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Bu tez kapsaminda ana yapi olarak benzilidenanilin ¢ekirdegi iceren toplam 10
adet Dbilesik, Schiff bazlarinin elde edilmesinde kabul edilen standart yontem ile
sentezlenmistir. Benzaldehid tiirevleri ve anilin, asidik ortamda etanol igerisinde,
kondenzasyon reaksiyonuna tabi tutulmustur. Sentezlenen bilesiklerden bazilari,
kristallendirilerek saflagtirilmis ve spektroskopik yontemler yardimiyla yapilari
aydinlatilmistir. Her bir bilesigin erime derecesi Olgiilmiis ve literatiir \/erileriyle
kiyaslanmistir.,

Sentezlenen siibstitiie benzilidenanilin tiirevi bilesiklerin, sitotoksik etkileri MTT
testi ile, mutajenik etkileri Ames Salmonella / mikrozom testi ile, antiproliferatif etkileri
ise hiicre cogalmasi dl¢iim kiti (BrdU kiti) kullanilarak saptanmistir.

Calisma kapsaminda bilegiklerin fizikokimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi elde
edebilmek i¢in, sterik, elektronik ve bazi hidrofobik parametre degerleri, dogrudan tablo
degerleri kullanilarak hesaplanmis; Ry hidrofobik parametre degerleri ise, deneysel

bulgulara dayandirilarak saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Siibstitiie benzilidenanilin, Schiff baz, sitotoksik etki, MTT,

mutajenik etki, Ames Salmonella / mikrozom testi, antiproliferatif etki.
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THE STUDIES ON THE SYNYHESIS AND STRUCTURE ELUCIDATIONS,
INVESTIGATION OF MUTAGENIC, CYTOTOXIC AND ANTIPROLIFERATIVE
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In this thesis, ten compounds which include benzilideneaniline nuclei were
synthesized by the standart method of obtaining Schiff bases. Benzaldehyde derivatives
and aniline were subjected to condensation reaction under acidic condition in ethanol.
Some of the synthesized compounds were purified by recrystallization and their structure
elucidations were performed by spectroscopic methods. Melting points of each
compounds were measured and compared with melting points value in literature.

The cytotoxic, mutagenic and antiproliferative effects of the substituted
benzylideneaniline compounds were determined by MTT, Ames Salmonella/ microzome
tests and cell proliferation ELISA, BrdU kit, respectively.

In this study to obtain knowledges about physicochemical parameters of the
coumponds, steric, eloctronic and some hydrofobic parameter values were calculated by
using table values; Ry hydrofobic parameter values were also established by

experimental data.

Key Words: Substitute benzilydeneaniline, Schiff base, cytotoxic effect, MTT, mutagenic

effect, Ames Salmonella / microzome test, antiproliferative effect.
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1. GIRIS VE AMAC

Canlilik birimi olan her hiicre meydana gelir, gelisir, olgunlasir, yaslanir
ve oliir. Insanlarda hiicre ¢ogalmas: ve hiicre 6liimii pozitif ve negatif doniisiimler
olarak tamimlanan iki periyot tarafindan kontrol edilir’,

Tek hiicrelilerin Uremeleri ve ¢ok hiicreli bir organizmanin biiytime,
gelisme ve ¢ogalmasi hiicre boliinmesiyle saglanir. Hiicre ¢ogalmasinda temel
nokta 6nce DNA’nin replikasyonu ve sonra bunun sitoplazma boliinmesiyle iki
yavru hiicreye aktarilmasidir.

Organizmadaki hiicrelerin fizyolojik yada fizyolojik olmayan nedenlere
bagli olarak, komsu hiicrelerden ayrlip bir takim degisikliklerden sonra yok
olmasma apoptoz denirt. Apoptoz, organizmada dokularin gelismelerinde ve
normal sekilde islevini stirdiirmelerinde onemli rol oynar. Hiicrelerin ¢ogalmasi
ile apoptoz arasindaki dengesizlik kanser gibi c¢ok ciddi hastaliklara neden
olabilir®.

Kanser hiicresel davramslarin degisimi sonucu meydana gelen bir
hastaliktir. Kanserin temelini olusturan asil neden, hiicrelerin genetik bilgilerinin
degismesidir. Bu degisim sonucu hiicreler kontrol edilemeyen bir bi¢imde malign
timorleri olugturmak lizere ¢ogalirlar. Malign tiimorler ¢ok ¢abuk bilyilimeye
yatkin hiicrelerdir ve anormal biiyiime sonucu normal doku ve organlara zarar
verirler. Normal hiicreler kromozomlarinin eslesmesi sonucu biiytimelerini hem
in vivo hem de in vitro ortamda duyarl1 bir bi¢cimde siirdiiriirken, kanserli hiicreler
genellikle kromozomlarda meydana gelen bir bozukluk Sonucu anormal olarak
hizl1 bir sekilde biytirler.

Hicrelerin  kromozomlarinda meydana gelen bozukluklar mutasyon
olusumuna neden olabilir. Mutasyon hiicre genetik materyalindeki devamli
degisimdir ve mutasyona neden olan maddelere mutajen denilmektedir. Son
yillarda, karsinojenik olan bir ¢ok maddenin mutajenik; benzer sekilde mutajenik
olan bir ¢cok maddenin de karsinojenik oldugu gésterilmistir. Kimyasal maddelerin

mutajenik etkileri ile karsinojenik etki potansiyelleri arasindaki bu kuvvetli

iliskinin olmasi, mutajenezis testlerini, kimyasal maddelerin karsinojenik



risklerinin arastirnlmasinda tarama testleri olarak kullanilmasi sonucunu
dogurmusturm.

Gilintimiizde kanserin herhangi bir seklini tedavi edecek kimyasal bir
bilesik bilinmemektedir. Kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglar agriy1 azaltma,
yagam siiresini bir miktar uzatma ve yasam kalitesini arttirmaya yoneliktir'®.

Schiff bazlarinmn, aktif metilen grubu tasiyan bilesiklerle reaksiyonu
sonucu antineoplastik etki ortaya koyduklari bildirilmistir”!. Bu ¢alismanin amac
Schiff bazi olarak da bilinen benzilidenanilin tiirevlerinin, sitotoksik ve mutajenik
aktiviteleri ile antiproliferatif etkilerinin arastirlmasidir. Literatiirde ozellikle
antiproliferatif etkiye yonelik bir kayit bulunmamaktadir.

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar bu grup bilesiklerin ileride ilag olarak
kullanilma sanslarini arttirmaktadir. Bu amagla sentezlenen bazi siibstitiie
benzilidenanilin tiirevlerinin, sitotoksik etkileri MTT testi ile, mutajenik etkileri
Ames Salmonella / mikrozom testi ile, antipiroliferatif etkileri ise hiicre ¢gogalmasi

6lctim kiti (BRDU kiti) kullanilarak belirlenmistir.



2. KAYNAK BILGILERI

N-Siibstitiie iminler, 1864 yilinda; Alman ¢aligtirici Hugo Schiff
tarafindan  yapilarinin  aydmnlatilmasindan  sonra  Schiff bazlann olarak
tammlanmuglardir'®.

Hugo Schiff yaptig1 ¢alismalarda kondanse lire tlirevlerine ulagabilmek
icin ¢esitli lire tiirevlerini kullanmistir. Daha sonralar1 Hugo Schiff tarafindan
sunulan bu yontemi kullanarak E. Fischer fenilhidrazin ve karbonil bilesiklerini,

V.Meyer ise hidroksilamin ve karbonil bilesiklerini reaksiyona sokmustur®.

a)
{3&1%{1\1112 + OHC@ —— @-NHN:CH—Q

b)

HO~NH, + om@ — HO—NZCH-@

Sekil 1: a) N-benziliden-N’-fenilhidrazin reaksiyon denklemi
b) N-benzilidenhidroksilamin reaksiyon denklemi

Aldehid ve ketonlar primer aminlerle karbon-azot c¢ifte bagim iceren
iminleri olusturmak igin reaksiyona girerler. Reaksiyon bir asit tarafindan katalize

edilir ve tiriin (E) ve (Z) izomerler karisimi seklinde olusabilir.

HOT > . _R .
: c=N" + H0:

/ /

Aldehid Primer amin Imin
yada keton [(E) ve (Z) izomer]

C=0 + H,N-R

Sekil 2: Iminlerin genel reaksiyon denklemi



Imin olusumu ¢ok diisiik ve ¢ok yiiksek pH larda yavastir ve genellikle pH
4-5°de en hizl sekilde yiiriir. Imin olusumu i¢in énerilen reaksiyon mekanizmasi
g6z oniinde bulundurulursa asit katalizorlin ni¢in yararli oldugu anlagilabilir.
Protonlanmis aminoalko!l’lin iminyum iyonu haline doniismek i¢in su molekiilii
kaybettigi basamak reaksiyon mekanizmasinda Onemli bir basamaktir. Alkol
grubunun protonlanmasiyla asit, zor kopan grubu (-OH) kolay kopan grup
(-OH,") sekline déniistiirtir.

Hidronyum iyon konsantrasyonunun ¢ok yiiksek oldugu durumda
reaksiyon daha yavas yiirlir ¢iinkii bu ihtiya¢ duyulan niikleofil konsantrasyonun
azalmasmin bir etkisidir. Hidronyum iyon konsantrasyonunun ¢ok diisiik oldugu
durumda da reaksiyon yavaslar ¢iinkii protonlanmis aminoalkol konsantrasyonu
azalir. pH 4-5 en etkili araliktir!'®.

Aldehidler ve ketonlar; karbonil karbonlarmmin niikleofilik ataga yatkin
olmast nedeniyle yiiksek derecede aktiflik gosterirler. Amonyak ve amonyagin
primer amin tiirevleri, Oncelikle karbonil karbonuna atak ederek reaksiyonu
baglatirlar, bunu hidroksil grubu tasiyan karbona, azotun amin olusturmak tizere
baglanmasint saglayan hidrojen transferi takip eder. Asidik sartlarda hidroksil
grubu protonlanir ve daha sonra hedeflenen triiniin asit konjugatin1 olusturmak
icin su kayb1 meydana gelir. Son olarak hidrojen iyonu transferiyle Schiff bazi

meydana gelir.

VRN
(G T i
U e i — b
7 MR 2 Y
H"\H R H
B!
"OH, R R
_ kI = —_— R\c:;\l/R e >C:N/
‘ - R ‘
R/ \R\N< R H/_\:B K
H

Sekil 3: Schiff bazlarinin reaksiyon mekanizmasi



Kondensasyon basamaginda su olusumu ig¢in asit katalizor kullanilir.
Reaksiyon mekanizmasimnda gosterilen biitin basamaklar geri doniisiimliidiir.
Prensip olarak, reaksiyon sonucu agiga ¢ikan su Schiff baz:i ile birlikte aldehid
yada ketona ve amine geri doniisecektir. Ancak, aromatik baslangi¢ maddelerinin
kullanilmas: ile olusan tiriinler, alifatik baslangi¢c maddeleriyle olusan iiriinlerden
daha kararlidir. Ketonlar bu reaksiyona aldehidler kadar yatkin degildir.

Sentetik olarak bakildiginda, iminler komplike aminlerin sentezlerinde
O6nemli bilesiklerdir. Schiff bazlar1 hidrojenlenerek aminlere indirgenebilirler.
Biyolojik yonden bakildiginda ise; bazi iminler omurgalilarin goérme giicii
agisindan 6nemlidir. Ornegin, opsin adli proteinin amino asit kalmtilarindaki
amino grubuna 11-cis-retinal imin olusturacak sekilde baglanarak rhodopsin adli
maddeyi olusturur ',

Rhodopsin omurgalilarin retinalarinda karanlik ve aydmligi goérme

giiciinden sorumlu bir pigmenttir'?.

O HN-—

11-cis-retinal Rhodopsin

Sekil 4: Rhodopsin’in biyolojik reaksiyon denklemi

Aldiminler, siklik katilim, halka kapanmasi ve yer degistirme
reaksiyonlariyla bir ¢ok sayida endiistriyel bilesigin olusumunda, genellikle
baslangic maddesi olarak kullanilirlar' .

Imin fonksiyonel grubu, Schiff bazlarinin temel yapisim olusturur. Bu
fonksiyonel grup karbonil grubunun koruyucusu gibi davranir ve stereoselektif
transformasyonda onemli rol oynar. C=N bagimin transformasyon
reaksiyonlarinda, segici ve uyumlu reaksiyon ajanlarimin gelistirilmesi igin

caligmalar yapllmaktadlr[l4].



1910 yilinda; Sudborough ve arkadasi, amino grubu (-NH,) tasiyan
bilesiklerin katilim reaksiyonlarni incelemislerdir. Yaptiklan caligma sonucu,
sari renkli benzilidenanilin (E.D. 112 °C), kahverengi-san renkli benziliden-a-

naftilamin ve benziliden-B-naftilamin sentezlenmigtir!">).

Sekil 5: Benzilidenanilin

1912 yilinda; Law yaptigi calismada, sentezledigi bazi benzalanilin
tiirevlerinin erime derecelerini bildirmistir. Sentezledigi 4-siibstitiie benzalanilin
tiirevleri; p-tolilidenanilin, p-klorobenzilidenanilin (E.D. 65,5-66 °C) olarak
verilmistir[m].

1912 yilinda; Reich, 2,4-dinitrobenzilanilin’i potasyumpermanganat
cozeltisi ile muamele ederek %80 verimle, sar1 ignemsi kristaller halinde, 2,4-

dinitrobenzilidenanilin (E.D. 131 °C) sentezlemistir' ",

NO,
O,N CH=N©

Sekil 6: 2,4-dinitrobenzilidenanilin

1927 yilinda; Langman ve arkadaglar siibstitiientlerin benzilidenanilin
tiirevlerinin stabilitesine katkisi iizerine yaptiklar ¢aligmada, benzilidenanilin ve

benzilidenanilin’in orfo, meta ve para metoksi ile nitro tiirevlerini

ha21rlam1§1ard1r“8].

1925 yilinda; Bogert, 1 mol benzaldehid ve 1 mol anilin’i 125 °C de 5 saat

boyunca 1sitarak, %85-86 verimle benzalanilin’in sentezini gergeklestirmistir“g].



1928 yilinda; Bigelow ve arkadasi, 106 g benzaldehid ve 93 g anilin’i 165
ml etanol icerisinde 15 dakika boyunca isitarak %84-87 verimle benzalanilin elde
etmistirm]. |
1932 yilinda; Bonino ve arkadagi, bazi benzalanilin- p-klorobenzalanilin
ve benzal-p-kloroanilin bilesiklerini sentezlemisler ve bu tiirevlerin C=N grubu ile

ilgili olarak IR spektroskopisi ¢aligmasi yapmislardir 21

Sekil 7: p-klorobenzalanilin

1947 yilinda; Smets tarafindan azometin tﬁfevlerinin UV absorbsiyonu
lizerine yapilan ¢aligmada, ¢esitli aldehid tiirevleri ile amin tiirevleri reaksiyona
sokularak, baz1 azometin tiirevleri elde edilmistir. Sentezler sonucunda; %90
verimle benzilidenanilin (E.D. 52-53 °C), %77 verimle 4-hidroksibenzilidenanilin
(E.D. 195 °C), %81 verimle 2-hidroksibenzilidenanilin (E.D.52 °C), %85 verimle
4-metoksibenzilidenanilin (E.D. 63 °C), %83 verimle 3-nitrobenzilidenanilin

(E.D. 69-70 °C) ve %88 verimle 4-dimetilaminobenzilidenanilin (E.D.102 °C)

[22]
NS
N
HO—©_\ _©

Sekil 8: 4-hidroksibenzilidenanilin

elde edilmisgtir.

1947 yilinda; Porai-Koshits ve arkadaslan, gesitli azometin tiirevlerinin
sentezi icin 3 farkli yontem kullanmslardir. Ik yoéntemde, esit miktarlarda amin
ve aldehid tiirevleri %25-50°lik asetik asit veya %SO;lik etanol i¢inde, 45-50 °C
de birka¢ dakika boyunca isitilmig, daha sonra sogutularak koyu sari renkli p-



benzilidenaminofenol (E.D. 181 °C), koyu san renkli  p-(p-
hidroksibenzilidenamino) fenol (E.D. 208 °C) ve gri renkli N-benziliden-p-
anisidin (E.D. 69 °C ) elde edilmistir. lkinci yontemde, esit miktar amin ve
aldehid tiirevinin %96 ‘lik etanol igerisinde 2-3 saat kaynatilmasiyla, sar1 renkli
N-(p-nitrobenziliden)-p-nitroanilin (E.D. 198-200 °C), sart renkli N-(m-
nitrobenziliden)-m-nitroanilin (E.D. 153-154 °C) elde edilmistir. Uglincii
yontemde ise; esit miktar amin ve aldehid tiirevi, herhangi bir ¢6ziicii
kullanilmadan 1sttilmus, buz pargalar: tizerine dokiilerek renksiz N-benziliden-p-
toluiden (E.D. 35 °C), sar1 renkli N-benziliden-o-toluiden (E.D. 28-30 °C), renksiz
N-benziliden-p-kloroanilin (E.D.62 °C), renksiz N-benziliden-m-kloroanilin (E.D.
35-38 °C), renksiz N-benziliden-o-kloroanilin (E.D. 50-52 °C), renksiz N-
benzilidenanilin (E.D. 49-51 °C), sar1 renkli N-(p-nitrobenzilden)anilin (E.D. 90-
93 °C), altin sarist renkli N-(benziliden)-m-nitroanilin (E.D. 71-72 °C), sarims1
renkte  N-(m-nitrobenziliden)anilin (ED. 66 °C) ve N-(p-

hidroksibenziliden)anilin elde edilmistir®).

a) b)
HOQCZNOOH OZN—<—;—>*C=N‘<j>~NO2
H H
c)
O e

Sekil 9: a) p-(p-hidroksibenzilidenamino)fenol
b) N-(p-nitrobenziliden)-p-nitroanilin

¢) N-benziliden-p-toluiden

1951 yilinda; Gramaticakis yaptigi calismada, aldehid tiirevlerinin sicak
veya soguk etanol igerisindeki ¢ozeltisiyle esit miktarlarda anilin tiirevlerini
kanstirmigs ve g¢esitli benzilidenanilin tiirevlerini elde etmistir. Bu calisma
sonucunda 2,4-diklorobenzilidenanilin (E.D. 87 °C), 2,4-dimetilbenzilidenanilin

(E.D. 54 °C), 2,4,6-trimetilbenzilidenanilin, 2,4,6-triklorobenzilidenanilin (E.D.



51 °C), 4-metoksibenzilidenanilin, 2-3- ve  4-nitrobenzilidenanilin

sentezlenmistir®*,

Cl

Cl CH=N©

Cl

Sekil 10: 2,4,6-triklorobenzilidenanilin

1953 yilinda; Roe ve arkadagi, bazi Schiff bazlarinin hazirlanmasinda iki
farkli yontem kullanmigtir. 1. y6ntemde; uygun aldehid ve uygun amin tiirevi
benzen yada petrol eterinde ¢6ziilmiis, elde edilen ¢dzelti Dean-Stark tiipiine bagl
dibi yuvarlak balon igerisinde, teorik olarak hesaplanan su miktar1 elde edilene
kadar geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmistir. Daha sonra vakum uygulanarak
¢oziicli ortamdan uzaklastirilmis ve kalan Schiff bazi etanol yada petrol eterinden
kristallendirilmistir. 2. yontemde ise; uygun aldehid ve amin tiirevi sicak su
banyosunda yarim saat boyunca 1sitilmis daha sonra elde edilen Schiff baz1 etanol
veya petrol eterinden kristallendirilmistir. Birinci y6ntem sonucu elde edilen
Schiff bazlari; benzal-o-kloroanilin, p-benzalamino benzoikasit (E.D. 191-191
°C), benzalanilin (E.D. 52 °C), benzal-p-nitroanilin (E.D. 117-119 °C), etil p-
benzalaminobenzoat (E.D. 42.5 °C), benzal-p-bromoanilin (E.D. 66 °C), m-
benzalamino benzoikasit (E.D. 131-132 °C) seklindedir. Ikinci yéntem sonucu ise
p-klorobenzalanilin (E.D. 64-65 °C), p-klorobenzal-p-kloroanilin (E.D. 110-111
°C), p-metilbenzalanilin, benzal-p-toluidin (E.D. 29-30 °C), p-metilbenzal-p-
toluidin (E.D. 91-93 °C), benzal-p-toluidin, benzal-p-fluoroanilin (E.D. 56.8 °C),
benzal-p-anisidin (E.D. 70-71 °C), p-metoksibenzalanilin (E.D. 64 °C ), benzal-o-
toluidin, benzal-p-iodoanilin (E.D. 82-84 °C), m-klorobenzalanilin, benzal-m-
(trifluorometil)anilin (E.D. 66-68 °C), benzal-p-(asetil)anilin (E.D. 95-97 °C),
benzal-p-(trifluorometil)anilin (E.D. 63-65 °C) ve benzal-p-kloroanilin (E.D. 62-
63 °C) elde edilmistir®>).



b)
< > N //N\©\
COOH I
Sekil 11: a) p-benzalamino benzoikasit

b) benzal-p-iyodoanilin

1954 yilinda; Ried ve arkadaglari gerceklestirdikleri ¢alismada, esit
miktarlarda o-nitrobenzaldehid ile bazi primer amin tiirevlerini, etanol igerisinde
reaksiyona sokmuslar, olusan t(riinii etanolden kristallendirmiglerdir. Calisma
sonucunda; sar1 renkli o-nitrobenziliden-2,3,6-trimetilanilin (E.D. 57 °C), turuncu
renkli o-nitrobenziliden-2,4,6-trimetilanilin (ED. 69 °C), yesil renkli o-
nitrobenziliden-p-metoksianilin (E.D. 80,3 °C), sar1-yesil renkli o-nitrobenziliden-
o-etoksianilin (E.D. 63,5 °C), san renkli o-nitrobenziliden-p-etoksianilin (E.D.
82,2 °C), renksiz o-nitrobenziliden-o-nitroanilin (E.D. 180 °C), renksiz o-
nitrobenziliden-m-nitroanilin (E.D. 131 °C), sarims1 renkte o-nitrobenziliden-p-

nitroanilin (E.D. 141 °C) ve san renkli o-nitrobenziliden-2,5-dikloroanilin (E.D.

120,5 °C) sentezlenmistir >,
a) b)
Cl
H,.C ~ CH,
CH, ON cl ON

Sekil 12: a) o-nitrobenziliden-2,3,6-trimetilanilin

b) o-nitrobenziliden-2,5-dikloroanilin

1954 yilinda; Porai-Koshits ve arkadaslar1 tarafindan ortaya koyulan
calismada, aromatik azometinlerin olusumunun geri dontsiimli  oldugu
gosterilmistir. Dayaniksiz aromatik aminlerden olusan firlinlerin ortamda -asit

olmadan, nem varliginda bile rahatlikla parcalanabildigi bildirilmistir. Ayni
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zamanda azometinlerin dayamikli aromatik aminlerden meydana geldigi
diisiincesinin yanlig oldugu vurgulanmistir. Bu ¢alismada 50 ml toluen yada ksilen
icerisine 13,8 g p-nitroanilin konulmus, elde edilen ¢6zelti 25 ml toluen yada
ksilen igerisindeki 11,7 g benzaldehid ¢ozeltisi ile karistinlmistir. Karigim
diizenli bir bigimde isitilmig, 1sitma islemine ara vermeden distilasyona tabi
tutulmustur. Distilasyon {iriinii, biinyesindeki sudan kurtulana dek kuru ¢oziicti
ilavesine ozen gosterilmigtir. Elde edilen ¢ozeltinin sogutulmasiyla, %88-92
verimle, benziliden-p-nitroanilin elde edilmistir. Uriin  toluen-dietileter
karisimindan kristallendirilmis ve sar1 renkli, 117-118 °C erime derecesine sahip
olan kristaller elde edilmistir. Kristalize iiriiniin nemli ortamda renginin saridan
yesile dondiigi kaydedilmistir. Benzer sekilde %98 verimle p-nitrobenziliden-p-
nitroanilin (E.D. 146 °C), %92-93 verimle m-nitrobenziliden-p-nitroanilin (E.D.
70-72 °C) ve %88-89 verimle 4-(p-nitrobenzilidenamino)benzensiilfonamid (E.D.

178-179,2 °C) sentezlenmistir®”.

OZNO— CH=N—Q SO,NH,

Sekil 13: 4-(p-nitrobenzilidenamino)benzenstilfonamid

1956 yilinda; Fench ve arkadaslan yaptiklar: ¢caligmada, amin tiirevlerinin
etanoldeki ¢ozeltisine aldehid tiirevlerinin etanoldeki ¢o6zeltisini ilave ederek
cesitli benzilidenanilin tiirevlerini hazirlamislardr. Bu sekilde
3-nitrobenzilidenanilin (E.D. 63-63,5 °C), N-(3-nitrobenziliden)-4-nitroanilin
(E.D. 128-129 °C), 4-nitrobenzilidenanilin (E.D. 91-92 °C), N-(4-nitrobenziliden)-
4-metilanilin (E.D. 122-123 °C), N-(4-nitrobenziliden)-4-nitroanilin (E.D. 199-
200 °C), N,N’-(4-nitrobenziliden)bis(2-nitroanilin) (E.D. 42-44 °C) ve N-(4-
nitrobenziliden)-2-kloroanilin (E.D. 122-123 °C) elde edilmistir™®®.
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OZN@CH:N 1\1:(:}1~<;—>7N02

ON  NO,

Sekil 14: N,N’-(4-nitrobenziliden)bis(2-nitroanilin)

1957 yilinda; Clougherty ve arkadaglari, uygun aldehid ve anilin
tirevlerini reaksiyona sokarak elde ettikleri benzilidenanilin tiirevlerinin, C=N
grubuna ait IR  degerlerini  bildirmiglerdir.  Yapilan g:ahsmad.a; 2-
hidroksibenzilidenanilin, 4-hidfoksibenzilidenanilin, 4-metoksibenzilidenanilin,
4-asetamidobenzilidenanilin, 4-dimetilaminobenzilidenanilin ve 2-

nitrobenzilidenanilin sentezlenmistir®’.

