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BİS-1,2,4-TRİAZOL TÜREVLERİNİN ANTİKANSER VE ANTİMİKROBİYAL 

ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

ÖZET 

 

Bu çalıĢmada daha önce antioksidan kapasiteleri ortaya konulmuĢ bazı sentezlenmiĢ bis-

hidrazinkarbotiyoamit türevleri ve bu bileĢiklerin halkalaĢmasında oluĢan bis-1,2,4-

triazol türevlerinin in vitro ortamda prostat kanser hücre hattı-3 (PC-3) üzerindeki 

antikanser, antiapoptotik ve antibakteriyel etkilerinin belirlenmesi hedeflenmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda 5 farklı 1,2,4-triazol türevleri maddenin ön denemeler sonucunda 

belirlenen konsantrasyon değerlerine göre PC-3 hücre kültürlerinde WST-1 yöntemi 

kullanılarak sitotoksik aktivite değerleri ortaya konulmuĢtur. Bu sonuçlar doğrultusunda 

4C (5,5‟-piridin-2,5diilbis[4-(4-metoksifenil)-4H-1,2,4-triazol-3-tiyol]), 4B (piridin-2,5-

diilbis(4-etil-4H-1,2,4-triazol-3-tiyol), 2 (piridin-2,5-dikarbahidrazit), 3B (2,2‟-(piridin-

2,5-diildikarbonil)bis(N-etilhidrazinkarbotiyoamit), 3C (2,2‟-(piridin-2,5-diildikarbonil) 

bis (N-(p-metoksifenil)hidrazinkarbotiyoamit) maddeleri karĢılaĢtırıldığında artan 

konsantrasyonlara  bağlı olarak canlı kanser hücre sayısının giderek azaldığı görülmüĢtür. 

En yüksek sitotoksik etkinin 500 μM konsantrasyonda olduğu belirlenmiĢtir. 

Antibakteriyel çalıĢmada ise maddelerinin gram pozitif üzerinde daha fazla etkili olduğu 

görülmektedir. Apoptotik indeks oranlarına bakıldığında ise  en düĢük apoptotik indeks 

oranı 4B maddesi uygulandığında en yüksek apoptotik indeks oranı 3C maddesi 

uygulandığında tespit edilmiĢtir. 

 

Anahtar Kelimeler: : PC-3, hidrazinkarbotiyoamit, triazol, antikanser, antiapoptotik, 

antibakteriyal etkileri. 
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INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTICANCER EFFECTS OF 

BIS-1,2,4-TRIAZOL DERIVATIVES 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this thesis is to find out the anticancer activities on the PC-3prostate cell lines, 

antiapoptotic and antibacterial effects of some synthesized and their bis-

hydrazinecarbothioamide bis-1,2,4-triazole derivaties that antioxidant capasities were 

recorded before. In this study cytotoxic values of 5 different compounds were presented 

on PC-3 cell lines by WS-1 method. According to the results of cytotoxic studies cell 

numbers decreased by the concentration of 4C (5,5‟-piridin-2,5diilbis[4-(4-metoksifenil)-

4H-1,2,4-triazol-3-tiyol]), 4B (piridin-2,5-diilbis (4-etil-4H-1,2,4-triazol-3-tiyol),2 

(piridin-2,5-dikarbahidrazit),3B (2,2‟-(piridin-2,5-diildikarbonil) bis (N-etilhidrazin 

karbotiyoamit),3C (2,2‟-(piridin-2,5-diildikarbonil)bis(N-(p-metoksifenil) hidrazin 

karbotiyoamit) compounds. The maximum cytotoxic effect was found on 500 μM  

concentration. The results of the antibacterial tests showed that all compounds used in 

this study are more effective on gram positive bacteria. As a result of antiapoptotic 

activity studies the lowest index was found on 4B and the highest index was found on 3C 

compounds. 

 

Keywords: PC-3, triazole, Hydrazinecarbothioamide, anticancer, antiapoptotic, 

antibacterial effects. 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

1. GİRİŞ 

 

 

Kanser dünyada hızla çoğalan bir sağlık problemidir. Dünyadaki ölümlerin %13‟ü 

kanserden kaynaklanmaktadır. Ülkemizde ise kanser görülme sıklığının her 100 bin 

kiĢide 229 olduğu açıklanmıĢtır (Arıca vd. 2011).  

 

Kanser geliĢimine neden olan faktörler arasında sigara dumanı ve katranında bulunan 

kimyasal ve karsinojenik ajanlar, radyasyon ve güneĢ ıĢığından gelen zararlı ultraviyole 

ıĢınlar ve ağır metallerdir. Bu zararlı faktörlere ek olarak; vitaminler, mineraller ve 

antioksidan molekülleri içeren gıdaların yetersiz tüketilmesi ile hücrelerin zararlı 

moleküllere ve serbest radikallere karĢı koruyucu savunma mekanizmalarının zayıflaması 

da hücre hasarının artmasına yol açmakta ve böylece kanser geliĢimini tetiklemektedir 

(Dönmez vd. 2010; Doll and Peto 1981).  

 

Prostat kanseri erkek genital sisteminde ortaya çıkan ve erkeklerde sıklıkla rastlanan bir 

kanser türüdür. Erken tanı konulmadığı ve tedavi edilmediği takdirde lenf ve kan damar 

yollarıyla çevresindeki kemiklere ve lenf düğümlerine hatta akciğer, karaciğer ve diğer 

organlara yayılır. Prostat kanseri dünya genelinde ve ülkemizde erkeklerde en sık görülen 

kanser tiplerinden birisidir. Nedenleri arasında hormonlar, yaĢ, genetik ve ailesel faktörler 

ile çevresel faktörler sayılabilir (Botswick et al. 2004; Shen and Shen 2019). 

 

Kanser tedavisinde kullanılan yöntemler kemoterapi, radyoterapi, cerrahi tedavi ve 

hormon terapisidir. Bu tedavi yöntemleri hastalarda ağır yan etkiler gösterdiği için ve 

tedavi sonucunun baĢarı olasılığının düĢük olması nedeniyle baĢka yöntemlere arayıĢların 

arttığı görülmektedir (Tekin vd. 2012). Kanser tedavisinde kullanılan ilaçların çoğunun 

etken maddesi doğal kaynaklardan elde edilmektedir. Bu doğal kaynaklar, insanlık 

tarihinin çok eski dönemlerinden beri hem hastalıkların tedavisinde hem de hastalıklara 

karĢı korunmada önemli bir role sahiptir. Dolayısıyla dünyada doğal yaĢam, sağlıklı ve 



 
 

uzun yaĢama isteğine paralel olarak tıbbi bitkisel ürünlerin, bitkisel ilaçların kullanımı 

gittikçe önem kazanmıĢtır.  

