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Ozet: Alzheimer hastalign en sik gorillen norodejeneratif hastaliklaridan biridir. Gelismis
iilkelerde %70-76 oranla goriilen bu hastaligin radikal bir tedaviye sahip olmamasi bilim
diinyasin1 bu konu iizerinde ¢alismaya yonlendirmektedir. Kolinerjik hipotez, AH hastalarinda
hafiza ve biligsel bozuklugun ana nedeni diisiik asetilkolin (ACh) diizeyinin oldugunu
disiindirmektedir. Radikal bir tedavinin mevcut olmamasi bilim insanlart i¢in bu alani g¢ekici
kilmaktadir. imidazol bilesikleri, cok cesitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle medisinal kimyada
onemli bilesiklerdir. Bu ¢alismada, yeni imidazol tiirevleri sentezlenmis ve yapi tayinleri ‘H-
NMR, BC-NMR ve kiitle spektroskopisi metodlar1 kullanilarak aydilatilmistir. Bilesiklerin
aktivite profilleri in vitro Ellman metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Aktivite sonucunda
elde edilen veriler, 6 ve 7 kodlu bilesiklerin antikolinesteraz aktivite profillerinin umut vaat
edici oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Imidazol, Antikolinesteraz aktivite, NMR.

Synthesis and Characterization of New Imidazole Derivatives as Potential
Anticholinesterase Agents

Abstract: Alzheimer's disease is one of the most common neurodegenerative diseases. This
disease, which is seen with a rate of 70-76% in developed countries, does not have a radical
treatment, which directs the scientific world to work on this issue. The cholinergic hypothesis
suggests that low acetylcholine (ACh) levels are the main cause of memory and cognitive
impairment in AD patients. The absence of a radical treatment makes this area attractive for
scientists. Imidazole compounds are important compounds in medicinal chemistry due to their
wide variety of biological activities. In this study, new imidazole derivatives were synthesized
and the structure determinations were elucidated using H-NMR, *C-NMR and mass
spectroscopy methods. The activity profiles of the compounds were performed using the in vitro
Elisa method. The data obtained as a result of the activity showed that the anticholinesterase
activity profiles of the 6 and 7 coded compounds were promising.
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1. Giris

Alzheimer hastaligi (AH) su anda diinyadaki norodejeneratif demansin en yaygin
nedenidir. Demans vakalarmin  yaklasik  %70-76’sma  gelismis  iilkelerde
rastlanmaktadir. Bu oran gelismis iilkelerde uzun omiirlii yagsamaya baglanmaktadir.
Bunlar haricinde AH, B-amiloid igeren plaklar, tau igeren norofibriler digiimler ve
kolinerjik noronlarin kaybi ile patolojik olarak karakterize edilen yasa bagli bir
hastaliktir. Hastalik belirtileri arasinda hafiza kaybi, psikoz ve depresyon bulunur. Her
ne kadar kolinerjik noronal kayip hastaligin karakteristik 6zelligi olsa da, kolinerjik
sistemlerle ilgili tedaviler, diger yollarin da tutulumunu gosteren hastaligin ilerlemesini
onleyemez [1-5].

AH patogenezinin mekanizmasini agiklamak igin kolinerjik hipotez, amiloid hipotezi
gibi ¢esitli hipotezler onerilmistir. Kolinerjik hipotez, AH hastalarinda hafiza ve bilissel
bozuklugunun ana nedeni diisiik asetilkolin (ACh) diizeyinin oldugunu
diistindiirmektedir. Caligmalarin  ¢ogu, asetilkolinesterazin (AChE) kolinerjik
sinapslarda norotransmitter ACh'yi hidrolize ederek ¢esitli fizyolojik reaksiyonlarin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Hastalik semptomlarini
iyilestirmek icin en etkili strateji, asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz
(BChE) inhibitorleri olarak adlandirilan kolinesterazlar (ChETI'ler) kullanarak asetilkolin
(ACh) seviyesini yiikseltmektir. Simdiye kadar, FDA tarafindan onaylanan mevcut bes
AH ilacinin dordi, rivastigmin, galantamin ve donepezilin klinik kullanimda olan ChE
inhibitorleridir. Bu nedenle, yeni ChEI'lerinin kesfi, AH semptomatik tedavisi i¢in hala
en degerli ve baskin hedeflerden birini temsil etmektedir [6,7].

Imidazol, birgok dogal bilesigin yapisinda bulunmasi nedeniyle ve énemli fizyolojik
olaylarda rol alan maddelerin (histidin, histamin, BI12 vitamini) yapisinda
bulunmasindan dolay1 6nemli bir heterosiklik halkadir ve insan organizmasinin yabanci
olmadig bir maddedir [8].