@‘N=CH—©—NHCOCH3

Sekil 15: 4-asetamidobenzilidenanilin

1958 yilinda; Koz’minykh ve arkadaslari, ¢esitli aromatik aldehid
tiirevleri ve aromatik amin tiirevlerinin etanol igindeki esit miktar ¢ozeltilerini
kanstirip, kaynatarak bazi Schiff bazlarini elde etmislerdir. Bu sekilde, 15 g m-
nitrobenzaldehid ve 9,3 g anilin’in reaksiyonu sonucunda erime derecesi 68-70 °C
olan 20 g m-nitrobenzilidenanilin elde edilmigtir. Aym gsekilde m-
nitrobenzaldehid ve p-toluiden’in  reaksiyonu sonucu m-nitrobenziliden-p-
toluiden (E.D. 93-94 °C); m-nitrobenzaldehid ve p-anisidin’in reaksiyonu sonucu
sart kristalize m-nitrobenziliden-p-anisidin (E.D. 72-73 °C); p-nitrobenzaldehid ve
p-anisidin’in reaksiyonu sonucu turuncu-kirmizi kristalize p-nitrobenziliden-p-
anisidin (E.D. 134-135 °C); m-nitrobenzaldehid ve p-fenetiden’in reaksiyonu
sonucu m-nitrobenziliden-p-fenetiden (E.D. 100 °C) ve son olarak p-
nitrobenzaldehid ve p-fenetiden’in reaksiyonu sonucu sari-turuncu kristalize p-

nitrobenziliden-p-fenetiden (E.D. 123-124 °C) elde edilmistir®).
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Sekil 16: p-nitrobenziliden-p-fenetiden

1960 yilinda; Weinstein ve arkadasi, uygun benzaldehid ve anilin
tiirevlerinden esit miktar kullanarak hazirladiklar karisimi 1 saat boyunca sicak su
banyosunda bekletmisler ve p-siibstitiie benzalanilin tiirevlerini elde etmislerdir.
N-benziliden-p-nitroanilin ve N-p-klorobenziliden-p-kloroanilin’i ise uygun
benzaldehid ve anilin tiirevlerinden esit miktar kullanarak etanolde hazirladiklar:
¢ozeltiyi 1 saat geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitarak elde etmislerdir. Uriinler
sicak karisimlarin buz banyosunda sogutulmasiyla c¢oktiiriilerek ve etanolden

kristallendirilerek elde edilmistir®".

(R,R’: N(CHs),, OCH3, CHs, H, Cl, Br, NO,)
Sekil 17: 4-stibstitiie ve 4’-stibstitiie benzalanilin tiirevleri

1961 yilinda; Ebara baz siibstittie benzilidenanilin tiirevlerini sentezlemis,
elde ettigi bilesiklerin erime derecelerini ve spektral 6zelliklerini incelemistir.
Yapilan ¢aligmada her hangi bir dehidratasyon ajani kullanmaksizin aldehid tiirevi
ile anilin tirevi direkt kondensasyona tabi tutulmus ve reaksiyon tliriini etanol
veya izopropanolden kristallendirilmistir. Bu sekilde; benzilidenanilin (E.D. 63
°C), p-hidroksibenzilidenanilin (E.D. 193-194 °C), p-klorobenzilidenanilin (E.D.
61-62 °C), p-nitrobenzilidenanilin (E.D. 90-90,5 °C) elde edilmigtir>.

1961 yilinda; Cordes ve arkadasi, uygun siibstitiie benzaldehid ve uygun

stibstitiie anilin tiirevini %50’lik etanol igerisinde reaksiyona sokarak bazi Schiff



bazlarint elde etmiglerdir. Elde edilen riinleri %96’lik  etanolden
kristallendirmislerdir. Sentezler sonucunda p-klorobenziliden-p’-anilin (E.D. 109-
111 °C), N-p-klorobenzilidenanilin (E.D. 60-62 °C), N-p-hidroksibenzilidenanilin
(E.D. 90-91 °C), N-p-metilbenzilidenanilin (E.D. 44-45 °C) ve N-benzilidenanilin

[33]

Sekil 18: p-klorobenziliden-p’-kloroanilin

elde edilmistir

1963 yilinda; Pratt ve arkadasi, N-benzilanilin’in benzen igerisindeki
¢ozeltisinin - mangandioksit varliginda, geri ¢eviren sogutucu altinda

kaynatilmasiyla yitksek yiizdede benzalanilin elde edildigini bildirmistir®*.

\ @
/© e ©/\N + MnO + H,0
N
(T

Sekil 19: Mangandioksit varliginda benzalanilin eldesi

1964 yilinda; Fabini ve arkadasi tarafindan yapilan ¢aligmada, 50 ml
etanoldeki 13 g 4-hidroksibenzaldehid, karbondioksitle doyurulmus ve karisimin
sicakliga 2 °C ye kadar diisiirtilmiistiir. Bu karisim 150 ml etanol igerisindeki 15 g
4-tiyosiyanatoanilin ile 30 dakika boyunca isitilmis, buz lizerinde birka¢ saat
bekletildikten sonra siiziilmiis ve 30 dakikalik periyotlarla 50 ml etanol ile 3 kez
yikanmistir.  Bu  iglemler sonucunda 22,9 g  4-hidroksibenziliden-4-
tiyosiyanatoanilin elde edilmigtir. Yukarida anlatilan yontem ile 154 g 2-
metilbenziliden-4-tiyosiyanatoanilin, 19,8 g 2-nitrobenziliden-4-

tiyosiyanatoanilin, 18,4 g 3-nitrobenziliden-4-tiyosiyanatoanilin ve 15,6 g 2,4-
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dinitrobenziliden-4-tiyosiyanatoanilin elde edilmistir. Elde edilen bilegiklerin
fungustatik 6zellikleri incelenmis ve 7 dermatophytes cinsi ve 3 bira mayasi cinsi

mantar iizerinde kayda deger fungustatik aktivite gosterdikleri gozlenmistir®>.

R

Sekil 20: Siibstitiie benzilidenanilin-4-tiyosiyanatoanilin

1964 yilinda; Stacy ve arkadaslari yaptiklart ¢aligmada, N-benziliden-o-
nitroanilin ve N,N-benzilidendi(o-nitroanilin)’in sentezini ger¢eklestirmiglerdir.
6,90 g (0,05 mol) o-nitro anilin’in 10 ml susuz toluendeki ¢ozeltisine 10,6 g (0,10
mol) benzaldehid’in 10 ml susuz toluendeki ¢6zeltisini ilave etmisler, karigimi 36
saat boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitmuslar, ¢éziicliniin biiytik kismin
distilasyonla ortamdan uzaklastirdiktan sonra kalan ¢o6zeltiyi sogumaya
birakmiglardir. Olusan ¢okeltiyi siizerek almiglar ve heptan-benzen karisimindan
kristallendirmislerdir. Sentez sonucunda %31 verimle erime derecesi 76-77 °C
olan benziliden-o-nitroanilin elde etmislerdir.

Aym calismada; 6,90 g (0,05 mol) o-nitro anilin ve 3,20 g (0,03 mol)
benzaldehid’in 10 ml susuz toluen igersindeki ¢ozeltileri Dean-Stark tiipiinde 0,3
ml su birikene kadar yaklasik 9 saat boyunca isitilmistir. Reaksiyon karigimin
sogutulmasindan sonra olusan ¢6kelek siiziilerek alinmis, 5 ml toluen ile oda

sicaklifinda yikanmis ve %34 verimle erime derecesi 94,5-95 °C olan N,N-

benzilidendi(o-nitroanilin) elde edilmistir.*®
a) b)
H H H
O,N NO, O,N

Sekil 21: a) N-benziliden-o-nitroanilin

b) N,N-benzilidendi(o-nitroanilin)
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1965 yilinda; Luvisi ve arkadaglar, nitro bilesikleri ile alkil tasiyan
aromatik bilesikleri Schiff bazi olusturmak tizere reaksiyona sokmuslardir. 850
ml’lik  beher igerisine 31 g o-nitroklorobenzen, 150 g toluen ve 29g di-tert-
butilperoksid konularak otaklav icerisine yerlestirilmistir. Otoklav, 30 atmosfer
basing altinda 130-140 °C de 3 saat boyunca calistirilmistir. Bu siire sonunda
kartsim sogutulmus ve o-kloro-N-benzalanilin fraksiyonlu distilasyon sonucu
ayrilmistir. Aynmt yontem kullanilarak p-hidroksi-N-benzalanilin, N,N-dibenzal-p-

fenilendiamin ve p-kloro-N-benzalanilin elde edilmistir™”.

OO

Sekil 22: N,N-dibenzal-p-feniliendiamin

1966 yilinda; Elias ve arkadasi, esit miktar amin ve aldehid tiirevini
reaksiyona sokarak bazi Schiff bazlarinin sentezlerini gercgeklestirmis ve
sentezlenen bilesiklerin Mass spektrumlarini incelemistir. Yapilan calismada
benziliden-p-anisidin (E.D. 71 °C), o-anisilidenanilin (E.D. 43 °C), o-anisiliden-o-
hidroksianilin (E.D. 60 °C) ve o-anisiliden-o-anisidin (E.D. 70 °C)

sentezlenmistir®®.

OCH, CH,0

CH=N

Sekil 23: o-anisiliden-o-anisidin

1966 yilinda; Weuffen ve arkadaglan, siibstitiie benziliden-4-
tiyosiyanatoanilin tiirevlerinin, gram pozitif ve gram negatif bakteriler lizerinde
gosterdikleri bakteriyostatik etkinlikleri incelemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucu

incelenen bilesikler ile bakteriyostatik aktivite arasinda herhangi bir yap:1 etki
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iligkisi kurulamamistir. Buna karsin en giiglii bakteriyostatik etkiyi N-(2-

metilbenziliden)-4-tiyosiyanatoanilin g6stermistir®.

CH,

Sekil 24: N-(2-metilbenziliden)-4-tiyosiyanatoanilin

1967 yilinda; D’Alelio ve arkadaglari, 0,1 mol amin tiirevi ile yeterli
miktar kararli karbonil tiirevini, 150 ml toluen igerisinde karistirmiglar Lewis asidi
ilavesinden sonra karigimi Dean-Stark tiipinde su c¢ikisi gozlenene kadar
isitmiglardir. Reaksiyon sonucunda ¢esitli Schiff bazlarimi sentezlemislerdir.
Sentezler sonucunda benzilidenanilin (E.D. 49 °C), p-bromobenzilidenanilin (E.D.
65 °C), m-nitrobenzilidenanilin (E.D. 66 °C), p-hidroksibenzilidenanilin (E.D.
200 °C) elde edilmigtir.!*"

1967 yilinda; Bren ve arkadaslari, anilin ile gesitli aldehid tiirevlerini,
etanol veya toluen igerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda !-2 saat boyunca
1sitarak, bazi benzilidenanilin tlirevlerinin sentezini gergeklestirmistir. Yapilan

calismada elde edilen bilesiklerin erime dereceleri belirtilmistir[“].

SO

[R: H (ED. 51 °C), p-OH (E.D.184 °C), p-OCH; (E.D. 72 °C), m-CH; (E.D. 35
°C), p-F (E.D. 57°C), p-Cl (E.D. 62 °C), m-Br (E.D. 210 °C), p-Br (E.D. 66 °C)
p-1 (E.D. 83 °C), p-CH;CH,COO (E.D. 52 °C), p-CF3 (E.D. 65 °C) m-NO, (E.D.
70 °C), p-NO, (E.D. 117 °C)]

Sekil 25: Baz siibstitiie benzilidenanilin tiirevleri ve erime dereceleri
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1967 yilinda; Nakamura ve arkadaslari, benzilidenanilin tiirevlerinde
C = N baginin IR degerlerini incelemiglerdir. Bu ¢aligmada 4-klorobenzaldehid
ve ¢esitli 4-siibstitiie anilin tlirevleri reaksiyona sokulmus, 4-klorobenziliden-4-
stibstitie anilin tiirevleri elde edilmis ve bu tlirevlerin erime dereceleri
bildirilmigtir. ~ Elde  edilen  bilegikler;  4-klorobenziliden-4-hidroksianilin
(ED. 179 °C), 4-klorobenziliden-4-metoksianilin (E.D. 122 °C), 4-
klorobenziliden-4-nitroanilin (E.D. 161 °C) ve 4-klorobenziliden-4-bromoanilin
(E.D. 179 °C), seklindedir™*?.

O

(R : OH, OCHj3, NO,, Br)
Sekil 26: 4-klorobenziliden-4-siibstitiie anilin
1968 yilinda; Biirgi ve arkadagslari, 13 aromatik Schiff bazinin sentezini
gergeklestirmislerdir. Yaptiklar ¢alismada uygun anilin ve benzaldehid tiirevini

¢oziicti kullanilarak yada kullanmaksizin 1:1 oraninda karistirmiglar ve 100 °C de

1 saat boyunca 1sitmislardir. Elde edilen iirtinii petrol eteri, eter, etilasetat, etanol

veya glasiyel asetik asitten kristallendirmislerdirt**!.

(X: H, Cl1, OH, NO,, CH;, COOH; Y: H, Cl, Br, NO,, CH3, COOH)
Sekil 27: Baz1 aromatik Schiff bazlar1
1969 yilinda; Tabei ve arkadagi, 29 benzalanilin tiirevini p-siibstitiie

benzaldehid tiirevleri ile anilin’in veya benzaldehid ile p-siibstitiie anilin

tiirevlerinin kondensasyon reaksiyonu sonucu elde etmiglerdir. Elde edilen iirtinler
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metanol veya etanolden kristallendirilerek yada algak basing altinda distile
edilerek saflagtinlmigtir. Kristalize tirlinlerin  yapilann IR ve 'H-NMR

spektroskopileri yardimiyla aydlnlatllmlstlr[44’45].

OO oD

(XZ N(CH3)2, OH, OCH3, OC2H5, CH3, H, C6H5, Cl, Bl‘, I,
COOH, COOR, COCHj3;, SO;NH,, NO»)

Sekil 28: a) Benziliden-4-stibstitiie anilin

b) 4-siibstitiie benzilidenanilin

1969 yilinda; Nasir-ud-din ve arkadaglari, 6 farkli Schiff bazinin sentezini
gerceklestirmiglerdir. Yapilan ¢alismada 0,5 mol  4-nitroanilin 1,25 mol
benzaldehid ile 140 °C’de 8 saat boyunca kaynatilmis, ortamdan su ¢ikisi
meydana gelmesiyle %77 verimle, erime derecesi 117 °C olan N-benziliden-4-
nitroanilin elde edilmigtir. Aym1 yontem kullanilarak ; %77 verimle N-benziliden-
2-pitroanilin (E.D. 75-76 °C), %78,5 verimle N-benziliden-4-kloroanilin (E.D. 62-
63 °C), %80 verimle N-benziliden-4-metoksianilin (E.D. 71 °C), %71 verimle 4-
(N-benzilidenamino)benzoikasit (E.D. 190-191 °C), %80,6 verimle N-4-

metoksibenzilidenanilin (E.D. 64 °C) sentezlenmistir.[46].

\
: N COOH

Sekil 29: 4-(N-benzilidenamino)benzoikasit
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1971 yilinda; Kozlov ve arkadaglar tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, 0,1
mol aromatik aldehid tiirevi ve 0,15 mol benzonitril karisim 140-150 °C de 10-15
dakika boyunca isitilmis, daha sonra bu karisima 50 ml toluen eklenerek 30
dakika daha sitilmigtir. Bu siire sonunda difeniliire ile birlikte, kullanilan
aromatik aldehide gore ; %24,4 verimle benzilidenanilin, %36,7 verimle 4-
dimetiaminobenzilidenanilin, %31,7 verimle 4-metoksibenzilidenanilin, %20,5
verimle 4-klorobenzilidenanilin, %21,4 verimle 4-bromobenzilidenanilin ve

%21,3 verimle 4-nitrobenzilidenanilin elde edilmistir*”.

O OO
R@CHC + @CN H +H

Sekil 30A: Difeniliire ve stibstitlie benzilidenanilin eldesi.

1972 yilinda; Vladimirtsev ve arkadaslari, 19 farkli benzalanilin tiirevinin
yulaf, marul ve salatalik fidelerinin biiylimesine ne yonde katkida bulundugunu
arastirmiglardir.  Yapilan c¢alismada benzalanilin  tiirevlerinin  bir ¢ogu
monokotiledon’larin biiylimesini stimiile ederken dikotiledonlarin biiylimesini
inhibe etmigtir. Test edilen tiirevlerden en yiiksek bilylime stimiile edici etkiyi

3-metoksi-4-hidroksibenzalanilin gﬁstermistir[48].

HO

CH,O —N

&

Sekil 31: 3-metoksi-4-hidroksibenzalanilin
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1974 yihinda; Chattopadhyaya ve arkadasi, caligmalarinda  susuz
dimetilsiilfoksit igerisinde esit miktar siibstitie fenilizotiyosiyanat ile
benzaldehid'i reaksiyona sokmus ve reaksiyon sonucunda %22-47 verimle
stibstitiie tiyolire tiirevleri ile %43-65 verimle siibstitiie benzilidenanilin

tiirevlerini elde etmigtir™*.

S
O + a0 2 Oyl O
H H
+
asves

(R: C1, NO,, CH3)
Sekil 32: Siibstitiie tiyoiire ve siibstitiie benzilidenanilin eldesi

1974 yilinda; Knoppova ve arkadaslari, aromatik isotiyosiyanat tiirevleri
ile benzaldehid tiirevlerini reaksiyona sokmuslardir. Yapilan c¢alismada
fenilizotiyosiyanat ile 4-siibstitiie benzaldehid reaksiyona sokularak anilid
tirevleri ile azometin tiirevleri elde edilmistir. Benzer sekilde 4-siibstitlie
fenilizotiyosiyanat ile benzaldehid’in reaksiyonu sonucu yine anilid tiirevleri ile

azometin tiirevleri elde edilmistir®®.

R—@—CHO + @—NCS

a)

e

(R: H, Br, Cl, NO,, CH3, OCH3, N(CHz),)
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b)

@—-CHO + R—@-NCS

+

{ Hon

(R: H, Br, CH;COO, CH3, CH3CH,COO, OCH3)

O

Sekil 33: a) N-fenil-4-siibstitie benzamid ve 4-siibstitiic benzilidenanilin eldesi

b) N-4-stibstitiie fenilbenzamid ve benziliden-4-siibstitiie anilin eldesi

1975 yilinda; Ryuichiro ve arkadasi, benzilidenanilin ¢ekirdegi tasiyan
cesitli Schiff bazlarmin sentezlerini, nitroaren tiirevleri ile aldehid tiirevlerini
selenyum ve bir baz varhiginda karbonmonoksit ile 1sitarak gergeklestirmigtir. Bu
galismada nitrobenzen, benzaldehid, selenyum ve piridin karigmm 20 kg/cm® CO
basinci altinda 6 saat boyunca isitilmis ve %59 verimle benzilidenanilin elde
edilmistir. Baz olarak piridin yerine N-metilpirolidin kullamldiginda verim %79’a
cikmistir. Ayni yontem ile farklt benzaldehid tiirevleri kullamilarak, o-
hidroksibenzilidenanilin, p-klorobenzilidenanilin, p-metilbenzilidenanilin ve p-

metoksibenzilienanilin sentezlenmigtir®".

X
@ / Se
H _— CH=
QNOZ o C—Q co Q N_Q

Sekil 34: CO basinci altinda selenyum varliginda benzilidenanilin eldesi

1975 yihinda; Seiji tarafindan yapilan bir ¢alismada, 4-siibstitiie
benzaldehid ile 4-siibstitiie nitrobenzen’in karbonmonoksit basinci altinda ¢esitli
palladyum bilesikleri ile muamele edilmesi sonucu 5 Schiff bazi1 sentezlenmistir.
Bu ¢alismada, 1,06 g benzaldehid 1,23 g nitrobenzen, 0,2 g Pd-Cl, kompleksi ve

0,45 g piridin benzen igerisinde karistirilmig ve kartgim otoklav igerisinde 150
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atmosfer karbonmonoksit basinci altinda, 230 °C de 5 saat boyunca bekletilerek

%71,1 verimle benzilidenanilin elde edilmistir%.

(R: H, CH3, (CH3:N; R’: H, Cl, OCHj3)
Sekil 35: Baz1 Schiff bazlar

1977 yilinda; Smirnova ve arkadaglar, ¢esitli aromatik aminler ve

aldehidleri reaksiyona sokarak bazi Schiff bazlarmin sentezlerini %66,5-97,2

verimle gerceklestirmislerdir™.

(R: H, OH, OCHs, Cl; R;: H, NO,, Br, I)
Sekil 36: Baz1 Schiff bazlar
1978 yilinda; Martvon ve arkadasi yaptiklarnn c¢alismada, benzaldehid,

p-nitrobenzaldehid veya p-dimetilaminobenzaldehid ile anilin, p-nitroanilin, p-

bromoanilin veya p-metoksianilin’i reaksiyona sokarak %70-85 verimle bazi

benzilidenanilin tlirevlerinin sentezini gerqeklestirmislerdir[54].

Sekil 37: N-(4-dimetilaminobenziliden)-4-bromoanilin
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1978 wyilinda; Nuss ve arkadaslann tarafindan yiiriitilen calismada,
benzaldehid tiirevleri ile anilin tiirevleri, etanol igerisinde, oda sicakliginda
reaksiyona sokulmus ve benzilidenanilin tiirevleri elde edilmigtir. Caligma
sonucunda sentezlenen bilesiklerin, antiinflamatuar etkinliklerinin tespit edildigi

bildirilmigtir®®.

R, N=CH R,
RS

[R-Ry (aym1 veya farkli): H, alkil, haloalkil, haloalkoksi; halo, agil, agiloksi,
aciltiyo, alkiltiyo, alkilsﬁlﬁnil, alkilsiilfonil, OH; Rs: H, alkil; R4-R5 (aym1 veya
farkli): H, alkil, halo, alkiltiyo, alkilsiilfinil, alkilsiilfonil; R¢: H, halo, haloalkil,
alkilstilfonil, COOH, karbaloksi, sikloalkil, sikloalkenil, aril]

Sekil 38: Bazi siibstitiie benzilidenanilin tiirevleri

1979 yilinda; Khoo ve arkadaglari, siibstitlie benzaldehid ve stibstitiie
anilin tlirevlerinin reaksiyonu sonucu elde edilen azometin grubu bilesiklerde,
siibstitiientlerin benzilidenanilin gekirdeginin 'H-NMR spektrumunu, ne yonde
degistirdigini incelemislerdir®®.

1979 yilinda; Fisnerova ve arkadaslar tarafindan yiriitiilen ¢aligmada,
uygun benzaldehid tiirevleri ile anilin tiirevleri reaksiyona sokulmus ve gesitli
benzilidenanilin tirevleri elde edilmigtir. Bu calisma ile,
3,4-metilendioksibenzilidenanilin, 4-izopropilbenzilidenanilin ve 4-

fluorobenzilidenanilin’in sentezleri gerc;eklestirilmistir[sﬂ.
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a)

Oy OO

0

Sekil 39: a) 3,4-metilendioksibenzilidenanilin
b) 4-izopropilbenzilidenanilin

c) 4-fluorobenzilidenanilin

1979 yilinda; Shionogi ve arkadasi tarafindan a-aril-2-aminobenzilalkol
tirevleri lizerine yapilan sentez c¢alismasinda, c¢esitli anilin tiirevleri ile
benzaldehid tiirevleri trietilamin ve fenildikloroboran yada butildikloroboran
varhginda reaksiyona sokulmustur. Diklorometan igerisindeki 3 mmol anilin yine
diklorometan igerisindeki 3 mmol fenildikloroboran tizerine eklenmis bu karigima
-15 - -20 °C ‘de diklorometan igerisindeki 7,5 mmol trietilamin ilave edilmigtir.
Elde edilen bu karisima benzaldehid eklenmis, oda sicakliginda 4 saat boyunca
karistirilarak 466 mg o-fenil-2-aminobenzilalkol ile 82 mg benzilidenanilin elde
edilmigtir®®.

NH, OH

@—BCIZ / N(Et), é
H

O+ [0 T TG
R R, +
| N=—

ey

(R: H, 4-OCHj, 4-Cl, 4-NO,, 4-CH3CH,COO, 2-CHj,
2-OCHj3; Ry: H, 4-NO», 4-CHj3, 2-Cl, 3-NO,)

Sekil 40: Fenildikloroboran katalizorliigiinde benzilidenanilin tiirevi eldesi.
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1980 yilinda; Sugasawa ve arkadaslari, siibstitiie anilin tiirevleri ile
siibstitiie benzaldehid tiirevlerini, borontrikloriir varliginda trietilamin igerisinde
reaksiyona sokarak, siibstitie N-fenilbenzaldimin tiirevlerinin sentezini

gerceklestirmislerdir™.

NH OHC BCIL, / NEt —
O™+ TG T O (G

(X: H, 4-OCHs, 4-Cl, 4-NO,, 4-COOCH,CH3, 2-CH3, 2-OCHj,
3-CHs, 3-NO3; Y: H, 4-NO,, 4-OCH3, 2-Cl, 3-NO,)

Sekil 41: Borontrikloriir katalizorliiglinde siibstitiie N-fenilbenzaldimin eldesi

1985 yilinda; Tanaka ve arkadagi, siibstitiie imidoilkloriir tirevleri ile
bis[trifenilfosfin]palladyum dikloriir’ii, trietilamin igerisinde 120 °C de 2-9 saat

boyunca geri g¢eviren sogutucu altinda isitarak stibstitiie N-fenilbenzaldimin

tiirevlerini sentezlemislerdir[w].

R,—c—Cl  N(C,H,),/PdCL[P(CH,),]l, R—C—H

| - |

Rz —N Rz —N

(Ry: Ph; Ry: 4-CH;-Ph, 4-CH30-Ph, 4-Cl-Ph, 4-C,;HsOOC-Ph)

Sekil 42: Bis[trifenilfosfin]palladyum dikloriir katalizorliigiinde N-

fenilbenzaldimin tiirevlerinin eldesi

1985 yilinda; Yang ve arkadaglar, 4-siibstitiie-N-benzilidenanilin
tirevlerinin sentezlerini 4-siibstitiie benzaldehid ve anilin’in kondensasyonu
sonucu gerceklestirmiglerdir. Yiriitilen ¢alismada esit miktarlarda 4-siibstitiie
benzaldehid ve anilin, toluen yada etanol igerisinde geri geviren sogutucu altinda

yaklagik 5 saat boyunca sitilmus, ¢ozlicii 45 dakika boyunca distile edilerek
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ortamdan uzaklastirilmis ve reaksiyon karigimi sogutularak {iriin ¢oktiiriilmiigtiir.
Elde edilen lirtinler vakum yardimiyla veya etanolden kristallendirilerek
saflastinlmistir. Elde edilen saf iriinlerin erime dereceleri literatiir verileriyle

kiyaslanmis ve "H-NMR spektrumlar incelenmistir(®!).

Oyvor O

(X: N(CHs),, OH, OCH3, CH,CH3, CHs, H, F, C1, COOCHj3, COOH, CN, NO,)
Sekil 43: 4-siibstitlie-N-benzilidenanillin

1985 yilinda; Miller ve arkadaglari, 20 N-benzilidenanilin tiirevi
sentezlemisler ve erime derecelerini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismada esit miktar
anilin ve aldehid tiirevi, etanol veya toluen igerisinde, Dean-Stark tiipii yardimiyla
su olusumu gozlenene kadar isitilmug, daha sonra karisim sogutularak
N-benzilidenanilin tlirevleri elde edilmistir. Sentezlenen bilesikler etanolden
kristallendirilmistir. Kristalize iiriinlerin yapilar1 "H-NMR ve "*C-NMR analizleri
sonucunda aydinlatiimugtir®.