PC-3 insan prostat kanser hücre hattı, prostat kanser araĢtırmalarında kullanılan bir hücre 

hattıdır. Bu hücreler prostat kanser hücrelerindeki biyokimyasal değiĢimleri çalıĢmak ve 

kemoterapik ajanları uygulamak için oldukça elveriĢlidir. Ayrıca bu hücrelerin deney 

hayvan çalıĢmalarında model kanser oluĢturmada da kullanılabilirliği vardır. PC-3 

hücrelerinin metastatik etkilerinin de fazla olması hücre göçü çalıĢmalarında 

kullanılmasına olanak sağlar.  

 

Triazoller heteroatom karbon ve hidrojen dıĢında atom içeren halkalı bileĢiklerdir. 

Günümüzde; antioksidant, antimikrobiyal ve antikanser özelliklerine sahip 

polifonksiyonel ve heteroatom ihtiva eden halkalı bileĢiklerin sentezi önemli olup; 

biyokimya, tıp ve eczacılık gibi çok önemli disiplinlerde kullanım alanı bulabilmektedir. 

Son yıllarda 1,2,4-triazollerin heterosiklik türevleri üzerindeki çalıĢmalar biyolojik 

öneminden dolayı giderek artmaktadır. 1,2,4-triazol bileĢiklerinin antitümör, 

antibakteriyel, antifungal, antiviral, antienflamatuar, antitüberküloz, antikonvünsan, 

diüretik, antitüberküler ve platelet agregasyonunu inhibe edici etkileri olduğu 

bilinmektedir (Lewenstein 1954; Doub 1958; Shah 1969; Gall 1976; Bonjean 1987; 

Reader 1987; Tantwy 1988; Rusinov 1990; Al Nakib 1994). 

 

Bu çalıĢmada ilk defa, aĢağıda açık moleküler formülleri metot ve materyal kısmında 

sunulmuĢ olan ve daha önce antioksidan kapasiteleri ortaya konulmuĢ bazı sentezlenmiĢ 

bis-hidrazinkarbotiyoamit türevleri ve bu bileĢiklerin halkalaĢmasında oluĢan bis-1,2,4-

triazol türevlerinin in vitro ortamda prostat kanser hücre hattı PC-3 üzerindeki antikanser, 

antiapoptotik ve antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi hedeflenmiĢtir.  
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1.1. Dünyada ve Türkiye’de Kanser  

 

Global istatistik verilerine göre dünya çapında 2012 yılında toplam 14.1 milyon yeni 

kanser vakası geliĢmiĢtir ve kanserden ölen kiĢi sayısı 8.2 milyondur. 2015 yılında ise 8.8 

milyon kansere bağlı ölüm gerçekleĢmiĢtir. Az geliĢmiĢ ülkelerde akciğer ve meme 

kanseri sırasıyla erkeklerde ve kadınlarda en fazla görülen kanser tipleri olmuĢtur. 

GeliĢmiĢ ülkelerde ise erkeklerde en fazla prostat, kadınlarda en fazla akciğer 

kanserlerine rastlanmıĢtır. Dünya çapında görülen diğer en sık kanser tipleri ise 

erkeklerde, karaciğer, mide ve kolorektum iken kadınlarda, mide, serviks ve kolorektum 

olarak sıralanmıĢtır (Torre et al. 2015). Az geliĢmiĢ düĢük gelirli ülkelerde geliĢmiĢ 

ülkelere kıyasla daha yaygın görülen enfeksiyonlara bağlı olarak karaciğer, mide ve 

serviks kanser tipleri daha fazla ortaya çıkmaktadır (de Martel et al. 2012). 

 

Türkiye‟de ise Kanser Daire BaĢkanlığı 2018 verilerine göre erkeklerde sırasıyla en sık 

görülen kanser tipleri, akciğer, prostat, kolorektal, mesane ve mide olurken kadınlarda, 

sırasıyla, meme, tiroid, kolorektal,7 uterus ve akciğer olmuĢtur.   
 

1.2. Prostat Kanseri 

 

Prostat kanseri dünya genelinde erkeklerde en sık görülen kanser tiplerinden birisidir. 

2018 GLOBOCAN verilerine göre prostat kanseri dünya genelinde erkekler arasında en 

sık ikinci görülen kanser tipi iken kansere bağlı ölümlerde beĢinci sırada bulunmaktadır 

(Torre et al. 2018).  

 

0-39 yaĢ erkeklerde rastlanma olasılığı %0,01, 40-59 yaĢ erkeklerde %2.58 ve 60-79 yaĢ 

erkeklerde %14,7 olarak tespit edilmiĢtir (Jemal et al. 2005). Ortaya çıkmasında ırk ve 

etnik kökenlerin etkisi bulunmaktadır. Buna göre Hindistan‟da her 100,000 kiĢinin 4.4 

ünde, ABD ‟de ise her 100,000 kiĢinin 118,2 sinde ortaya çıkmaktadır (Kimura and 

Egawa 2018). Güncel çalıĢmalar prostat kanser görülme ortalamasının pek çok Asya 

ülkesinde arttığını göstermektedir (Kimura et al. 2016). Ġstatistiki verilere göre görülme 

sıklığının arttığı Asya ülkeleri arasında, Japonya (Baade et al. 2013), Kore (Hann et al. 

2015),Türkiye (Zorlu vd. 2014), Endonezya (Umbas et al. 2015),Ġran (Moradpour and 
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Fatemi 2013),Filipinler (Baade et al. 2013),Tayland (Baade  et al. 2013),Çin (Chen et al. 

2015),Pakistan (Bhurgri et al.2009). 

 

Hindistan (Hariharan and Padmanabha 2016) ve Vietnam (Van Dong et al. 2014) 

bulunmaktadır. Malezya‟da 2001‟den 2011‟e kadar herhangi bir artıĢ gözlenmezken 

(MNCR, 2007-2011), Bahreyn‟de 1998‟den 2011 yılına kadar düĢüĢ gözlenmiĢtir (Al 

Awadhi et al. 2016).  

1.2.1. Prostat Kanseri Risk Faktörleri        

 

Prostat kanserine yol açan genel faktörler arasında, yaĢ ve oksidatif stres, çevresel 

faktörler, hormonlar, diyet, ırk, ailesel kalıtım ve genetik faktörler sayılabilir (Botswick et 

al. 2004; Shen and Shen 2019). Risk faktörleri endojen ve eksojen olarak ikiye ayrılabilir. 