Imidazol ve tiirevleri tipta ve veterinerlikte yaygin olarak kullanilan bilesiklerdir.
Imidazol ve tiirevlerinin yapilan ¢alismalar sonucu canli metabolizmasindaki farkl
gorevleri ortaya konulmustur. Imidazol tiirevlerinin literatiir kayitlar1 arasinda
antikanser [9,10], antifungal [11] etkileri yaninda antikolinesteraz etkileri ilgili
caligmalarin varligi [12,13] ve giiniimiizde kullanilan birgok ila¢ molekiiliiniin yapisina
girmis olmasi bizi bu tiir caligmaya yonlendirmistir. [8,14]. Bu bilgiler 1s1ginda 6 adet
yeni imidazol bilesigi sentezlenmis ve in vitro yontemler kullanilarak antikolinesteraz
aktiviteleri degerlendirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Calismadaki bilesiklerin sentezi Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Kimya Arastirma Laboratuvarinda, Bilesiklerin analizi ve aktivitesi ise Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Doping ve Narkotik Maddeler Analiz Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

2.1. Sentez Calismalar:
2.1.1. 4-(4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il)benzaldehid sentezi (1)

2-(Piperazin-1-il)etan-1-ol (1,04 g, 0,008 mol) 30 mL hacimli balon igerisine alinmig
tizerine 10 mL DMF, K»>CO3 (1,10g, 0,008 mol) ve 4-florobenzaldehid (0,99 g, 0,008
mol) ilave edilmistir. Reaksiyon karisimi, geri ¢eviren sogutucu altinda 170 °C
sicaklikta 36 saat tutulmustur. Reaksiyon siiresi bitiminde viyal igerigi buzlu suya

302



dokiilerek triin ¢oktiiriilmiis, bol su ile yikanmis, kurutulmus ve etanolden
kristallendirilmistir.

2.1.2. Hedef bilesiklerin sentezi (2-7)

1,2-di-p-siibstitiiteetan-1,2-dion (0,002 mol) asetik asit igerisinde ¢Oziilmistiir.
Hazirlanan ¢6zeltinin igerisine aldehid tiirevleri (0,002 mol) ve amonyum asetat (0,0024
mol) ilave edilerek mikrodalga sentez reaktoriine alinmig ve 200 °C sicaklik ve 10 bar
basing altinda 30 dakika tutulmustur. Reaksiyon siiresi bitiminde vial icerigi buzlu suya
dokiilerek iriin ¢oktiiriilmiis, bol su ile yikanmis, kurutulmus ve etanolden
kristallendirilmistir.

1-Metil-4',5'-difenil-1H,1'H-2,2'-biimidazol (2)

Yield: 75 %, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 4.12 (3H, s, -CH3), 7.03 (1H, d,
J=1.1 Hz, Imidazol), 7.31 (1H, d, J=1.0 Hz Imidazol), 7.32-7.35 (5H, m,
Monosiibstitiiebenzen), 7.50-7.53 (5H, m, Monosiibstitiiebenzen), 13.07 (1H, s, -NH).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 31.3, 121.9, 127.5, 128.1, 128.7, 129.1, 129.3,
138.2, 157.9. ESI-MS [M+H]+ : 301

1-Metil-4',5'-di-p-tolil-1H,1'H-2,2'-biimidazol (3)

Yield: 79 %, 1H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 6 = 2.31 (6H, s, -CH3), 4.10 (3H, s, -
CHs), 7.02 (1H, d, J=1.0 Hz, Imidazol), 7.12-7.16 (4H, m, 1,4-Disiibstitiiebenzen), 7.29
(1H, d, J=1.0 Hz, 1midazol), 7.36-7.39 (4H, m, 1,4-Disiibstitiicbenzen), 12.93 (1H, s, -
NH). 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): § = 21.3, 35.2, 124.1, 127.6, 127.9, 128.7, 128.8,
129.3,129.3, 129.5, 129.5, 136.1, 137.4, 138.5, 139.3. ESI-MS [M+H]+ : 329

2-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-4,5-difenil-1H-imidazol (4)