1986 yilinda; Luciano ve arkadaslarimin yaptiklar1  ¢alismada,
p-metoksianilin, p-nitroanilin veya anilin ile benzaldehid, metanol yada
dimetiliilfoksit i¢erisinde reaksiyona sokulmus ve tiriin olarak N-benzilidenanilin,

N-benziliden-4-nitroanilin veya N-benziliden-4-metoksianilin elde edilmistir®.

a) b)
OO OO

Sekil 44: a) N-benziliden-4-nitroanilin

b) N-benziliden-4-metoksianilin
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1987 yilinda; Rin ve arkadaglari, N-ariliminotrietoksifosforen tiirevlerinin
benzaldehid tiirevleriyle reaksiyonlarini incelemigstir. Yapilan sentez ¢aligmasinda
N-feniliminotrietoksifosforen, = N-(m-metilfenil)iminotrietoksifosforen,  N-(p-
metilfenil)iminotrietoksifosforen veya N-(m-nitrofenil)iminotrietoksifosforen ile
benzaldehid, p-klorobenzaldehid, p-nitrobenzaldehid reaksiyona sokulmus,
%50-91 verimle imin tiirevleri elde edilmigtir. Reaksiyon sonucunda yan triin

olarak trietoksifosfenoksit agiga glkmlstlr[64].

H3C@N:P(OCHZCH3)3 + OHC-@-NOZ —— HBC-Q—N=CH—©—N02
. b

(Et0),P(0)

Sekil 45: N-(p-metilfenil)iminotrietoksifosforen ile 4-nitrobenziliden-4-

metilanilin eldesi

1987 wyilinda; Alcaide ve arkadaglari, 45 benzilidenanilin tlirevinin
sentezini gerceklestirmisler ve literatiirde rastlanmayan bilesiklerin yapilarini
erime derecesi tayini, UV, IR, "H-NMR spektroskopileri ve elementel analiz
yontemleriyle aydmlatmislardir. Gergeklestirdikleri sentezlerde esit miktar amin
ve aldehid tiirevini benzen, toluen veya ksilen igerisinde, geri ¢eviren sogutucu
altinda 1-2 saat isitmislar ve vakum yardimiyla ¢6ziicliyli ortamdan uzaklagtirarak

benzilidenanilin tiirevlerini elde etmislerdir!®.

(X: H, Cl, CH30, CH3, NOy; Y: H, CHs, CH30, F, Cl, Br, I, NO,, N(CH3)2)

Sekil 46: Bazi benzilidenanilin tiirevleri
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1987 yilinda; Gawinecki, N-p-nitrobenziliden-p-stibstitiie anilin tiirevleri
ile N-p-siibstitiie benziliden-p-dimetilaminoanilin tiirevlerinin  sentezlerini
gerceklestirmigtir. Yaptig1 sentezlerde 0,03 mol siibstitiie anilin’in 2,5 ml metanol
deki cozeltisi ile 0,03 mol siibstitie benzaldehid’in yine 2,5 ml metanol
icerisindeki ¢ozeltisini karistirmigs ve bu karisimi birkag dakika calkalamistir.
Olusan riinii benzen, kloroform, etanol, n-hekzan veya metanolden
kristallendirmigtir. Sentezler sonucunda elde ettigi Uriinlerin erime derecelerini
tayin etmis ve bu bilesiklere ait 'H-NMR spektrumu degerlendirmesi yapmustir®®),

1988 yilinda; Nishinaga ve arkadaglari, 2 mmol N-benzilanilin’in 30 ml
etanoldeki ¢ozeltisine 0,02 mmol kobalt ilave etmisler, olugan siispansiyonu 60 °C
de atmosferik oksijen basinci altinda 24 saat boyunca isitmuglardir. Karigimi algak
basing altinda vakuma tabi tutarak elde ettikleri kalintiy1, az miktar diklorometan
icerisinde ¢6zmiislerdir. Cozelti igerisindeki metal kompleksinden kolon
kromotografisi yardimiyla kurtulduktan sonra, geriye kalan ¢ozeltiden, vakum
uygulanarak organik ¢6ziiciiniin ugurulmasiyla %87 verimle N-benzilidenanilin

ve %9 verimle benzaldehid elde etmislerdir[m.

0,/Co
X NHCH; Y —— X N=CH Y 4+ OHC

(X: H, CH, C1, OCHs; Y: H, CH;, CI, OCHs, NO,)
Sekil 47: Kobalt katalizorliigiinde benzilidenanilin eldesi

1989 yilinda; Isao ve arkadaglar1 yaptiklar: ¢alismada, a-aril-N-fenilnitron
tirevlerinin  diiyodotrifenilfosforen  katalizorligiinde  N-benzilidenanilin
tirevlerine doniisiimiinti, etkili ve basit bir metot olarak tanimlamislardir.
Reaksiyonun benzen igerisinde, oda sicaklifinda, kisa siirede yiiksek verimle
(%92-96) yiriidiigii  belirtilmigti. Bu yontem ile benzilidenanilin ve
4-(kloro, bromo, nitro, metil, metoksi, dimetilamino) benzilidenanilin tiirevleri
sentezlenmistir. Aym ¢alismada  o-(4-dimetilaminofenil)-N-fenilnitron ve

a-(4-nitrofenil)-N-fenilnitron  diklorometan igerisinde  fosfin ve iyot
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katalizorligiinde deoksidasyona ugratilmis ve yiksek verimde (%94-97)

4-dimetilaminobenzilidenanilin ve 4-nitrobenzilidenanilin elde edilmistir'®®.

a) b)

H,C
DomlD| OO
/

H,C

Sekil 48: a) 4-dimetilaminobenzilidenanilin

b) 4-nitrobenzilidenanilin

1989 yilinda; Kokorev ve arkadaslar, arseazo bilesiklerinin aldehidler,
karboksilik asitler ve karboksilik asit kloriirleriyle reaksiyonlarim incelemislerdir.
As = N bagi iceren N-trifenilarse-4-siibstitiie anilin tiirevleri ile benzaldehid
veya 2-, 3-, 4-dimetilaminobenzaldehid, benzen igerisinde reaksiyona sokulmus
ve %64-94 verimle azometin bilesikleri elde edilmistir. Reaksiyon sonunda yan

{iriin olarak trifenilarsenoksit meydana gelmistir®.

@—ENO p one—_) O, { @R + s

(R: H, 2-C], 2-OCH3, 4-OCH3, 4-NO,, 4-Br, 4-CH3)
Sekil 49: N-trifenilarse-4-stibstitiie anilin tiirevlerinden azometin tiirevi eldesi.

1989 yilinda; Venkov ve arkadaglari, benzaldehid ile anilin, 4-kloroanilin,
2,6-dimetilanilin veya 2,6-dietilanilin’i reaksiyona sokarak benzilidenanilin,
benziliden-4-kloroanilin, benziliden-2,6-dimetilanilin, benziliden-2,6-dietilanilin

bilesiklerinin sentezini gergeklegtinnislerdirm].

30



Sekil 50: Benziliden-2,6-dietilanilin

1990 yilinda; Sandhu ve arkadaslari, 20 mol All;’di 50 ml metilsiyaniir
icerisinde ¢ozerek hazirladiklan ¢ozeltiyi, benzaldehid-N-fenilnitron ile karistirip,
karisimi geri ¢eviren sogutucu altinda, susuz ortamda 5 saat boyunca isitmiglardir.
Ortamdan ¢oziicliyii vakum yardimiyla uzaklagtirdiktan sonra, kalintiyr 100 ml su
ile yikamislardir. Elde edilen iirtinii kloroform ile 25 ml’lik porsiyonlar halinde
dort kez ekstrakte etmigler ve ekstraksiyon iiriintinii %10°luk Na,S,05 ¢ozeltisi ile
20 ml’lik porsiyonlar halinde iki kez yikamislardir. Urlinti Na,SO4 yardimyla
kurutmuslar, vakum uyglilayarak %91 verimle N-fenilbenzaldimin elde
etmiglerdir. N-fenil benzaldimin’i etanolden kristallendirdikten sonra erime
derecesini 52 °C olarak kaydetmigslerdir. Bu yontem ile ayrica; %89 verimle
N-(4-klorofenil)benzaldimin (E.D. 62 °C), %85 verimle N-fenil-3,4-
metilendioksibenzaldimin (E.D. 69 °C), %88 verimle N-fenil-4-klorobenzaldimin
(E.D. 66 °C) ve %85 verimle N-fenil-3-metilbenzaldimin (E.D. 314 °C) elde

edilmi@tir[m.

O ©\/
©vN 1) 2AlL, / MeCN ~N
\© 2) Na,$,0, / H,0

Sekil 51: Aliiminyumtriiyodiir katalizorliigiinde N-fenilbenzaldimin eldesi

1991 yiinda; Kazushige ve arkadaglari tarafindan yapilan g¢alismada,

sekonder amin tiirevlerinin tersiyerbutilhidroperoksit ile deoksidasyonu sonucu
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bazi imin tiirevleri elde edilmistir. Sekonder amin tiirevi olarak N-4-siibstitiie
fenil-4-stibstitiie benzilamin tiirevleri kullanmilmis, deoksidasyon sonucunda imin

tiirevi olarak 4-siibstitiie benziliden-4-siibstitiie anilin tiirevleri elde edilmigtir’>.

g S W

(X: H, NO,, OCHj3;, CH;3, C1; Y: H, OCHj3, CH;3, CI)
Sekil 52: 4-siibstitiie benziliden-4-siibstitiie anilin tiirevleri

1991 wyilinda; Figueroa ve arkadaslari, 4-siibstitiie anilin tiirevleri ile
4-siibstitlie benzaldehid tiirevlerini kondensasyon reaksiyonuna sokarak, 4-
siibstitiie, 4’-siibstitie veya 4,4’-disiibstitie benzilidenanilin tiirevlerini

sentezlemislerdir. Elde edilen bilesiklerin IR spektroskopileri incelenmistir’!.

(A: H, B: H; A: NO,, B: N(CH3),, A: NOy, B: H; A: H, B: N(CHz)2)
Sekil 53: 4,4’-distbstitlie benzilidenanilin tiirevleri

1994 yilinda; Xing ve arkadaslar, bazi Schiff bazlarinin sentezini
gerceklestirmis ve elde edilen iriinler iizerinde UV-spektroskopisi ¢aligmasi
yapmuglardir. Cesitli siibstitlie benzalanilin tiirevleri uygun aromatik amin ve

aromatik aldehidin kondensasyon reaksiyonu sonucu sentezlenmistir™!.
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(R: H, NOy; Ry: H, Cl, NO,, CH3, OCH3, OCH,CH3;
R;: H, HNCOCH3; R3, R4: H, OCH3)

Sekil 54: Bazi siibstitiie benzalanilin tiirevleri

1994 yilinda; Sinha ve arkadagi tarafindan ortaya koyulan ¢aligmada, 2-
(metiltiyo)-N-(p-stibstitiie benziliden)anilin tiirevleri, esit miktar 2-(metiltiyo)
anilin ve para-siibstitiie benzaldehid’in 3 saat boyunca isitilarak kondensasyona
tabi tutulmasi sonucu elde edilmistir. Kondensasyon reaksiyonu sonucu elde
edilen triinlerin yapilan elementel analiz, IR spektroskopisi ve 'H-NMR

spektroskopisi yardimiyla aydlnlatllmlgtlrm].

(X: H, CH3, OCH3, NO,, CI)
Sekil 55: 2-(metiltiyo)-N-(p-siibstitiie benziliden)anilin tiirevleri
1994 yilinda; Bulatova ve arkadaslari, baz siibstitiie 5-(klorometil)-1,3-
oksazolidinlerin sentezini gergeklestirmislerdir. 1ki basamak halinde yiiriiyen

sentezin birinci basamaginda siibstitlie benzaldehid tiirevleri ile stibstitiie anilin

tirevleri kondanse edilmis ve %42-86 verimle benzilidenanilin, 4-
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metoksibenzilidenanilin, 2,4-dimetoksibenzilidenanilin ve 4-klorobenzilidenanilin
Schiff bazlari elde edilmistir. Schiff bazlar1 CCly Igerisinde epiklorohidrin ile
siklizasyona  sokulmus, SnCls; ilavesiyle siibstitiie  S-(klorometil)-1,3-

oksazolidinler < %65 verimle elde edilmistir’.

Sekil 56: 2,4-dimetoksibenzilidenanilin

1995 yilinda; Chandrasekaran ve arkadasi, nitron ve N-oksit tiirevlerinin
metilsiyaniir igerisinde, tetratiyomolibdat ile 25 °C de muamele edilmesi sonucu
yiirtiyen deoksidasyon reaksiyonuyla, imin ve amin tiirevlerinin elde edildigini
belirtmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada 1,2 mmol tetratiyomolibdat’in 5 ml metil
siyaniirdeki sicak ¢ozeltisine, 2 mml metilsiyaniir i¢indeki 1 mmol nitron yada
N-oksit tiirevi oda sicakliginda ilave edilmistir. Reaksiyonun tamamlanmasinin
ardindan ¢Ozlici vakum uygulanarak ugurulmus ve kalinti dietileter ile
ekstraksiyona tabi tutulduktan sonra siiziilmiigtiir. Reaksiyon {iriinleri
kristallendirme sonucu veya distilasyon sonucu saflastirilmigtir. Sentezler

sonucunda %60 verimle benzilidenanilin, %72 verimle p-klorobenzilidenanilin,

%88 verimle p-nitrobenzilidenanilin elde edilmigtir .
(PhCH,NEt,),MoS,
~ - N
R 1\1 CH,CN R N
0
(R : H, Cl, NO,)

Sekil 57: Tetratiyomolibdat katalizoérligtinde p-siibstitiie benzilidenanilin eldesi

34



1995 yilinda; Sivasubramanian ve arkadaslart tarafindan yapilan
calismada, trifenilfosfin ile N-(fenilmetilen)benzenamin N-oksit (benzaldehid
fenilnitron) reaksiyona sokulmus, meydana gelen deoksidasyon reaksiyonu
sonucunda lirlin  olarak N-(fenilmetilen)benzenamin (benzaldimin) elde

edilmistir"®.

Sekil 58: Trifenilfosfin katalizorlugiinde deoksidasyon ile benzaldimin eldesi.

1996 yilinda; Supuran ve arkadaslari, siilfanilamid ve aromatik
aldehidlerin reaksiyonu sonucu elde edilen Schiff bazlarinin, karbonik anhidraz
enzimi iizerindeki inhibitor etkinlerini incelemislerdir. 25 mmol siilfanilamid 40
ml sicak etanol icerisinde ¢6ziilmiis, ve 25 mmol uygun aldehid tiirevi karigima
ilave edilmistir. Reaksiyon karisimi 3 saat boyunca isitilmig, ¢dziicii ortamdan
vakum yardumiyla uzaklastirilmistir. Daha sonra kalinti sogutularak %82-99
verimle kristalize iirliin elde edilmistir. Elde edilen tiirin %96’lik etanolden
kristallendirilmistir. Uriinlerin yapilar1 erime derecesi tayini, UV spektroskopisi,
IR spektroskopisi, 'H-NMR ve "“C-NMR spektroskopileri yardimiyla
aydinlatilmisgtir. Bu bilesiklerin insan kirmizi kan hiicresi karbonik anhidraz
enzimi (CA I) ve okiiz kirmizi kan hiicresi karbonik anhidraz enzimi ( CA II)
izerindeki inhibitor etkinlikleri incelenmis ve en giiclii inhibitériin N-(4-

siyanobenziliden) siilfanilamid oldugu tespit edilmistirm].

R@CH=N@SOZNHZ

(R: H, Cl, OH, OCHj;, N(CH3),, NO,, CN)

Sekil 59: N-(4-stibstitiie benziliden) stilfanilamid
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1997 yilinda; Aggarwall ve arkadaslar1 yaptiklari caligmada, aromatik
aminlerin amino gruplarindaki her iki hidrojen atomunun, bir hidrokarbon
grubuyla yer degistirmesi sonucu olusan bilesiklerin ~ Schiff bazlart olarak
bilindigini  vurgulamislardir. Imin zinciriyle (-HC = N- ) karakterize olmus
benzilidenanilin molekiilii tizerine yapilan calismada, 20 adet benzilidenanilin
tiirevi uygun aldehid ve amin’in kondensasyonu sonucu elde edilmistir. Baslangi¢
maddeleri ¢6ziicii (6rnegin etanol yada metanol) igerisine esit miktarda katilmis
ve 1sitilarak yada isitilmadan reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon siiresince su
cikis1 meydana gelmis ve reaksiyon sonucunda liriin kat1 olarak elde edilmistir.
Reaksiyonda baglangic maddesi olarak 4 aldehid (benzaldehid, salisilaldehid,
anisaldehid ve 1isovanillin) ve 5 amin (p-nitroanilin, p-siyanoanilin, p-
benzoilanilin, p-karbamilanilin, o-metil-p-nitroanilin) kullanmilmis ve 20 adet

Schiff baz1 elde edilmistir®®.

Sekil 60: Benziliden-p-nitroanilin eldesi

1997 yilinda; Chuangfang ve arkadaslari tarafindan ortaya koyulan
calismada, bazi aminobenzilfosfonik asit tlirevlerinin sentezleri gerceklestirilmis
ve asinma inhibisyonu etkinlikleri incelenmistir. Ilk olarak anilin tiirevleri ve
benzaldehid tiirevleri reaksiyona sokulmus ve benzilidenanilin ¢ekirdegi tasiyan
bilesikler elde edilmistir. Benzilidenanilin tiirevlerinin H3;PO, ile reaksiyonu

aminobenzilfosfonik asit tirevlerini vermigtir®!),
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(R: H, 4-NO,, 2-OH; R’: H, 4-CH3, 3-NO,)
Sekil 61: Baz1 benzilidenanilin tiirevleri

1997 yilinda; Rade ve arkadaslari, azometin tiirevlerini L-sistein ile
reaksiyona sokarak biyolojik ve tibbi yonden onemli bilesikler olan 2-aril-
siibstitiie-tiazolidin-4-karboksilik - asit tiirevlerini elde etmislerdir. Azometin
tiirevleri; benzaldehid, 4-metilbenzaldehid veya 4-klorobenzaldehid ile anilin’in

reaksiyonu sonucu elde edilmistir®?.

Uy

(R: H, CH3, Cl)
Sekil 62: Baz1 azometin tiirevleri

1998 yilinda; Salman ve arkadagi, Ar-CH=N-Ar tipindeki bilesiklerin
genellikle N-benzilidenanilin Schiff bazlan olarak tamindikiarim bildirmislerdir.
Gergeklestirilen ¢alismada 2-hidroksibenzaldehid veya 2-metoksibenzaldehid’in,
anilin veya p-siibstitiie anilin tiirevleri ile kondensasyonu sonucu 8 Schiff bazi
tirevi sentezlenmis ve bunlar {izerinde Mass spektroskopisi ¢alismast

yapllmlstlr[83 ]
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(Ri: OH, Ry: Ph, p-CH3Ph, p-IPh, p-BrPh, p-CH30Ph,
p-N(CHj3),Ph, p-NO,Ph; R;: OCHj3, Ry: Ph,)

Sekil 63: Bazi Schiff baz tiirevleri

1998 yilinda; Srinivasan ve arkadasi isimnlanmis TiO, tizerine yaptiklari
calismada, aldimin tiirevlerinin nitron tiirevlerine direkt oksidasyonuyla ilgili
hi¢bir kayit bulunmamasina ragmen, nitron tiirevlerinin aldimin tiirevlerine
deoksidasyonuyla ilgili ¢aligmalar oldugunu bildirmiglerdir. Calismalar1 esnasinda
%1 oraninda TiO, ihtiva eden 1 milimolar nitron tiirevi (5 ml asetonitril
icerisinde) ¢ozeltisi, fotokimyasal reaktdr kullamilarak i1sinlanmig ve iriinler gaz
kromotografisi yardimiyla ayrilmistir. Bu ¢alisma sonucu benzilidenanilin,
4-metoksibenzilidenanilin, 4-metilbenzilidenanilin, 4-klorobenzilidenanilin ve

4-bromobenzilidenanilin elde edilmistir(®*.

Orob-On e Oram s

Sekil 64: Isinlanmis TiO, katalizorliigiinde siibstitiie benzilidenanilin eldesi.

1998 yilinda; Dziembowska ve arkadaglari ¢alismalarinda, 3,5-dimetoksi-
2-[(fenilimino)metil)fenol ve 4-metoksi-2-[(fenilimino)metil}fenol’ tin sentezini
gerceklestirmigtir. Sozii edilen Schiff bazlari 5-metoksi salisilaldehid veya 4,6-
dimetoksisalisilaldehid ile anilin’in reaksiyonu sonucu hazirlanmis, daha sonra

hekzandan kristallendirilmistir. Yapilan NMR spektroskopisiyle aydinlatilmas,
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erime dereceleri ; 3,5-dimetoksi-2-[(fenilimino)metil)fenol igin 96-97 °C,

4-metoksi-2-[(fenilimino)metil]fenol igin 70-71 °C olarak bildirilmistir(®.

b)
CH,0 OH oH
« < ;ﬁ\
CH,0 3

Sekil 65: a) 3,5-dimetoksi-2-[(fenilimino)metil)fenol
b) 4-metoksi-2-[(fenilimino)metil]fenol

1998 yilinda; Meic ve arkadaslari, zincirleme reaksiyonlar sonucu trans-
N-benzildenanilin’in sentezini gerceklestirmislerdir. Ilk olarak toluen, N-
bromosiiksinimid ve dibenzoilperoksid ile karstirilarak benzilbromiir elde
edilmigtir. Olusan benzil bromiir, hekzametilentetramin ile reaksiyona sokularak
benzaldehid elde edilmistir. Benzaldehid ile anilin’in reaksiyonu sonucu olusan
triin %85°1ik etanolden kristallendirilmistir. Sentezlenen bilesigin erime derecesi,

50-52 °C olarak tespit edilmis, *C-NMR ve 'H-NMR spektroskopileri yardimiyla

[86]
HMTA
O 2 @row 22+ Do
@—CHO + HN@ @\ N\©
=
C
\
H

Sekil 66: trans-N-benzildenanilin’in zincirleme reaksiyonlarla sentezi

yapist aydinlatilmigtir

DBPO

1998 yilinda; Kili¢ ve arkadagslar1 yaptiklan ¢alisma ile 17 Schiff bazinin

sentezini gergeklestirmiglerdir. o-hidroksianilin ve siibstitlie benzaldehid’in

39



kondensasyonu ile olusan {iriinlerin, etanolden kristallendirilmesi sonucu siibstitiie

benzilidenanilin-o-hidroksianilin tiirevleri elde edilmistir®”.

RS

R HO

(R: H, Cl, Br, I, NO,, OCH3, OH)
Sekil 67: Siibstitiie benzilidenanilin-o-hidroksianilin

1998 yilinda; Toda ve arkadaslart yaptiklari calismada, azometinlerin
enantioselektif oksidasyon, siklik katilim ve siklizasyon reaksiyonlarinda onemli
yap1 taglar1 oldugunu bildirmistir. Calisma grubu azometinlerin, anilin tiirevleri ile
aromatik aldehid tiirevlerinden sentezlerinin, genellikle bir ¢6zelti ierisinde, asit
katalizor tarafindan gergeklestigini ve reaksiyon sirasinda yan iiriin olarak su
meydana geldigini, nétralizasyon ve kristallendirme islemlerinden sonra iiriinlerin
%80-95 verimle elde edildigini belirtmistir. Yapilan ¢alismada kati baslangi¢
maddelerinden 10 mmol uygun anilin tlirevi ve 10 mmol uygun aldehid tiirevi
havan igerisinde beraberce Ogiitiilmiis ve karisim 2-120 saat boyunca oda
stcakliginda tutulmustur. Reaksiyonlar sonucunda %100 verimle azometin tiirevi

bilesikler elde edilmistir. Reaksiyon {iriinlerinin yapilan IR ve NMR
spektroskopileri ile aydilatilmagtir®®,
- Pes
N=
R

(R: CH3, OCHj; R’: Cl, Br, NO,, HO;
R: Cl, Br; R’: OH; R: NO,; R’: Cl; R: OH; R’: CI)

Sekil 68: Baz1 azometin tiirevleri
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1998 yilinda; Kamounah ve arkadaslarinin yaptiklar: g¢aligmada 50 mmol
2-hidroksianilin yada 4-hidroksianilin ile 50 mmol 4-siibstitiie benzaldehid
tiirevleri 75 ml etanol icerisinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 2 saat boyunca
1sitilmus, reaksiyon karisiminin sogutulmasindan sonra elde edilen Schiff bazlari
etanolden kristallendirilmistir. Elde edilen bilesikler {izerinde UV spektroskopisi

calismasi yap11m1§t1r[89].

a) b) OH
. T
N N
H

X

(X: H, NO,, CH3, OCH3, N(CHs)2)

Sekil 69: a) 4-siibstitiie benziliden-2-hidroksianilin

b) 4-siibstitiie benziliden-4-hidroksianilin

1998 yilinda; Varma ve arkadasi tarafindan yiiriitilen c¢aligmada,
p-klorobenzaldehid (0,7 g, 5 mmol), anilin (0,455 g, 5 mmol) ve K10 kili (1 g)
karisimini igeren 25 ml’lik beher, mikrodalga firmm igerisinde bulunan
aliminyum banyosuna yerlestirilmis ve 2 dakika boyunca isinlanmistir. Bu
yontemle elde edilen Schiff bazlar1 daha sonra yine mikrodalga firni igerisinde
NaBH, ile indirgenerek benzilamin tiirevlerini vermistir®”. Bu ¢alisma sonucunda
elde edilen Schiff bazlari benzilidenanilin, salisilidenanilin, salisiliden-p-
nitroanilin,  p-klorobenzilidenanilin, p-klorobenziliden-o-hidroksianilin, p-
anisilidenanilin, p-anisiliden-p-hidroksianilin, p-nitrobenzilidenanilin, 3,4-

dimetoksibenziliden-p-kloroanilin seklindedir.

Sekil 70: Mikrodalga firnnminda 1ginlama sonucu elde edilen Schiff bazlar.
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1998 Yilinda; Ming ve arkadaslari, aldehid tiirevleri ile amin tiirevlerini,
mikrodalga 1smnlarina maruz kalacak sekilde, aliiminyum destek {izerinde
kondensasyona birakmislar ve %58,3-92,3 verimle Schiff bazlari elde etmislerdir.
Reaksiyon esnasinda aldehid tiirevi olarak; benzaldehid, 2-, 3-, 4-nitro
benzaldehid, amin tiirevi olarak; anilin, 2-, 3-, 4-metilanilin, 3-, 4- nitroanilin

kullamlmis Schiff bazi olarak da benzilidenanilin tiirevleri elde edilmistir®".

a) b) NO, O,N
Ol Gl
H,C CH3

Sekil 71: a) 3-metilbenzililden-3-metilanilin

b) 2-nitrobenziliden-2-nitroanilin

1999 yilinda; Ahamed ve arkadag: siibstitiie yada non-siibstitiie anilin ve
aldehid tiirevlerini  kullanarak bazi  aromatik  anilinlerin  sentezini
gergeklestirmislerdir. Uygun anilin ve aldehid tiirevlerinin 100 °C de 10 dakika
boyunca 1sitilmasiyla elde edilen iiriin alkol veya benzenden kristallendirilmistir.
Bu sekilde; N-fenilbenzaldimin, N-fenil-p-metilbenzaldimin, N-fenil-p-
klorobenzaldimin, N-fenil-p-metoksibenzaldimin, N-(p-klorofenil)-benzaldimin,
N-(p-metoksifenil)-benzaldimin,  N-(p-klorofenil)-p-klorobenzaldimin, = N-(p-

metoksifenil)-p-metoksibenzaldimin ve N-(p-etilfenil)-p-klorobenzaldimin elde

[92]

Sekil 72: N-(p-etilfenil)-p-klorobenzaldimin

edilmisgtir

1999 yilinda;, Hage ve arkadaslan tarafindan yapilan caligmada, 5-(2-
butil)salisilaldehid’in (0,200 g. 1,12 mmol) kloroform (10 ml) igerisindeki
¢Ozeltisi, 2-aminobenzoik asid’in (0,155 g. 1,12 mol) kloroform (10 ml)

42



icerisindeki c¢ozeltisine ilave edilmistir. Reaksiyon karisimi 2 saat boyunca
isitilmis, karigima sodyum siilfat ilave edilmis ve sart ¢6zelti 30 dakika daha
isitilmistir. Stizme  iglemi  sonucunda %72 verimle 2-[2-Hidroksi-5-(2-
butilbenzilidenamino]benzoik asit elde edilmistir. Elde edilen iiriiniin yapisi
elementel analiz, UV spektroskopisi, IR spektroskopisi , *C-NMR analizi ve
'H-NMR  analizi ile aydmlatilmistir.  Baslangic maddelerinden  5-(2-
butil)salisilaldehid Reimer-Tiemann reaksiyonuyla %30 verimle elde
edilmistir™.