Endojen kaynaklar aile geçmiĢi, hormonlar, ırk, yaĢ ve oksidatif stres gibi faktörlerini, 

ekzojen kaynaklar ise diyet, çevresel ajanlar ve meslek gibi risk faktörlerini içerir. 

(Bostwick et al. 2004).  

 

Prostat kanserinin ailesel kalıtımıyla ilgili ilk bilgiler 1956 yılında Morgan ve arkadaĢları 

tarafından rapor edilmiĢtir (Morgan et al. 1956). Ancak ilk kez 1992 yılında 

gerçekleĢtirilen bir çalıĢma ile kalıtım mekanizması açıklanmıĢtır (Carter et al. 1992). Bu 

çalıĢmada 691 lokalize prostat kanser hasta ile çalıĢılmıĢ ve prostat kanser yapılan 

testlerin sonuçlarına göre durumlarının %9‟u ailesel yüksek riskli allellerden 

kaynaklanmaktadır. Bu allellerin 85 yaĢına kadar penetransı %88 olarak hesaplanmıĢtır 

(Carter et al. 1992).  

 

Birçok önemli biyolojik data androgenlerin prostat kanser geliĢimindeki önemine iĢaret 

etmektedir. Örneğin bazı yapılan çalıĢmalarda anti-androjen terapilerin ve testosteron 

uygulamalarının laboratuvar hayvanlarında prostat kanserinin geliĢimine neden olduğu 

gösterilmiĢtir (Noble 1977; Richie 1999). Hormon seviyelerindeki değiĢiklik hem 

endojenik (genetik) hem de ekzojenik (çevresel kimyasal maddeler) kaynaklardan 

etkilenebilir (Bostwick et al. 2004).  
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Dünyada Afrikalı-Amerikalı zencilerde prostat kanser görülme sıklığı beyaz 

Amerikalılara göre daha fazladır (Wynder et al. 1991). Genetik yatkınlık, 

mikrosatelitlerin androjen reseptör lokuslarındaki allel frekansları, polimorfik 

varyasyonlar, sosyoekonomik faktörler ve tıbbi bakıma ulaĢım gibi faktörlerin yanı sıra 

diyet ve ırklar arasındaki vücut kompozisyon değiĢiminin de bu farklılığa katkı sağladığı 

düĢünülmektedir (Tarman et al. 2000; Bostwick et al. 2004; Amling et al. 2004).  

 

Farklı insan dokularındaki birçok insan hücre hatlarında yapılan çalıĢmalarda yüksek 

seviyelerde reaktif oksijen türlerinin (ROS) bulunduğu tespit edilmiĢtir (Szatrowski and 

Nathan 1991; Toyokuni et al. 1995). Oksidatif stres kanser hücrelerinde ve tümör 

dokularında hücre çoğalması, mutasyonların birikmesi, genetik kararsızlık, invazyon ve 

metastaza yol açtığı düĢünülmektedir (Toyokuni et al. 1995; Pelicano et al. 2004). Hücre 

içesindeki ROS seviyesinin normal seviyelerde olması redoks balansının korunmasında 

ve hücresel sinyal iletiminin sağlıklı gerçekleĢmesinde oldukça önemlidir (McCord 1995; 

Martin and Barrett 2002). Oksidatif stres ve prostat kanser riski arasındaki bağlantı son 

zamanlarda daha net bir Ģekilde ortaya konmuĢtur. ROS un ana kaynağı mitokondridir ve 

prostat kanser geliĢiminde değiĢmiĢ mitokondriyal bioenerjinin önemi olduğu 

vurgulanmaktadır (Kumar et al. 2008) Klinik çalıĢmalar selenyum, tokoferol (vitamin E) 

ve likopen (karotenoid) alımının prostat kanserine karĢı koruduğunu belirtmektedir 

(Botswick et al. 2004).  

 

Ekolojik çalıĢmalar prostat kanserinin batılı yaĢam tarzı ile bağlantılı olabileceğini ve 

özellikle yüksek miktarda yağ, kırmızı et ve hayvansal ürünlerle beslenmeyle iliĢkisini 

ortaya koymuĢlardır (Armstrong 1975; Hayes et al. 1999). Kırımızı et tüketiminde etin 

miktarından çok piĢirilme Ģeklinin önemli olduğu ve yüksek ısıda piĢirilen etlerin 

kanserojen etki gösterdiği tespit edilmiĢtir (Augustsson et al. 1999). Özellikle Asya‟da 

prostat kanserinin daha az görülmesinin nedenlerinden bir tanesi de beslenme Ģekilleridir. 

Yüksek miktarda soya fasulyesi içeren diyetler aynı zamanda prostat kanserine karĢı 

koruculuğu olan fitoöstrojen ve özellikle flavonoidler bakımından da zengindir (Severson 

et al. 1989; Strom et al. 1999; Kolonel et al. 2000; Stattin et al. 2002). Domateste bulunan 

likopen antioksidan özellikde bir karotenoid olup prostat kanserine karĢı koruyucu özellik 

göstermektedir (Giovannucci et al. 2002). Mikrobesinlerden selenyum ve E vitamininin 
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prostat da dahil olmak üzere çeĢitli tümör gruplarına yakalanma riskini düĢürdüğü farklı 

çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (Heinonen et al. 1998).  

 

Prostat kanserini tetikleyen çevresel faktörler sınıflarından bir tanesi endokrin bozan 

kimyasallardır (EDC). EDC‟ler doğal veya sentetik kimyasal maddeler olmakla beraber 

pozitif veya negatif Ģekilde hormonların etkilerini değiĢtirirler. Bunlar arasında bazıları 

östrojen agonisti gibi hareket ederken bazıları örneğin, vinclozolin bir androjen 

antagonistidir ve androjen reseptörüne bağlanarak bazı hormonal genlerin ekspresyonunu 

azaltır (Euling and Kimmel 2001; DiVall 2013). 

 

ÇeĢitli iĢ alanlarında çalıĢan insanlarda prostat kanserine yakalanma oranının arttığı farklı 

çalıĢmalar ile analiz edilmiĢtir. Özellikle metal kaplama ve fotoğrafik film geliĢtirme 

endüstrisinde çalıĢan erkelerde riskin arttığı tespit edilmiĢtir (Ross et al. 1983). Yine 

otomotiv sektöründe makine yağlarına maruz kalan kiĢilerde (Tolbert et al. 1992), 

özellikle hayvancılıkla uğraĢan, zootonik ve virüslerle çeĢitli kimyasallara maruz kalan 

kiĢilerde riskin arttığı görülmüĢtür(Keller-Byrne et al. 1997).  

