar icin ICsq degerleri, ICso degerlerinin
ortalamasi1 ve standart sapmast hesaplanmigtir. 1Csp (Half maximal Inhibitory
Concentration), baslangictaki DPPH radikallerinin %50'sini azaltmak icin gereken
antioksidan konsantrasyonudur. ICso degeri ne kadar diisiik olursa, madde DPPH
radikalini temizlemede o kadar giclu demektir ve bu da daha yiksek bir antioksidan
aktivite anlamina gelir. Bu sonuglarla 1Cso degerleri baz alinarak antioksidan aktivite igin

bir cubuk grafik olusturulmustur (Sekil 4.34).
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Antioksidan Aktivite (DPPH radikali siplrme aktivitesi)

350.00

300.00
250.00
s
3 20000
£
2 150.00
%)
a
100.00
50.00 I
0.00
BHT 10 14 15 16 18 22 24 26
m IC50 269.43 | 14340 22610 | 173.12 20051 12401 92.46 | 152.63 | 105.66

Bilesikler

Sekil 4.34 Bilesiklerin antioksidan aktiviteleri (Mavi ¢ubuklar: Bilesiklerin ICso degerleri;
Pozitif Kontrol: BHT; Bilesikler: 10, 14, 15, 16, 18, 22, 24, 26)

Bilesiklerin (10, 14, 15, 16, 18, 22, 24 ve 26) sonuglar1, pozitif kontrol olarak kullanilan
BHT antioksidan ile karsilagtirildiginda, antioksidan aktiviteye sahip olduklar
goriilmigtiir. Hatta sentezlenen bilesiklerin ICso degerlerinin, pozitif kontrolln
degerinden daha diisiikk olmasi sebebiyle, pozitif kontrolden daha etkili bir antioksidan
oldugu soylenebilir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17 Bilesiklerin 2500 uM konsantrasyonda DPPH radikal siipiirme aktiviteleri
Radikal Stpurme Aktiviteleri

Bilesik Numarasi (ICso M * Std)

10 143.40 + 42.94
14 226.10 + 31.89
15 173.12 £ 12.60
16 200.51+5.11
18 124.01 +4.84
22 92.46 +9.02
24 152.63 + 8.00
26 105.66 + 9.89
BHT 269.43 +£18.85
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4.8.4 Bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri

Sitotoksik aktiviteyi degerlendirmek i¢in, MDA-MB-231 kanser hiicre hatt1 ve Vero
hiicre hattina karsi, sentezlenen bilesiklerin (14, 15, 16, 17, 18 ve 22) farkh
konsantrasyonlari (15,6 M -250 uM) ile MTT testi yapilmastir. Bilesiklerin hiicre canliligi

Uzerindeki etkisini kiyaslamak i¢in pozitif kontrol olarak cis-platin se¢ilmistir.

Hiicre canliliginin yiizdesi su formiil kullanilarak ifade edilmistir:

% canlilik = tedavi edilen hiicrelerin 570 nm dalga boyunda absorbsiyonu/negatif kontrol

hlcrelerinin 570 nm dalga boyunda absorbsiyonu x %2100.

Bilesiklerin, MDA-MB-231 kanser hiicre hatt1 ve Vero hiicre hatt1 izerinde énemli bir
sitotoksik aktivite gostermedigi belirlenmistir (Sekil 4.35)

MDA-MB-231 Vero
250+ % 200+
- 14 [ - 14
z E3
< 200 =m 15 3 150 = 15
» [
2 150- = 16 8 16
E 17 § 100- 17
£ 100+ 18 = 18
3
= 50 - 22
50 - 22 _ »
B cis-platin mm cis-platin
0~ 0-
0.00 1560 31.25 62.50 125.00 250.00 0.00 15.60 31.25 62.50 125.00 250.00
Derigim pM Derisim pM

Sekil 4.35 Bilesiklerin ve cis-platinin, Vero ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 Uzerindeki
sitotoksik etki deneyi sonuglari

96



5. SONUC

Tez calismasi kapsaminda 18 adet simetrik olmayan cis- ve trans- dispirofosfazen elde
edilmistir. Bunun i¢in, N/N donér atomlu karbazolildiamin (4-6) ve ferrosenildiamin (1-
3) ligandlar1 sentezlenmistir. Cift disli ferrosenildiamin ligandlar1 (1-3) ile HCCP’nin
reaksiyonlarindan monoferrosenil spirosiklotrifosfazen tiirevleri (7-9) elde edilmistir.
Monospirosiklotrifosfazen turevlerinin (7-9), karbazolildiaminlerle (4-6) tepkimesinden
ise nihai bilesikler olan cis- ve trans- dispirofosfazenler (10-27) sentezlenmistir.
Sentezlenen dispiro turevlerinin (10-27) tamamu orijinaldir ve trimerik fosfazen halkasina
hem ferrosenildiamin hem de karbazolildiamin gruplarinin birlikte bagli oldugu ilk
dispiro trimerik fosfazen turevleridir. Dispirofosfazen tirevleri kolon kromatografisi
veya preparatif ince tabaka kromatografisi yontemi ile saf olarak elde edilmistir.