HOOC

OH
. CH=N

CH,CHCH,CH,

Sekil 73: 2-[2-hidroksi-5-(2-butilbenzilidenamino]benzoikasit

1999 yilinda; Andreev ve arkadaglar, 4-siyanobenzaldehid ve anilin’in
kondensasyon reaksiyonu sonucu N-(4-siyanobenziliden)anilin’in sentezini
gerceklestirmisler ve elde edilen bu bilesik iizerinde IR spektroskopisi ¢aligmasi

yapmlslardlr[94].

Sekil 74: N-(4-Siyanobenziliden)anilin
1999 yilinda; Kabak ve arkadaglar tarafindan gerceklestirilen ¢alismada,

N-(2-hidroksi-5-klorofenil) salisilaldimin sentezlenmistir. 2-amino-4-

klorofenol’iin (0,03 mol) etanol icerisindeki ¢Ozeltisi hazirlanmig ve bu ¢ozeltiye
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salisilaldehid’in (0,03 mol) etanol icerisindeki ¢zeltisi ilave edilmigtir. Reaksiyon

karisimi sogutularak turuncu renkli kristalize tiriin elde edilmistir[gs].

o2

OH HO
Sekil 75: N-(2-hidroksi-5-klorofenil) salisilaldimin

1999 yilinda; Balcar ve arkadaglar1 yaptiklar ¢alismada, her iki benzen
halkasinda da cesitli siibstitiientler tastyan benzilidenanilin tirevlerinin uzun
yillardan beri ¢ahigmalara konu olmalarina ragmen, siibstitiient olarak etinil
(HC=C-) grubu tasiyan benzilidenanilin tiirevlerinin bilinmedigini belirtmigler ve
bu bilesiklerin sentezlerini gergeklestirmislerdir. 1 mmol aldehid tiirevi 1 mmol
amin tirevi ile 2-4 ml metanol igerisinde karigtirilmig, 5-20 dakika sonra
kristalize iirliniin meydana gelmeye basladig1 gézlenmistir. 3 saat sonra kristalize
sar1 Uriin ortamdan alinmig, metanol ile kiigiik pors\iyonlar halinde yikandiktan
sonra kurutulmustur. Alkollii stiziintii icerisinde kalan ikincil {irlin ¢oziiciiniin
distilasyonu ile kurtarilmis ve metanolden kristallendirilerek %97-99 verimle
sentezleme islemi tamamlanmistir. Elde edilen bilegiklere ait erime derecesi,
elementel aniliz, UV-spektroskopisi, IR spektroskopisi, MASS spektroskopisi,
'H-NMR spektroskopisi, 3C-NMR spektroskopisi sonuglart ¢aligma sonucunda

belirtilmistir®.

a) b)
R, —Q—CH=N-©——CECH HC= c—@ww@ R,

(Ry: CHj, -Bu, F, Br, NO,, CN, N(CHs),;
R,: CHs, #-Bu, F, Br, NO,, OCH3, Cl, I, CF3)

Sekil 76: a) 4-siibstitiie benziliden-4-etinilanilin

b) 4-etinilbenziliden-4-siibstitiie anilin
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2000 yilinda; Koichi ve arkadagi, organik ¢oziicii ve katalizor kullanmadan
bazi iminlerin hazirlamsim bildirmigtir. Caligmalarinda benzaldehid ve 100 pm
partikiil boyutuna sahip olan p-kloroanilin su i¢erisinde dagitilarak kondensasyona
sokulmustur. Reaksiyon oda sicakliginda gergeklesmis ve 30 dakika boyunca
devam etmistir. Reaksiyon sonucunda %99 verimle N-4-klorofenilbenzalanilin

elde edilmistir[97].

Sekil 77: N-4-klorofenilbenzalanilin

2001 yilinda; Sandhu ve arkadaslart, nitron, azoksibenzen ve N-heteroaren
N-oksit gibi N-oksit tiirevlerinden, g¢esitli aromatik imin tiirevlerinin elde edildigi
reaksiyon i¢in indyumtrikloriir’iin uygun bir deoksidasyon ajant oldugunu ortaya
koymuslardir. Yaptiklar ¢aligmada 0,4 g (2 mmol) benzaldehid N-fenil nitron’un
15 ml susuz asetonitrildeki ¢ozeltisi, 0,45 g (2 mmol) susuz InCl; lizerine ilave
edilmis ve karigim azot gazi basinci altinda 1 saat isitilmistir. Reaksiyon
sonucunda ¢6ziicli ortamdan vakum pompasi ile uzaklastirilmis ve kalintiya 50 ml
su ilave edilmistir. Bu karigim %25'lik amonyak c¢ozeltisi ilavesiyle bazik
karakterli (pH = 8) hale getirilmis, dietil eter ile ekstrakte edildikten (2 x 30)
sonra susuz Na,SOjy ilavesiyle kurutulmus ve ¢ozlcii distilasyon ile ortamdan
uzaklastirilmistir. Kolon kromotografisi yardimiyla (petrol eteri/benzen 4:1) %95
verimle ; benzilidenanilin, 4-klorobenzilidenanilin, 4-metoksibenzilidenanilin ve

benziliden-4-kloroanilin elde edilmistir®®!,

o)
Voo~ InCl,
R—CH=N—\ )R, > R,—CH=N R,

(R;: Ph, 4-Ph, 4-CH30Ph, Ry: H; R;: Ph, Ry: Cl)

Sekil 78: InCl; katalizérliigiinde siibstitiie benzilidenanilin eldesi.
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2001 yilinda; Tashiro ve arkadaslari, sulu ortamda, uygun sartlar altinda,
herhangi bir tampon sistem veya katalizor kullanmadan imin sentezinin sinirlarini
ve gegerliligini arastirmay1 amaclamislardir. Schiff bazlarinin, benzaldehid ve
tiirevlerinin uygun sartlar altinda ve diisiik sicakliklarda, aminlerle kondensasyonu
sonucu kolay elde edilebilir bilesikler oldugu belirtilmistir. Bu reaksiyonun ilk
basamaginda , ara iriin olarak aminoalkol olustugu, ikinci basamadiginda su
¢ikisinin meydana geldigi vurgulanmigtir. Sentezler sonucunda; benzilidenanilin,
benziliden-o-kloroanilin,  benziliden-p-kloroanilin,  benziliden-p-fluoroanilin,
benziliden-m-fluoroanilin, benziliden-p-metilanilin, benziliden-m-kloro-o-
metilanilin, benziliden-2,6-dikloroanilin, benziliden-p-siyanoanilin, benziliden-o-
metoksianilin, p-metilbenzilidenanilin, salisilidenanilin, p-fluorobenzilidenanilin,
p-nitrobenzilidenanilin ve p-siyanobenzilidenanilin %16-97 verimle elde
edilmistir®.

2002 yilinda; Tanaka ve arkadagi tarafindan yapilan gal1$mada, analitik,
tibbi, polimer ve kristalize materyal olarak genis kullanim alan1 bulan N-stibstitiie
iminlerin(Schiff bazlarinin), aromatik aldehidler ile alifatik ve aromatik aminlerin
kondensasyonu sonucu olustugu bildirilmigtir. Literatiir bilgilerinde iminlerin,
amin ve karbonil grubu tasiyan bilesiklerin, organik ¢oziici icindeki
kansimlarinin, geri ¢eviren sogutucu altinda sitimasiyla hazirlandig:
belirtilmistir. Imin ve benzer kondensasyon tiriinlerinin genellikle bir asit katalizor
kullanimiyla olustugu vurgulanmustir. Yapilan bu c¢alismada ise benzaldehid
tirevleri ile anilin tiirevleri kondensasyonunun, herhangi bir asit katalizor
kullanilmadan, sulu ortam iginde etkin bir sekilde gerceklestigi ve triinlerin
ortamdan siiziilerek ayrildig: belirtilmigtir. Siv1 benzaldehid (0,25 g, 2,35 mmol)
ve kristalize p-kloroanilin (0,30 g, 2,35 mmol) az miktar su igerisinde (5 ml) oda
sicakhiginda 30 dakika siireyle 1sitilmugtir. Kristalize iiriin stiziilerek alinmis, su ile
yikanmis ve desikatérde %99 verimle benziliden-p-kloroanilin elde etmek iizere

[100]

kurutulmustur' ", Bu yontemle elde edilen bilesiklerin , reaksiyon siiresi,

% verimleri ve erime dereceleri asagidaki tabloda verilmistir.
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Bilesik Siire / Saat | Verim / % | Erime Derecesi °C
Benzilidenanilin 3 98 50-53
Benziliden-p-metilanilin 1 86 52
Benziliden-p-kloroanilin 0,5 99 58-61
Benziliden-p-bromoanilin 0,5 98 62-65
Benziliden-p-metoksianilin 3 86 66-69
p-metilbenzilidenanilin 1 88 88
p-klorobenzilidenanilin 2 97 58-61
p-bromobenzilidenanilin 1 86 71-74
p-fetilbenzilidenanilin : 0,5 92 155-158
p-hidroksibenzilidenanilin 0,5 94 50-53
p-klorobenziliden-p-kloroanilin 0,5 87 110-113
Salisiliden-p-bromoanilin 0,5 94 111-114

Tablo 1: Bazi p ve/veya p’-siibstitiie benzilidenanilin tiirevlerinin reaksiyon

stireleri, % verimleri ve erime dereceleri.

2002  yilinda; Popovic ve arkadaglari, N-(o-hidroksifenil)-5-
metoksisalisilaldimin ve N-(m- hidroksifenil)-5-metoksisalisilaldimin’in sentezini
gerceklestirmistir. Bu ¢aligmada; S5-metoksisalisilaldehid ve 2-hidroksianilin
etanol igerisinde 1:1 molar oraninda ¢6zlilmiis ve reaksiyon karisimi 3 saat
boyunca hava banyosu iizerinde 1sitilmistir. Olusan koyu kirmizi kristalize {riin
siiziilerek alinmis ve etanol ile yikandiktan sonra vakum yardimiyla kurutularak
%84 verimle N-(o-hidroksifenil)-5-metoksisalisilaldimin elde edilmistir. Yine
aym calismada; 5-metoksisalisilaldehid ve 3-hidroksianilin etanol igerisinde 1:1
molar oraminda ¢6ziilmiis, 3 saat boyunca hava banyosu iizerinde isitildiktan
sonra, reaksiyon karigtmi algak basing altinda (20 mm/Hg) distile edilmistir.
Birkag giin sonra Kristalize {iriin siiziilerek alinmusg, etanol ile yikanmis ve vakum
yardimiyla kurutulmustur. Elde edilen her iki tiriiniin yapis: elementel analiz ve IR

spektroskopisi yardimiyla tayin edilmigtir'*",
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HO b) OH
a) OH OH
g § Va a
CH,O C

H,0

Sekil 79: a) N-(o-hidroksifenil)-5-metoksisalisilaldimin
b) N-(m-hidroksifenil)-5-metoksisalisilaldimin

2002 y1linda; James ve arkadaglan tarafindan yapilan ¢aligmada, bazi imin
tirevleri sentezlenmis ve bu bilesiklerin yapilari; erime derecesi tayini, elementel
analiz, MASS, UV, IR ve 'H-NMR spektroskopileri yardimi ile aydinlatilmistir.
Sentezler esnasinda iki farkli yontem kullanilmistir. Birinci yéntemde; 1 mmol 4-
metoksibenzaldehid 5 ml etanol iginde ¢6ziilmiis ve 20 ml etonoldeki 1 mmol
anilin’in sicak ¢o6zeltisine eklenmigtir. Karisima 2 ml benzen ilave edilmis ve geri
ceviren sogutucu altinda 24 saat boyunca isitilmistir. Bu siire sonunda reaksiyon
karisimi sogutulmus, olusan ¢okelti alcak basing altinda yogunlastirilarak %79
verimle krem renkli (4-feniliminometil)metoksifenil elde edilmistir. Uriin petrol
eterinden kristallendirilmis ve erime derecesi 56-58 °C olarak kaydedilmistir.
Anlatilan bu yontem kullanilarak %53 verimle a¢ik sart  renkli
(3-nitrobenziliden)aminofenil (E.D. 62-63 °C), %83 verimle beyaz renkli
(4-metilbenziliden)aminofenil (E.D. 43-44 °C), %81 verimle beyaz renkli
(4-klorobenziliden)aminofenil sentezlenmistir (E.D. 62-63 °C) . ikinci yontemde
ise; 1 mmol 4-metoksianilin 5 ml etanol i¢inde ¢6zlilmiis ve 20 ml etonoldeki 1
mmol benzaldehid’in sicak ¢ozeltisine eklenmigtir. Karigima 2 ml benzen ilave
edilmis ve geri c¢eviren sogutucu altinda 24 saat boyunca isitilmigtir. Bu siire
sonunda reaksiyon kargimi sogutulmus, olusan g¢okelti algak basing altinda
yogunlagtirilarak %62 verimle beyaz renkli 4-(benzilidenamino)metoksifenil elde
edilmistir. Uriin petrol eterinden kristallendirilmis ve erime derecesi 69-70 °C
olarak kaydedilmistir. Bu yontem kullamilarak %76 verimle kahverengi renkli,

yagimsi benziliden-p-tolilanilin, %89 verimle agik kahverengi renkli benziliden-
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m-tolilanilin ve %33 verimle beyaz renkli benziliden(4-klorofenil)amin (E.D. 59-
60 °C) sentezlenmistir!'®.

2002 yilinda; Luo ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada,
benzilidenanilin tiirevlerinden 4-nitro[N-(o-hidroksibenziliden)]anilin ve N-(o-
hidroksibenziliden)anilin’in, hemolizin inhibisyon siiresini uzatabildigi ve bu
Schiff bazlarinin hemolizi azaltan serbest radikallere karst antioksidan olarak rol
oynadigi sonucuna varilmistir. Bu sonugtan hareketle alkil grubu tasiyan yada
konjuge sistem halindeki Schiff bazlarinin, kirmizi kan hiicrelerini, hemolizi etkili
sekilde azaltan serbest radikallere karsi koruyabilecegi bildirilmis ve bu bilginin

antioksidan ilaglarin diizenlenmesinde yararh olabilecegine isaret edilmistir!'®*!.

a) b)
Oy O
HO HO

Sekil 80: a) 4-nitrofN-(o-hidroksibenziliden)]anilin
b) N-(o-hidroksibenziliden)anilin

2002 yilinda; Bayari ve arkadasi tarafindan yapilan galismada, Schiff
bazlarinin, kimyanin ve biyokimyanin bir ¢ok alaninda, sahip olduklar1 biyolojik
aktivitelerden 6tiirti 6nemli roller oynadig: belirtilmistir. Aromatik Schiff bazina
ornek olan N-benzilidenanilin ve tiirevlerinin, yillardan beri ¢alismalara konu
oldugu ve izoelektronik bir molekiil olan N-benzilidenanilin’in aym zamanda sivi
veya kristal o6zellikler gosteren bir g¢ok bilesigin, temel bileseni oldugu
bildirilmigtir. Yapilan calismada dokuz adet siibstitiie-N-benzilidenanilin
tirevinin sentezi gerceklestirilmigtir. Biitlin bilesikler egit miktar p-siibstitiie
benzaldehid ve p-siibstitlie anilin’in susuz benzen igerisinde geri ¢eviren sogutucu
altinda 1sitilmasiyla sentezlenmigtir. Reaksiyon yaklasik olarak iki saat sirmistiir.
Cozicti vakum pompasinda ugurularak uzaklastirilmig ve kalinti etanol veya

petrol eterinden kristallendirilmistir!*".
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(R]Z H; Rzi OCH3, CH3, Cl, R1Z OCH3; Rz: H, Cl,
R1: NO3; Ryt H, OCHj3; Ry; H, Ry; Cl, CHj)

Sekil 81: p, p’-N-siibstitiie benzilidenanilin tiirevleri

2002 yilinda; ide ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, 2-merkaptoanilin’in
(1 mmol) etanoldeki ¢6zeltisine, sinnamaldehid’in (1 mmol) etanoldeki ¢6zeltisini
ilave edilmistir. Karigim geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmus ve 1 saat boyunca
Schiff bazinin olusmasi igin oda sicakhiginda bekletilmistir. Uriin olarak

N-sinnamiliden-2-merkaptoanilin elde edilmistir!'®.

Sekil 82: N-sinnamiliden-2-merkaptoanilin

2002 yilinda; Xinfu ve arkadasi tarafindan yapilan g¢aligmada, uygun
miktar aldehid tiirevi, dibi yuvarlak ii¢ boyunlu balon igerisine 100 ml etanol ile
birlikte konulmus, icerik homojen hale geldikten sonra, amin tiirevi uygun oranda
ilave edilmigtir. Sar1 renkli kristaller olusana kadar reaksiyon karigimi isitilmistir.
Kristal olusumunun goézlenmedigi durumda, reaksiyon karigimi, kristaller
g6zlenene kadar alkoliin ortamdan uzaklastiriimasiyla konsantre hale getirilmistir.
Kalint1 stiziilerek alinmis, yikanmis ve etanolden kristallendirilmistir. Reaksiyon
sonucunda elde edilen iirlin karanlik ortamda saklanmlstlr“os]. Bu c¢alisma ile
benzilidenanilin, salisilidenanilin, N,N’ Bis-(salisiliden)benzen-1,4-diamin ve

N,N’-Bis (salisiliden)benzen-1,2-diamin elde edilmigtir.
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a) b)
@@ DD
HO

c) d)
HC—N
Sekil 83: a) Benzilidenanilin ¢) N,N’ Bis-(salisiliden)benzen-1,4-diamin
b) Salisilidenanilin d) N,N’ Bis-(salisiliden)benzen-1,2-diamin

2003 yilinda; Yeap ve arkadaglari tarafindan 8 Schiff bazinin sentezinin
gerceklestirdigi ¢alismada esit miktarlarda o-vanilin ve degisik anilin tiirevleri,
etanol icerisinde karigtinlmistir. Reaksiyon karisimi 5 saat boyunca geri ¢eviren
sogutucu altinda isitilmis, tirin olusumu, reaksiyon karisiminin oda sicakligina
sogutulmasiyla hizlandirilmistir. Olusan Uriin siiziilerek alinmis, etanol yada
kloroformdan kristallendirilmis ve algak basing altinda kurutulmusgtur. Elde edilen
bilesiklerin  yapilan 'H-NMR, "“C-NMR ve IR spektroskopileriyle

aydlnlatllmlstlr[m].

Q_;-N
—0 OH

(R : H, F, Cl, Br, NO,, CH3, OCH3, CN)

Sekil 84: 2-hidroksi-3-metoksibenzilidenanilin ve 4’ tiirevleri.
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2003  yilinda; Emregil ve arkadaglari yaptiklan ¢aligmada,
salisilaldimin’in, %5 lik HCI ¢ozeltisi i¢erisinde bulunan c¢eligin asinmasi iizerine
gosterdigi inhibe edici O6zelliginin, kloriir iyonu siibstitiisyonuyla ne yonde
degistigini aragtirmiglardir. Cesitli amin tiirevleri ve salisilaldehid’in etanol
icerisindeki kondensasyon reaksiyonuyla elde edilen Schiff bazlar, etanol yada
metanolden kristallendirilmistir. Elde edilen bilesiklerin (N-fenil-salisilaldimin,
N-2-klorofenil-salisilaldimin, = N-3-klorofenil-salisilaldimin, = N-4-klorofenil-
salisilaldimin) asinma  inhibitorii etkinlikleri kiyaslanmistir. N-
fenilsalisilaldimin’in 2- ve 4- kloro siibstitiisyonlar1 aginma inhibitérii etkinligini

arttirirken 3-kloro siibstittisyonu bu etkiyi azaltrmstir! %%,

Sekil 85: N-siibstitiie klorofenilsalisilaldimin
2003 yilinda; Cenini ve arkadaslart toluen ile para-siibstitiie fenilazid’i,
Co"-porfrin katalizérliigiinde reaksiyona sokarak bazi imin tiirevlerinin sentezini
gerceklestirmiglerdir. Reaksiyonun ara basamaginda sekonder amin tiirevi bir

bilesik elde edilmis, bu bilesik ile para-siibstitiie fenilazidin fazlasimin Co'-

porfrin Kkatalizérliigiinde reaksiyona devam etmesiyle imin fonksiyonu

sentezlenmistir! %,

Coll- porfrm
@CH + R CH;—NH R + N
(A)
I f

(R: NO,, OCHj, Cl, CN, F, Br, CHs, H)

Sekil 86: Co'-porfrin katalizérliigiinde para-siibstitiie fenilazid ile imin eldesi.
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2004 yilinda; Contreras ve arkadaglari, bazi 2-(metiltiyo)-N-siibstitiie-
benzilidenanilin  tiirevinin  sentezini  gerceklestirmistir.  Esit  miktar
2-(metiltiyo)anilin ve siibstitiie benzaldehid tlirevi, magnezyum siilfat varliginda
2 saat boyunca isitilmug, kondensasyon reaksiyonu sonucu 2-(metiltiyo)-N-

siibstitiie-benzilidenanilin tiirevleri elde edilmistir'%,

SCH X

3

N=—=CH

(X: H; Y: H, CI, N(CHz)z, NO,, Y: H; X: F, CH,)

Sekil 87: 2-(metiltiyo)-N-siibstitlie-benzilidenanilin

53



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan kimyasal alet ve maddeler

3.1.1. Kullanilan aletler

Isitici-karistirier: Heidolph MR 3003 Elektro magnetik montolu 1sitici
Elektronik terazi: Schimadzu Libror EB-330 HU

Ultraviyole lambasi: Model UVGL-58 Mineralight Lamb Multiband UV-
254/366 nm

Erime derecesi tayini cihazi: Electrothermal 9100 Digital Melting Point
Apparatus

Elementel analiz aleti: Leco CHNS 932 Elementel Analiz Aleti
Infrared spektrofotometresi: Shimadzu 8400 FTIR Spektrofotometre

Niikleer magnetik rezonans spektrometresi: Bruker Avance DPX-400

Spektrometre

Kiitle spektrometresi: Agilent 1100 MSD Spektrometre
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3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Anilin (Merck)
Asetik asid (Merck)
Benzaldehid (Merck)
2,4-Diklorobenzaldehid (Merck)
2,4-Dimetilbenzaldehid (Merck)
Etil alkol (Tekel)

4-Hidroksibenzaldehid (Merck)
4-Klorobenzaldehid (Merck)
Kloroform (Merck)
Metanol (Merck)
4-Metilbenzaldehid (Merck)
3.,4-Metilendioksibenzaldehid (Merck)
4-Metoksibenzaldehid (Merck)
4-Nitrobenzaldehid (Merck)
4-Trifluorobenzaldehid (Merck)

25 TLC aluminium sheets 20x20 cm slicagel 60 Fys4 (Merck)
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3.2. Genel sentez yontemi

0,06 mol benzaldehid tiirevi ve 0,5 ml asetikasit dibi yuvarlak balon
icerisinde 20 ml etanol ilavesiyle karistirildi. Karigim {izerine 0,05 mol anilin
damla damla ilave edildi ve geri ¢eviren sogutucu altinda 2 saat 1sitildi. Ince
tabaka kromatografisi sonucuna gore reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu
icerisinde 30 dakika bekletilerek tiriinlin ¢6kmesi saglandi. Coken kisim siiziilerek

alindi, su ile yikandi, kurutuldu. Metanol’den kristallendirildi.

3.3.  Sentezlenen bilesiklerin analizleri

3.3.1. Erime noktas tayini

Sentezlenen bilesiklerin erime noktalarinin saptanmasi, toz edilen
maddenin, bir ucu agik kapiller borulara %2 cm kadar doldurularak Electrothermal

Erime Noktasi Tayini Cihazinda yapilmis ve bulunan degerler diizeltilmemistir.

3.3.2. R¢ ve Rm degerinin saptanmasi

Elde edilen bilesiklerin Ry ve Rm degerleri, kloroform : metanol (98 : 2)
¢oziicli sisteminin mobil faz olarak kullanildigi ince tabaka kromatografisi
yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Calismalarda adsorban olarak silikajel 60
Fys4 ile kaplanmig 20 x 20 cm ebadindaki aliiminyum plaklar kullamlmustir.

Lekelerin saptanmasinda, ultraviyole 15181 (254 ve 366 nm) kullanilmgtir.

3.3.3. C, H, N tayini

2 numarali Bilesigin C, H, N, analizi Leco CHNS 932 FElementel
Analiz Aleti kullanilarak yapilmastir.
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3.3.4. IR spektrumlarimin alinmasi
2,5,7 ve 9 numaral: bilesiklerin IR spektrumlari, potasyum bromiir iginde

hazirlanan tabletleri kullanilarak, Shimadzu 8400 FTIR Spektrofotometre’sinde
almmugtir.
3.3.5. NMR spektrumlarimin alinmasi

2,5,7 ve 9 numarali bilesiklerin NMR spektrumlari, TMS referans
maddesine karsi, maddenin DMSO ig¢indeki ¢6zeltisi hazirlanarak, Bruker Avance
DPX-400 MHz Spektrometresi kullanilarak alinmistir.

3.3.6. MASS spektrumlarimin alinmasi

2 ve 9 numarali bilesiklerin MASS spektrumlar1 Agilent 1100 MSD
Spektrometresi ile APCI teknigi uygulanarak alinmaistir.

3.4. Sentezlenen bilesiklerin mutajenitelerinin incelenmesi

4. konumdan siibstitiie olmus benzilidenanilin tiirevlerinden 2,3.,4,5,6
numarali bilesiklerin mutajenik 6zellikleri, Ames Salmonella / mikrozom testi
uygulanarak belirlenmistir.
3.5. Sentezlenen bilesiklerin sitotoksisitelerinin incelenmesi

Bilesiklerin Sitotoksik 6zellikleri, MTT testi uygulanarak belirlenmistir.