 

1.2.2. Prostat Kanseri Genetiği  

 

Germline mutasyonları 55 yaĢ altı erkeklerde prostat kanserlerinin %45 ini 

oluĢturmaktadır. Prostat kanserinin ailesel kalıtımın genetiği tam olarak anlaĢılmamıĢtır 

fakat bağlantı haritalarında bu hastalıkla ilgili 1q42.2-43, 1p36, Xq11, Xq27-28, 20q13 

ve 11p gibi çeĢitli kromozomal bölgeler aydınlatılmıĢtır (Berthon et al. 1998; Xu et al. 

1998; Gibbs et al. 1999; Smith et al. 1999; Gibbs et al. 2000; Berry et al. 2000; Riley and 

Krieger 2001; Zhang et al. 2003). Pienta vd. çalıĢmaları sonucu prostat kanseri geliĢimi 

sırasında oluĢan somatik mutasyonlar için bir model oluĢturulmuĢtur. Bu modele göre; 

normal prostat epitelyum lokalize prostat kanser oluĢumuna doğru ilerler, daha sonra 

metastatik prostat kanserine dönüĢür ve en son olarak adrojen-bağımsız kanser oluĢur. Bu 

olaylar sırasında, metilasyon değiĢiklikleri gözlemlenir, glutatyon-S-transferaz pi gen 

bölgesi kaybolur, androjen reseptörlerinde CAG tekrarlarında değiĢiklikler gerçekleĢir. 

Kromozom 16q, Rb (hücre döngüsü regülatörü) ve KAI (integral membran proteini) 

kaybı ile p53 (transkripsiyon/apoptotik regülatörü) inaktivasyonu ve farklılaĢmıĢ E-
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kaderin ekspresyonu sonucu metastatik hücreler oluĢur (Pienta et al. 1996). Prostat 

tümörlerinde tümör baskılayıcı protein tirozin fosfataz PTEN, homeodomain 

transkripsiyon faktörü NKX3.1 ve transkripsiyon faktörü TSG101‟de sıklıkla 

mutasyonlar görülür (Li et al. 1997; Sun et al. 1997; Bhatia-Gaur et al. 1999).  

 

Normal epitelyum   Prostatitk intraepitelyal             Ġnvaziv karsinoma             Metastaz 

                                                                                           neoplazi    

          Bazal hücre kaybı                  Bazal lamina kaybı      Androjen-bağımsiz 

         8p21 NKX3.1 kaybı               10q PTEN kaybı                   13q Rb kaybı                 17p p53 kaybı 

 

ġekil 1.1. Ġnsan prostat kanser oluĢum yolağı (Shen and Shen 2019) 

 

1.2.3. Prostat Kanseri Güncel Tedavi Yöntemleri 
 

Prostat kanserinin kesin tanısını koymak için total prostat spesifik antijen (PSA) düzeyine 

bakılmakla beraber, rektal muayene ve biyopsi yapılmaktadır. Klinik olarak prostat 

kanseri, lokal prostat kanseri, lokal ileri evre prostat kanseri ve metastatik prostat kanseri 

olmak üzere üç gruba ayrılır (Kozacıoğlu ve Günlüsoy 2012). Tedavi yöntem ve 

seçenekleri hastalığın risk faktörlerine göre değiĢmektedir. DüĢük riskli hastalarda aktif 

izlem, radikal prostatektomi, eksternal radyoterapi veya brakiterapi ve bekle gör; orta ve 

yüksek riskli ve lokal ileri evre hastalarda,  radikal prostatektomi ile birlikte pelvik lenf 

nodu diseksiyonu veya eksternal radyoterapi ile birlikte adjuvant hormonal tedavi 

uygulanmaktadır. Metastatik prostat kanser tedavisinde ise, androjen baskılama tedavisi, 

LHRH agonistleri, LHRH antogonistleri veya antiandrojenler uygulanmaktadır (Sağlık 

Bakanlığı prostat kanseri klinik protokolü 2017). 

 

 

 



7 
 

 
 

1.3. Kanserde Hücresel ve Moleküler Düzeyde Apoptoz Mekanizması  

 

 

Organizmada hücre ölümünün iki tipi vardır: Bunlar nekroz ve apoptozdur (Thompson 

1995; Ameisen 1996). Nekroz, hücre ĢiĢmesi ve hızlı dejenerasyon olarak tanımlanır. 

Nekroz mekanizmasında dıĢarıdan fiziksel ve kimyasal uyarılar (ısı, yanma, toksik 

maddeler) sonucu hücrenin iyon dengesi bozulur ve DNA tamirinden sorumlu nüklear 

enzim olan PARP (Poli ADP-riboz polimeraz) enzimi NAD kaybına neden olur. Bu 

durumda gerçekleĢen ATP eksikliği, iyon pompası yetersizliğine yol açar. Böylece hücre 

sıvı alır ve organeller ĢiĢer. Bunun sonucunda ise plazma membran bütünlüğü bozulur ve 

osmotik basınç nedeni ile hücre patlar. Hücre ölümünü takiben hücre içeriğinin hücreler 

arası boĢluğa salınması yangı (inflamasyon, iltihaplanma) olayına sebep olur. Bu olayın 

karakteristik özelliği makrofaj ve nötrofillerin nekrotik dokuya göç etmesidir. Göç eden 

bu hücreler nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun önemli bir 

iĢareti olarak görülmektedir (Golstein and Kroemer 2007; Nicotera et al. 2004).  

 

Apoptoz terimi ise ilk olarak Kerr et al. (1972) tarafından fizyolojik hücre ölümü olarak 

tanımlanmıĢtır (KandaĢ 2004). Apoptoz mekanizması, normal geliĢim sırasında ve olgun 

organizmadaki çeĢitli hücre tiplerinin tahribi esnasında spesifik hücrelerin kaybından 

sorumludur. Apoptotik hücre sayısı kiĢinin ya da organizmanın sağlıklı ya da hasta 

oluĢunu belirlediği için apoptozun mekanizmaları hücrede denge unsuru olmaktadır 

(Kwon et al. 2006). Çok hücreli organizmalarda, hücredeki genetik hasarın bloke 

edilmesi ya da hücrenin tamamen yok edilmesi apoptoz ile gerçekleĢir. Hasarın yayılması 

ve tümör oluĢumu gibi olasılıklar engellenmiĢ olur. Apoptoz ani gerçekleĢen hızlı bir 

olaydır. Apoptotik bir uyarı sonrasında önce hücre zarında değiĢimler meydana gelir ve 

bunun sonucunda hücre zarı degredasyona uğrayarak zamanla küçülür ve apoptotik 

cisimcikler oluĢur (Altunkaynak ve Özbek 2008).  

