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Ozet

Leishmaniasis Turkiye ve diinyada onemli paraziter bir hastaliktir. Leishmaniasis tedavisinde sodyum stibogluconate, miltefosin, paramomisin,
amfoterisin B ve pentamidin gibi anti-leishmanial ilaclar kullaniimaktadir. Fakat leishmaniasisin kemoterapisinde kullanilan bu ilaglarin nefrotoksik,
hepatotoksik ve teratojenik yan etkileri gorilebilmektedir. Ayrica antimon bilesiklerine karsi direng gelismesi nedeniyle de yeni terapétik ajanlarin
kesfedilmesi ve gelistirilmesine 6ncelik verilmesi gerektigi dustinilmustir. Bu calismanin amaci, sentezlenmis hidrazon yapisindaki on farkl bilesigin
(5a-5j) Leishmania infantum promastigotlarina karsi anti-leishmanial aktivitesinin mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmesidir. Hazirlanan hidrazon
bilesikleri, konsantrasyonu 6 ug/ml olacak sekilde RPMI-1640 besiyerlerine eklenmis ve bilesiklerin mikroplakta konsantrasyon araligi 3 - 0.003 pg/ml
olacak sekilde seri diltisyonlari yapilmistir. Mikroplaklarda mikrodillisyon besiyeri yontemi uygulanarak, tizerine hemositometrede hticre sayisi 2.5x10”
huicre/ml olacak sekilde ayarlanmis standart Leishmania infantum promastigotlari eklenerek 27°C'de inklibe edilmistir. Yirmi saat sonra mikroplaklarin
lUzerine alamar mavisi eklenerek 4 saat inklibe edilmistir. Promastigotlarin Gremesi 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirilmistir. Kuyucuklarda rengin
maviden pembeye donmesi parazitin Uredigi, rengin degismeden kalmasi ise parazitin Gremedigi seklinde degerlendirilmistir. Bu calismada,
Leishmania infantum promastigotlarina karsi en etkili maddelerin 5e, 5g ve 5h bilesikleri (MiK 0.187 ug/ml) oldugu, en etkisiz bilesigin ise 5i bilesigi
(MIK 3 pg/ml) oldugu saptanmistir. Sentezlenen bilesiklerin ilag olarak kullanilabilmesi icin; gerekli oldugu diisiiniilen in vitro makrofaj kiiltiirinde
Leishmania amastigotlarina karsi etkinligi ve in vivo olarak deneysel hayvan modellerinde kontrol calismalarina ihtiyac vardir.

Anahtar sézclikler: Leishmania infantum, Hidrazon, Anti-leismanial aktivite, Alamar mavisi

Investigation of Anti-leishmanial Activity of the Ten Different
Hydrazone Derivatives

Abstract

Leishmaniasis is an important parasitic disease in Turkey and the world. Anti-leishmanial drugs such as sodium stibogluconate, miltefosine,
paramomycin, amphotericin B, and pentamidine are used for the treatment of leishmaniasis. However, the drugs, used for the chemotheraphy of
leishmaniasis, have some side effects such as nephrotoxicity, hepatotoxicity, and teratogenicity. In addition, it is deemed that the discovery and
development of the new therapeutic agents must be given priority due to the development of resistance against antimony compounds. The purpose
of this study is detecting the anti-leishmanial activity of ten different synthesized hydrazone compounds against Leishmania infantum promastigotes
via the microdilution method. The prepared hydrazone compounds, having the concentration of 6 pg/ml, were added to RPMI-1640 media and the
dilution of the hydrazone derivates was performed in the wells of microplates in the range of concentrations of 3 - 0.003 pg/ml. The microdilution
broth method in the microplates was prepared, than the adjusted standard Leishmania infantum promastigotes, 2.5x107cells/mL, were added, into
the mentioned microplates which was incubated in 27°C. Twenty h later, the alamar blue were added on the microplates and they were incubated for
4 h.The proliferation of promastigotes was evaluated in 24, 48, and 72 h. It was considered that changing the color from blue to pink in the wells were
exhibiting the growth of parasites, while the unchanged color was not. The present study has revealed that the most effective substances against
Leishmania infantum promastigotes were 5e, 5g, and 5h compounds (MIC 0.187 ug/ml) while the least effective compound was 5i (MIC 3 ug/ml). There
is a need for further studies on in vitro activity against the Leishmania amastigotes in macrophages cultures and in vivo experimental animal models
for the synthesized compounds showing anti-leishmanial effect in the present study.
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GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére; Afrika, Asya,
Avrupa, Gliney ve Kuzey Amerika'da toplam 98 ulke ve
yerlesim yerinde yaklasik 350 milyon insan leishmaniasis
agisindan risk altindadir ™. Hastalik, Turkiye'nin de iceri-
sinde yer aldigi Akdeniz havzasina kiyisi olan tlkelerde,
Ortadogu llkeleri, Hindistan ve Giliney Amerika Ulkelerinde
ciddi bir saglik problemi olusturmaktadir 3, Tlrkiye'de
2000-2014 yillari arasinda toplamda 413 vaka bildirimi
yapilmis olan visseral leishmaniasis (VL) enfeksiyonunun
en 6nemli etkeni Leishmania infantum'dur “. En 6nemli
etkeni Leishmania tropica olan kutanéz leishmaniasis (KL)
vakalari 2000-2014 yillari arasinda toplamda 29845 olarak
rapor edilmistir ™.

