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Oz

Alzheimer hastaligi (AH) oncelikli olarak yasl popiilasyonda goriilen, klinik olarak
bellek ve bilissel bozukluklar ile karakterize, ilerleyici ve nérodejeneratif bir hastaliktir.
Hastaligin  etiyolojisinin  heniiz tam olarak belirlenememis olmasi,  hasta
popiilasyonunun yillar gegtikce artmasi, radikal bir tedavinin olmayisi, tedavi ve bakim
maliyetinin oldukc¢a yiiksek olmasi, hastalarin yasam kalitesini olduk¢a diisiirmesi gibi
sebepler hastaligin onemini artirmakta ve arastirmacilart bu alana yonlendirmektedir.
Bu ¢alismada, bazi yeni imidazol-hidrazon tiirevleri, imidazol-hidrazon gruplarinin
potansiyel antikolinesteraz aktivitesi goz oniine alinarak sentezlendi. — Sentez
calismalarinda, hidrazon bilesikleri ¢esitli imidazol-karbaldehit tiirevieri ile reaksiyona
sokuldu ve sonug bilesikleri elde edildi. Elde edilen bilesiklerin yapilar: IR, *H NMR,
8C NMR ve Kiitle spektroskopik yontemleri ile aydinlatildi. Sentezlenen bilesiklerin
kolinesteraz enzimi iizerindeki etkileri Ellman metodu kullamilarak degerlendirildi.
Sentezlenen bilesiklerin aktivite ¢alismalar: sonucunda orta diizeyde antikolinesteraz
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Hidrazon, imidazol, antikolinesteraz, ellman metodu.

Synthesis of new imidazole-hydrazone derivatives and
anticholinesterase activity

Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a progressive and neurodegenerative disease primarily seen
in the elderly population, clinically characterized by memory and cognitive impairment.
The importance of disease increase because of some reasons; the etiology of the disease
has not been determined yet, increase in patient population over the years, absence of
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radical treatment, high cost of treatment and care, significant reduction in quality of life
of patients, and these lead to direct researchers to this field. In this study, some new
imidazole-hydrazone  derivatives  were  synthesized  considering  potential
anticholinesterase activity of imidazole-hydrazone groups. In synthesis studies,
hydrazone compounds was reacted with various imidazole-carbaldehyde derivatives
and final product were gained. Structures of obtained compounds were confirmed by
IR, 'H NMR, 3C NMR and Mass spectroscopic methods. Effects of the synthesized
compounds on cholinesterase enzyme were observed by using Ellman’s method.
Moderate anticholinesterase activity of the synthesized compounds was determined as a
result of activity studies.

Keywords: Hydrazone, imidazole, anticholinesterase, ellman’s method.

1. Giris

Alzheimer hastaligt (AD), yash popiilasyonunu etkileyen demansin o6nde gelen
nedenlerinden biri olan progresif ve nérodejeneratif bir bozukluktur. Hafiza fonksiyonu
ve giinliik rutinlerini yerine getirme becerisine bagli olan biligsel islevlerin, diisiinme
becerilerinin ve anlayislarin azalmasi ile iliskilidir [1,2]. Belirtilerinin komplikasyonlart,
hastaligin karmasikligina isaret etmektedir. 60 yasindan itibaren AD gelisiminde risk
faktoriiniin % 1 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, bu oran 5 yilda
bir ikiye katlanmaktadir. Kiiresel olarak, AD yaklasik 46 milyon kiside goriilmektedir
ve bu sayinin 2050'ye kadar 131 milyona ulagmasi bekleniyor [3].

Hastalarda gozlenen histopatolojik degisiklikler, beyindeki hiicre disi amiloid-p-plak
birikintileri ve hiicre i¢i norofibrilerin seviyelerinin yiikselmesinin yani sira ndron ve
sinaps kaybini da igerir. Ayrica hastalarin kolinerjik sistemlerinde meydana gelen
degisikliklerde patolojik bulgular arasinda yer almaktadir [1,2].