 

 

 

ġekil 1.2. Apoptoza maruz kalan bir hücrede hücre ölümünün aĢamaları  [Anonim 2008]
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Apoptotik cismin oluĢumuna kadar bütün apoptotik olaylar zinciri birkaç dakika sürer. 

Bununla birlikte apoptotik hücrelerin fagositozu için daha uzun bir zaman gerekir 

(Altunkaynak ve Özbek 2008).  

 

Erken evre apoptozda hücreler yüzey organellerini kaybeder ve birbirleri ile olan 

birleĢme bölgelerinden ayrılırlar. Birkaç dakika gibi çok kısa bir sürede hacimlerinin 

1/3‟ünü kaybederek büzülürler (Wyllie 1986). Sitoplazma membranında tomurcuklanma 

le birlikte hücre, apoptotik cisimciklere parçalanır (Öktem vd. 2001). Apoptotik 

cisimcikler çekirdekte bulunan kromatinin yoğunlaĢıp, DNA küçük parçalara ayrılması 

ve bu parçaların hücre zarı ile kaplanmasıyla oluĢur (Kültürsay ve Kayıkcıoğlu 2002). 

Apoptotik hücrelerin plazma membranındaki değiĢiklikler ile fagositik hücreler uyarılır 

ve makrofajlar tarafından fagosite edilirler (Öktem vd. 2001; Karalezli ve Aladag 2016).  

 
 

 

 

ġekil 1.3. Hücrede gerçekleĢen apoptozun ardından oluĢan apoptotik cisimlerin ıĢık mikroskobik 

görünümü. Oklar; hücre içerisinde görülen lipid damlacıklarını, ok baĢı; heterokromatik ve koyu eozinofil 

sitoplazmalı bir hücreyi, yıldız; apoptotik cisimleri iĢaret etmektedir (Özbek ve Özbek 2003). 

 

Apoptozu düzenleyen proteinler iki sınıfa ayrılmıĢtır; anti-apoptotik olanlar (Bcl-2 ile 

ilgili proteinler; Bcl-xL, Bcl-w ve Ras, CED-9, p35, Mcl-1, c-Abl, Rb) ve pro-apoptotik 

olanlar (Bcl-2 ile ilgili proteinler; Bax, Bad, Bak, Bcl-xS ve p53, c-myc) (Karalezli ve 

Aladag 2016; Kaya vd. 2012).  

 

Bcl-2 ile iliĢkili protein ailesi büyük bölümü anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xl) küçük bir 

kısmı ise pro-apoptotik (Bax, Bad, Bim) karakterdedir. Anti-apoptotik olanlar apoptozu 
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önlemeye çalıĢırlar (Gültekin vd. 2008). Bu ailenin üyeleri kendi aralarında homo ve 

hetero-dimerler oluĢtururlar ve pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyelerinin rölatif oranı 

hücrenin apoptoza girip girmeyeceğini belirlemede önemli rol oynar. Bcl-2/Bax oranının 

artması ya da azalması apoptozisin inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonuçlanır (Kelten 

2005).  

 

Kaspazlar, zaman içerisinde oldukça korunmuĢ olup insanlardan böceklere, 

nematodlardan hidralara kadar yaygın olarak bulunurlar (Budihardjo et al. 1999; Cikala et 

al. 1999). GeniĢ bir protein ailesi olup birbirlerine homoloji gösteren sistein proteazlardır, 

ölüm proteazları olarak da bilinirler (Alnemri 1996). Ġnsanlarda 15 farklı kaspaz tespit 

edilmiĢtir, bunlardan üçte ikisinin apoptozda görev aldığı düĢünülmektedir (Thornberry 

and Lazebnik 1998; Earnshaw et al. 1999;  Kaya vd. 2012). Substrat seçimlerine göre alt 

familyalara ayrılırlar. Tüm bilinen kaspazlar aktif bölgelerinde sistein taĢırlar ve Asp-Xxx 

bağını koparırlar (Thornberry 1997). Kaspazlar öncelikle prokaspaz olarak sentezlenirler 

daha sonra kesilerek aktif enzim halini alırlar ve birbirlerini aktifleĢtirmek suretiyle 

proteolitik bir dalga yaratırlar (Öktem 2001; Karalezli ve Aladag 2016). Kaspazların 

substratları çok çeĢitlidir ve 100‟den fazla sayıda hedef proteini keserek apoptozda rol 

alırlar (Hengartner 2000). Kaspazlar iĢlevlerine göre üç alt gruba ayrılabilirler; baĢlatıcı 

(kaspaz 2, 8, 9, 10); efektör (kaspaz 3, 6, 7) ve inflamatuar (kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) 

(ÇoĢkun ve Özgür 2011).  

 

1.3.1. Apoptozda İntrinsik ve Ekstrinsik Yolaklar 

 

Memeli hücrelerinde apoptoz, uyarıcıların orijinine bağlı olarak iç veya dıĢ yolaklar ile 

sürdürülür (Riedl and Shi 2004). Ġnstrinsik yolak onkogen aktivitesi ve DNA‟da meydana 

gelen hasar gibi hücre içerisinde meydana gelen uyaranlar aracılığı ile tetiklenir. Ġç 

yolaktaki inaktivasyon kanserin belirleyici özelliklerinden bir tanesidir (Hanahan and 

Weinberg 2000). Ġnstriksik yolak mitokondri aracılığı ile gerçekleĢir ve mitokondriden 

sitoplazmaya ilk aĢamada sitokrom c, Smac/DIABLO (IAP inhibitörleri) ve OMI/HTRA-

2 (kaspaz aktivitörü) salınır (Wang 2001; Riedl and Shi 2004). Bunlardan sitokrom c 

oldukça önemli bir protein olup sitoplazmada APAF1 (apoptotik proteaz aktive edici 

faktör) bağlanarak aktive eder. Bu bağlanma konformasyonel bir değiĢime sebep olur ve 

APAF1 ATP/dATP‟ye bağlanır ve apoptozom oluĢur ve kaspaz-9‟ın aktivasyonu sağlanır 
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(Li 1997; Rodriguez et al. 1999;Jiang and Wang 2000). Ġkinci aĢamada mitokondriden 

AIF (apoptoz indükleyici faktör), EndoG (endonükleaz G), ve CAD (kaspazla aktifleĢen 

deoksiribonükleaz) salınır. AIF ve EndoG kaspaz bağımsız hareket eder ve AIF çekirdek 

içerisindeki kromatinin yoğunlaĢmasına DNA parçalanmasına neden olurken, EndoG 

oligonükleozomal DNA parçaları meydana getirmek üzere hareket eder (Boeddeker et al. 