Parazit memeli viicuduna inokile olurken, vektorin
takariaglindeki hyalironidaz-maksadilan salgisi ile vazo-
dilatator etki olusturularak enjeksiyon bolgesinde temel
immun engellerin hizla asiimasi ve enfeksiyonun baslama-
sina yardimci olur B, Promastigotlarin fagositozunu takiben,
tutunma ve baglanmada 6nemli rol oynayan parazit Griin-
leri ve virilans faktorleri, tekrar devreye girerek parazitin
zarar gérmeksizin makrofaj icinde yasamasini ve cogal-
masini saglarlar 59,

Leishmaniasis tedavisinde, sodyum stiboglukonat, milte-
fosin, paramomisin, amfoterisin B ve pentamidin gibi anti-
leishmanial ilaglar kullanilmaktadir ©. Fakat leishmaniasisin
kemoterapisinde kullanilan bu ilaglarin etkileri oldukca
sinirhdir. Ayrica bu ilaclarin cogunun nefrotoksik, hepato-
toksik ve teratojenik etkiler basta olmak Uzere ciddi yan
etkileri bulunmaktadir B°1%, Diinyada ve Turkiye'de KL ve
VLlin tedavisinde birincil ilag olarak kullanilan bes degerli
antimon tlirevleri, sodyum stiboglukonat (Pentostam®) ve
megluminantimoniat (Glucantime®) 1940 yilinda gelistirilmis,
ancak bu ilaclara karsi direng gelistigi, arastiricilar tara-
findan bildirilmistir ©11-14,

Hastaliga karsi etkili bir profilaktik asinin bulunmamasi,
mevcut kullanilan ilaglarin toksik etkileri ve bu ilaglara karsi
direncin giderek artmasi nedeniyle yeni terapdtik ajanlarin
kesfedilmesi ve gelistirilmesine oncelik verilmesi gerektigi
bildirilmistir 1015,

Antiparaziter tedavilerde kullanilan hidrazon tirevi
bilesikler; aldehit veya ketonlarin, hidrazin veya alkil-
hidrazinler ile kondansasyon reaksiyonunun sonucunda
sentez edilen ve kimyasal yapisi (-C=N-NH-) grubu olan
bilesik sinifinin genel adidir. Hidrazon grubunun farmako-
lojik ve biyolojik olarak aktif bilesiklerin merkezinde yer
almasi, pek cok arastirmaya ve yeni ilag gelistirme sirecine
kaynak olusturmustur. Hidrazonlarin anti-mikrobiyal, anti-
tiberkiler, anti-konviilzan, analjezik, anti-enflamatuar,
pihtilasmayi 6nleyici ve timorler, virisler ve malaryaya
karsi etkinliklere sahip oldugu rapor edilmistir %17,

Bu arastirmada alamar mavisi mikrodillisyon yontemi

ile aksenik kiltiirde VL etkeni olan L. infantum promastigot
izolatlar kullanilarak, sentezlenmis 6-stibstitiie-3(2H)-
pridazinon-2-asetil-2-(slibstitlie/nonstbstitiieasetofenon)
hidrazon yapisindaki on adet farkh bilesigin (5a-5j) anti-
leishmanial aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada standart aksenik L.infantum suslari,
hidrazon yapisindaki on farkli bilesik ve standart ilag olarak
amfoterisin B kullaniimistir.