3.6. Sentezlenen bilesiklerin antipiroliferatif etkilerinin incelenmesi

Sentezlenen bilesiklerin antiproliferatif etkilerinin 6lgiilmesi BrdU kiti

kullanilarak yapilmagtir.
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4. DENEYSEL KISIM
4.1. Sentezlenen bilesikler

4.1.1 Benzilidenanilin

CH,COOH
@—NHZ + OHC‘Q — > N=
EtOH

o

Anilin 0,005 mol 0,465 g
Benzaldehid 0,006 mol 0,636 g
Asetik asid 0,5 ml
Etanol 20 ml

Benzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon igerisinde etanol ilavesiyle
kanstirildi. Karisim tizerine damla damla anilin ilave edildi ve geri g¢eviren
sogutucu altinda 2 saat 1sitildi. Ince tabaka kromatografisi sonucuna gore
reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu igerisinde 30 dakika bekletilerek
iirliniin ¢6kmesi saglandi. Céken kisim siiziilerek alindi, su ile yikandi, kurutuldu.

Metanol’den kristallendirildi.

Verim: %89
Deneysel erime derecesi: 50.8 °C

Literatiir erime derecesi: 49-51°C 122
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4.1.2 4-hidroksibenzilidenanilin

@—NH + OHC‘@‘
“RoH

Anilin
4-hidroksibenzaldehid
Asetik asid

Etanol

CH COOH

0,005 mol 0,465 g
0,006 mol 0,732 g
0,5 ml
20 ml

4-hidroksibenzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon igerisinde etanol

ilavesiyle karistirildi. Karigim {izerine damla damla anilin ilave edildi ve geri

ceviren sogutucu altinda 2 saat 1sitildi. Ince tabaka kromatografisi sonucuna gore

reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu igerisinde 30 dakika bekletilerek

{irliniin ¢6kmesi saglandi. Coken kisim siiziilerek alindi, su ile yikandi, kurutuldu.

Metanol’den kristallendirildi.

Verim: %85

Deneysel erime derecesi: 197.4 °C

Literatiir erime derecesi: 200

Elementel Analiz
Hesaplanan

Bulunan

oc: 140]

. C13H1|NO
7917 H:5.62
:C:78.90

N:7.10

H:524 N:7.00
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IR (KBr)Vmaks(cm'l) : 3446 (aromatik O-H gerilim bandi); 3045, 3002, 2912
(aromatik C-H gerilim bandlari); 2867 (alifatik C-H gerilim band1), 1603 (C=N
gerilim bandi), 1574, 1516, 1485, 1445 (Aromatik C=C bandlar1), 1387 (alifatik
C-H egilim bandi), 1286, 1242, 1164 (Aromatik C-N ve C-C gerilim bandlar),
841 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 egilim bandi), 760 , 690 (monosiibstitiie

benzen diizlem dis1 egilim bandi)
'H-NMR (400 MHz) (DMSO) &(ppm) : 6,85-6,95 (2H, d, Ar-H Benziliden); 7,20-
7,25 (3H, m Ar-H Anilin); 7.35-7,45 (2H, m, Ar-H A4nilin); 7,75-7,85 (2H, d, Ar-

H Benziliden); 8,45 (1H, s, N=CH), 10,1 (H, yayvan, Ar-OH)

MS (APCI) m/z : 196 [M-1], 197 [M'], 198 [M+1], 199 [M+2]

4.1.3 4-klorobenzilidenanilin

CH,COOH
<;>*NH2 + OHC@CI — @—N:C@—Cl
EtOH }l{

Anilin 0,005 mol 0,465 g
4-klorobenzaldehid 0,006 mol 0,843 g
Asetik asid 0,5ml
Etanol 20 ml

4-klorobenzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon igerisinde etanol
ilavesiyle kanstirnldi. Karigim iizerine damla damla anilin ilave edildi ve geri

geviren sogutucu altinda 2 saat 1sitildi. Ince tabaka kromatografisi sonucuna gore
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reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu igerisinde 30 dakika bekletilerek

tirtintin ¢okmesi saglandi. Coken kisim siiziilerek alinds, su ile yikandi, kurutuldu.

Metanol’den kristallendirildi.
Verim: %80

Deneysel erime derecesi: 64.6 °C

Literatiir erime derecesi: 65.5-66 °C %]

4.1.4 4-metilbenzilidenanilin

CH,COOH
*  EBtOH

Anilin
4-metilbenzaldehid
Asetik asid

Etanol

0,005 mol
0,006 mol

0,465 g
0,720 g
0,5 ml
20 ml

4-metilbenzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon igerisinde etanol

ilavesiyle kanstirildi. Karisim {izerine damla damla anilin ilave edildi ve geri

ceviren sogutucu altinda 1 saat 1sit1ld1. Ince tabaka kromatografisi sonucuna gore

reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu igerisinde 30 dakika bekletilerek

iirliniin ¢6kmesi saglandi. C6ken kisim stiziilerek alinds, su ile yikandi, kurutuldu.

Metanol’den kristallendirildi.

Verim: %85
Deneysel erime derecesi: 46.8 °C

Literatiir erime derecesi: 44-45 °C 33
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4.1.5 4-metoksibenzilidenanilin

CH,COOH
NH, + OHC OCH, ————= @—N:c OCH,
EtOH |

H

Anilin 0,005 mol 0,465 g
4-metoksibenzaldehid , 0,006 mol 0,816 g
Asetik asid 0,5 ml
Etanol 20 ml

4-metoksibenzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon igerisinde etanol
ilavesiyle kanstirildi. Karisim iizerine damla damla anilin ilave edildi ve geri
¢eviren sogutucu altinda 2 saat 1sitildi. Ince tabaka kromatografisi sonucuna gore
reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu igerisinde 30 dakika bekletilerek
triiniin ¢okmesi saglandi. Coken kisim siiziilerek alindy, su ile yikandi, kurutuldu.

Metanol’den kristallendirildi.

Verim: %86
Deneysel erime derecesi: 60.6 °C

Literatiir erime derecesi: 64 °C 6]

IR (KBr)vmaks(cm'l) : 3076, 3001, 2961, 2934 (aromatik C-H gerilim bandlar1),
2880 (alifatik C-H gerilim bandi), 1622 (C=N gerilim band1), 1572, 1508, 1483,
1421 (Aromatik C=C bandlar1), 1310 (alifatik C-H egilim band1), 1252, 1171,
1109, (Aromatik C-N ve Aromatik C-C gerilim bandlari) 841 (1,4-disiibstitiie

benzen diizlem dis1 egilim bandi), 773, 696 (monosiibstitiie benzen diizlem dis1

egilim bandt)
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1H-NMR(4OO MHz) (DMSO) &(ppm) : 3,85 (H, s, OCH3); 7,05-7,10 (2H, d, Ar-H
Benziliden); 7,20-7,25 (3H, m Ar-H A4nilin); 7.35-7,45 (2H, m, Ar-H Anilin),
7,85-7,90 (2H, d, Ar-H Benziliden); 8,55 (1H, s, N=CH),

4.1.6 4-nitrobenzilidenanilin

CH,COOH
@—NH + OHC@ N=C¢C NO,
T mOH |

H
Anilin 0,005 mol 0,465 ¢
4-nitrobenzaldehid 0,006 mol 0,906 g
Asetik asid 0,5 ml
Etanol 20 ml

4-nitrobenzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon igerisinde etanol
ilavesiyle kanstirildi. Karigim iizerine damla damla anilin ilave edildi ve geri
geviren sogutucu altinda 2 saat 1s1tildi. Ince tabaka kromatografisi sonucuna gore
reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu icerisinde 30 dakika bekletilerek
tirtiniin ¢6kmesi saglandi. Coken kisim siiziilerek alindi, su ile yikandi, kurutuldu.

Metano!l’den kristallendirildi.

Verim: %82
Deneysel erime derecesi: 92.4 °C

Literatiir erime derecesi:90-90.5 °C 12!
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4.1.7 4-trifluorobenzilidenanilin

CH,COOH
@NH + OHC@ N=¢C CF,
T EOH |

Anilin 0,005 mol 0,465 ¢
4-trifluorobenzaldehid : 0,006 mol 1,044 ¢
Asetik asid 0,5 ml
Etanol 20 ml

4-trifluorobenzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon igerisinde etanol
ilavesiyle karigtirildi. Kanigim iizerine damla damla anilin ilave edildi ve geri
¢eviren sogutucu altinda 2 saat 1sit1ldi. Ince tabaka kromatografisi sonucuna gore
reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu igerisinde 30 dakika bekletilerek
iirtiniin ¢6kmesi saglandi. Coken kisim siiziilerek alindi, su ile yikandi, kurutuldu.

Metanol’den kristallendirildi.

Verim: %93
Deneysel erime derecesi: 67.9 °C

Literatiir erime derecesi: 65 °C 1“1

IR (KBr)Vmas(cm™) : 3084, 3059, 3032, 2993 (aromatik C-H gerilim bandlarr),
2885 (alifatik C-H gerilim bandi), 1622 (C=N gerilim band1), 1577, 1485, 1448
(Aromatik C=C bandlari), 1335 (alifatik C-H egilim bandi), 1173, 1121
(Aromatik C-C gerilim ve C-N bandlan), 837 (1,4-distibstitlie benzen diizlem dis1

egilim bandi), 768, 696 (monosiibstitiic benzen diizlem dis1 egilim bandr)
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'H-NMR (400 MHz) (DMSO) 8(ppm) : 7,25-7,30 (3H, m Ar-H Anilin); 7.45-7,50
(2H, m, Ar-H Anilin); 7,85-7,95 (2H, 4, Ar-H Benziliden); 8,15-8,20 (2H, d, Ar-H

Benziliden); 8,75 (1H, s, N=CH),

4.1.8 2,4-diklorobenzilidenanilin

Cl

QNHZ + OHC@CI

Anilin
2,4-diklorobenzaldehid
Asetik asid

Etanol

CH,COOH @ @_

— N=C Cl
EtOH I
H

0,005 mol 0,465 g

0,006 mol 1,044 g

0,5 ml

20 ml

2,4-diklorobenzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon icerisinde etanol

ilavesiyle karigtinldi. Karisim tizerine damla damla anilin ilave edildi ve geri

¢eviren sogutucu altinda 1 saat 1sitildi. Ince tabaka kromatografisi sonucuna gére

reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu icerisinde 30 dakika bekletilerek

riintin ¢6kmesi saglandi. Coken kisim siiziilerek alindi, su ile yikandi, kurutuldu.

Metanol’den kristallendirildi.

Verim: %80
Deneysel erime derecesi: 88.2 °C

Literatiir erime derecesi: 87 °C 4
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4.1.9 N-2,4-dimetilbenzilidenanilin

H,C H,C

3 3

{ N, + O cHcoo QNZC{}%

EtOH I

H
Anilin ‘ 0,005 mol 0,465 g
2,4-dimetilbenzaldehid 0,006 mol 0,804 g
Asetik asid 0,5ml
Etanol 20 ml

2,4-dimetilbenzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon igerisinde etanol
lavesiyle karigtirildi. Karigim tizerine damla damla anilin ilave edildi ve geri
¢eviren sogutucu altinda 2 saat 1sitildi. Ince tabaka kromatografisi sonucuna gore
reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu icerisinde 30 dakika bekletilerek
Uriiniin ¢okmesi saglandi. Coken kisim siiziilerek alindi, su ile yikands, kurutuldu.

Metanol’den kristallendirildi.

Verim: %84
Deneysel erime derecesi: 52.2 °C

Literatiir erime derecesi: 54 °C 24

IR (KBr)Vmas(cm™) : 3076, 3049, 3970, 2947 (aromatik C-H gerilim bandlari),
2894, 2860 (alifatik C-H gerilim bandi), 1625 (C=N gerilim bandz), 1589, 1558,
1485, 1448 (Aromatik C=C bandlar1), 1367 (Alifatik C-H egilim bandi), 1227,

1196 (Aromatik C-C ve C-N gerilim bandi), 829 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem

dis1 egilim band1), 763, 700 (monosiibstitiie benzen diizlem dis1 egilim band).
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1H-NMR(400 MHz) (DMSO) 8(ppm) : 2,33 (H, s, CH3); 2,55 (H, s, CH3); 7,10-
7,15 (2H, d, Ar-H Benziliden); 7,25-7,30 (3H, m Ar-H Anilin); 7.40-7,45 (2H, m,
Ar-H Anilin); 7,90-7,95 (H, d, Ar-H Benziliden), 8,75 (1H, s, N=CH),

MS (APCI) m/z : 208 [M-1], 209 [M], 209 [M+1], 210 [M+2]

4.1.10 3,4-metilendioksibenzilidenanilin

(0] Oj

2 CH,COOH 0
—
NH, + OHC FtOH > N (}:
H

Anilin 0,005 mol 0,465 ¢
3,4-metilendioksibenzaldehid 0,006 mol 0,900¢g
Asetik asid 0,5 ml
Etanol 20 ml

3,4-metilendioksibenzaldehid ve asetik asid dibi yuvarlak balon igerisinde
etanol ilavesiyle karigtirildi. Karigim {izerine damla damla anilin ilave edildi ve
geri geviren sogutucu altinda 2 saat 1sitild1. Ince tabaka kromatografisi sonucuna
gore reaksiyona son verildi. Balon buz banyosu icerisinde 30 dakika bekletilerek
lirliniin ¢6kmesi saglandi. Coken kisim siiziilerek alindi, su ile yikandi, kurutuldu.

Metanol’den kristallendirildi.

Verim: %83
Deneysel erime derecesi: 68.4 °C

Literatiir erime derecesi : 69 °C [
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4.2 Ince tabaka kromatografisi (I.T.K) kullanilarak yapilan ¢alismalar
4.2.1 Ry degerinin saptanmasi

Bu aragtirmada yapilan sentezlerde biitiin bilesikler icin reaksiyon siiresi
ve elde edilen iirtinlerin safliklar1 ince tabaka kromatografisi kullanilarak kontrol
edilmistir. .T.K galismalarinda Kloroform:Metanol (98:2), Kloroform:Metanol
(95:5), Kloroform:Metanol (90:10) karigimlan ¢oziicti sistemi olarak denenmis ve
bunlardan Kloroform:Metanol (98:2) en uygun sistem olarak belirlenmistir.
Calismalar esnasinda adsorban olarak Silikajel 60 Fas4 ile kaplanmis 20 x 20 cm
ebadindaki aliiminyum plaklar kullanilmigtir.

Maddelerin etanoldeki ¢ozeltileri hazirlanip adsorban kapli aliiminyum
plaklara kilcal boru yardim ile yaklagik 0,01 ml civarinda tatbik edilmis ve
developman sonrasi lekelerin belirlenmesi UV 15181 altinda 254 ve 366 nm’lerde

yapilmustir.

4.2.2 Rpm degerinin saptanmasi

Absorbabilite katsayisi Ry, hidrofobik bir parametredir. Kromatografik
calismalar sonucu belirlenen Ry degerleri kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla
Ry degeri hesaplanabilir. Bu ¢alismada sentezi gerceklestirilen biitiin bilesiklerin

Ry degerleri deneysel olarak tespit edilmistir.
Rm = log [(1/Rf) — 1]
Ry degeri, bilesigin absorbabilitesinin l¢iisti durumundadir. Bilesigin etki
yerine ulagip uygun reseptére baglanmasi absorbsiyon mekanizmasina

dayandigindan bu parametre ilaglarin yapi-etki iliskileri icerisinde kullanim alam

bulmustur.

68



4.3. Mutajenik etki testi

Bilesiklerin mutajenik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde
Salmonella typhimurium bakterisinin LT-2 atasal susundan in vitro mutasyonlar
sonucu tiiretilen TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanildi. Bu mutantlar his” bakteriler
olup, his operonunun degisik bolgelerinde farkli birer mutasyon igerirler.
Salmonella / mikrozom testi ile kimyasal maddelerin bu test suslarini his’
revertantlar haline doniistirme 6zellikleri belirlenmektedir. TA 98 susu gergeve
kaymast mutasyonlarina, TA 100 susu ise baz-¢ifti degisimi mutasyonlarina karst
duyarlidir. Caligmalarimizda standart plak inkorporasyon ySntemi uygulandl““”.

Test kimyasallarimin farkli konsantrasyonlardaki (0.01, 0.1, 1, 10, 100
ug/petri) stok soliisyonlart DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Bilesiklerin
standart test suslar1 icin toksik olmayan dozlari literatiir verilerine!"? gore
belirlendi ve sitotoksik'olmayan bes ayrt doz ile ¢aligildi.

Calismada kullanilan Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100
suslarinin  stoklarimin  hazirlamgi, genetik isaretlerinin  kontroli ve plak

inkorporasyon yonteminin uygulanis: literatiir verilerine!'*!!

gore yapildi.

S9 fraksiyonu, 3-metilkolantren ile indiikklenmis Spraque-Dawley 1irki
erkek ratlarin (180-200g) karacigerinden elde edildi. S9 karisimi; 8 mM MgCl, ,
33 mM KCl, 5 mM glukoz-6-fosfat, 4 mM NADP, 100 mM sodyum fosfat (pH
7.4) ve karisimin mililitresi bagina 0.04 ml S9 ig:ermektedir[m].

Standart plak inkorporasyon yonteminde 45 °C’ deki su banyosunda
tutulan eritilmis 2 ml’lik {ist agara 0,1 ml test bilesigi ve 0,1 ml bakteri kiltiirti (1-
2 x 10° bakteri/ml) eklenerek , minimal tuz ve glukoz igeren agar plaklarina
dokiildii. S9 fraksiyonu varliginda yapilan deneylerde 0,5 ml S9 karngim ilave
edildi. Plaklar 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edildi ve revertant kolonilerin sayimi
yapildi. Her deney negatif kontrolleri (spektrofotometrik derecedeki
dimetilsiilfoksit) ve pozitif kontrolleri (20 pg/petri NPD TA98 i¢in ve 1,5 pg/petri
SAZ TA100 igin) igerecek sekilde ti¢ defa paralel olarak uygulandi. Metabolik
aktivasyon iceren deneylerde 2AF (10 pg/petri) her iki sus i¢inde pozitif mutajen

olarak kullanildi.
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4.4. Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

A549 hiicreleri (insan akciger kanser hiicre hatt1) % 10 Fetal Bovine serum
(FBS) iceren Nutrient Mixture F-12 (HAM’s) ve Hel a hiicreleri ise (insan uterus
karsinoma) % 20 FBS igceren Dulbecco’s Modification of Eaglas (DMEM) besi
ortami bulunan 25cm® “‘lik kiiltiir kaplarinda %95 hava ve %5 COy’li gaz
ortaminda 37°C de inkiibe edildiler.

4.5. MTT Sitotoksisite Deneyi

Bir tetrazolyum boyaya dayali olan mikrotitrasyon deneyi literatiire uygun

olarak yapilmigtrt™®®.

%80 biliyiime fazina gelmis olan hiicreler %0.25
tripsin/EDTA ile toplanarak hemositometri ile sayildilar. Hiicreler 2 x 10°
hiicre/mL gelecek sekilde slispansiyon haline getirildiler ve sitotoksik etkileri
incelenmek iizere farkli konsantrasyondaki (0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05
mg/ml) test maddeleri hiicrelere eklendi. Daha sonra her bir konsantrasyon
araligindan 4 kuyucuk olacak sekilde 200uL hiicre siispansiyonundan 96 kuyulu
tabakalara ekim yapildi. Hiicreler 24 ve 48 saat 37°C de inkiibe edildiler ve her
bir zaman araligindan sonra hiicrelere 20uL ( 5 mg/ml) MTT boyasi eklendikten
sonra, canli hiicrelerin metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda
¢Oziinmeyen formazan tuzu haline d6niistiiriilmesi igin, hiicreler 37°C de 2 saat
daha inkiibe edildiler. Bu siirenin sonunda hiicreler tarafindan olusturulan
formazan tuzlannin ¢oziilmesi i¢in her bir kuyuya 200 pl DMSO eklenerek 10
dakika oda 1sisinda inkiibe edilmisler ve renk degisimi 540nm dalga boyunda

ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucuda absorbanslar 6lgiilmustiir.
4.6. Antiproliferatif Etki Testi

Sentezlenen bilesiklerin antiproliferatif etkilerinin Ol¢lilmesi 96-kuyulu
tabakalarda BrdU kiti kullanilarak yapilmistir. Hiicreler (HeLa ve A549) 37°C de
24 saat inkiibe edildikten sonra 0.25% tripsin/EDTA ile ortamdan toplanarak 6 x

10 hiicre her bir kuyuya gelecek sekilde ekim yapildi. Coziicii soliisyonu iginde

70



cozdiiriilen test maddeleri farkli konsantrasyon aralifinda her bir kuyuya
eklendiler. Her bir konsantrasyon araligi i¢in 3 kuyuya ekim yapildi ve 6lgiim
sonrast bunlarin ortalamalar dikkatte alindi. Ekim iglemi tamamlandiktan sonra
hiicreler 24, 48 ve 72 saat 37°C de inkiibatér de tutuldular. Her bir zaman
araligimmin sonunda hiicrelere 20ul. BrdU soliisyonu eklenerek 37°C de 2 saat
inkiibasyona tabi tutuldular. Daha sonra ise fixdenat soliisyonu ile oda 1sisinda 30
dakika fiske edilen hiicreler 100uL anti-BrdU-POD antikoru ile 90 dakika oda
isisinda bekletildiler. Bu siirenin bitiminde hiicreler PBS ile 3 kez yikanarak
fotometrik 6l¢iim i¢in renk degisimi gozleninceye kadar substrat soliisyonu iginde
bekletildiler. Orneklerin absorbanslart 340 nm dalga boyunda plaka okuyucuda
(ELx808-IU Bio-Tek) olgiildii.
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5. FIZIKOKIMYASAL PARAMETRELER
S.1. Hidrofobik parametreler
5.1.1. Partisyon katsayisi

Partisyon katsayisi aktiviteye etki eden faktorlerden birisidir ve ilacin
yagda ¢ozlinme egiliminin bir 6l¢iisiidiir.

Partisyon katsayis1 additif karakterli ve biyokimyasal sistemlerin yapi-etki
¢alismalarinda siklikla kullamlan‘bir parametre tiiriidiir. Belirli bir 1s1da birbirleri
ile ¢cok az kansan veya hi¢ karigmayan iki ¢6ziicli sistemi arasinda, bir bilesigin
¢ozlinmiis konsantrasyonlarinin orami olarak genel tanimi yapilir ve “P” ile
gosterilir. Burada ¢6ziicli sistemi olarak bir yag, bir de su fazi kullanilir. Bilesigin
yag fazi igindeki niceliginin, su fazindaki nicelige orani, biyolojik etki ile grafige
gecirildiginde bir parabol elde edilir. Partisyon Kkatsayisimin logaritmasi
alindiginda bu iliski dogrusal hale gelirt!!!-112-102.103]

Partisyon katsayis: tizerine ilk ¢aligmalar1 Meyer ve Overton yapmuslardir.
Bu calismalarda birgok basit organik bilesigin narkotik aktivitesinin yag/su
partisyon katsayisi1 (P) ile paralel oldugu gosterilmis, bu nedenle organik
bilesiklerin biyolojik aktivitesini saptamak i¢in yagdaki ¢oziiniirliikleri
incelenmistir. Overton ve Meyer’in yaptiklari ¢aligmalardaki amag, organik
bilesiklerin yagh sinir hiicrelerine etkiyen karakteristikleri gelistirmektir. Bunun

icin model sistem olarak yag/su sistemini segmislerdir“”'m]

. Yapilan ¢esitli
caligmalar sonucunda biyosistemle etkilesen model, lipofilik maddelere en iyi
uyan solvanin polar solvanlar oldugu saptanmustir.

Oktanol/su partisyon katsayisit kullanilarak birgok istatistiksel ¢alismalar
yapilmaktadir. Ancak bu sistemin tiim model organik bilesikler i¢in ideal solvan
sistemi oldugu kesin degildir!' '+,

Pratikte uygulanan partisyon katsayisi tayini ¢aligmalarinda su fazi olarak
pH’s1 7.4 civarinda olan tampon ¢ozeltiler, yag faz1 olarak da, biyolojik ortama en

uygun sistem kabul edilen n-oktanol kullaniimaktadur!*!>!1¢-106.107]
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Partisyon katsayilari, ilaglarin (6zellikle zar gegirgenliginin 6nde geldigi
durumlarda) biyolojik etkinlikleri ve etki siireleri ile ilgilidir. Tiyopental®in
yagda c¢oziiniirliigli Pentobarbital® den fazladir. Bu yiizden kan plazmasindan
hizla yok olur ve nétral yag dokularina yerlesir. Onun i¢in etki kisadir, kisa siireli
genel anestezik olarak kullanilir. Ancak yagdaki ¢6ziiniirligiiniin fazla olmasi
nedeni ile viicutta depolandig1 yerlerden atilimi uzun siireceginden, kullanimindan
uzun siire sonra bile uyku verici 6zellik gosterirt'''1%%.

Organik molekiiller, partisyon katsayilarinin logaritmasi ile orantili olarak
hiicreler aras1 yollarina devam ederler. Hansch’a gore ['!7!18108 191 bir oroanik

molekiil, yapisal 6zelliklerine bagh olarak, hiicre disindaki seyreltik ¢ézeltiden

hiicre i¢ine yavag¢a gecer. Bu durumda biyolojik yanit i¢in su denklem yazilabilir:

dfyant)
ar

= ACky

ky = Denge degismezi
A = Molekiiliin belli bir y6reye belirli bir zaman biriminde ulagmasi i¢in
olasilik

C = Bilesigin hiicre dis1 konsantrasyonu

Yapi-etki iligskilerine uygulanabilecek herhangi bir model varsa A ve kg
deneysel olglimlerle bulunabilir olmalidir. A degeri igin serbest enerjiye bagl bir

degismez olan 7 secilmistir. w degeri ile log P arasinda bir bagint: vardir:

= 10g P siibstitiie = 10g P nonstuibstitiie

log P degeri molekiiliin tiimiiniin partisyon katsayisinn logaritmasidir. 7
ise molekiiliin tek bir par¢asina ait bir degerdir. 11102} Neoatif n degerinin
stibstitiientin ana yapiya gore yagdaki ¢oziintirlik 6zelligini azalttigy, pozitif =
degerinin ise siibstitiientin ana yapiya gore yagdaki ¢oziiniirlikk 6zelligini arttirdig
bilinmektedir. Madde ile su arasinda yada molekiilde bulunan -COOH ve -OH
gibi gruplar arasinda hidrojen bagi meydana geliyorsa log P degeri azalir. =

degerleri katilimli (additif) karakter gosterir. Molekiiliin parcalarna ait =
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degerlerinin toplami molekiilin log P’sini vermektedir. Bu 6zellikten hareketle,
bir seri bilesigin timii, deney yapmaksizin, yalmz tablo degerlerinden
faydalanarak gerekli hesaplamalar yapilabilir. Ancak burada yan yana bulunan iki
grubun hesaplanmasi sirasinda molekiil i¢i hidrofobik bag olusumundan
kaynaklanan etkilesimler, apolar gruplarin etkilesimleri, elektronik etkilesimler,
hidrojen bag: etkilesimleri goz ardi edilmemelidir.