2015; Cao et al. 2015; KartlamıĢ et al. 2016). Normalde inaktif halde bulunan CAD 

mitokondriden salındıktan sonra kaspaz 3 tarafından kesilerek aktive edilir ve bir DNaz 

olduğu için çekirdeğe yönelerek çekirdek DNA‟sını 180-200 baz çiftlik fragmanlara 

ayırır (GüleĢ ve Eren 2008).  

 

Ekstrinsik yolak FasL, TNF-α, Apo3L ve Apo2L gibi ekstrasellülar ölüm ligandlarının 

FasR, TNFR1, DR3 ve DR4 gibi hücre yüzeyinde bulunan ölüm reseptörlerine 

bağlanmaları ile baĢlar. Ölüm reseptörleri ligandları ile bağlandıkları zaman ölüm uyarısı 

alınmıĢ olur ve bir seri protein etkileĢimi baĢlar. TNF (tümör nekroz faktör) reseptör 

ailesi üyeleri 80 aminoasitlik ölüm alanı olarak bilinen bir domaine ve sisteinden zengin 

bir ektrasellülar domaine sahiptir. Ölüm ligandların reseptörlerine bağlanmaları ile önce 

homotrimerik ligand-reseptör kompleks oluĢur.  Aktive olan reseptörlerin doğal olarak 

bulunan TRADD (TNFR-! associated death domain) ile FADD (Fas associated death 

domain) birleĢir ve 80 aminoasitlik bölgenin uyarılması ile oligomerik ölüm-indükleyici 

sinyal kompleksi DISC (death-interducing signaling complex) oluĢur (Peter and 

Krammer 2003; CoĢkun ve Özgür 2011).  DISC oluĢması ile birlikte prokaspaz 8‟in 

otokatalitik aktivasyonu gerçekleĢir ve kaspaz 8 „in aktivasyonu tetiklenir. Böylece 

kaskad adı verilen kaspazların aktivasyonu ile kaspaz 3‟ de aktive olur ve apoptozun 

düzenlenme fazı baĢlar (Karalezli ve Aladag 2016).  

 

1.3.2. Apoptozu Belirleme Yöntemleri  

 

Apoptozu belirlemede morfoloji esaslı metotlar, imminuhistokimyasal metotlar, 

biyokimyasal metotlar, immünoloji esaslı metotlar ve moleküler biyoloji esaslı metotlar 

kullanılabilmektedir (GüleĢ ve Eren 2008; ÇoĢkun ve Özgür 2011; Ulukaya vd. 2011). 

Bu metotlar Ģu Ģekilde listelenebilir; 

1.  Morfoloji esaslı metotlar; 

1a. IĢık mikroskobu; Hematoksilen-eozin boyama,  Giemsa boyama 
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1b. Floresan mikroskopi; Propidium Ġyodür (PI), Hoechst Dye 

1c. Elektronmikroskopi 

1d. Faz kontrast mikroskopi 

2. Ġmmunohistokimyasal metotlar; 

2a. Anneksin V-FITC analizi 

2b. TUNEL yöntemi 

2c. M30 antijen tayin yöntemi 

2d. Aktif kaspaz-3 yöntemi 

3. Biyokimyasal metotlar; 

3a. Agaroz jel elektroforezi-DNA fragmentasyonu tayini  

3b. SDS PAGE ve Western Blotting 

3c. Flow Sitometri 

4. Ġmmünoloji esaslı metotlar;  

4a. ELISA 

4b. Fluorimetrik yöntem 

5. Moleküler biyoloji esaslı metotlar 

5a. DNA mikroarray-gen ekspresyonu tayini 
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1.3.3. Apoptoz ve Kanser 

 

Doğru apoptotik sinyal mekanizması hücre ölümü ve hücre sağ kalımı ve genom 

bütünlüğünü korumak için oldukça önem arz eder (Plati et al. 2011). Apoptotik yolaklar 

transkripsiyonel, translasyonel ve post translasyonel olarak kanser hücreleri tarafından 

değiĢikliğe uğratılabilirler (Fulda 2010). Hücrede pro- ya da anti-apoptotik aktiviteye 

sebep olan farklı proteinler vardır. Bu pro- ve anti-apoptotik proteinlerin birbirine göre 

oranının hücre ölümlerinde önemli olduğu bilinmektedir. Pro- ve anti-apoptotik etkisi 

olan proteinlerin dengesinin bozulması örneğin Bcl-2 proteinlerinin orantısal dengesizliği 

malignant hücrelerde apoptoz seviyesinin azalmasına sebep olur ve karsinogenez geliĢir 

(Kang and Reynolds 2009). Pro- ve anti-apoptotik proteinler arasındaki orantının 

bozulması sırasıyla daha az ya da daha fazla ekspresyonu ile gerçekleĢebilmektedir. 

Birçok insan kanser tiplerinde Bcl-2 ailesine ait birkaç pro-apoptotik üyesinde hem 

genetik hem de epigenetik değiĢimler olduğu bildirilmiĢtir (Galluzzi et al. 2010). Bunun 

yanı sıra kanser geliĢiminde Bcl-2 ailesi üyelerinden anti-apoptotik etkili olanların 

miktarının arttığı gözlemlenmiĢtir (Fulda 2009). Anti-apoptotik protein seviyesinin 

yüksekliği kanser hücrelerinin stres sinyalleri ile baĢa çıkmasını sağlar ve bu hastalığın 

yinelenmesi, tedavide güçlük ve kanserin tedavisinde uygulanan tedavilere direnci 

birlikte getirir (Wuilleme-Toumi et al., 2005). 

 

Genetik ve epigenetik değiĢimler dıĢında farklı insan kanser tiplerinde post-

transkripsiyonel gen ekspresyonlarını düzenleyen ve bazı hedef mRNA‟ların 

susturulmasını sağlayan özellikle Bcl-2 aile üyesi proteinlerin mRNA‟ları hedefleyerek 

anti-apoptotik ya da pro-apoptotik etki gösterebilen MicroRNA‟ların (miRNAs) 

düzenlenmesinde bozuklukların olduğu gösterilmiĢtir (Croce 2009; Garofalo et al. 2010; 

Chen et al. 2014).  

 

Kaspazlar apoptozun baĢlaması ve sürdürülmesi için çok önemlidirler ve kaspaz 

fonksiyonunda meydana gelen bir bozulma ya da düĢük miktarlarda bulunmaları 

apoptozun azalmasına bağlı olarak karsinogenezin geliĢimine neden olur. Farklı tip 

kanserlerde farklı tip kaspazların düĢük miktarda sentezlendiği görülmektedir. Örneğin; 

kolorektal kanserde kaspaz-9‟un sentezinde düĢme göze çarpar.  Bunun yanı sıra, 

Devarajan et al. (2002); yaptıkları çalıĢmalarla, yumurtalık, meme ve rahim kanserlerinde 
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kaspaz-3‟ün miktarında önemli seviyede düĢüklük olduğu bildirilmiĢtir (Devarajan et al. 