Yield: 81 %, 1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 6.09 (2H, s, Benzo[d][1,3]dioksol),
703 (1H, d, J=8.6 Hz, Benzo[d][1,3]dioksol), 7.21-7.24 (1H, m,
Monosiibstitiiebenzen), 7.30 (2H, t, J=7.6 Hz, Monosiibstitiiecbenzen), 7.36-7.38 (1H,
m, Monosiibstitiiebenzen), 7.44 (2H, t, J=7.5 Hz, Monosiibstitiiebenzen), 7.49 (2H, d,
J=7.1 Hz, Monosiibstitiiebenzen), 7.54 (2H, d, J=7.2 Hz, Monosiibstitiiecbenzen), 7.61
(1H, s, Benzo[d][1,3]dioksol), 7.62-7.64 (1H, m, Benzo[d][1,3]dioksol), 12.51 (1H, s, -
NH). C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 101.74, 105.99, 109.03, 119.75, 125.11,
126.93, 127.52, 128.15, 128.26, 128.63, 128.82, 129.11, 129.63, 131.59, 135.67,
137.23, 145.86, 147.87, 148.10. ESI-MS [M+H]+ : 341

2-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-4,5-di-p-tolil-1H-imidazol (5)

Yield: 77 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § = 2.29 (3H, s, -CHs), 2.34 (3H, s, -
CHs), 6.08 (2H, s, Benzo[d][1,3]dioksol), 7.01 (1H, d, J=8.6 Hz,
Benzo[d][1,3]dioksol), 7.09-7.11 (2H, m, 1,4-Disiibstitiebenzen), 7.21-7.24 (2H, m,
1,4-Distibstitiiebenzen), 7.36-7.40 (4H, m, 1,4-Disiibstitiicbenzen), 7.59 (1H, s,
Benzo[d][1,3]dioksol), 7.60-7.62 (1H, m, Benzo[d][1,3]dioksol), 12.38 (1H, s, -NH).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 21.28, 101.70, 105.93, 109.00, 119.65, 121.74,
125.21, 127.44, 128.59, 128.76, 129.20, 129.62, 132.92, 135.93, 137.02, 137.35,
145,52, 147.76, 148.07. ESI-MS [M+H]+ : 369.

2-(4-(4-(4,5-diphenyl-1H-imidazol-2-yl)phenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-ol (6)

Yield: 81 %, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 2.45 (2H, t, J=6.2 Hz, -CH-), 2.56
(4H, t, J=4.6 Hz, piperazin), 3.21 (4H, t, J=4.4 Hz, piperazin), 3.55 (2H, q, J=4.6 Hz, -
CH2-), 4.48 (1H, y, -OH), 7.01 (2H, d, J=8.9 Hz, 1,4-Disiibstitiicbenzen), 7.20-7.23
(1H, m, Monosiibstitiiebenzen), 7.29 (2H, t, J=7.3 Hz, Monosiibstitiicbenzen), 7.34-
7.36 (1H, m, Monosiibstitiiebenzen), 7.42 (2H, t, J=7.1 Hz, Monosiibstitiicbenzen), 7.49
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(2H, d, J=74 Hz, Monosibstitiebenzen), 7.55 (2H, d, J=7.3 Hz,
Monosiibstitiiebenzen), 7.94 (2H, d, J=8.9 Hz, 1,4-Disiibstitiiecbenzen), 12.41 (1H, s, -
NH). 3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & =48.08, 53.58, 59.05, 60.76, 115.16, 121.17,
126.66, 126.80, 127.53, 127.77, 127.95, 128.60, 128.76, 129.06, 131.79, 135.91,
137.11, 146.57, 151.28. ESI-MS [M+H]+ : 425.

2-(4-(4-(4,5-di-p-tolyl-1H-imidazol-2-yl)phenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-ol (7)

Yield: 81 %, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 2.29 (3H, s, -CHs), 2.34 (3H, s, -
CHa), 2.44 (2H, t, J=6.2 Hz, -CH2-), 2.56 (4H, t, J=4.7 Hz, piperazin), 3.21 (4H, t,
J=4.4 Hz, piperazin), 3.55 (2H, t, J=6.2 Hz, -CH>-), 4.47 (1H, y, -OH), 7.00 (2H, d,
J=9.0 Hz, 1,4-Disiibstitiiebenzen), 7.09 (2H, d, J=8.2 Hz, 1,4-Disiibstitiiebenzen), 7.21
(2H, d, J=7.5 Hz, 14-Disiibstitiebenzen), 7.36 (2H, d, J=7.6 Hz, 14-
Disiibstitiiebenzen), 7.42 (2H, d, J=7.5 Hz, 1,4-Dislibstitiiebenzen), 7.90 (2H, d, J=8.9
Hz, 1,4-Disiibstitiiebenzen), 12.30 (1H, s, -NH). *C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): &
=21.26, 48.11, 53.58, 59.05, 60.76, 115.15, 121.33, 126.58, 127.44, 128.55, 128.95,
129.16, 129.58, 133.18, 135.75, 136.84, 137.10, 146.22, 151.19. ESI-MS [M+H]+ :
453.