Leishmania Promastigotlarinin Hazirlanmasi

Galismada aksenik standart L. infantum (MHOM/TN/19-
80/IPT1) susu kullaniimistir. Temin edilen suslar, icerisine
%10 Fetal Bovin Serum (FBS F4135 Sigma-Aldrich USA),
%1 Penisilin (P3032 Sigma-Aldrich USA) ve Streptomisin
(59137 Sigma-Aldrich USA) (100.000 Unite penisilin ve
10 mg streptomisin) eklenmis RPMI-1640 (R8758 Sigma-
Aldrich USA) besiyerinde cogaltiimis ve pasajlanarak
devamliligi saglanmistir.

Promastigotlar, cogaltildiklar besiyerinden 20 ml alina-
rak steril falkon tuplerine aktarilmis ve 10 dak. 1.000 g'de
santrifilj edilmistir. Daha sonra tuplerdeki stipernatant
atilarak ¢okeltide bulunan promastigotlarin Gzerine 10
ml steril PBS eklenmis ve diisiik devirde vortekslenmistir.
Bu hazirlanan ¢ozelti 10 dak. 1.000 g'de santrifiij edilmis
ve islem ¢ kez tekrarlanarak promastigotlarin yikanmasi
saglanmistir.

Hidrazon Bilesikleri

in vitro anti-leishmanial aktivite testinde kullanilan
hidrazon turevi bilesikler (5a-5j) Utku ve ark.'® tarafindan
daha 6nce sentezlenmistir. Bes basmakta elde edilen
sonug Urlnlerinin sentezini kisaca ozetlenecek olursa;
3,6-dikloropiridazin ve 1-fenilpiperazin etanol icerisinde
isitilmis ve ardindan asetik asit ilave edilerek 6-siibstitiie-
3(2H)-piridazinon tirevi bilesikler sentez edilmistir. Etil
bromoasetat kullanarak 6-stbstitlie-3(2H)-piridazinon-
2-il asetat tlrevinin sentezi yapildiktan sonra hidrazin
kullanarak hidrazon tirevleri sentezi yapilmistir. Farkli
substitlent tasiyan aldehit turevleri kullanilarak sonug
Urtinleri olan (5a-5j) turevlerinin sentezi tamamlanmistir.
Sentez edilen bilesiklerin yapilari 'TH-NMR (Varian Mercury
400 MHz FT-NMR spektrometre) ve IR (Bruker Vector 22
IR/Opus Spectroscopic Software Version 2.0) ve elemental
analiz verileri (LECO 932 CHNS analizor) ile aydinlatiimistir.
Bu on farkli hidrazon bilesigi Tablo 1'de verilmistir.

in Vitro Anti-Leishmanial Aktivite testi

Sentezlenmis olan 6-slibstitlie-3(2H)-pridazinon-2-asetil-
2-(slibstitlie/nonsubstitiie asetofenon) hidrazon yapisin-
daki on adet bilesik DMSO/H,0 (%10) icerisinde ¢oziilerek
homojen hale getirilmis ve 0.20-um membran filtre (Millipore,
USA) ile steril edilmistir. Uzerine konsantrasyonu 6 ug/ml
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Tablo 1. Anti-leishmanial aktivitesi arastirilan hidrazon yapisindaki on farkli bilesik

Table 1. Anti-leishmanial activity investigated the hydrazone structure ten different compounds