2002).  



 
 

 
 

2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

 

2.1. Triazoller ve Biyolojik Etkileri 

 

Ġlk olarak 1885‟de Bladin tarafından karbon-azot halka sistemine (C2N3H3) isim 

verilmiĢtir (triazol) ve triazol türevleri olarak tanımlanmaktadır (Bladin, 1885; Singh ve 

Kandel; 2012). Andreocci da aynı yıllarda (1889) bilim dünyasına tanıtmakta rol 

oynamıĢtır (Andrecci 1889). 1961‟de Potts tarafından bir “Derleme” (Potts 1961) ve 

1981‟de Temple tarafından “Triazols” adlı kitap yayınlanmıĢtır (Temple 1981).  

 

Triazoller 1,2,3-triazol ve 1,2,4- triazol olmak üzere iki izomer Ģeklinde bulunurlar 

(Balabin 2009). Bir çok 1,2,4-triazol ve heterosiklik türevleri önemli yapısal fragmanlar 

taĢırlar ve biyolojik aktif moleküllerdir. Son yıllarda 1,2,4- triazol ve türevlerine olan ilgi 

sentetik olmaları ve verimli biyolojik etkilerinden dolayı artmaktadır. Bugüne kadar 

yapılan çeĢitli çalıĢmalarda antifungal, antikolsüvan, anti-tüberküloz, antioksidan, anti-

enflamatuar, antikanser ve antimikrobiyal aktiviteleri araĢtırılmıĢtır (Taj et al. 2011; 

Hassan and Younus 2012; Abdullah vd. 2012; Atia and Al-Mufrgeiy 2012; Pardeshi 

2014; Bekircan vd. 2014). Aynı zamanda korozyon önleyici (Sripriyal et al. 2013), 

pestisit (Sengupta and Garg 1998), boya (Er vd. 2014), asit baz indikatörü (Bulut vd. 

2010) ve diğer endüstriyel kimyasallar (Cassani et al. 2013) olarak kullanımları da 

mevcuttur.  

 

Günümüzde azol grubu antimikrobiyal ilaç olarak sıkça kullanılan triazoller arasında 

flukonazol, itrakonazol, terkonazol, posakonazol ve vorikonazol sayılabilir (Banerjee 

2013; Kisgen 2015). Bununla beraber diğer triazol ilaçlar arasında sayılabilecekler Ģu 

Ģekildedir; vorozole, letrozol ve anastrozol kanser tedavisinde non-steroidal ilaçlar olarak 

kullanılmaktadırlar; ribavirin bir nükleosit olmayan ters transkriptaz 
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inhibitörüdür ve çok etkili bir antiviral ajan olup DNA ve RNA virüslerinde çok ciddi 

etkiler gösterir; rizatriptan, antimigren ajanıdır, trazodon antidepresan olarak trapidil 

hipotansif; benatradin, diüretik ve etoperidon antideprasan olarak kullanılmaktadır 

(Banerjee 2013). Son derece önemli biyolojik uygulamaların yanı sıra merkapto-1, 2, 4-

triazoller preperatif organik kimyada da çok yararlı olmaktadır. Farklı reaktifler 

varlığında değiĢik tipte reaksiyonlara uğrayarak tiazolotriazoller, trizolotiadizoller, 

triazolotiazinler, triazolotiazepinler ve triazolotiadiazinler gibi diğer bazı heterosiklik 

bileĢikler verirler (Banerjee 2013).  

 

Subrahmanya Bhat et al. (2009); tarafından yapılan bir araĢtırmada 4-fluoro-3-

phenoxyphenyl ve 2,4-dichloro-5-fluorophenyl içeren 1,2,4- triazol[3,4-b]thiadiazol ve 

1,3,4-oxadiazol türevlerinden bazılarının, lösemi, kolon kanseri, akciğer kanseri, renal 

kanser, prostat kanseri ve göğüs kanseri hücre hatları üzerinde oldukça yüksek antikanser 

özellikleri olduğu yayınlanmıĢtır (Subrahmanya Bhat et al. 2009).  

 

Al-Soud et al. (2003); çalıĢmasında, 1,2,4,- triazollerin türevleri sentezlenmiĢ ve 60 farklı 

insan kanser hücresi üzerindeki sitotoksik etkileri araĢtırılmıĢtır. Özellikle lösemi, 

yumurtalık ve renal kanser hücre hatları üzerindeki etkilerine değinilmiĢtir (Al-Soud et al. 

2003). BaĢka bir araĢtırmada bu tür türevlerden bazılarının MCF7, NCI-H460 ve CNS 

(SF-268) hücreleri üzerindeki antikanser özellikleri olduğu belirtilmiĢtir (DemirbaĢ vd. 

2002). Yine, bazı 1,2,4- triazol türevlerinin antikanser özellikleri kolon adenokarsinoma 

hücre hattı (LS180) üzerinde çalıĢılmıĢ ve olumlu sonuçlar alınmıĢtır (Sztanke et al. 

2008). 

 

 Günümüzde en çok ölümle sonuçlanan hastalıklardan biri olan kanserin tedavisi için de 

bugüne kadar değiĢik yöntemler geliĢtirilmiĢ ve bu bağlamda değiĢik yapılara sahip bileĢikler 

tedavi edilme amaçlarıyla sentez edilmiĢtir. Yakın zamanlarda yapılan bir çalıĢmada, 1,2,4-

triazol-5-on halkası içeren tipi arilidenhidrazidler, karĢılık gelen hidrazidlerin uygun 

aldehitlerle reaksiyonundan elde edilmiĢ ve bu bileĢiklerin meme kanserine karsı etkili 

oldukları belirlenmiĢtir (Ceylan, 2006). 
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 Özellikle triazol bileĢiklerinin suda çözünme özelliklerinin son derece düĢük oluĢu 

sebebiyle suda çözünebilir özellikte antimantar aktiviteye sahip triazol türevlerinin 

dizaynına yönelik çalıĢmalara hız vermiĢtir (Narayanan, 1993). 

 Son yıllarda, antibakteriyel, fungisit, tuberkulostatik ve bitki büyüme özellikleri gibi 

çeĢitli biyolojik aktiviteleri içeren bis-heterosiklik bileĢiklerin sentezi oldukça önem 

kazanmıĢtır. Ayrıca, son raporlar bisheterosiklik bileĢiklerin, mono-heterosiklik 

bileĢiklerden daha iyi antibakteriyel aktiviteye sahip olduğunu gösterilmiĢtir (Reddy, 

2010). 