Noropatolojik kanitlar, diisiik seviyedeki asetilkolinin (ACh), AD'li hastalarda hafiza
bozuklugu ve davranigsal anormallikten sorumlu oldugunu kanitlamistir. Bu nedenle,
AChE inhibitorleri, kolinerjik néronlar arasindaki ve sinapslardaki asetilkolin
seviyesinin artmasini saglayarak kolinerjik fonksiyonu arttirmaktadirlar [4]. Donepezil,
rivastigmin, galantamin ve memantin FDA tarafindan onaylanmig AChE inhibitorlerine
ornek ilag etken maddeleridir [5].

Kolinerjik sistem 6grenme, bilis ve hafiza siireclerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir.  Asetilkolin  iki tip kolinesteraz ile hidroliz  edilmektedir:
asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) [5,6]. AD'nin ilerlemesiyle
beyindeki AChE seviyesi kademeli olarak azalir, ancak BuChE aktivitesi ayn1 kalir veya
normal seviyenin % 165'ine kadar artar. Gelismis asamada, BChE beyindeki ACh'nin
hidrolizini devralir. Spesifik BChE inhibisyonu, ACh seviyelerinde 5 kat artigla
sonuclanir ve AChE inhibisyonunun ortak bir yan etkisi olan klasik kolinerjik
toksisiteyi atlatabilir.  Bu nedenle, AChE ve BuChE'in ¢ift inhibisyonu, AD
tedavisinde daha iyi bir terapdtik strateji olabilir [7].

Yeni giiglii AChE inhibitorlerinin aranmasinda, Alzheimer'in takrin, donepezil ve
galantamin gibi tedavi ilaclar1 dahil olmak {izere 6nemli inhibitdr aktivite sergileyen
bilesiklerde ¢ok sayida heterosiklik halka bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Bu ylizden ¢ogu
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heterosiklik sistem, AChE inhibe edici aktiviteye sahip yeni bilesikleri kesfetmek icin
bir iskelet olarak kullanilmistir [8-10]. Bunlar arasinda imidazol halkasi, AChE
inhibitdr molekiillerinin tasariminda rol oynamaktadir [11-13].

Hidrazon fonksiyonel grubu tasiyan inhibitor aktivitesine sahip bilesiklerin ¢cogu, gesitli
caligmalarda bildirilmistir. Hidrojen donériine sahip olan hidrazonlar ve alic1 azot
atomlari, enzimin aktif yoresindeki amino asitlerle hidrojen baglar1 olusturabilirler
[14,15].

Bu c¢alismada imidazol ve hidrazon yapisi tasiyan yeni N’-((1H-imidazol-2-
yl)methylen)substitute benzohidrazit tiirevi bilesikler sentezlenmis ve AChE inhibisyon
potansiyelleri degerlendirilmistir.

2. Deneysel ¢calismalar

2.1. Sentez calismalari
Benzoik asit hidrazid tiirevlerinin (la-1g) sentezi

Benzoil kloriir tiirevleri (0,05 mol) THF (100 mL) igerisinde ¢oziilerek buz banyosu
icerisine alinmistir. Cdzeltiye hidrazin hidratin (0,1 mol) THF (25 mL) igerisindeki
cozeltsi damla damla ilave edilmistir. Damlatma islemi sonrasinda reaksiyona oda
sicakliginda bir saat daha devam edilmistir. Reaksiyon siiresi bitiminde ¢oken kisim
stizelerek alinmis ve etanolden kristallendirilmistir [16].

Hidrazon tiirevlerinin (2a-29) genel sentez yontemi

Uygun benzoik asit hidrazit tiirevi (0,01 mol) ile uygun 1H-imidazol-4-karbaldehit (0,1
mol) EtOH icerisinde geri sogutucu altinda 1 saat 1sitilarak karistirilmistir. Coken tirtin
stizlilerek alinmis ve etanolden kristallendirilmistir [17].

N*-((1H-imidazol-2-il)metilen)benzohidrazit (2a): Verim: % 80. E.n: 275,4. FTIR
(ATR) cm™: 3211 (N-H), 1641 (C=0), 694 (monosubstitiie benzen).!H-NMR (300
MHz, DMSO-ds): 6 = 7,52-7,54 (3H, ¢, Ar-C-H), 7,57 (2H, i, J=6,87 Hz, Ar-C-H), 7,77
(1H, t, C-H), 7,89 (2H, i, J=6,90 Hz), 8,38 (1H, t, N-H), 11,61 (1H, t, N-H). BC-NMR
(75 MHz, DMSO-ds): 6 = 122,36 127,34, 129,69, 131,80, 134,49, 136,06, 137,01,
137,11, 165,24. ESI-MS [M+H]*: 215.