Sira Sentezlenen Bilesigin Adi Aciklama
Bilesik 52 Verim%61, Erime noktasi 234-235 °C,'H-NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 11.65 (s, 1H, N-H),7.70-7.67 (d, TH,
e piridazinon H5), 7.66-6.94 (m, 10H, aromatik protonlar), 6.84-6.81 (d, 1H, piridazinon H4),5.04 ve 4.66
1 e g (s, s, 2H, CH2), 3.39-3.37 (t, 4H, piperazina+a’ protonlar), 3.29-3.27 (t, 4H, piperazinb+b'protonlar), 2.23
asetofenonhidrazon (s, 3H, CH3). FT-IR (KBr): v 1705 (C=0, hidrazon), 1662 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3216(N-H). Analitik
Hesaplanan. C24H26N602:C, 66.96; H, 6.09; N, 19.52. Bulunan: C, 67.13; H, 6.30; N, 19.37
Bilesik 5b Verim%73, Erime noktasi 243-244°C. "H-NMR (DMSO-de): 6 (ppm) 11.67 (s, 1TH, NH), 7.72-7.69 (d, TH,
A e piridazinon H5), 7.67-6.88 (m, 9H, aromatikprotonlar), 6.80-6.77 (d, 1H, piridazinon H4), 5.02 ve 4.63
2 piridazinon-2- asetil-2-(4 (s, s,2H, CH2), 3.36-3.34 (t, 4H, piperazina+a’ protonlar), 3.28-3.25 (t, 4H, piperazinb+b’ protonlar), 2.22
S, Y (s, 3H,CH3). FT-IR (KBr): v 1703 (C=0, hidrazon), 1666 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3217 (N-H). Analitik
Hesaplanan. C24H25BrN602:C, 56.59; H, 4.95; N, 16.50. Bulunan: C, 56.81; H, 5.05; N, 16.69
Bilesik 5¢ Verim%67, Erime noktasi 252-253°C,'"H-NMR (DMSO-de): 6 (ppm) 11.69 (s, TH, NH), 7.73-7.70 (d, 1H,
B4 femipinerazintA2H) piridazinon H5), 7.68-6.91 (m, 9H, aromatik protonlar), 6.83-6.79 (d, TH, piridazinon H4), 5.06 ve 4.68
3 e (s, s,2H, CH2), 3.36-3.34 (t, 4H, piperazina+a’ protonlar), 3.28-3.24 (t, 4H, piperazinb+b’ protonlar), 2.23
Kloroasetofenon) hidrazon (s, 3H,CH3). FT-IR (KBr): u 1706 (C=0, hidrazon), 1665 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3214 (N-H). Analitik
Hesaplanan. C24H25CIN602:C, 62.00; H, 5.42; N, 18.08. Bulunan: C, 62.07; H, 5.54; N, 17.96
Bilesik 5d Verim%81, Erime noktasi 262-263 °C,'H-NMR (DMSO-de): 6 (ppm) 11.70 (s, 1H, NH), 7.76-7.74 (d, TH,
6-(A-fenilpiperazin}3(2H)- piridazinon H5), 7.67-6.89 (m, 9H, aromatik protonlar), 6.82-6.80 (d, 1H, piridazinon H4), 5.05 ve 4.66
4 B onin oo el A (s, s,2H, CH2), 3.39-3.37 (t, 4H, piperazinea+a’ protonlar), 3.29-3.27 (t, 4H, piperazineb+b’ protonlar),
floroasetofenon) hidrazon 2.24 (s, 3H,CH3). FT-IR (KBr): u 1704 (C=0, hidrazon), 1668 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3215 (N-H). Analitik
Hesaplanan. C24H25FN602:C, 64.27; H, 5.62; N, 18.74. Bulunan: C, 64.14; H, 5.74; N, 18.77
Bilesik 5e Verim%80, Erime noktasi 271-272°C,'"H-NMR (DMSO-de): 6 (ppm) 11.73 (s, 1H, NH), 7.77-7.75 (d, TH,
S ettt e piridazinon H5), 7.72-6.96 (m, 9H, aromatikprotonlar), 6.85-6.83 (d, 1H, piridazinon H4), 5.07 ve 4.70
5 IO R Ao (s, s,2H, CH2), 3.39-3.37 (t, 4H, piperazina+a’ protonlar), 3.30-3.28 (t, 4H, piperazinb+b’ protonlar), 2.21
asetofenonhidrazon (s, 3H,CH3). FT-IR (KBr): u 1705 (C=0, hidrazon), 1666 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3213 (N-H). Analitik
Hesaplanan. C24H25FN602:C, 64.27; H, 5.62; N, 18.74. Bulunan: C, 64.04; H, 5.33; N, 18.81