2.2. Antikolinesteraz Aktivite

Tiim bilesikler, ChE enzimlerini inhibe etme gii¢lerini degerlendirmek i¢in daha 6nce

ekibimiz tarafindan rapor edilmis modifiye Elmann testi yontemine tabi tutulmustur
[15-17].

AChE enzim soliisyonunun hazirlanmasi

Liyofilize haldeki AChE enzimini ¢dzmek icin %1 lik jelatin ¢6zeltisi hazirlanmistir.
AChE enzimi jelatin ¢ozeltisinde 500 U/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Enzim
cozeltisinden 1 mL alinarak balon joje icerisinde hacim suyla 100 mL’ye
tamamlanmistir. Boylelikle 5 U/mL’ye seyreltilmis stok enzim soliisyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan stok c¢ozelti 0,7 mL’lik porsiyonlar halinde -20 °C’de
saklanmistir. Enzim ¢ozeltileri, aktivite ¢aligmalarina baglamadan 6nce oda 1sisina
getirilmis ve metod konsantrasyonu olan 2,5 U/mL’ye seyreltmek i¢in suyla 1,4 mL’ye
tamamlanarak kullanilmastir.

Asetiltiyokolin iyodiir (ATC) ¢ozeltisinin hazirlanmast (0,075 M)

ATC (0,217 g) bir miktar suda ¢ozlilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmistir.
Hazirlanan ¢o6zelti, kullanilincaya kadar 0,4 mL’lik kisimlar halinde -20 °C ’de
saklanmustir.

5-5-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) soliisyonunun hazirlanmast (0,01 M)

DTNB (0,396 g) tartilarak bir miktar suda ¢ozilmiistiir. Bu c¢ozeltiye sodyum
bikarbonat (0,15 g) ilave edilmis ve hacim suyla 100 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan
¢oOzelti, kullanilincaya kadar 3 mL’lik kisimlar halinde -20 °C’de saklanmustir.

Fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH=38,0)

Potasyum dihidrojen fosfat (13,61 g), 1 L suda ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltinin
pH’s1 0,1 N potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH metre kullanilarak kontrollii bicimde
8,0+0,1’e ayarlanmistir. Ayarli tampon ¢ozelti 0,22 um por ¢ap1 olan tek kullanimlik
filtrelerden siiziilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti,
kullanilincaya kadar 4 °C’de saklanmistir. Enzim soliisyonu, inhibitér madde
soliisyonu, fosfat tamponu ve 5,5-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) ¢ok kanalli
mikropipetler yardimiyla 96 kuyucuklu plakalara konmustur. Karigim 25 °C’de 15
dakika inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda enzim substrat reaksiyonu, ATC
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ilavesi ile baslatilarak, mikroplaka okuyucu ile 412 nm’de bes dakika aralikla iki
absorbsiyon ol¢iimii gergeklestirilmistir. Referans olarak inhibitér madde olmaksizin
ayni islem gerceklestirilerek okuma yapilmistir. Kontrol ajani olarak AChE inhibitorii
donezepil kullanilmistir. Enzim inhibisyonlart asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplanmustir.

% El= [(Akonts - Akonti) - (Ainhs — Ainhi) / (Akonts — Akonti)] x 100 1)

%El = Yiizde enzim inhibisyonu Ainhs = Inhibitér varhgindaki besinci dakika
absorbansi Ainhi = Inhibitér varligindaki sifirinc1 dakika absorbansi

Akonts = Referans soliisyonun (inhibitdrsiiz) besinci dakika absorbansi

Akonti = Referans soliisyonun (inhibitorsiiz) sifirinct dakika absorbansi

Biitiin absorbans degerleri bos okunan (blank) degerleri ile dogrulanmistir. Her bir
deney dort bagimsiz kuyucukta gergeklestirilmis ve Ol¢iimlerinde ortalama absorbans
degerleri kullanilarak % enzim inhibisyon degerleri hesaplanmistir.