N*-((1H-imidazol-2-il)metilen)-4-klorobenzohidrazit (2b): Verim: %78. E.n.: 261,3.
FTIR (ATR) cm™: 3143 (N-H), 1587 (C=0), 837 (1,4-disubstitiicbenzen). *H-NMR
(300 MHz, DMSO-de): & = 7,50-7,52 (2H, ¢, Ar-C-H), 7,62 (2H, i, J=8,58 Hz, 1,4-
disubstitiie benzen), 7.94 (2H, i, J=8,61 Hz, 1,4-disubstitiie benzen), 7,78 (1H, t, C-H),
8,57 (1H, t, N-H), 10,64 (1H, t, N-H). 3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 128,21,
129,86, 131,56, 132,04, 133,05, 135,38, 138,74, 152,74, 164,07. ESI-MS [M+H]": 249.

NZ-((1H-imidazol-2-il)metilen)-4-metoksibenzohidrazit (2c): Verim: %72. E.n.: 298,2.
FTIR (ATR) cm™: 3172 (N-H), 1587 (C=0), 837 (1,4-disubstitiicbenzen). *H-NMR
(300 MHz, DMSO-ds): & = 3,84 (3H, t, -OCHs), 7,10 (2H, i, J=8,73 Hz, 1,4-
disubstitiiebenzen), 7,47 (2H, t, Ar-C-H), 7,74 (1H, t, C-H), 7,89 (2H, i, J=8,85 Hz, 1,4-
disubstitiiebenzen), 8,11 (1H, t, N-H), 12,88 (1H, t, N-H). **C-NMR (75 MHz, DMSO-
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de): 5 = 55,92, 114,63, 121,75, 126,06, 129,32, 135,52, 136,28, 136,97, 153,45, 162,30.
ESI-MS [M+H]*: 245.

N!-((1H-imidazol-2-il)metilen)-3,4-diklorobenzohidrazit (2d): Verim: % 77. E.n.
297,7. FTIR (ATR) cm™: 3145 (N-H), 1615 (C=0). 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): &
= 7,50-7,55 (2H, ¢, Ar-C-H), 7,58-7,61 (1H, ¢, Ar-C-H), 7,77 (1H, t, C-H), 7,91-7,94
(2H, ¢, Ar-C-H), 8,54 (1H, t, N-H), 10,50 (1H, t, N-H). *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):
o = 122,1, 125,87, 129,16, 129,85, 131,66, 132,85, 134,19, 137,24, 138,20, 152,49,
165,28. ESI-MS [M+H]": 283.

N!-((1H-imidazol-2-il)metilen)-3,4-dimetoksibenzohidrazit (2e): Verim: % 80. E.n.:
194,1. FTIR (ATR) cm™®: 3174 (N-H), 1651 (C=0). *H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢): &
= 3,82-3,85 (6H, ¢, -OCH?3), 7,06-7,10 (2H, ¢, Ar-C-H), 7,51-7,63 (2H, ¢, Ar-C-H), 7,74
(1H, t, C-H), 7,92-7,95 (1H, ¢, Ar-C-H), 8,08 (1H, t, N-H), 9,17 (1H, t, N-H). *C-NMR
(75 MHz, DMSO-ds): 6 = 56,07, 56,18, 111,09, 111,44, 120,93, 121,34, 121,86, 125,35,
129,22, 136,78, 148,76, 152,13, 165,88. ESI-MS [M+H]*: 275.