Bilesik 5f Verim%62, Erime noktasi 248-249°C. "H-NMR (DMSO-d): 6 (ppm) 11.80 (s, 1H, NH), 7.79-7.76 (d, 1H,
6-[4-(4-florofenil) piperazin]- piridazinon H5), 7.70-6.95 (m, 8H, aromatik protonlar), 6.86-6.84 (d, TH, piridazinon H4), 5.07 ve 4.70
6 3(2H)- piridazinon -2- asetil (s, s,2H, CH2), 3.40-3.38 (t, 4H, piperazina+a’ protonlar), 3.30-3.28 (t, 4H, piperazinb+b’ protonlar), 2.23
-2-(4-bromoasetofenon) (s, 3H,CH3). FT-IR (KBr): u 1705 (C=0, hidrazon), 1663 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3216 (N-H). Analitik
hidrazon Hesaplanan. C24H24BrFN602:C, 54.66; H, 4.59; N, 15.94. Bulunan: C, 54.82; H, 4.48; N, 16.12
Bilesik 5 Verim%50, Erime noktasi 229-230°C,'"H-NMR (DMSO-de): 6 (ppm) 11.82 (s, 1H, NH), 7.77-7.75 (d, 1H,
6-4-(4-florofenil) piperazin]- piridazinon H5), 7.79-6.72 (m, 8H, aromatik protonlar), 6.99-6.97 (d, 1H, piridazinon H4), 5.10 ve 4.80
7 3(2H)- piridazinon -2- asetil (s, s,2H, CH2), 3.42-3.39 (t, 4H, piperazina+a’ protonlar), 3.31-3.29 (t, 4H, piperazinb+b’ protonlar), 2.24
“2-{4-Kloroasetofenon) hidrazon (s, 3H,CH3). FT-IR (KBr): u 1704 (C=0, hidrazon), 1665 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3214 (N-H). Analitik
Hesaplanan. C24H24CIFN602:C, 59.69; H, 5.01; N, 17.40. Bulunan: C, 59.81; H, 5.16; N, 17.26
Bilesik 5h Verim%40, Erime noktasi 241-242 °C,'"H-NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 11.79 (s, 1H, NH), 7.75-7.72 (d, 1H,
B e piridazinon H5), 7.68-6.90 (m, 8H, aromatik protonlar), 6.85-6.83 (d, TH, piridazinon H4), 5.07 ve 4.70
8 B I p— (s, s,2H, CH2), 3.39-3.37 (t, 4H, piperazina+a’ protonlar), 3.29-3.27 (t, 4H, piperazinb+b’ protonlar),
B I 1 e 2.23 (s, 3H,CH3). FT-IR (KBr): v 1706 (C=0, hidrazon), 1662 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3216 (N-H).
AnalitikHesaplanan. C24H24F2N602:C, 61.79; H, 5.19; N, 18.02. Bulunan: C, 61.51; H, 5.36; N, 17.93
Bilesik 5i Verim%>56, Erime noktasi 280-281°C,'H-NMR (DMSO-de): 6 (ppm) 11.72 (s, 1H, NH), 7.73-7.70 (d, TH,
o i dlaatiartll i piridazinon H4), 7.67-6.90 (m, 9H, aromatik protonlar), 6.82-6.80 (d, 1H, piridazinon H4), 5.05 ve 4.70
9 3 (2 pitidazinon 2= aseti] 2 (s, s,2H, CH2), 3.37-3.35 (t, 4H, piperazina+a’ protonlar), 3.27-3.25 (t, 4H, piperazinb+b’ protonlar), 2.22
asetofenon hidrazon (s, 3H,CH3). FT-IR (KBr): v 1706 (C=0, hidrazon), 1664 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3218 (N-H). Analitik
Hesaplanan. C24H25CIN602:C, 62.00; H, 5.42; N, 18.08. Bulunan: C, 62.17; H, 5.56; N, 17.98
Bilesik 5j Verim%438, Erime noktasi 231-232°C,'"H-NMR (DMSO-dq): 6 (ppm) 11.70 (s, 1H, NH), 7.77-7.75 (d, TH,
6-[4-(4-klorofenil) piperazin]- piridazinon H4), 7.65-6.90 (m, 8H, aromatik protonlar), 6.80-6.79 (d, 1H, piridazinon H4), 5.07 ve 4.70
10 3(2H)- piridazinon -2- asetil (s, s,2H, CH2), 3.38-3.36 (t, 4H, piperazina+a’ protonlar), 3.28-3.26 (t, 4H, piperazinb+b’ protonlar), 2.24
-2-(4-bromoasetofenon) (s, 3H,CH3). FT-IR (KBr): u 1704 (C=0, hidrazon), 1663 (C=0, 3(2H)- piridazinon), 3212 (N-H). Analitik
hidrazon Hesaplanan. C24H24BrCIN602:C, 53.00; H, 4.45; N, 15.45. Bulunan: C, 53.08; H, 4.40; N, 15.35