Bu ¢aligmada, teorik hesaplamalarda Rekker’in sayisal tablo degerleri
kullanilmstir! ' Teorik olarak log P degerlerinin hesaplanmasinda bazi ozel
durumlara dikkat etmek gerekir:

¢ -OH, -O-, -COOH, -NH, gibi iki elektronegatif grup, bir veya iki C atomu
ile aynldiginda sirasiyla diizeltme faktorii olarak 0.861 ve 0.574
katilmalidar.

e H atomu, -COOH, -COOR, -COR, -CONH, gibi elektronegatif gruplara
bagh oldugunda fy= 0.175 yerine fy= 0.462 kullamilmalidir (Burada “fy”
Rekker’e gore hidrojen atomunun lipofilite degeridir.

e Bifenil gibi konjuge veya benzofenon gibi kros konjuge aromatik halka
sistemlerinde 0.28 degerindeki diizeltme faktorii katilmalidar.

e Kondanse aromatik sistemlerde (naftalen gibi) her bir C atom ¢ifti i¢in

0.31 diizeltme faktorii kullanilar.

Diizeltme faktorleri ve alifatik, aromatik f degerleri “magic constant” denilen

ve Cy= 0.28 ile ifade edilen bir degerle aciklanabilmektedir.

MOLEKUL logP |MOLEKUL log P
CeHs 1.840 Cl (Ar) 0.924
CeHy 1.658 H 0.182
C¢H; 1.476 OH (Ar) -0.314
CH3 0.701 0 (Ar) -0.439
CH2 0.519 NO, (Ar) -0.053

CH 0.337 N (Ar) -0.929
C 0.155 CF; 1,323

Tablo 2: Baz siibstitiientlerin log P degerleri [''*"1%)

74



Teorik log P hesabina 6rnek olarak 4-nitrobenzilidenanilin verilmistir.

log P = famo2 + fesna + font farn+ feoons
— (-0.053) + 1.658 + 0.337 + (-0.929) + 1.840
=2.853

5.1.2. Parakor (Par)

Toksisite g¢aligmalarinda ilk kez Mc Govan tarafindan kullamilan ve
hidrofobik bir parametre olan parakor, molekiilin molar hacmi ile yiizeysel
gerilimini ifade etmektedir. Bir molekiilin biyolojik sistemde etki yoresine
ulasincaya kadar karsisina ¢ikan lipofilik ve hidrofilik engelleri agmasinda
molekiil hacminin, molekiil i¢i ¢ekici ve itici gii¢lerin bir 6l¢tisti durumunda olan
yiizey geriliminin 6nemli rolleri iistlenmesi nedeni ile parakor, kantitatif yapi-etki
iliskileri (QSAR) c¢alismalarinda kullanilan bir parametre niteligini kazanmigtir
[120-111]

Bir molekiiliin parakor degeri, molekiil hacmi ve yiizey gerilimi iizerinden
yapilan bir takim deneyler sonucu bulunur. Bunun yanisira Sugden, Mumford,

Phillips, Vogel ve Quayle’a ait, atomik ve yapisal degerleri igeren tablolar

yardimiyla da teorik olarak hesaplanabilmektedir[l21’122'] 12, 113]
) Mumford
MOLEKUL Sugden Ve Vogel Quayle
Phillips

CH, 39.0 40.0 40.0 40.0
C 4.8 9.2 8.6 9.0
H 17.1 15.4 15.7 15.5
0 20.0 20.0 19.8 -
N 12.5 17.5 - 14.5
Cl 54.3 55.0 55.2 -
F 25.7 25.5 - -
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Tek bag -11.6 -9.5 -

Cift bag 23.2 19.0 19.9
Bes iiyeli halka 8.5 3.0 -
Alt1 iiyeli halka 6.1 0.8 -

Tablo 3: Atomik ve yapisal sabiteler

Teorik parakor hesaplamalarinda dikkat edilmesi gereken bazi

vardir:

Zincir dallanmalan

Etilenik ve karbonil baglanmalart

Tersiyer dallanmalar

Semipolar baglar

o) o) 0
——N//O ——N/7 —N/ —N/
\\o \\o \\*\o AN

Hidrojen képriisii

Halka kapanmasi

Alkil benzenlerde pozisyon izomerisi

aciklamalarin sabiteleri de bulunmaktadir.

noktalar

Kritik sicaklik, basing, molekiiler refraktivite ve viskozite gibi

Bu c¢alismadaki bilesiklerin parakor degerleri Mumford ve Phillips’in

atomik ve yapisal sabitelerinden faydalanilarak hesaplanmistir. Parakor degerinin

hesaplanmasina 6rnek olarak, sentezi

metoksibenzilidenanilin verilmigtir.

CH30-©—CH=N©

gerceklestirilen  bilesiklerden 4-

Par = (14x9.2) + (13x15.4) + (1x17.5) + (1x20) + (2x0.8) + [23x(-9.5)] + (7x19)

=128.84+200.2+17.5+20+1.6+(-218.5)+ 133
=282.6
log Par =2.4512
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5.1.3. Hidrofobik siibstitiient katsayisi ()

P, partisyon katsayis1 olarak taninan degismezdir. Belirli bir sicaklikta
birbirleri ile ¢ok az karigsan veya hi¢ karismayan iki ¢6ziicii sistemi arasinda, bir
bilesigin ¢6ziinmiis konsantrasyonlarinin oramidir. Bu degismezin logaritmasi
log P olarak verilir. Bu deger bir molekiiliin tiimiiniin partisyon katsayisinin
logaritmasidir. 7t ise molekiiliin bir grubuna 6zgii olan degerdir!'!"19%,

7 degerleri katiliml 6zellik gosterir. Bir molekiiliin pargalarina 6zgii olan
7 degerlerinin toplami o molekiiliin log P’sini verir. Bu nedenle bir seri bilesigin
tiimiinii deneylemeden yalmz n degerlerinden yararlanarak gerekli hesaplamalar
yapmak miimkiindiir. Ancak m degerlerinin hesaplanmasinda dikkatli olmak
gerekir. Yan yana bulunan iki grubun hesaplanmasi sirasinda, molekiil ici
hidrofobik bag olusumu ile etkilesimler, apolar gruplarin etkilesimleri, elektronik

etkilesimler, hidrojen bag: etkilesimleri dikkate alinmalhdurt! 10,

GRUPLAR T GRUPLAR T
0-CHs 0.56 3,4-(OCH,0) -0.05
p-CH; 0.56 p-OH -0.67

p-Cl 0.71 p-OCHj; -0.02
o-Cl 0.71 p-CF; 1,07
p-NOz -0,28

Tablo 4: Baz: siibstitiientlerin © degerleri !9,

7 degerinin hesaplanmasina 2,4-diklorobenzilidenanilin 6rnek olarak
verilmistir. Bilesigin © degeri; benzilidenanilin gekirdeginin 7 degeri 0 olarak
kabul edildigi i¢in 0-Cl ve p-Cl degerlerinin toplamina esittir.

Cl

o S onmn )

n = 0-Cl, + p-Cl,
=(0.71+0.71
=1.42
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5.2. Sterik parametreler
5.2.1. Molekiil agirhg (MW)

Ornek : 3,4-metilendioksibenzilidenaniline ait kapali formiil C4H;;NO, *diir

o)

O

MW  =(14x12.0107) + (11x1.0079) + (1x14.0067) + (2x15.9994) =
MW  =225.2422
log MW =2.3527

5.2.2. Molekiiler refraksiyon (Molar kirilma, MR)

Bir ortama gelen 1smin, gelme ve kirilma acilarmin siniislerinin oranina
“kirilma indisi” denir. Bir sivinin belli bir dalga boyundaki 151n i¢in kirilma indisi
(1391 I

n” ise, spesifik kirilma;

n2-1

r= . —— baglantisiyla gosterilir

n2+2 d

d = Cismin kirilma indisinin 6lgiildiigti temparatiirdeki yogunlugu

n = Kirilma indisi

Spesifik kirilmanin mol tartisi ile ¢arpimima “Molar Kirilma” denir. MR ile

ifade edilen molar kirilma Lorentz-Lorentz denklemi ile agiklanabilir;

n2-1 MW
n2+2 d

n = Kirilma indisi
d = Yogunluk
MW = Molekiil agirlig:
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Herhangi bir ortamin kirilma indisi, 151§1in vakumdaki hizinin ortamdaki
hizina oramidir. Bu “Refraktometre” denilen optik araglarla 6lgiiliir. Ancak bu
yolla &lgiilen kirilma indisi sabit degildir. Isigin dalga boyu azaldik¢a kirilma
indisi artar. Bu yilizden sonuglar1 karsilastirabilmek igin sabit frekansh bir 151k
kullanilir. Bu amagla pratikte sodyum buhari lambasindan yararlanilir.

Molar kirilma (MR), katilimli etki gosteren sterik bir fizikokimyasal
parametredir. Bu katilimhi 6zelliginden dolayr molekiiliin her bir pargasinin
refraktivitesinin hesaplanmasina olanak tanimis ve bu degerlerle ilgili olarak genis

[114]

tablolar hazirlanmigtir Bu sonuglar kullanilarak herhangi bir grubun o

molekiile katkis1 hesaplanabilir ve buradan yola ¢ikarak da o bilesigin biyolojik

etkisi ile korelasyonunu kurmak miimkiin olur.
MR’1n toplamsal ve yapisal 6zelligi su sekilde formiile edilir:
MR =Znr + X
r = Atomik kirilma
n = Atom sayisi

21 = Yapiya ait deger

MR’in London dispersiyon kuvvetleri ile olan iligkisi su denklemlerle
ifade edilebilir:

E= 30,0 Talp MR = 4N
a6 I+ 3

E = Iki atom (a ve b atomlar1) arasindaki yaklastiric1 (cohesive) enerji
o = a ve b atomlarinin polarizabiliteleri

r = a ve b atomlar1 arasindaki uzaklik

I = Iyonizasyon potansiyeli

N = Avagadro sayis1

n=3.14
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London dispersiyon veya apolar kuvvetleri; birbiri ile etkilesen
molekiillerde gecici dipollerin degisimi sonucu ortaya ¢ikan kuvvetlerdir ve hep
mevcutturlar. iki apolar molekiiliin birbirini cekmesine dayanur.

Yapi-etki iligkilerini gelistirmek amaciyla Agin ve arkadaslarinin ortaya

[124-115]

cikardiklar1 MR parametresi , molar hacmin tam olarak diizeltilmis

formudur!'**11¢!

Bag Sekli Bag Degerleri Bag Sekli | Bag Degerleri
C-H 1.676 C=C 4.17
C-C 1.296 C=N 3.75
C-N 1.57 N-H 1.76
C-O 1.54 N-O 2.43
C-Cl 6.51 N=0 4.00
C-F 5.00 O-H 2.8

Tablo 5: Bazi baglarin “Molar Refraksiyon™ degerleri

Ormnek: 2,4-dimetilbenzilidenanilin

CH,
H,C CHZN@

MR = [15x(C-H)] + [9x(C-C)] + [6x(C=C)] + [1x(C-N)] + [1x(C=N)]
= (15x1.676) + (9x1.296) + (6x4.17) + (1x1.57) + (1x3.75)
= 2514+ 11.664 + 25.02 + 1.57 + 3.75
= 67.144

log MR= 1.8270
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5.2.3. Molekiiler hacim (Mv)

Molar hacim, molekiil tartis1 ile spesifik hacmin (gram basina hacim)
carpimina estir. Molar hacim =Mv=Vm=M/d (d=yogunluk)

Molar hacim de toplamsal ve yapisal bir 6zelliktir, atomik hacimlerin

toplamina esittir!""!7),
Atom Hacim (cm”)

H 3.7

C 14.8

Cl _ 22.2
F 17.1

N 15.6

-O- 7.4

=0 12.0

Tablo 6: Atomik hacim degerleri

Ornek: N-4-hidroksifenilbenzilidenanilin

oA

Kapali Formiil :C;3H;NO
MV = (13x14.8) + (11x3.7) + (1x15.6) + (1x7.4)
=1924+40.7+156+7.4

=256.1

log MV =2.4084
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5.2.4. Molekiiler konnektivite indeksi (MCI)

Biyolojik sistem aktivasyonunda kimyasal yapi-etki etkilesiminde rol
oynayan klasik termodinamik faktérlerin yani sira molekiillerin topolojik
ozelliklerinin de Snemli oldugu ortaya konulmugtur!'?'2118191 flaclarm etki
mekanizmalarinin  aydinlatilmasina yeni bir boyut kazandiran ve molekiiler
yapin rolatif bir 6l¢iitii olarak agiklanan topolojik parametreler, reseptor yapisi
soz konusu olmadigi durumlarda, reseptor tarafindan tanimnmay: yada reseptére

baglanmay: karakterize etmek amaciyla kullanilmaktadir!'?*12%),

Molekiiler konnektivite indeksi, topolojik bir parametre olup Randic!**'?!!
tarafindan ¢esitli agamalarla agiklanmig, Kier ve Hall [132-122) arafindan da teorisi
gelistirilerek Medisinal Kimya arasgtirmalarinda ¢esitli molekiiler yapilara ve
biyolojik aktivitelere uygulanmugtir!*>13312%1241 By parametre molekiiler yapmin
biiytiklugii, bi¢imi, bag tipleri, doymamishg, siklizasyonu, dallanmasi ve hetero
element icerigi ile agiklanmaktadyrl' 31351251261

Randic’in ilk gelistirdigi parametre, esas olarak molekiliin dallanma
Ozelliklerini ilgilendiren molekiil dallanma indeksi idi. Bu indeksin, homolog
serilerde belli fiziksel ozelliklerle (kaynama derecesi, yiizey alam gibi) onemli
istatistiksel iligkiler gostermesi, bu fiziksel 6zelliklerle yakin iligkisi olan biyolojik
ozelliklerin de bu parametre ile iliskisi olup olmadigim dusiindiirmiigtiir. Cok
Onemli oldugu diisiincesinden hareketle bu konudaki ¢aligmalarin sayis1 artmas,
ayrica kolay hesaplanabilir bir parametre olmasi da konuyu cazip hale
getirmistir[m'lz‘”.

Molekiiler konnektivite indeksi (X), Kier ve Hall’in heteroatom igerigi goz
Oniine alinarak ortaya koyduklart modifiye yontem ile MCI logaritmas: olarak
hesaplanmigtirl136:137-127.128]

Buna gére molekiiler iskelet, hidrojen atomlar ihmal edilmek {izere ele
alinabilir. Her bir karbon atomu, komsu karbonlara baglanma sayisina gére 1, 2,
3,4 (8i8) seklinde numaralandirilir. Heteroatoma bagli hidrojen sayisinin da
ctkarilmasindan sonra valans elektron sayisina egit olan deger, heteroatoma ait
olarak ele alimr. Daha sonra her bag i¢in, bag olusturan atomlarin almig olduklar:

sayilarin ¢arprmu ile bir deger bulunur. Bu degerlerin toplanmast ile de molekiiliin
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valans konnektivite indeksi (‘X") elde edilir. Bu hesaplar asagidaki formiil ile

gosterilebilir:

X sN e =z :
k=1 (V8ix8j) k

X = Konnektivite indeksi

di = Molekiil iskeletindeki her bir koseyi (atomu) ve bunun diger késelerle
baglantisinin sayisal degeri

N = Bag (yani iskeletteki kenar) sayisi

Cx = Baglantilarin toplami

Heteroatomlar igin alinmas: gereken degerler (8") Kier ve Hall tarafindan

tablolar halinde verilmigtir('3!-36-122127]

Atom S Atom o
=N- 5 -0- 6
Nitro N 6 Cl 0.690
O=N-0O 6 F 7

-OH 5

Tablo 7: Heteroatomlar i¢in valans delta degerleri

Ornek : N-4-klorobenzilidenanilin

1/9




X = (1/N2,76) + 6x(1/N9) + 7x( 1/N12) + (1/N15) + (1/N20)
=0,6019 + 2 +2,0207 + 0,2582 + 0,2236
=5,1044

log MCI = 0,7079

5.3. Elektronik parametre
5.3.1. Elektronik siibstitiient katsayisi (o)

o degismezi bir elektronik parametredir. Hammett’in ¢alismalarindan
yararlanilarak bir ¢ok siibstitiient degismezi bulunmustur. Bunlar 6zel, elektronik
ve bazen de sterik etkenleri agiklarlar!’! "%,

Reaksiyon merkezleri ile diger siibstitiientlerin dogrudan etkilesimleri i¢in
o " ve ¢ degismezi kullamlmigtir. Bu isaretler reseptdr yoresinin niikleofilik yada
elektrofilik olmasina dayanmaktadir. Boylece o deferinin isareti saptanarak
reseptor ile etkilesme mekanizmasi ortaya konulabilir. Ayrica meta ve para’da
bulunan siibstitiientler i¢in 6y, ve op degismezleri kullanle!' 1102,

Alifatik seride rezonans ve sterik etkileri, Taft'in o* degismezi ile
incelemek mimkiindiir. Yine Taft tarafindan ortaya atilan o), Es ve ogr

degismezleri, polar, sterik ve rezonans etkilerinin ayrilmasim saglar. E; basit

organik molekiiller i¢in ¢ozelti icinde saptandiginda, bulunan degerlerin enzimatik

reaksiyonlar ile ¢ok iyi korele oldugu bilinmektedirt!!-19,
Gruplar c Gruplar c
0-Cl 0.23 Ph-3,4-(OCH,0) -0.17
p-Cl 0.23 p-OH -0.37
0-CH3 -0.17 p-OCHg, -0.27
p-CH; -0.17 p-CF3 0.54

Tablo 8: Bazi siibstitiientlerin ¢ degerleri [H-102]
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Ormek: N-2,4-diklorobenzilidenanilin

Cl

degerinin toplamina esittir.

6 = 0-Cls + p-Cls

Cl

CH

:NQ

Bilesigin ¢ degeri; ana yapt degeri O olarak alindig1 i¢in 0-Cl ve p-Cl

=0.23 +023
=0.46
Hidrofobik Sterik Elektronik
Parametreler Parametreler Parametreler
No | LogP | Log i Rm Log log log Log c
Par (ort) | MW MR MV MCI
1 |3.0880 |24160| O -0.0174 | 2.2654 | 1.7623 | 2.3957 | 0.6620 0
2 125920 | 2.4331 | -0.67 | -0.1224 | 2.2950 | 1.7828 | 2.4084 | 0.6745 -0.37
3 |3.83001]2.4774 | 0.71 | -0.1943 | 2.3338 | 1.7971 | 2.4268 | 0.7079 0.23
4 |3.6070 | 2.4347 | 0.56 | -0.2311 | 2.2906 | 1.7959 | 2.4328 | 0.6962 -0.17
5 [3.1680 | 2.4512 | -0.02 | -0.2126 | 2.3246 | 1.8081 | 2.4445 | 0.7138 -0.27
6 | 2.8530|2.4944 | -0.28 | -0.1402 | 2.3546 | 1.8073 | 2.4472 | 0.6727 0.78
7 14,2290 | 2.4672 | 1.07 | -0.0696 | 2.3966 | 1.8624 | 2.4929 | 0.7259 0.54
8 | 4572025312 | 1.42 | -0.2499 | 2.3982 | 1.8294 | 2.4559 | 0.7480 0.46
9 14.1260 | 2.4527 | 1.12 | -0.3274 | 2.3207 | 1.8270 | 2.4670 | 0.7339 0.34
10 | 2.3650 | 2.4953 | -0.05 | 0.0348 | 2.3527 | 1.8062 | 2.4445 | 0.7387 -0.17

Tablo 9: Sentez edilen bilesiklere ait tiim fizikokimyasal parametre degerleri
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6. SONUC VE TARTISMA
6.1. Bilesiklerin sentezi

Bu ¢alismada yer alan bilesikler, Schiff bazlarinin elde edilmesinde kabul
edilen standart yontem ile, yani karbonil grubu tasiyan bilesikler (benzaldehid
tiirevleri) ve primer aminlerin (anilin) asidik ortamda, organik ¢6ziicii igerisinde

kondenzasyon reaksiyonu sonucu %80-93 verimle sentezlenmistir.

R CH,cOOH R
NH, + OHC — N=C
EtOH I

Sekil 88: Sentezlenen bilesiklerin genel reaksiyon denklemi

—~

“H--00CCH,

CH,CO0;:

. .
V |
— O — o
R H R H
Sekil 89: Sentezlenen bilesiklere ait reaksiyon mekanizmasi
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No R Kapah Molekiil Erime Verim
formiil Agirhg: (g/mol) | Derecesi (°C) | (%)

1 - CisHi N 181,24 50,8 89
2 4-OH CizsHiINO 197,24 197.,4 85
3 - 4-Cl C13HyoCIN 215,68 64,6 80
4 4-CH; CisHisN 195,27 46,8 85
5 4-OCHj; CisH;sNO 211,27 60,6 86
6 4-NO, Ci13H10N20, 226,24 92,4 82
7 4-CF; CiaHoFsN 249,24 67,9 93
8 2,4-Cl Ci13HoCpN 250,13 88,2 80
9 2,4-CH; CisHyisN 209,29 52,2 84
10 | 3,4(CHy)O,| CiH;INO, 225,25 68,4 83

Tablo 10: Sentezlenen bilesiklerin kapali formiilleri, molekiil agirliklar, erime

dereceleri ve % verimleri
6.2 Spektral verilerin degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerden; 2 ve 9 numarali bilesigin MASS spektrumu, 2, 5,
7 ve 9 numaral bilesiklerin IR ve 'H-NMR spektrumlan g¢ekilmis ve yapilari
aydmlatilmistir. Sentezlenen bilesiklerin tasidiklar: ortak yapisal 6zellik nedeniyle
ve bu bilesiklerin 1900’14 yillarin basindan beri sentezlenip, yapilarimn
aydinlatilmis olmasi nedeniyle, bunlarin diginda kalan bilesiklere ait spektrumlar

incelenmemistir.
6.2.1. IR spektrumlarmin degerlendirilmesi

IR spektrumlarimin incelenmesi sonucu, bilesikleri karakterize edebilecek
bant gruplarinin saptanmasi miimkin olmugtur. Tiim bilesiklerin ana yapisi,

siibstitiientler diginda aymidir. Bu nedenle spektrumlar birbirine benzemektedir.

C=N gerilim band1,1625-1603 cm’’; aromatik C=C gerilim bandi,1589-1421 cm’;
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alifatik C-H gerilim band1 2894-2860 cm’'; alifatik C-H egilim bandi1 1387-1310
cm™; Aromatik C-C ve C-N gerilim bandlarn 1252-1109 cm™; 1,4-distibstitiie
benzen diizlem dis1 egilme bandi 841-829 cm™; monosiibstitiie benzen diizlem

dis1 egilme bandlar1 773-759 cm™ ve 700-690 cm™ araliginda gbzlenmigtir.
6.2.2. "H-NMR spektrumlarmn degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin ortak ana yapilar incelendiginde, benzilidenanilin
cekirdeginin tasidigi protonlarin 3 farkli bélgede toplandigi goriiliir. Bunlar
azometin kopriisiiniin (N=CH) ve bu kdpriiniin her iki tarafinda yer alan fenil
halkalarinin protonlaridir. 2, 5, 7 ve 9 numarali bilesiklerin NMR spektrumlart
incelendiginde ortak karakteristik 6zellik olarak azometin grubu protonu
spektrumlarda 8,45 — 8,75 ppm degerlerine sahip 1H singlet bir pik olarak
gbzlenmistir.

Proton etrafindaki yiiksek elektron yogunlugu protonu perdeleyerek daha
yiiksek alan siddetinde rezonansa gelmesine yol agar ve ppm degeri azalir. Proton
etrafindaki diisiik elektron yogunlugu ise protonu perdelemeyerek daha diisiik
alan siddetinde rezonansa gelmesine yol agar ve ppm degeri artar"*®). Aromatik
halkaya elektron c¢ekici bir grup baglandigi zaman halkada elektron yogunlugu
azalacagindan, halka protonlarinin perdelenmesi de azalir ve buna bagl olarak
aromatik halka protonlarnin kimyasal kayma degerleri asagi alana dogru
kayar*!. Bu bilgiler 15131nda azometin grubu protonunun spektrumda bu denli
diigiik alanda gozlenmesinin nedeni agiklanabilir. Azometin grubunda yer alan
elektron ¢ekici azot atomu ¢ifte baglar boyunca metin (-CH) grubunun
elektronlarin1 rezonans yolu ile siddetli sekilde g¢ekecek ve metin grubunun
elektron yogunlugu ¢ok zayiflayacaktir. Dolayisiyla metin protonu diigiik alan
siddetine dogru kayacak ve ppm degeri de hayli artacaktir. Azometin grubu
protonunun ppm degeri hakkinda yapilan bu yorumun dogrulugu literatiir verileri
incelenerek!”>7>19 kanitlanmustir.

Benzen halkasina ait aromatik protonlarin 7,27 ppm de singlet bir pik
verdigi bilinmektedir!*®. 2, 5 ve 7 numaral bilesiklerde benziliden grubundaki

fenil halkas: 1-4 distibstitiie haldedir, dolayisiyla halka iizerinde bulunan 4 proton
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yapisal simetriden dolay1 ikiser protondan olusan iki grup seklinde ayrilabilir. Bu
iki proton grubu bir yanda rezonans yolla elektron ¢ekici azometin grubunun diger
yanda yine rezonans yolla elektron ¢ekici (7 numarali bilesik -CF3 ) veya rezonans
yolla elektron verici ( 2 numarali bilesik -OH ve 5 numarali bilesik -OCH3) bir
grubun tesirl altindadir. 2 ve 5 numaral bilesiklere ait NMR spektrumlari
incelendiginde benziliden grubundaki fenil halkasi protonlarinin 6,85-7,10 ppm
ile 7,75-790 ppm degerlerinde 2H dublet seklinde iki pik verdigi géze garpar.
Siibstitiie olmamis benzen halkasi protonlarimin ppm degerleri ile (7,27) bu
degerler kiyaslandiginda iki proton grubundan birinin daha yiiksek alan siddetinde
digerinin daha diisiik alan giddetinde pik verdigi goriiliir. Bunun nedeni azometin
grubuna komsu halde bulunan iki proton etrafindaki elektron yogunlugunun,
azometin grubunun elektron ¢ekici etkisi nedeniyle azalmasidir. Dolayisiyla bu
proton grubu daha diisiik alan siddetine kayacak ve 7,27°den daha biiyik bir ppm
degeri verecektir. Aym bilesiklerde 4. konumda bulunan siibstitiientler
(OH, OCHy3) elektron verici 6zellikledir. Dolaysisiyla fenil halkasinda 4. konuma
komsu olan 3. ve 5. konumlardaki protonlarin etrafindaki elektron yogunlugu
artacak ve boylece daha yiiksek alan siddetine kayarak 7,27’ den daha kiigiik bir
ppm degeri verecektir. 7 numarali bilesigin NMR spektrumu incelendiginde 7,85-
7,95 ppm ile 8,15-8,20 ppm de 2H dublet halinde iki pik verdigi gézlenir. Yine bu
degerler siibstitiie olmamig benzen halkasi protonlarinin  degerleriyle
kiyaslandiginda her iki proton grubunun da daha diisik alan giddetine dogru
kaydign g6ze carpar. Bunun nedeni de hem azometin grubunun hem de 4.
konumdaki siibstitiientin (-CF3) elektron ¢ekici 6zellikte olmasindan kaynaklanir.
Iki siibstitiientin birden elektron ¢ekmesi ile fenil halkasi iizerindeki elektron
yogunlugu ¢ok azalacak ve protonlar diigiik alan siddetine dogru kayarak daha
yiksek ppm degerinde pik verecektir.