HCCP ve ligandlar arasindaki niikleofilik yerdegistirme reaksiyonlar1 sonucu
gerceklesmesi olasi ansa-, bino- gibi diger yapilar olusmamistir. Tez kapsaminda HCCP
ve ift disli diamin ligandlar ile gergeklestirilen reaksiyonlar sonucunda sadece spiro-
yapilart olusmasi, bu reaksiyonlarin regioselektif (yer se¢imli) oldugunu gdstermektedir
(Allcock 1972).

Trans-fosfazenlerin verimlerinin cis-tlrevlerinden daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu
durumun, substitlientlerin hacimli gruplar olmasi nedeniyle ve cis-izomerdeki sterik

engellilikten kaynaklandig: diistiniilebilir.

Trans-dispirofosfazenlerin TLC kromatografisinde 5:1 oraninda Toluen:Thf karisiminda
elde edilen Rf degerlerinin, cis-izomerlerin Rf degerlerine kiyasla daha ylksek odugu
belirlenmistir. Bu, cis- izomerinin, trans- izomerine kiyasla daha polar bir 6zellige sahip

oldugunu gostermektedir.

Sentezlenen bilesiklerde iki adet Kiral fosfor atomu bulunmaktadir. Bu fosfor atomlarina

baglanan gruplar simetrik olmadiklari i¢in enantiyomerlerden izomerlerin hem cis- hem-
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de trans tirevlerinde rasemik yapida bulunmalar1 beklenmektedir. Enantiyomer
izomerlerin rasemik formda bulunduklarmi; hem CSA ilavesi ile kaydedilen *PNMR

spektrumlari, hem de CD spektrumlari dogrulamaktadir.

Tek kristali elde edilen dort bilesigin (10, 15, 16 ve 18) molekiiler ve kat1 hal yapis1 X-
1si1 Kristalografi yontemi ile aydmlatilmigtir. Bilesik cis-15 ve trans-18’in stereojenik

fosfor atomlarinin mutlak konfigiirasyonlar1 SS” olarak bulunmustur.

Bilesiklerin test edilen ¢ogu bakteri ve maya susuna kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin
oldugu, hatta baz1 bilesiklerin pozitif kontrol olarak kullanilan standart antibiyotik ve
antifungal etken maddelerinden daha diisiik MIK, MBK ve MFK degerlerine sahip
oldugu goriilmistiir. Bu veriler, bilesiklerin pozitif kontrollere kiyasla daha etkili

olduklarin1 géstermektedir.

Incelenen bilesiklerin pozitif kontrol olarak kullanilan antioksidan BHT ye kiyasla daha
diisiik 1Cso degerlerine sahip olduklari, dolayisiyla BHT ye gore daha ylksek antioksidan

aktiviteye sahip olduklar: belirlenmistir.

DNA Uzerindeki 5-G/GATCC-3' dizisine baglanarak kesen BamHI ve 5'-A/AGCTT-3'
dizisini kesen Hindlll restriksiyon enzim kesim g¢alismalar1 sonucu; dispirofosfazen
tirevlerinin DNA’nin A/A ve G/G niikleotidleri ile DNA enzim kesimi bolgelerine

baglanarak, enzim kesimini engelledikleri belirlenmistir.

Sentezlenen fosfazen tiirevlerinin, kanser hiicresine kars1 sitotoksik aktivitesi
incelendiginde, kanser hiicrenin canliligi iizerinde ©nemli bir etkisinin olmadigi

gozlenmistir, yani sitotoksik aktivite gdstermemistir.

Bu calismada sentezlenen dispirofosfazen bilesiklerinin etkili antimikrobiyal aktiviteye,
yuksek antioksidan o6zellige ve DNA Uzerinde etkili olmalari, ila¢ aktif madde olarak
kullanilma potansiyelleri oldugunu gostermektedir.
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Siklotrifosfazen halkas1 optik olarak inerttir, ama bu c¢alismada sentezlenen ve
karbazolildiamin grubu igeren dispirofosfazenlerin fotofiziksel 6zelliklerinin incelenmesi
sonucunda elde edilen verilere gore; karbazol katkili siklotrifosfazen tlrevlerinin,
floresans/elektrokimyasal sensorler gibi optik uygulamalar icin uygun sistemlerin

tasarlanmasinda katki saglayabilecekleri diisiiniilmektedir.
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EK 2 3P NMR SPEKTRUMLARI
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EK 3 KUTLE SPEKTRUMLARI
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EK 4 3C NMR SPEKTRUMLARI
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