olacak sekilde fenol red icermeyen RPMI-1640 besiyeri
eklenmistir. Besiyerine ayrica 1si ile inaktive edilmis %10
Fetal Bovine Serum (FBS) eklenmistir. Hazirlanan her bir
karisim sirayla 96 kuyucuklu mikroplaklarin ilk kuyucuk-
larina 225 pl dagrtilmistir. icerisine 112.5 pl besiyeri eklen-
mis 2. kuyucuga ilk kuyucuktan 112.5 ul eklenerek V2
oraninda diliie edilmistir. Ayni sekilde seri dillisyonla 10
kuyucukta islem tekrarlanarak son kuyucuktan alinan
karisim disari atilmistir.

Kuyucuklarin Gzerine, hemositometre ile hiicre sayisi
2.5x107 hicre/ml olacak sekilde ayarlanmis 112.5 pl
Linfantum promastigotlar eklenerek son konsantrasyonlari
3-0.003 pg/ml olacak sekilde bilesikler sulandirilmistir.

Pozitif kontrol olarak 11. siradaki kuyucuklara sadece
225 pl promastigot, negatif kontrol olarak da 12. siradaki
kuyucuklara sadece 225 pl sentezlenmis bilesik eklenmistir.
Mikroplaklar 27°C’ye ayarlanmis sogutmali etlivde 20 saat
sureyle inkiibasyona birakilmistir.
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Hazirlanmis olan tiim kuyucuklara bu suirenin sonunda
25 pl alamar mavisi (Resazurin sodium salt R7017 Sigma-
Aldrich USA) (0.1 mg/ml) eklenmis ve tekrar 27°C'de 4
saat daha inkiibasyona birakilmistir. Mikroplaklar 24, 48
ve 72 saat sonra degerlendirilerek sonuglar kaydedilmistir.
Galismada kontrol ilaci olarak da amfoterisin B kullaniimistir.
Tam testler iki kez tekrarlanmistir.

BULGULAR

Calismada sentezlenmis hidrazon yapisindaki 10 farkli
bilesigin anti-leishmanial aktivitesi 96 kuyucuklu mikro-
plaklarda mikrodilisyon alamar mavisi yontemi kullanilarak
arastinilmistir. Kuyucuklarda rengin maviden pembeye
dénmesi parazitin Uredigi, rengin degismeden kalmasi ise
parazitin Gremedigi seklinde degerlendirilmistir (Sekil 1).

Arastirmada beklenildigi gibi pozitif kontrol kuyu-
cugunda renk maviden pembeye degisirken, negatif
kontrol kuyucugunda herhangi bir renk degisikligi goz-
lenmemistir.

Galismada hidrazon yapisindaki on adet bilesigin Mini-
mal inhibitér Konsantrasyon (MiK) degerleri Tablo 2'de
verilmistir.