2.2. Analiz calismalart

2.2.1. ITK ¢alismalari ve Rf degerlerinin saptanmast

Biitin sentez calismalarinda reaksiyonlarin kontrolii ITK uygulamalar1 ile
gerceklestirilmistir. Belli zaman araliklart ile deney balonlarindan alinan numuneler ve
sentezlerde kullanilan baslangic maddelerinin etanoldeki cozeltileri adsorban olarak
secilen silikajel 60 F254 kapli, onceden uygun ¢Oziicii karisimlar ile doyurulmus
aliminyum plakalara kilcal boru yardimiyla tatbik edilmis ve hareketli fazlar i¢erisinde
stiriklenmesi saglanmistir. Lekelerin saptanmasinda, ultraviyole 15181 (254 nm ve 366
nm) kullanilmistir. ITK sonucuna gére reaksiyonlara son verilmis ya da devam
edilmistir. Bu ¢alisma kapsamindaki her bir sentezin kontrolii i¢in uygun ITK hareketli
fazlarn, farkli ¢6ziicii karisimlar1 denenerek bulunmustur. Anlatilan sentezlerin kontroli
icin uygun hareketli fazin petrol eteri : etil asetat (3 : 1) olduguna karar verilmistir.

2.2.2. Erime noktalarinin tespiti

Sentezlenen bilesiklerin erime noktalarmin (E.n) saptanmasi, toz edilen maddenin, bir
ucu agik kapiller borulara %2 cm kadar doldurularak Elektrotermal erime noktasi tayini
cihazinda yapilmis ve bulunan degerler diizeltilmemistir.

2.2.3. TH NMR ve 3C NMR spektrumlarinin alinmast
Sonug bilesiklerin 'H NMR ve 3C NMR spektrumlari, 5 mg sentez iirliniiniin 0,5 mL
dotero dimetilsiilfoksid igindeki ¢6zeltisinin, tetrametilsilan’a karst 300 ve 75 MHz’lik
NMR spektrometresine uygulanmasi sonucu alinmustir.

2.2.4. IR spektrumlarinin alinmas
Proje kapsamindaki sonug bilesiklerin IR spektrumlari, az miktar sentez {iriiniiniin ATR
IR spektrofotometresine uygulanmasit sonucu alinmstir.

2.2.5. Kiitle analizi
1 mg madde tartilarak 1 mL asetonitril-su karisiminda ¢6ziilmiis, LC-MS8040
(Shimadzu Kyoto, Japonya) cihaz1 kullanilarak analiz edilmistir.
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2.3. Aktivite calismalart
Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin, AChE inhibitor aktivitesi Ellman Testi ile
saptanmistir [18-20].

AChE enzim soliisyonunun hazirlanmast

Liyofilize haldeki AChE enzimini ¢dzmek icin %1 lik jelatin ¢ozeltisi hazirlanmistir.
AChE enzimi jelatin ¢6zeltisinde 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 ¢o6zelti 0,7 mL’lik porsiyonlar halinde -20 °C’de
saklanmistir. Enzim ¢ozeltileri, aktivite calismalarmma baslamadan Once oda 1sisina
getirilmis ve metod konsantrasyonu olan 2,5 U/mL’ye seyreltmek icin suyla 1,4 mL’ye
tamamlanarak kullanilmistir.

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

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

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

DTNB (0,396 g) tartilarak bir miktar suda c¢oziilmiistir. Bu ¢ozeltiye sodyum
bikarbonat (0,15 g) ilave edilmis ve hacim suyla 100 mL’ye tamamlanmistir.
Hazirlanan ¢o6zelti, 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 ¢6ziilmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin
pH’s1 0,1 N potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH metre kullanilarak kontrollii bigimde
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 saklanmustir.

Enzim soliisyonu, inhibitor 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 birakilmistir. Bu siire sonunda
enzim substrat reaksiyonu, ATC ilavesi ile baglatilarak, mikroplaka okuyucu ile 412
nm’de bes dakika aralikla iki absorbsiyon o6l¢iimii gergeklestirilmistir. Referans olarak
inhibitor madde olmaksizin ayni islem gergeklestirilerek okuma yapilmistir. Kontrol
ajant olarak AChE inhibitorii donezepil kullanilmistir. Enzim inhibisyonlar1 asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

% Ei: [(Akonts - Akonti) - (Ainhs - Ainhi) / (Akonts - Akonti)] x 100
%EI = Yiizde enzim inhibisyonu

A\inhs = Inhibitor varligindaki besinci dakika absorbansi
Ainni = Inhibitér varhgindaki sifirinci dakika absorbansi
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Axonts = Referans soliisyonun (inhibitdrsiiz) besinci dakika absorbansi
Auxonti = Referans soliisyonun (inhibitorsiiz) sifirinc1 dakika absorbansi

Biitiin absorbans degerleri bos okunan (blank) degerleri ile dogrulanmistir. Her bir
deney dort bagimsiz kuyucukta gerceklestirilmis ve 6l¢iimlerinde ortalama absorbans
degerleri kullanilarak % enzim inhibisyon degerleri hesaplanmustir.