3. Bulgular
3.1. Sentez Calismalar:

Bu c¢alisma kapsaminda 6 adet imidazol tirevi sentezlenmis ve antikolinesteraz
aktiviteleri incelenmistir. Hedef bilesiklere ait sentez semas1 Sekil-1’de sunulmustur. ilk
olarak 6 ve 7 nolu tirevlerin sentezinde kullanilmak iizere 4-(4-(2-
hidroksietil)piperazin-1-il)benzaldehid (1) bilesigi elde edilmistir. Daha sonra elde
edilen aldehid tiirevi (1), 1-metil-1H-imidazol-2-karbaldehid ve benzo[d][1,3]dioksol-5-
karbaldehid ile 1,2-di-p-siibstitiiteetan-1,2-dion tiirevleri mikrodalga sentez reaktorii
yardimiyla reaksiyona sokularak hedef bilesiklerin (2-7) sentezi tamamlanmistir. Bu
calisma kapsaminda sentezi gerceklestirilen 6 adet yeni imidazol tlirevinin yapilari
'HNMR, ¥ C-NMR ve mass spektroskopik verileri yardimiyla aydimlatilmastir.

DMF/K,CO. /\ OH
IOH = OHC‘@‘F * AN NI
OHC N N s
/
(1)

R

" Ql
o NH4OAc / CH;COOH NH

+ ArCHO 4T MTSMEED [

V. r
SR N

R
(2-5)
NH4OAc

CH5COOH
R
Q.
O
R
(6-7)
Bilesik R Ar
2 -H 1-Metilimidazol-2il
3 -CHs 1-Metilimidazol-2il
4 -CHs Benzo[d][1,3]dioksol-5-il
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5 -H Benzo[d][1,3]dioksol-5-il
6 -H -

7 -CH3 -

Sekil 1: Hedef bilesiklerin (2-7) sentez semasi

3.2. Antikolinesteraz Aktivite

Daha once grubumuz tarafindan galisilan modifiye Ellman metoduna gore in vitro
AChE ve BChE aktiviteleri incelenmistir [15-17].

Elde edilen verilere gore her iki konsantrasyon (10° M ve 10* M) degerinde %50
tizerinde  aktivite  gosterebilen  bilesik  gozlenmemistir.  Fakat  4-(4-(2-
hidroksietil)piperazin-1-il)benzaldehid kullanilarak elde edilen tiirevler umut verici
aktivite sonuglar1 sergilemistir. 6 numarali bilesik sirasiyla 10° M ve 10% M
konsantrasyonda % 56.20 ve % 42.98 inhibisyon degerleri ile aktivite gostermistir. 7
numaral1 bilesik ise sirasiyla 10° M ve 104 M konsantrasyonda %51.89 ve %45.15
inhibisyon degerleri ile aktivite gdstermistir. Ayrica bu bilesiklerin asetilkolinesteraz
enzimine karsi segicilik gostermeleri dikkat ¢cekmektedir. Bu bilgiler 1s181nda piperazin
halkasinin yapiya katilmasmin aktiviteyi pozitif 6nde etkiledigi goriilmektedir. Ileri
calismalarda piperazin halkasinin siibstitiisyonu degistirilerek antikolinesteraz aktivite
potansiyeli daha yiiksek tiirevler sentezlenmesi planlanmaktadir.

Tablo 1. 2-7 Kodlu Bilesiklere Ait %AChE ve %BChE inhibisyon Degerleri

Bilesik AChE % inhibisyonu BChE % Inhibisyonu
10° M 104 M 10 M 104 M
2 25.20£0.22 | 19.58+0.21 | 21.53£0.38 | 19.32+0.28
3 3528 +0.87 | 31.90+0.58 | 27.40+0.59 | 19.34+0.29
4 42.45+£0.77 | 39.20+0.51 | 31.96 £0.25 | 25.65+0.45
5 39.70£0.25 | 28.55+0.76 | 45.96+0.38 | 33.15+0.36
6 56.20 £ 0.60 | 42.98+0.55 | 31.79+0.61 | 24.86 +0.38
7 51.89 £0.95 | 45.15+0.66 | 40.29+0.58 | 31.59+0.25

4. Sonuc ve Yorum

Ozetle bu calisma kapsaminda mikrodalga sentez reaktorii kullanilarak yeni imidazol
tiirevleri sentezlenmis, bilesiklerin yap: tayinler H-NMR, *C-NMR ve Mass
spektroskopik analizleri yapilarak tamamlanmis ve bu bilesiklerin in vitro
antikolinesteraz aktiviteleri incelenmistir. Bilesiklerin higbiri biitirilkolinesteraz
inhibisyonu gostermezken 6 ve 7 kodlu bilesikler asetilkolinesteraz enzimine karst umut
vaat edici diizeyde aktivite gostermislerdir. Bu calismadan elde edilen veriler
antikolinesteraz aktivite potansiyeli yiiksek tiirevler gelistirmek adina umut vericidir.
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