9 numaral bilesikte ise benziliden grubunda yer alan fenil halkasi 1,2,4 tri
siibstitiie haldedir. Yapida daha onceki bilesiklerde oldugu gibi fenil protonlar
arasinda bir gruplasma ve simetri s6z konusu degildir. Bu yiizden bu bilesige ait
spektrumda 1-4 yarilmasi yerine fenil iizerinde bulunan 3 proton i¢in ayr1 ayr1 3
pikin gozlenmesi beklenir. Bilesige ait spektrumda 7,90-7,95 ppm de 1H dublet
bir pik ve 7,10-7,15 ppm de 2H dublet bir pik gériilmektedir. 3. ve 5. konumlarda
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bulunan protonlar birbirine ¢ok benzeyen elektronik cevreye sahip olduklar i¢in
spektrumda 7,10-7,15 ppm de {ist liste gelecek sekilde pik vermislerdir. Siibstitiie
olmamis benzen protonlarindan daha yiiksek bir alan siddetinde pik vermeleri de
komsularindaki metil gruplarinin elektron verici 6zelliklerinin bir sonucudur. 1.
konumda bulunan azometin grubunun elektron ¢ekici etkisinden dolayi
komsusunda bulunan 6. konumdaki proton elektronca fakir bir elektronik ¢evrede
kalmis ve duisiik alan siddetine dogru kayarak pik vermistir.

Benzilidenanilin ¢ekirdegindeki anilin grubunda bulunan fenil halkasi
lizerinde 5 proton bulunmaktadir. Fenil halkasi azometin grubuna komsu haldedir.
Azometin grubu elektron ¢ekici bir grup oldugu i¢in halka iizerindeki protonlarin
hepsinin 7,27 den daha diisiik birv alan siddetinde pik vermesi gerekir. Bilesiklere
ait spektrumlar incelendiginde 7,20-7,30 ppm de 3H triplet bir pik ve 7,40-750
ppm de 2H triplet bir pik gézlenmesi bu beklentiyi dogrular. 7,20-7,30 ppm de
gozlenen pik 3., 4. ve 5. konumlarda bulunan protonlara 7,40-7,50 ppm de
gézlenen pik ise 2. ve 6. konumda bulunan protonlara aittir. 2. ve 6. konumda
bulunan protonlar azometin grubuna daha yakin olduklar1 i¢in diger gruplara
nazaran elektronca daha fakir bir gevre igerisinde bulunacaklar ve daha diisiik alan
siddetinde yer alacaklardir.

3., 4. konumlar ile 5. konumdaki protonlar birbirine ¢ok yakin elektronik
cevrede bulunduklar i¢in bu protonlara ait pikler st liste gelmistir ve 3H triplet
tek bir pik olarak go6rinmektedir. 2. ve 6. konumlarda bulunan piklerin
komsuluklarinda birer tane proton bulunmaktadir. Dolayistyla n+1 kuralina gore
bu protonlara ait pikin 2H dublet olarak gelmesi beklenir. Ancak spektrum
incelendiginde bu protonlara ait pikin dublet degil triplet oldugu gdze ¢arpar.

Schiff bazlarmnin (E) ve (Z) izomerler seklinde elde edilebilen bilesikler
oldugu bildirilmistirt'®”. Organik bilesiklerde dort ve daha fazla bag iizerinden
spin-spin etkilesmeleri goriilebilir ve buna uzun mesafede etkilesme denir. Uzun
mesafe etkilesmelerinin daha ¢ok doymamus bilesiklerde gozlenmesi o-m
orbitallerinin etkilesmesinden kaynaklanmir ve etkilesme sabiti (J) 0.0-0.3 Hz
arasinda degisir. Bu tiir etkilesmelerde bir protonun yapacagl yarilma sayisi
kestirilemez!'®). Anilin halkas: iizerindeki 2. ve 6. konumlardaki protonlarmn

etkilesme sabitleri 0.5-0.15 Hz’dir bu deger uzun mesafede etkilesme sabitinin
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deger araligindadir. Bilesigin azometin grubundaki proten ile anilin protonlar:
arasinda 5 baglik bir mesafe soz konusudur. Ayrica yine azometin grubunda c-nt
orbitallerinin etkilesmesi s6z konusudur. Bu 6zelliklerden 6tiirii ve sentezlenen
bilesiklerin (E) ve (Z) izomer durumlar1 da g6z oniine alindifinda azometin
kopriisiinde bulunan protonun, uzun mesafede anilin halkast iizerinde bulunan 2.
ve 6. konumlardaki protonlan etkileyebilecegi ve bu protonlarin spektrumda

dublet yerine triplet bir sekilde gozlenecegi diisiiniilebilir.

oL
1\ 2

(Z2)-Benzilidenanilin (E)-Benzilidenanilin

Sekil 90: (Z) ve (E) Benzilidenanilin’de azometin grubunda o-7 etkilesimi

ve azometin protonunun anilin protonlarina bag uzakhg:.
6.2.3. Kiitle (APCI) spektrumlarinin degerlendirilmesi

Kiitle (APCI) teknigi, spektrumlart alinan bilesiklerimizin pargalanma
tirtinleri hakkinda fazla agiklayici olmamakla beraber, bilesiklerin M*, M+1, M+2
M-1, degerleri net olarak elde edilmistir.

Kiitle APCI teknigi, molekiiler iyonunun kararsiz olmas: durumunda M"
pikinin taninmasi igin gelistirilen bir yontemdir. Bu yontemde pozitif iyon
kimyasal iyonlastirma teknigi kullamildigi gibi negatif iyon teknigi de
uygulanabilir ve elde edilen kiitle spektrumlarinda M+1 veya M-1 piki M’
pikinden daha siddetlidir"*.
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Current Data Parameters
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F2 - Acquisition Parameters
Date._. 20040722
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INSTRUN spect
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(2] 65536
SOLVENT DMSO
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0s Q9
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s===s=== CHANNEL fi ==
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P 10.80 usec
ALl -6.00 dB
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F2 - Processing parameters
st ’ . 32768
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ss8 0
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2 Numaral1 bilesige 1H-NMR Spektrumu ( 0-11 ppm)

Grafik 2
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2 Numaral1 bilesige ait 1IH-NMR spektrumu (6-8.5 ppm)
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Current Oata Parameters

NAME 22tem(4
EXPNO 3
PROCND 1
F2 - Acquisition Parameters
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‘NUCHE 1H

P 10.80 usec
PLE -6.00 dB
SFOt 400.1324710 MHz
F2 -~ Processing parameters
34 32768
SF 400.1300000 MHz
WOR EM
558 0
L8 .30 Hz
8 -0
PC 1.00
10 NMR plot parameters
CX 22.00 cm
cy 0.00 cm
FiP 9.225 ppm
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5 Numarali bilesige ait 1H-NMR spektrumu (2-9 ppm)
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Current Data Parameters
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F2 - Processing parameters
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7 Numarali bilesige ait 1IH-NMR spektrumu (0-10 ppm)
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Current Data Parameters

NAME 22ten04
EXPNO o1
PROCNO 1
f2 - Acquisition Parameters
Date_ 20040722
Time 10.24
INSTEUM spect
PROBHD ~ 5 mm QNP 1H/1
PULPROG 2g30
T0 65536
SOLVENT OMSO
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0s 0
SWH B278.146 Hz
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AQ 3.9584243 sec
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Dw 60.400 usec
DE 8.00 usec
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0 1.00000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec
== CHANNEL 1 ===
NUCL iH -
Pt 10.80 usec
% | -6.00 dB
SF01 400.1324710 MHz

F2 - Processing parameters
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SF 400.1300000 M4z

WOW M
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PC 1.00
10 NMA plot parameters
X 22.00 cm
cY- 0.00 cm
FiP 9.681 ppm
Fi 3873.78 Hz
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F2 ’ 525.19 Hr
PPMCM - 0.38040 ppm/cm
HZCM 152.20836 Hz/cm

9 Numaral: bilesige ait 1H-NMR spektrumu (1-10 ppm)
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F2 - Processing parameters
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9 Numaral bilesige ait IH-NMR spektrumu (7-9 ppm)
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6.3. Mutajenik etki testi sonuclarimin degerlendirilmesi

Bilesiklerin mutajenik  Ozelliklerinin  belirlenmesi amaciyla Ames
Salmonella |/ mikrozom testi uygulannugtir. Bu test kimyasal olarak
indiiklenebilen mutasyonlar1 belirleyebilmek amaciyla 1975 yilinda Dr. Bruce
Ames ve érkadaslan tarafindan 6zel olarak dizayn edilmistir. Diinya c¢apindaki
pek ¢ok laboratuarda yeni kimyasallarin mutajenik potansiyellerini aragtirmak
amactyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ames Salmonella / mikrozom test
sistemi kullanilarak, ¢cok sayida kimyasalin genotoksik etkilerinin bir 6n taramasi
yiiksek duyarhlikla yapilabilmektedirt'4>!#4,

Sonuglar SPSS istatistiksel programi, Student-t testi ile degerlendirilmistir.
Deneylerde elde edilen revertant koloni sayilan ve ¢oziicii kontrol revertant koloni
sayist arasindaki istatistiksel agidan anlamli sayilabilecek farkliliklar ve / veya
revertant koloni sayilarindaki doza bagh artis mutajenitenin kanit1 olarak kabul
edilmigtir 4%,

Mutajenik etkileri incelen bilesiklerden 2’si TA 98 susu igin, 5’1 TA 100
susu icin metabolik aktivasyonsuz ortamda mutajenik Ozellik gostermistir.
Metabolik aktivasyon araliginda 2 bilesik TA 98, 1 bilesik TA 100 susu icin
mutajendir.

Farkl1 pozisyonlarinda nitro grubu tagiyan cesitli bilesiklerin mutajeniteleri

(1461471 " 4 konumda nitro grubu

daha once yapilan caligmalarda bildirilmistir
bulunduran 6 numaral: bilesik TA 98 susu lizerinde S9 varliginda ve yoklugunda
mutajen iken TA 100 susu icin S9 yoklugunda gozlenen mutajenite S9’lu
deneylerde goriilmemistir.

4. konumda metoksi grubu tagiyan 5 numarali bilesik, metabolik
aktivasyon varliginda cerceve kaymasi mutasyonu olusturmaktadir. Ayrica
bilesigin hem kendisi hem de metabolik yan urtinleri baz cifti degisimi
mutasyonu’na neden olmaktadir.

- 4. konumunda metil grubu tasiyan 4 numaralt bilesik TA 100 i¢in S9 lu

ortamda mutajenik 6zellik gostermigtir.
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4. konumunda klor atomu bulunan 3 numarali bilesik metabolik
aktivasyonsuz ortamda cergceve kaymasi mutasyonu olustururken, 4. konumunda
hidroksil grubu bulunan 2 numarali bilesik ise baz ¢ifti degisimi mutasyonuna
neden olmaktadir.

Aromatik gruplar i¢eren bilesiklerirr mutajenik 6zellikleri yapilan pek ¢ok

¢alismada bildirilmigtirt'*'*!

. Farkli yan gruplar igeren 5 benzilidenanilin
tirevinin  timiinlin ~ mutajenik  6zellik  gOstermesi  literatiir  verilerini

dogrulamaktadir.
6.4. MTT toksisite testi sonu¢larinin degerlendirilmesi

Hiicreler farkln konsantrasyonlardaki benzilidenanilin tiirevleri ile 24 ve 48
saat, 37 °C de inkiibe edildiler ve daha sonra test maddelerinin sitotoksik etkileri
tetrazolyum (MTT) deneyi ile belirlendi. Hiicre sayisim ve canliligim 6lgen
indikator bir boya olan MTT, canli hiicre mitokondrial dehidrogenaz enzimlerin
aktivitesi ile renkli bir formazan tuzuna donisurt'’ 1?2,

Grafik 18a; 1 numarali bilesigin A-549 hiicreleri {izerindeki sitotoksik
etkisini, Grafik 18b; HelLa hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisini gostermektedir.
1 numarali bilesigin (0,0001 mg/mL) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu %34.86 sitotoksitite gozlenmistir. Aym konsantrasyonda inkiibasyon
stiresi 48 saate ¢ikarildiginda sitotoksititenin arttigi tespit edilmistir (%83.49).
Daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksitite de anlamli bir artis gézlenmistir.
Bilesigin (0,0001 mg/mL) HeLa hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu
%16.63 sitotoksitite tespit edilmistir. Aynt konsantrasyonda inkiibasyon stiresi 48
saate glkarlldlgmda sitotoksitenin yaklasik olarak ayni kaldigi (%15.86)
saptanmigtir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksititenin oldukg¢a arttig:
belirlenmistir. 1 numarali bilesik zamana ve konsantrasyona bagli olarak hem A-
549 hem de HeLa hiicre canlihigimni inhibe etmektedir. Bu inhibisyon A-549
hiicrelerinde daha fazladir.

1 numarali test maddesinin ICso degeri A-549 hiicreleri (24 saat) i¢in 0,2

pg/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) i¢in ise 0,37 pg/mL olarak bulunmustur.
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vGraﬁk 20a; 2 numarah bilesigin A-549 hiicreleri lzerindeki sitotoksik
etkisini, Grafik 20b; HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini gostermektedir.
2 numarali bilesigin (0,0001 mg/mL) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu %49.42 sitotoksitite gozlenmistir. Ayni1 konsantrasyonda inkiibasyon
stresi 48 saate c¢ikarldiginda sitotoksitite artmms ve %80.65°lik bir deger
bulunmugtur. Daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksitite de anlamli bir artig
belirlenmistir. Bilesigin (0,0001 mg/mlL) HelLa hiicreleri ile 24 saatlik
inkiibasyonu sonucu %12.87 sitotoksitite gozlenmistir. Aynm1 konsantrasyonda
inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikarildiginda %3.16 stimiilasyon saptanmistir. Daha
yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksitite de belirgin bir artig gozlenmisgtir. 2
numarali bilesik zamana ve konsantrasyona bagli olarak A-549 ve Hela
hiicrelerinin her ikisinde de hiicre canlilifini inhibe etmektedir. Bilesigin inhibe
edici 6zelligi A-549 hiicrelerinde, Hel.a hiicrelerine gére daha fazladir.

2 numarali test maddesinin ICsy degeri A-549 hiicreleri (24 saat) i¢in 0,1
pg/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) i¢in ise 0,46 pg/mL olarak bulunmustur.

Grafik 23a; 3 numarali bilesigin A-549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisini, Grafik 23b; HeLa hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini gostermektedir.
3 numaral bilesigin (0,0001 mg/mL) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu %33.44 sitotoksitite saptanmistir. Ayni inkiibasyon siiresi i¢in 0,0005-
0,001-0,005-0,1 mg/mL konsantrasyonlarinda sitotoksitite %48.24 (0,0005
mg/mL) ile %30.32 (0,05 mg/mL) arasinda degismistir. Konsantrasyon 0,05
mg/mL’ye ¢ikarildiginda toksik etki en st seviyeye ulasmus ve %75.71
sitotoksitite gézlenmistir. 0,0001 mg/mL konsantrasyonda inkiibasyon stiresi 48
saate ¢ikarildiginda %60.99 sitotoksitite gézlenmistir. 3 numaral1 bilesigin A-549
hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyonunda 0,0005-0,001-0,005-0,1-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarda sitotoksitite biiyiik oranda artmustir. 3 numarali bilesigin
(0,0001 mg/mL) HeLa hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu %31.49
sitotoksitite gozlenmistir. Aym konsantrasyonda inkiibasyon siiresi 48 saate
¢ikarildiginda %3.36 stimiilasyon gozlenmigtir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda
hem 24 saatlik hem de 48 saatlik inkiibasyonlarda sitotoksitite anlaml1 sekilde

artmustir. 3 numarali bilesik zamana ve konsantrasyona bagli olarak her iki hiicre
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tipi i¢inde inhibe edici 6zellikte olup, bilesigin sitotoksik etkisinin HeLa hiicreleri
i¢in belirgin bir oranda daha fazla oldugu goriilmektedir.

3 numaral1 test maddesinin ICsy degeri A-549 hiicreleri (24 saat) igin 25
ng/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) i¢in ise 0,28 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Grafik 26a; 4 numarali bilesigin A-549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisini, 26b; HeLa hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini gostermektedir. 4
numaral1 bilesigin (0,0001 mg/mL) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu %19.97 sitotoksitite tespit edilmigtir. 24 saatlik inkiibasyon i¢in 0,0005-
0,001-0,005 mg/mL konsantrasyonlarda bilesigin sitotoksik o6zelligi nispeten
artms, 0,05 mg/mL konsantrasyonda sitotoksik etki en iist seviyeye (%75.22)
ulagmigtir. 1lk konsantrasyonda (0,0001 mg/mL) inkiibasyon siiresi 48 saate
cikanldiginda %52.83 sitotoksitite gzlenmis, uygulanan ara konsantrasyonlarda
sitotoksitite degerlerinde nispeten bir artma belirlenmistir. 48 saatlik inkiibasyon
stiresi i¢in 4 numarali bilesigin son konsantrasyonu (0,05 mg/mL) uygulandiginda
%90.10 sitotoksitite degeri tespit edilmistir. 4 numarali bilesigin (0,0001 mg/mL)
Hela hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu %16.05 sitotoksitite
gozlenmistir. Aym inkiibasyon siiresi boyunca konsantrasyonun artmasiyla
sitotoksik etkide de artis g6zlenmis ve uygulanan son konsantrasyonda oldukca
yiksek oranda sitotoksitite  (%80.47) saptanmistir.  0,0001 mg/mL
konsantrasyonda inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikarildiginda %39.84 sitotoksitite
gozlenmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksitite de anlamli artig
gozlenmis ve 0,05 mg/ml konsantrasyonda sitotoksitite %91.30 seviyesine kadar
cikmigtir. 4 numarali bilesik zamana ve konsantrasyona bagli olarak hem A-549
hem de HeLa hiicre canliligini inhibe etmektedir. 3 numarali bilesikte oldugu gibi
4 numarali bilegikte de sitotoksik etkinin HeLa hiicreleri i¢in belirgin bir oranda
daha fazla oldugu goriilmektedir.

4 numaral1 test maddesinin ICsy degeri A-549 hiicreleri (24 saat) igin 25
ug/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) i¢in ise 0,30 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Grafik 29a; 5 numaral bilesigin A-549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisini, Grafik 29b; HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini gostermektedir.
5 numaral1 bilesigin (0,0001 mg/ml) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu %24.02 sitotoksitite gdzlenmistir. 24 saatlik inkiibasyonda 0,0005-0,001
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mg/mL  konsantrasyonlarda %73,89-%69.74 sitotoksitite g6zlenmis, en son
konsantrasyonda (0,05 mg/mL) %71.98 sitotoksitite belirlenmigtir. 0,0001
mg/mL’lik ilk konsantrasyonda inkiibasyon sliresi 48 saate ¢ikarildiginda %55.42
sitotoksitite tespit edilmigtir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksitite de
anlamli bir artis olmus ve 0,05 mg/mL’lik son konsantrasyonda sitotoksitite
%84.35 olarak saptanmistir. 5 numarali bilesigin (0,0001 mg/mL) HelLa hiicreleri
ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu %26.52 sitotoksitite gézlenmistir. 24 saatlik
inkiibasyonda uygulanan 0,05 mg/ml konsantrasyonda sitotoksitite en st
seviyede (%82.95) tespit edilmigtir. 0,0001 mg/mL konsantrasyonda inkiibasyon
siiresi 48 saate ¢ikarildiginda %38.29 sitotoksitite gozlenmigstir. 48 saatlik
inkiibasyonda, konsantrasyon artigiyla birlikte bilesik HelLa hiicreleri igin oldukga
yiksek sitotoksitite gOstermis ve en yilksek konsantrasyon degerinde
(0,05mg/mL) sitotoksitite degeri %90.66 olarak kaydedilmistir. 5 numarali
bilesigin zamana ve konsantrasyona bagl olarak A-549 ve Hela hiicre canliligin
inhibe ettigi A-549 hiicreleri i¢in nispeten daha fazla oldugu s6ylenebilir.

5 numarah test maddesinin ICsy degeri A-549 hiicreleri (24 saat) igin 0,25
ng/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) igin ise 0,40 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Grafik 32a; 6 numarali bilesigin A-549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisini Grafik 32b; HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini gostermektedir.
6 numarali bilesigin (0,0001 mg/mL) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu %12.08 sitotoksitite gozlenmistir. Uygulanan ikinci konsantrasyonda
(0,0005 mg/mL) sitotoksitite %66.42° ye ¢ikmus ve ara konsantrasyonlarda
nispeten yakin sitotoksik degerler gézlenmigtir. 6 numarali bilesigin 24 saatlik
inkiibasyonda uygulanan son konsantrasyonu (0,05 mg/mL) ile %67.90
sitotoksitite saptanmigtir. Inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikarildiginda 0,0001
mg/mL  konsantrasyonda %21.85 sitotoksitite gézlenmistir. 24 saatlik
inkiibasyonda oldugu gibi 48 saatlik inkiibasyonda da ara konsantrasyonlarda
yakin sitotoksik degerler gozlenmis ve 0,05 mg/mL’lik son konsantrasyonda
%76.075 sitotoksitite tespit edilmistir. 6 numarali bilesigin (0,0001 mg/mL)
HeLa hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu %15.53  sitotoksitite
gozlenmistir. Bilesigin 24 saatlik inkiibasyonunda ara konsantrasyonlarin

uygulanmas: ile sitotoksitite degeri artmig ve 0,05 mg/mL konsantrasyonda

113



%61.66 sitotoksitite belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi 48 saate cikarildiginda
0,0001 mg/mL konsantrasyon ile %1.39 stimiilasyon, 0,05 mg/mL konsantrasyon
ile %85.97 sitotoksitite gézlenmistir. 6 numarali bilesigin zamana ve
konsantrasyona bagh olarak hem A-549 hem de HeLa hiicre canlih@m inhibe
ettigi ve bilesigin A-549 hiicreleri lizerinde daha yiiksek sitotoksik etkiye neden
oldugunu séylemek miimkiindiir..

6 numaral: test maddesinin ICsy degeri A-549 hiicreleri (24 saat) i¢in 0,30
pg/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) i¢in ise 30 pg/mL olarak bulunmustur.

Grafik 35a; 7 numarali bilesigin A-549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisini, Grafik 35b; HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini gostermektedir.
7 numaral1 bilesigin (0,0001 mg/mL) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu %30.54 sitotoksitite gézlenmistir. Ara konsantrasyonlarda sitotoksitite
belli sinirlar igerisinde kalmis en son konsantrasyonda ise %69.21 sitotoksitite
tespit edilmistir. Inkiibasyon siiresi 48 saate cikarildiginda 0,0001 mg/mL
konsantrasyonda %81.62 sitotoksitite gozlenmigtir. 0,0005-0,001-0,005 mg/mL
konsantrasyonda once tiirevlerden hi¢ birinde rastlanmayan bir sitotoksitite
azalmasi gozlenmistir. 0,01 mg/mL’lik konsantrasyon A-549 hiicreleri i¢in %7.52
stimiilasyon, 0,05 mg/mL’lik konsantrasyon ise %48.21 sitotoksitite
gosterilmistir. 7 numaral: bilesigin (0,0001 mg/mL) HeLa hiicreleri ile 24 saatlik
inkiibasyonu sonucu %14.57 sitotoksitite g6zlenmistir. 0,001 mg/mL
konsantrasyonda sitotoksitite en st seviye ulasmus ve %72.14 olarak
kaydedilmistir. En son konsantrasyonda ise sitotoksitite degeri %68.63 olarak
belirlenmigtir. 0,0001mg/mL konsantrasyonda inkiibasyon siiresi 48 saate
cikanldiginda %14.42 sitotoksitite gzlenmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda
sitotoksitite de anlamli bir artig gozlenmis 0,001-0,01 mg/mL konsantrasyonlarda
sitotoksitite %66.35 olarak tespit edilmigtir. 7 numaral bilesik farkli zaman ve
konsantrasyonlarda her iki hiicre canliligimi da inhibe etmektedir.Inhibisyon
derecesi HeLa hiicreleri i¢in A-549 hiicrelerinden oldukga fazladir.

7 numarah test maddesinin ICsy degeri A-549 hiicreleri (24 saat) i¢in 20
ug/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) i¢in ise 0,320 pg/mL olarak bulunmustur.

Grafik 37a; 8 numaral bilesigin A-549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik

etkisini, Grafik 37b; HeLa hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini gostermektedir.
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8 numaral1 bilesigin (0,0001 mg/mL) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu %13.56 sitotoksitite gozlenmigtir. Konsantrayon artisina bagli olarak
sitotoksitite belirgin sekilde artmig ve 0,05 mg/mL’lik son konsantrasyonda
%69.37 seviyesine ulagsmustir. 0,0001 mg/mL’lik konsantrasyonda inkiibasyon
siiresi 48 saate c¢ikarildiginda %72.41 sitotoksitite gozlenmistir. Ara
konsantrasyonlarda, 7 numarali bilesikte oldugu gibi sitotoksitite’de azalma
belirlenmis, son konsantrasyonda ise %72.11 sitotoksitite saptanmuigtir. 8 numaral
bilesigin (0,0001 mg/mL) HeLa hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu
%?22.56 stimiilasyon go6zlenmigtir. 0,0005 mg/mL konsantrasyonda %65.18
sitotoksitite, 0,005 mg/mL konsantrasyonda ise %71.25 sitotoksitite tespit
edilmigtir. 0,0001 mg/ml. konsantrasyonda inkiibasyon siiresi 48 saate
cikarildiginda %21.61 stimiilasyon goézlenmistir. Konsantrasyonun artmastyla
belirgin bif sitotoksitite artis1 olmus, son konsantrasyonda (0,005mg/mL) %88.01
sitotoksitite belirlenmistir.. 8 numaral1 bilesik A-549 hiicreleri icin sitotoksiktir.
0.0001 mg/mL konsantrasyonda HeLa hiicre canliligini stimiile etmesinden dolayi
timorijenik 6zellige sahip oldugu soylenebilir ve konsantrasyonun artmasiyla
HeLa hiicre canliligini inhibe etmektedir. Bilesigin A-549 ve Hela hiicreleri
tizerinde gosterdigi inhibisyon etkinlikleri birbirine yakindir.

8 numaral: test maddesinin ICs¢ degeri A-549 hiicreleri (24 saat) i¢in 0,30
ug/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) igin ise 30 ng/mL olarak bulunmustur.