3. Sonuglar ve tartisma

Potansiyel antikolinesteraz aktiviteleri i¢in hazirlanan sonug bilesiklerine ulasmak igin,
oncelikle ilk basamakta benzoik asit hidrazit tiirevleri, benzoil kloriir tiirevlerinin
hidrazin hidrat ile reaksiyona sokulmasiyla sentezlendi. Benzoik asit hidrazitleri ile
imidazol-4-karbaldehit bilesigi reaksiyona sokularak hidrazon tiirevi olan sonug
bilesikleri elde edildi (sekil).

Sentezlenen bilesiklerin (2a-2¢e) yapilar1 IR, *H NMR, *C NMR ve kiitle spektroskopisi
ile dogrulanmustir. IR spektrumlarinda, sirasiyla 3211-3143 ve 1651-1587 cm™'de N-H
ve C=0 baglar1 nedeniyle 6nemli gerilme bantlar1 gozlendi.

Bilesiklerin H-NMR spektrumlarinda hidrazonun C-H protonu yaklasik 7,78-7,74
ppm'de belirlendi. Bilesiklerin *H-NMR spektrumlarinda, hidrazon ve imidazoliin N-H
protonlari sirastyla yaklasik 8,57-8,08 ve 12,88-9,17 ppm'de belirlendi.

13C NMR spektrumlari, aromatik ve alifatik bolgede, pikler tahmin edilen alanlarda
goriilmiistiir, ancak atamalar agikca belirlenememistir.

Bilesik [M + 1] tepelerinin kiitle spektrumlar1 (ESI-MS), hesaplanan molekiiler formiilii
(2a-2e) ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

(¢}

0
NH,NH,.H,0 R _N EtOH
cl _ NHNH, + r\)—CHO —
HN_/
THF

"o P
V

@)lNN\ N

H

R: -H, 4-Cl, 4-OCHj, 3,4-diCl, 3,4-OCH,

Sekil 1. 2a-2e kodlu bilesiklerin sentez semasi

Sentezlenen bilesikler, AChE oOnleyici aktiviteleri degerlendirilmistir. Donepezil
referans bilesik olarak kullanilmistir. % Inhibisyon degerleri olarak ifade edilen
sonuglar Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerin AChE enzimi {izerindeki inhibisyon potansiyelleri, modifiye
Ellman metodu ile arastirildi. Inhibisyon ¢alismalarinda, test bilesikleri ve referans ilag
Donepezil hidrokloriir, 102 M ve 10* M konsantrasyonlarinda test edildi. Tablo 1
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incelendiginde, bilesik 2b’nin % 77 inhibisyon seviyesine sahip umut verici bir aktivite
profiline sahip oldugu gériilmektedir. Ancak, 104 M konsantrasyondaki inhibisyon
degerine bakildiginda 2b kodlu bilesigin etkinliginin distiigii goriilmektedir.

Bu calismada sentezlenen tiirevler benzen halkasi lizerinden tiirevlendirilmistir. 4.
konumda klor ve metoksi siibstitlienti tasiyan tiirevler ve 3. ve 4. konumlarda yine ayni
stibstitlienti tasiyan tiirevler sentezlenerek bilesiklerin asetilkolinesteraz enzimine karst
inhibe edici potansiyelleri karsilastirllmistir. Benzen halkasi tizerinde 4. konumda Kklor
stibstitiientinin bulunmas1 aktiviteyi arttirdigr gortiilmektedir. ~ Aktivite sonuclari
incelendiginde 3. ve 4. konumda ayn1 anda klor substitiientinin bulunmasinin aktiviteyi
disiirdiigii goriilmektedir.

Tablo 1. 2a-2e bilesiklerinin ve donepezilin AChE'ye kars1 % inhibisyon degerleri

Bilesik % Enzim
inhibisyonu
103 10+
2a 27,47 18,43
2b 77,07 32,35
2C 20,50 8,35
2d 17,19 13,72
2e 16,59 6,39

Donepezil 97,45 92,89
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