TARTISMA ve SONUC

Diinya genelinde yaygin olan bes paraziter hastalik
arasinda yer alan leishmaniasis énemli bir halk saghgi
sorundur. DSO'ne gére her yil cogu gelismekte olan
Ulkelerden yaklasik 2 milyon yeni vaka bildirilmekte olup12
milyon insani etkilemektedir ',

| ; A x

Tablo 2. Anti-leishmanial aktivitesi arastirilan hidrazon yapisindaki on
farkli bilesigin MK degerleri

Table 2. MIC values of ten different hydrazone derivatives investigated
anti-leishmanial activity

Sira Sentezlenmis Bilesik MiK (ug/ml)
1 5a 1.5
2 5b 0.75
3 5¢ 1.5
4 5d 1.5
5 5e 0.187
6 5f 1.5
7 59 0.187
8 5h 0.187
9 5i 3
10 5 15

Konrtol Amfoterisin B 0.003

P P P P P P

Sekil 1. ilk 8 bilesige ait mikroplagin 24 saatlik
inklibasyon sonrasindaki goriinttisii (11.sttun nega-
tif kontroller 12. Sttun pozitif kontroller)

Fig 1. Image of microplate belong the first eight
compounds in at the 24 h incubation (11. column
negative controls, 12. column positive controls)

Leishmaniasis tedavisinde bes degerli antimon bilesik-
leri, amfoterisin B deoksikolat, miltefosin, paromomisin,
sitamaquin, azoller ve pentamidin gibi farkl anti-leishmanial
ajanlarin yaninda termoterapi ve kriyoterapi gibi uygula-
malar da kullanilmaktadir %21,

Tedavisinde kullanilan bes dederli antimon bilesiklerinin
etkinliginin %90'In Uzerinde oldugu bildirilirken, miyalji,
artralji, karin agrisi, hepatit, pankreatit ve cesitli labora-
tuvar degerlerinde yukseklik gibi nadiren lokal ve sistemik
yan etkilere neden olabilecedi de rapor edilmistir 2",
Amfoterisin B ise viicutta genis bir yayllim gostermesi
nedeniyle, inflzyon reaksiyonlari, nefrotoksisite, hipo-
kalemi ve miyokardit gibi yan etkilere sahiptir ve hasta
4-5 hafta yatarak takip edilmektedir. Amfoterisin B'nin yan
etkilerini azaltmak icin dalak ve karaciger gibi organlarin
makrofajlarinda hizla konsantrasyonlari ylkselerek, uzun
siire bu organlarda kalabilen cesitli lipid formilasyonlar
(lipozomal amfoterisin B) gelistirilmistir '?, Antimon
bilesiklerine direng gelistiginde, VL tedavisinde intraventz
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veya intramuskuler olarak amfoterisin B kullaniimaktadir.
Ancak bu ilaglara karsi da direng gelistigi bildirilmistir 2.
Sunulan c¢alismada da hidrozon bilesiklerinin tedavide
etkili olabilecegi gozlemlenmistir. Bu durum hastaligin
etkili ve kisa surede tedavisi ile ilgili olumlu olarak
degerlendirilmistir. Ayrica tedavi siirecinde yan etkisi az
olan ve etkili olan bir ilacin kullanilmasi hastanin yasam
kalitesi acisindan da 6nemlidir.

Galismada parazitin canliligini belirlemek icin kullanilan
alamar mavisi, oksidasyon-rediksiyon indikatoru olarak
hicre canlihgi ve toksisite, hiicresel biylime ol¢limleri
icin cesitli deneylerde kullanilan ve uzun inkiibasyon
stiresi boyunca canl hiicreler icin toksik etki gdstermeyen
bir maddedir 222, Bu 6zellikleri nedeniyle Leishmania
parazitlerine karsi bilesiklerin sitotoksisitesini dl¢meye
yonelik farkli yontemlerde ve kantitatif kolorimetrik test-
lerde kullanilmistir. Kiltir ortaminda canli Leishmania
promastigotlarinin alamar mavisini indirgeyerek rengini
maviden kirmiziya donistirdigunu belirten calismalar
mevcuttur 24,