Grafik 39a; 9 numaral bilesigin A-549 hiicreleri {izerindeki sitotoksik
etkisini, Grafik 39b; HeLa hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini gostermektedir.
9 numarah bilesigin (0,0001 mg/mL) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu %58.76 stimiilasyon gozlenmistir. Uygulanan ara konsantrasyonlarda
stimiilasyon devam etmis ancak en son konsantrasyonda (0,005 mg/mL) %54.89
sitotoksitite belirlenmistir. 0,0001 mg/mL konsantrasyon da inkiibasyon siiresi 48
saate ¢ikarildifi zaman %39.66 stimiilasyon gozlenmigtir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda stimiile edici etkide anlamli bir azalma gozlenmis ve 0,005
mg/mL konsantrasyondan sonra %76.54 sitotoksiksitite gozlenmistir. 9 numaral
bilesigin (0,0001 mg/mlL) HeLa hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu
%8.37 stimiilasyon gézlenmistir. Konsantrasyon 0,0005 mg/mL’ye glkartlidlglnda
%]17.44 sitotoksitite tespit edilmistir. En son konsantrasyonda (0,005 mg/mL)
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sitotoksitite degeri %64.41 olmustur. Inkiibasyon siiresi 48 saate cikarildiginda
0,0001 mg/mL konsantrasyonda %20.59 sitotoksitite gézlenmigtir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksitite de anlamli bir artig gozlenmis ve en son
konsantrasyonda (0,005 mg/ml.) %77.46 sitotoksitite belirlenmistir. 9 numaral
bilesik konsantrasyona bagl olarak A-549 hiicre canliliini 6nce stimiile sonra
inhibe etmektedir. HeLa hiicre canliligini ise inhibe etmektedir. Bilesigin hiicreler
tizerindeki inhibisyon etkinlikleri birbirine yakin olmasina ragmen Hel a hiicreleri
icin nispeten daha fazladir.

9 numaral test maddesinin ICsy degeri A-549 hiicreleri (24 saat) igin 45
pg/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) i¢in ise 20 pg/mL olarak bulunmustur.

Grafik 41a; 10 numarali bilesigin A-549 hiicreleri lizerindeki sitotoksik
etkisini Grafik 41b; HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini géstermektedir.
10 numaral: bilesigin (0,0001 mg/mL) A-549 hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu hiicre canhiligim %41.42 oraminda stimiile ettigi gozlenmistir. 0,0005-
0,001-0,01 mg/mL konsantrasyonlarda hiicre stimiilasyonu devam etmis, 0,005
mg/mL konsantrasyonda %21.40, 0,01 mg/ml konsantrasyonda ise %68.12
sitotoksitite belirlenmistir. 0,0001 mg/mL konsantrasyonda inkiibasyon siiresi 48
saate  ¢ikanldiginda %73.31 stimiilasyon goézlenmistir. Daha  yiiksek
konsantrasyonlarda stimiile edici etkide anlamli bir azalma saptannms ve
uygulanan en son konsantrasyonda (0,05 mg/mL) %69.08 sitotoksiksitite
gozlenmeye baglamigtir. 10 numarali bilesigin (0,0001 mg/mL) HeLa hiicreleri
ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu %9.52 sitotoksitite gézlenmistir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksitite de artig belirlenmis ve en son konsantrasyonda
(0,005mg/mL) %68.12 sitotoksitite tespit edilmigtir. 48 saatlik inkiibsayon
siiresinde 0,0001 mg/mL konsantrasyonda %11.32 sitotoksitite gézlenmistir.24
saatlik inkiibasyon siiresinde oldugu gibi daha yiiksek konsantrasyonlarda
sitotoksitite de artis belirlenmis ve en son konsantrasyonda (0,005mg/mL) %77.55
sitotoksitite saptanmugtir. 10 numaral bilesik konsantrasyona bagl olarak A-549
hiicre canliligim 6nce stimiile etmis, sonra inhibe etmistir. Bilesik konsantrasyon
artisiyla birlikte HeLa hiicre canlihifim inhibe etmektedir. Bilesigin hiicreler
tizerindeki inhibisyon etkinlikleri birbirine yakindir ve HeLa hiicreleri igin

nispeten daha fazladir.
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10 numarah test maddesinin ICso degeri A-549 hiicreleri (24 saat) igin 40
pg/mL ; HeLa hiicreleri (24 saat) i¢in ise 9 pg/mL olarak bulunmustur.

MTT testi, bilesiklerin hiicreler tizerindeki toksik etkilerinin zaman ve
konsantrasyona bagli olarak belirlenmesinde kullamilan bir ydntemdir. Bu test
sonucunda %10-20 oraninda sitotoksitite gosteren bilesiklerin toksititeleri ihmal
edilebilir, ¢linkii deneyler esnasinda uygulanan islemler, hiicrelerde az da olsa
oliime neden olmaktadir. MTT testi verileri 15181inda sentezlenen benzilidenanilin
tirevlerinden 9 ve 10 numarali bilesikler hem A-549 hem de Hela hiicreleri
tizerinde diger tiirevlere kiyasla en az toksitite gosteren bilesiklerdir. Ancak bu
bilesikler A-549 hiicreleri i¢in hiicre canlilign stimile ettiginden tiimorojenik
olarak degerlendirilebilirler.

9 ve 10 numarali bilesikler disinda kalan diger bilesiklerin tamamai hiicreler
tizerinde konsantrasyon ve zamana bagimli olarak degisen yiizdelerde sitotoksitite
gostermigtir.

Medisinal kimya agisindan dusiiniildiigtinde; bilesiklerin sitotoksik
etkilerinin benzilidenanilin yapisinda bulunan fenil halkalarindan kaynaklandig:
distintilebilir. Benzenin oldukca toksik bir madde oldugu ve bir yapiya baglanan
fenil halkasinin toksititeyi arttirdigi bilinmektedir. MTT testi sonuglarina
bakildiginda bilesiklerin biiyiik ¢ogunlugunun, hem A-549 hem de HeL a hiicreleri
tizerinde sitotoksik etki gostermeleri, yap1 i¢erisinde bulunan fenil halkalarindan

kaynaklandigt s6ylenebilir.

6.5. Antipiroliferatif etki testi sonuglarinn degerlendirilmesi

Sentezi gerceklestirilen benzilidenanilin tiirevi bilesiklerin antiproliferatif
etkinlikleri, BrdU kiti kullamlarak 6l¢iildii.. Hiicreler (HeLa ve A549), 37°C de
24, 48 veya 72 saat inkiibe edildikten sonra 0.25% tripsin/EDTA ile ortamdan
toplandilar ve her bir kuyuya 6 x 10* hiicre gelecek sekilde ekim yapildi. Cézicii
soliisyonu iginde ¢dziindiiriilen test maddeleri, farkli konsantrasyon araliginda her
bir kuyuya eklendiler. Her konsantrasyon araligi ig¢in 3 kuyuya ekim yapild: ve

Olgiim sonrasi bunlarin ortalamalari dikkatte alindi.
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Bilesiklere ait antiproliferatif etkinin degerlendirilmesi i¢in elde edilen
grafiklerde, kontrol gruplari, madde ilavesi yapilmaksizin, hiicrelerin yalin sekilde
inkiibasyona birakilmasi halinde (24, 48 ve 72 saat) Olgiilen absorbans degerlerini
gostermektedir. Grafiklerde goriilen background gruplar hiicrelerin anti-BrdU-
POD antikoru ile etkilesmeleri (24, 48 ve 72 saat) sonucunda elde edilen
absorbans degerlerini gostermektedir. Hiicre ile anti-BrdU-POD antikoru
etkilesimi sonucu DNA sentezi inhibisyonun son derece yiiksek oldugu biitiin
grafiklerde belirgin bir sekilde goriilmektedir. Cisplatin ve etoposid gruplar
(pozitif testler) bu maddelerin, hiicreler ile etkilesmesi sonucu gézlemlenen DNA
sentezi inhibisyonunu belirtmektedir. Cisplatin’in A-549 hiicreleri ile etkilesimi
sonucu elde edilen absorbans degerleri incelendiginde, DNA sentezi
inhibisyonunda bir artma olmadif go6zlenmistir. Bu deneysel bulgu, literatiir
verilerini dogrulamaktadir!'> I Etoposid’in hem A-549 hem de Hela hiicreleri
izerinde antiproliferatif etkisinin oldugu, grafiklerde elde edilen absorbans
degerlerinden net bir sekilde anlagilmaktadir.  Grafiklerde ~ farkls
konsantrasyonlardaki test maddelerinin, HelL.a ve A-549 hiicreleri ile degisen
zaman araliklarinda inkiibasyonu (24, 48 ve 72 saat) sonucu elde edilen iicer grup
mevcuttur.

Grafik 19a; 1 numarali bilesigin, A-549 hiicreleri lizerindeki, Grafik 19b;
HeLa hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisini gostermektedir. Kontrol gruplan
ile, bilesige ait veriler kiyaslandiginda, 1 numarali bilesigin A-549 hiicreleri ile
farkli konsantrasyonlarda (0,2-0,1-0,05 pg/mL) 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu
sonucu, DNA sentezi inhibisyonunu nispeten arttirdigi, yani disiik oranda
antiproliferatif etki ortaya koydugu go6zlenmistir. Bilesik en etkili DNA
inhibisyonunu, 48 saatlik inkiibasyonda (0,05 pg/mL), %50.38 oraninda ortaya
koymustur. Bilesigin Hel .a hiicreleri ile ICsy (0,37 pg/mL) konsantrasyonunda 24
ve 72 saatlik inkiibasyon sonucunda, DNA sentezini nispeten inhibe ettigi, 48
saatlik inkiibasyon sonucunda ise, DNA sentezini arttirdig1 belirlenmistir. Bilesik
0,1 pg/mL konsantrasyonda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucu, DNA sentezini
artirmugtir. Konsantrasyon 0,05 ug/rriL’ye diistrildiigiinde, 24 saatlik inkiibasyon
ile DNA sentezini diisiik oranda inhibe etmis, 48 ve 72 saatlik inkibasyon ile

DNA sentezini degistirmemistir.
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Grafik 22a; 2 numaral1 bilesigin, A-549 hiicreleri tizerindeki, Grafik 22b;
HelL a hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisini gdstermektedir. Kontrol gruplan
ile, bilesige ait verilerin kiyaslanmasi sonucu, 2 numarali bilesigin  A-549
hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu sonucu, DNA sentezini ICsq (0,1
pg/mL) konsantrasyonunda tamamen durdurdugu belirlenmistir. Konsantrasyon
0,05 pg/mL ye distigiinde, antiproliferatif etkinligin azaldigi, 0,01 pg/mL
konsantrasyonda ise, %95.40 oraninda DNA sentezi inhibe ettigi gdzlenmistir. 2
numarali bilesigin HeLa hiicreleri ile 0,46 pg/mL konsantrasyonda, 24 ve 72
saatlik inkiibasyonu sonunucu, DNA sentezinde nispeten bir inhibisyon
gbzlenmis, 48 saatlik inkiibasyon ile, DNA sentezini artirici bir etki tespit
edilmistir. 0,1 pg/mL konsantrasyonda, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon ile, DNA
sentezinin arttifi, 72 saatlik inkiibasyon sonucu ise diisiik oranda antiproliferatif
etkinin ortaya ¢iktign saptanmugtir. Bilesik 0,05 pg/mL konsantrasyonda DNA
sentezini arttirmaktadir.

Grafik 25a; 3 numaral1 bilesigin, A-549 hiicreleri tizerindeki, Grafik 25b;
HeLa hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisini gostermektedir. Kontrol gruplar
ile, bilesige ait verilerin kiyaslanmasi sonucu, 3 numarali bilesigin A-549
hiicreleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonucu, DNA sentezini ICsy (25 pg/mlL)
konsantrasyonunda ¢ok yliksek oranda inhibe ettigi, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stiresi sonucunda ise, DNA sentezini tamamen sona erdirdigi saptanmistir.
Konsantrasyon 5 pg/mL’ye distiiglinde, DNA sentez inhibisyonunun azaldig:
saptanmigtir. En etkili konsantrasyonun 24 saatlik inkiibasyon sonucu, 0,1 pg/mL
oldugu tespit edilmistir. Bu konsantrasyonun, DNA sentezini %80.88 oraninda
inhibe ettigi saptanmigtir. 3 numarali bilesigin HelLa hiicreleri farkli
konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde, DNA sentezini diisiik oranda inhibe
ettigi saptanmustir. Bilesigin ICso (0,28 pg/mL) konsantrasyonunda, 72 saatlik
inkiibasyon sonucu, DNA sentezini %52.53 oraninda inhibe ettigi
g6zlemlenmistir. 0,1 pg/mL konsantrasyonda, 48 saatlik inkibasyon sonucu ise,
DNA sentezinin arttig1 belirlenmistir.

Grafik 28a 4 numarali bilesigin, A-549 hiicreleri lizerindeki, Grafik 28b;
Hela hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisini gostermektedir. 4 numarali

bilesik ile A-549 hiicrelerinin ti¢ farkli zaman dilimi i¢in inklibsayonu (ICsq 25
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pg/mL) sonucu, DNA sentezinin tamamen sona erdigi soylenebilir.
Konsantrasyon 10 pg/mL dusiiriildiigiinde, 24 ve 48 saatlik siirelerde bilesigin,
DNA sentezini 6nemli derecede inhibibe ettigi gozlenmistir. Ayn1 konsantrasyon
ile 72 saatlik inkiibasyonda ise, DNA sentezi iizerindeki etkinin azaldi
goriilmektedir. Bilesigin 0,1 pg/mL konsantrasyonda, hiicreler ile 24 saatlik
inkiibasyon sonucu, DNA sentezini %78.94 oraninda inhibe ettigi, 48 ve 72
saatlik inkiibasyonlarda ise, antiproliferatif etkide bir azalma oldugu
belirlenmistir. 4 numaral1 bilesigin HeLa hiicreleri ile farkli konsantrasyonlarda
24 ve 72 saatlik inkibasyonu sonucu, antiproliferatif etki gozlenmigtir. 0,05
ug/ml konsantrasyonda, 72 saatlik inkiibasyon sonucu %59.40°lik bir DNA
sentezi inhibisyonu saptanmugtir. Bilesigin, HeLa hiicreleri ile farklh
konsantrasyonlarda 48 saatlik inkiibsayonlart sonucu, DNA sentezini arttirdig
belirlenmigtir.

Grafik 31a 5 numarali bilesigin, A-549 hiicreleri iizerindeki, Grafik 31b;
HeLa hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisini géstermektedir. Kontrol gruplar
ile bilesigin farkli konsantrasyon ve zaman araliklar1 karsilastinildiginda, farkl
oranlarda DNA sentez inhibisyonun meydana geldigi tespit edilmistir. A549
hiicreleri i¢in en fazla inhibe edici etki, 0,05 pg/mL konsantrasyon ile %91.68
oraninda elde edilmistir. 5 numarali bilesigin, HelLa hiicreleri ile degisen
konsantrasyon ve .zaman dilimlerinde inkiibasyonlar1 incelendiginde, farkli
oranlarda antiproliferatif etki ortaya koydugu saptanmistir. En yuksek
antiproliferatif etki (%77.47), 0,1 pg/mL konsantrasyonda, 24 saatlik inkiibasyon
ile elde edilmistir.

Grafik 34a 6 numarali bilesigin, A-549 hiicreleri iizerindeki, Grafik 34b;
HeLa hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisini gostermektedir. Farkh
konsantrasyon ve zaman araliklarinda, bilesigin A-549 hiicrelerinin ¢ogalmasim
¢ok diigiik oranda engellendigi gdzlenmistir. 6 numaral bilesik i¢in en ilgi ¢ekici
bulgu bilesigin 0,2 pg/mL konsantrasyonda, 48 saatlik inkiibasyon ile ve bunun
yaninda 0,1 pg/ml konsantrasyonda, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar ile DNA
sentezini arttirmasidir. 6 numaral bilesigin, HeLa hiicreleri ile ICsy (30 pg/mL)
konsantrasyonunda farkl: inkiibasyon siireleri sonucu, belirgin bir antiproliferatif

etki saptanmistir. En yiiksek etki 24 saatlik inkiibasyon sonucu, %92.85 DNA
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sentezi inhibisyonu olarak elde edilmistir. Diger konsantrasyonlarda bilesigin
DNA sentezini ¢ok diisiik oranlarda inhibe ettigi gézlenmistir.

Grafik 36a; 7 numaral1 bilesigin, A-549 hiicreleri tizerindeki, Grafik 36b;
HeLa hiicreler1 tizerindeki antiproliferatif etkisini gostermektedir. Bilesik 20
ng/mL konsantrasyonda hiicrelerin biiyiik kisminin DNA sentezini inhibe etmistir.
Ancak 10 pg/mL ve 0,1 10 pg/mL konsantrasyonlarda, bilesigin onemli bir
sekilde hiicre ¢ogalmasini engelleyici etki ortaya koymadigi saptanmistir. 7
numarali bilesigin, Hela hiicreleri ile biitiin inkiibasyon siireleri igin
konsantrasyon degerleri g6z Oniine alindiginda, DNA sentez inhibasyonuna
onemli bir katkisinin olmadig: belirlenmistir.

Grafik 38a; 8 numarali bilesigin, A-549 hiicreleri tizerindeki, Grafik 38b;
HeLa hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisini gostermektedir. Bilesik A-549
hiicreleri ile farkli inkibasyon siireleri ve konsantrasyonlarinda, DNA sentezinde
diisiik oranda bir inhibisyon yaratmustir. En fazla antiproliferatif etkinin (%64.44)
0,1 pg/mL Kkonsantrasyonda, 72 saatlik inkiibasyonla ortaya ¢ikmast DNA
inhibisyonunun zamana bagimli oldugunu goéstermektedir. 7 numaralr bilesikte
gozlemlendigi gibi 8 numaralt bilesiginde, HeLa hiicreleri ile biitiin inkiibasyon
stireleri i¢in konsantrasyon degerleri g6z O©niline alindifinda, DNA sentez
inhibasyonuna onemli bir katkisinin olmadig tespit edilmisgtir.

Grafik 40a; 9 numarali bilesigin, A-549 hiicreleri tizerindeki, Grafik 40b;
HeLa hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisini géstermektedir. ICsq (45 pg/mL)
konsantrasyonunda, bilesik A-549 hiicreleri iizerinde anlamli sekilde DNA
sentezini durdurmus, zamana bagimli olarak 72 saatlik inkiibasyonunda,
hiicrelerin  DNA sentezini inhibe etmistir. Uygulanan 10 pg/mL’ lik
konsantrasyonda bilesigin etkinligi oldukea diisiiktiir. Konsantrasyon 0,1 pg/mlL’e
distiriildiigiinde, 48 ‘saatlik inkiibasyon sonucu, %84.27°luk bir DNA sentezi
inhibisyonu go6zlenmistir. 9 numarali bilesigin, HeLa hiicreleri ile degigen
konsantrasyonlarda ve zaman araliklarinda inkiibasyonu sonucu, farkli diizeylerde
DNA sentezi inhibisyonu gostermesine karsin, en fazla antiproliferatif etki ICso
(20 pg/mL) konsantrasyonunda %72 oraninda elde edilmistir.

Grafik 40a; 10 numaral bilesigin, A-549 hiicreleri iizerindeki, Grafik 40b;

HelL a hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisini gostermektedir. Bilesigin A-549
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hiicreleri ile farkli siirelerde inkiibasyonu sonucu, ICso (40 pg/mlL)
konsantrasyonunda, DNA sentezi inhibisyonu belirgin sekilde artmistir. En
yitksek DNA inhibisyonu 0,5 pg/mL konsantrasyonda, 72 saatlik inkiibasyon
sonucu, % 92.44 oraninda gozlenmistir. Konsantrasyonun azalmasi ile ICsq
degerine kiyasla DNA sentez inhibisyonu azalmistir. 10 numaral bilesigin, farkl
konsantrasyonlarda, HeLa hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlari
sonucu, DNA sentezini inhibe ettigi saptanmistir. Zamana bagh olarak en etkili
(%67.03) DNA sentez inhibisyonu, 72 saatlik inkiibasyon sonucu, ICsy (40
png/mL) konsantrasyonu ile elde edilmistir.

Yapilan biyokimyasal ¢alismalar sonucunda, sentezi gergeklestirilen
bilesiklerin, HeL.a hiicreleri ile kiyaslandiginda, A-549 hiicreleri tizerinde daha
fazla antiproliferatif etkilerinin oldugu saptanmistir. A-549 hiicreleri i¢in
Benzilidenanilin tiirevi bilesiklerden 6 numaral tiirev, baz1 konsantrasyonlarda
beklenen etkinin tam tersini gostererek DNA sentezini artirmistir. Diger tiirevlerin
farkli konsantrasyon ve inkiibasyon siireleri i¢in, degisen oranlarda antiproliferatif
etki gostermelerinin yaninda 2 ve 3 numarali bilesikler, A-549 hiicreleri iizerinde
onemli derecede DNA sentezi inhibisyonu gostermislerdir.

Sentezlenen bilesiklerin Hela hicreleri tzerinde ¢ok belirgin bir
antiproliferatif etki gostermemislerdir. Benzilidenanilin tiirevlerini Hela
hiicrelerinin DNA sentezini degisen konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde
inhibe etmelerine ragmen, bu bilesikler i¢in en dikkat ¢ekici veri 48 saatlik

inkiibasyon stireleri sonucunda bilesiklerin DNA sentezini artirmalar yontindedir.
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Grafik 18: 1 Numaral: Bilesigin A-549 (a) ve HelLa (b) hiicre canlilig1 iizerine
etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda benzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe edildiler. Her bir
veri noktasi1 4 bagimsiz kuyunun ortalamasimi temsil etmektedir. Kontrol

grubunun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 kabul edilmistir. Ortalama degerler + St.
Hata (n=4)
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Grafik 19: 1 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) DNA sentezi {izerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farkli
konsantrasyonlarinda benzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe edildiler. Her bir

veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasint temsil etmektedir.
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Grafik 20: 2 Numaral Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) hiicre canliligy iizerine
etkisinin MTT yOntemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda 2-hidroksibenzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe edildiler.
Her bir veri noktast 4 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir. Kontrol
grubunun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 kabul ediimistir. Ortalama degerler + St.
Hata (n=4)
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Grafik 21: 2 numaral1 bilesigin (a) metabolik aktivasyonsuz, (b) metabolik
aktivasyonlu ortamda TA 98 ve TA 100 suslar1 i¢in mutajenik etki grafigi.
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Grafik 22: 2 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve Hela (b) DNA sentezi iizerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farkli
konsantrasyonlarinda 4-hidroksibenzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe

edildiler. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
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Grafik 23: 3 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve Hela (b) hiicre canlilig: tizerine
etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda 3-klorobenzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe edildiler.
Her bir Vefi noktas1 4 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir. Kontrol
grubunun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 kabul edilmistir. Ortalama degerler + St.
Hata (n=4)
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Grafik 24: 3 numaralt bilesigin (a) metabolik aktivasyonsuz, (b) metabolik
aktivasyonlu ortamda TA 98 ve TA 100 suslar1 i¢in mutajenik etki grafigi.
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Grafik 25: 3 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) DNA sentezi lizerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farkl
konsantrasyonlarinda 4-klorobenzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe edildiler.

Her bir veri noktas1 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
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Grafik 26: 4 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve HelLa (b) hiicre canlilif1 iizerine
etkisinin MTT yo6ntemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda 4-metilbenzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe edildiler.
Her bir veri noktasi 4 bagimsiz kuyunun ortalamasi temsil etmektedir. Kontrol
grubunun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 kabul edilmistir. Ortalama degerler + St.

Hata (n=4)
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Grafik 27: 4 numaral bilesigin (a) metabolik aktivasyonsuz, (b) metabolik
aktivasyonlu ortamda TA 98 ve TA 100 suslar icin mutajenik etki grafigi.
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Grafik 28: 4 Numaral1 Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) DNA sentezi iizerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farklh

konsantrasyonlarinda 4-metilbenzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe edildiler.
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Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasim temsil etmektedir.
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Grafik 29: 5 Numarah Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) hilicre canlilif1 iizerine
etkisinin MTT yoOntemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda 4-metoksibenzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe edildiler.
Her bir veri noktas1 4 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir. Kontrol
grubunun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 kabul edilmigtir. Ortalama degerler + St.

Hata (n=4)
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Grafik 30: 5 numaral: bilesigin (a) metabolik aktivasyonsuz, (b) metabolik
aktivasyonlu ortamda TA 98 ve TA 100 suslar1 i¢in mutajenik etki grafigi.
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Grafik 31: 5 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) DNA sentezi iizerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farkli
konsantrasyonlarinda 4-metoksibenzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe

edildiler. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
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Grafik 32: 6 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) hiicre canlili1 tizerine
etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda 6-nitrobenzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe edildiler.
Her bir veri noktasi 4 bagimsiz kuyunun ortalamasmi temsil etmektedir. Kontrol
grubunun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 kabul edilmigtir. Ortalama degerler + St.
Hata (n=4)
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Grafik 33: 6 numarali bilesigin (a) metabolik aktivasyonsuz, (b) metabolik

aktivasyonlu ortamda TA 98 ve TA 100 suslari i¢in mutajenik etki grafigi.
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Grafik 34: 6 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve HelLa (b) DNA sentezi {izerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farkli
konsantrasyonlarinda 4-nitrobenzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe edildiler.

Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasim temsil etmektedir.
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Grafik 35: 7 Numarah Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) hiicre canlilifi iizerine
etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda 4-trifluorobenzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe edildiler.
Her bir veri noktasi 4 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir. Kontrol
grubunun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 kabul edilmigtir. Ortalama degerler + St.

Hata (n=4)
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Grafik 36: 7 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve Hela (b) DNA sentezi {izerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farkli
konsantrasyonlarinda 4-trifluorobenzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe

edildiler. Her bir veri noktas1 3 bagimsiz kuyunun ortalamasin: temsil etmektedir.
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Grafik 37: 8 Numaral Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) hiicre canlilig1 iizerine
etkisinin MTT yo6ntemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda 2,4-diklorobenzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe
edildiler. Her bir veri noktas1 4 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 kabul edilmistir. Ortalama

degerler = St. Hata (n=4)
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Grafik 38: 8 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) DNA sentezi lizerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farkli
konsantrasyonlarinda 2,4-diklorobenzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe

edildiler. Her bir veri noktas1 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
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Grafik 39: 9 Numaral: Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) hiicre canlilig1 {izerine
etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda 2,4-dimetilbenzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe
edildiler. Her bir veri noktas1 4 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
Kontrol grubunun hiicre c¢ogalma yiizdesi % 100 kabul edilmistir. Ortalama

degerler + St. Hata (n=4)
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Grafik 40: 9 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) DNA sentezi iizerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farkli
konsantrasyonlarinda 2,4-dimetilbenzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe

edildiler. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
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Grafik 41: 10 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve Hela (b) hiicre canlilif: lizerine
etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida
ekildikten sonra 0,0001-0,0005-0,001-0,005-0,01-0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda 3,4-metilendioksibenzilidenanilin ile 24 ve 48 saat inkiibe
edildiler. Her bir veri noktas1 4 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
Kontrol grubunun hiicre ¢ogalma yiizdesi % 100 kabul edilmistir. Ortalama

degerler + St. Hata (n=4)
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Grafik 42: 10 Numarali Bilesigin A-549 (a) ve HeLa (b) DNA sentezi iizerine
etkisinin belirlenmesi. Hiicreler tabakalara belli sayida ekildikten sonra farkli
konsantrasyonlarinda 3,4-metilendioksibenzilidenanilin ile 24, 48, 72 saat inkiibe

edildiler. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.
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