Tedavide kullanilan anti-leishmanial ilaglarin toksik
yan etkileri ve bu ilaglara karsi parazitin direng gelistirmesi
nedeniyle giinimiize kadar yeni molekillerin tanimlanmasi
ve formilasyonlari ile ilgili calismalar yapilmistir B. Sudan’
da yoresel olarak KL'nin tedavisinde kullanilan Allium
sativa (sarimsak) ve Azadirachta indica (Neem)'dan elde
edilen etanol ekstratlarinin anti-leishmanial aktivitelerinin
pentostamla kiyaslandiginda anlaml bir farki olmadigini
belirten calismalardan ™, makrolid grubunda yer alan iki
antibiyotikten azitromisinin ve klaritromisine gore L. topica
promastigot ve amastigotlari lzerinen anti-leishmanial
etkisinin daha yiksek oldugu vurgulayan 2! calismalara
kadar farkli cahismalar yapilmigtir 162529,

Ulasilan kaynak bilgilerde Coa ve ark.?® on farkli kinolan-
hidrazonhibridini, Alptiiziin ve ark.2% pyridinium hydrazone
derivelerini, Al-Kahraman ve ark.2" N-unsubstituted hidrazon
yapidaki 3 (benzilmonohydrazones) ve 5 (benzophenone-
hydrazones) bilesiklerini ve Coimbra ve ark.* tarafindan
7-chloro-4-quinolinyl hydrazone derivelerini kullanarak
anti-leishmanial aktivitelerini denemisler ve olumlu
sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir. Sunulan calismada
kullanilmis olan hidrazonlar diger arastirmalardan fakli
yapidadir (Tablo 1).

Bu calismada kullanilan hidrazonlarin anti-leishmanial
aktivitesi ile ilgili simdiye kadar yapilan herhangi bir
arastirmaya rastlanilmamistir. Calismamizda elde edilen
sonugclara gore en etkili maddelerin 5e, 5g ve 5h bilesikleri
(MiK=0.187 ug/ml) oldugu, en etkisiz bilesigin ise 5i
(MiK=3 pg/ml) oldugu gérilmiistiir (Tablo 2). Standart
ilac olarak kullanilan amfoterisin B'nin ise 0.003 pg/ml
konsantrasyonda etkili oldugu belirlenmistir. Bu durum
5e, 5g ve 5h maddelerinin parazitin tedavisi icin ilag adayi
olabilecekleri seklinde aciklanabilir.

Leishmania turlerinin promastigot sekillerinin canlihgr ve
¢ogalmasinin saptanmasinda, enzimatik belirleyiciler, H?
timin eklenmesi ve kolorimetrik metodlarin kullanilabilecegi
bildirilmistir. Kolorimetrik metodlar arasinda da alamar
mavisinin tek asamali, uygulamasi basit, disiik maliyetli,
cevre dostu ve kolay transfer edilebiliyor olusu ve ayrica
redoks indikatoriniin hicre toksisitesinin olmamasi ve
uzun inklibasyon periyotlarinda kullanilabiliyor olmasi
gibi cesitli avantajlari rapor edilmistir . Mikus ve ark.??
da, L. major promastigotlariyla yapilan ila¢ tarama testinde
alamar mavisinin uygulanabilir kolorimetrik indikator
oldugunu gostermislerdir. Calismamizda da indikator boya
olarak alamar mavisi kullaniimistir.

Sonug olarak; calismada sentezlenen 5e, 5g ve 5h
(MIK = 0.187 pg/ml) bilesikleri antiparaziter olarak etkili
bulunmus olup bu hidrazonlarin ilag adayi olarak ileri
calismalarina devam edilebilecegi kanisina varilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin ila¢ olarak kullanilabilmesi icin;
gerekli oldugu dislintlen in vitro makrofaj kiltlriinde
Leishmania amastigotlarina karsi etkinligi ve in vivo olarak
deneysel hayvan modellerinde kontrol ¢alismalarina ihtiyag
vardir. Ayrica alamar mavisi mikrodiliisyon y&nteminin,
anti-leishmanial ilag aktivitesi arastinlmasinda basit, gtivenilir
ve tekrarlanabilirligi yiiksek bir yontem oldugu saptanmistir.
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