 

Daha önceki bir çalıĢmada ise, bu araĢtırmada kullanılacak olan bis-

hidrazinkarbotiyoamit türevleri ve bu bileĢiklerin halkalaĢmasından oluĢan bis-1,2,4-

triazol türevleri sentezlenmiĢ bu bileĢiklerin in-vitro antioksidan aktiviteleri, serbest 

radikali giderme aktivitesi, indirgenme gücü, ABTS•+ giderme aktivitesi, metal Ģelatlama 

parametreleri ile tayin edilmiĢtir fakat hali hazırda antikanser ve antimikrobiyal 

özellikleri araĢtırılmamıĢtır (Karcı 2013). 

 

  



 
 

 
 

3. MATERYAL VE YÖNTEM 
 

3. 1. MATERYAL 
 

3.1.1. Cam ve Plastik Materyaller, Kimyasallar, Enzimler ve Kitler 

 

Bu çalıĢmada kullanılan tüm cam ve plastik materyaller otoklavda 20 dk. boyunca 

121°C‟de sterilize edilerek kullanılmıĢtır. Kimyasallar, enzimler ve kitler ile sağlayıcıları 

Tablo 3.1‟de verilmiĢtir.  

Tablo 3.1. Kimyasallar, enzimler ve kitler ile sağlayıcıları 

 

Kimyasal, Enzim ve Kit       Sağlayıcı 

 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)                                     Sigma 

RPMI 1640  Sigma 

tripsin-EDTA  Sigma 

tripan blue 4% Boster Bio 

fetal kalf serumu Sigma 

ribonukleaz A  Sigma 

WST-1 hücre canlılık kiti Sigma 

penisillin-streptomisin  Sigma 

PBS (phosphate buffer saline)                                                                     Gündüz Kimya  

DMSO                                                                                                          Acar Kimya 

Müller Hinton Agar                                                                                     Sigma 

Apoptaz  Caspase-3 Assay Kit[C]                                                               Sigma 

steril disk                                                                                                     Bioanalyse      
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3.1.2. Kullanılan Araç ve Gereçler 

 

 Manyetik karıĢtırıcı (Ika) 

 Isıtmalı su banyosu (Wise Clean) 

 Otomatik pipetler (Rainin) 

 Dairesel sallayıcı (Gerhardt) 

 Derin dondurucu (-86 °C, Nuair) 

 Döner evaporatör (Ika RV06-ML) 

 pH-metre (Hanna Instrument) 

 Hassas terazi (Precisa/ Denver) 

 Ġnkübatör (Elektro-Mag (0-300
o
C) 

 Vorteks  (Ika MS3 Basic) 

 Saf su cihazı (GFL 2004) 

 Dispenser (Isopenser), 

 Santrifüj (Hettich Universal 320) 

 Buzdolabı (4 °C, Arçelik) 

 Otoklav (Hirayama) 

 Etüv (Memmert 100-800)  

 5% CO2 inkübatörü (Nuair)  
 

3.1.3. Tampon Çözeltiler ve Solüsyonlar 

 

3.1.3.1. PC-3 Hücre Kültürü Büyüme Ortamı  

 

PC-3 hücre kültürü büyüme ortamı hazırlamak için 89 mL RPMI 1640 ( % 1 L-glutamin, 

%1 sodyum pirüvat ve sodyum bikarbonat içeren), 10 mL fetal calf serumu ve 1 mL 

penisillin-streptomisin [penisilin (100 U/mL), streptomisin (100 μg/mL)] medium 

kabında karıĢtırıldı. Her kullanımdan önce taze hazırlanarak kullanıldı. Çoğalan hücreler 

yeni 25 ve 75 cm²‟lik flasklara pasajlanmıĢ ve deneylerde kullanılmak üzere yeni hücre 

stokları hazırlanmıĢtır. 
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3.1.3.2. Bakteri Büyüme Ortamı 

 

Antimikrobiyal testte kullanılacak bakteri kültürlerini hazırlamak için, 34 gr Müller 

Hinton agar distile su ile 1000 mL‟ye tamamlandı. Magnetik karıĢtırıcı ile homojen hale 

getirildi. Daha sonra otoklavda 120°C‟de 15 dk boyunca steril hale getirileren besiyeri 

steril petri kaplarına döküldü. Steril ortamda soğumaları beklendi ve  +4˚C‟de saklandı. 

 

3.1.4. Hücre Hatları 

 

Hazırlanan maddelerin in-vitro antikanser aktivite potansiyellerini belirlemek amacıyla 

deneylerimizde prostat kanser hücre hattı olan PC-3 kullanıldı. PC-3 hücre hatları ODTÜ 

Biyoloji bölümünden temin edildi. Bingöl Üniversitesi Merkezi AraĢtırma Laboratuvar 

Hücre Kültürü Laboratuvarında sıvı nitrojende saklanmıĢtır. Hücrelerin devamlılığını 

sağlamak için, 2 haftada bir en az 1 defa pasajlama iĢlemi yapıldı. 

 

3.1.5. Bakteri Suşları   
 

Bu çalıĢmada kullanılan bakteri suĢları Bingöl Üniversitesi Molekülar Biyoloji ve 

Genetik Bölümü Doç. Dr. Fethi Ahmet Özdemir‟den temin edilmiĢtir. Bakteri suĢları 

Bingöl Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü Laboratuvarında 

saklanmaktadır.  

 

Antimikrobiyal testlerde kullanılan bakteri suĢları listesi aĢağıda verilmiĢtir; 

 

 Bacillus subtilis ATCC 6337 

 Brevibacillus brevis 

 Bacillus megaterium DSM 32 

 Bacillus subtilis IM 622 

 Bacillus cereus EMC 19 

 Staphylococcus aureus 6538P 

 Listeria monocytogenes NCTC 5348  

 Salmonella typhimurium NRRLE 4413  
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 Pseudomanas fluorescens 

 Enterobacter aerogenes CCM 2531 

 Klebsiella pneumoniae EMCS 

 Escherichia coli ATCC 25922 

 Proteus vulgaris FMC II 

 Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 

 Proteus vulgaris 

 Salmonella enterica ATTC 13311 

 

3.1.6. 1,2,4-triazol Türevleri 
 

Bu çalıĢmada kullanılan 1,2,4-triazol türevleri Bingöl Üniversitesi Kimya Bölümü Prof. 

Dr. Ahmet Çetin tarafından temin edilmiĢtir. OluĢum Ģekilleri 2 numaralı çıkıĢ bileĢiğinin 

hidrazit uçları etil izotiyosiyanat grubu ile türevlendirilerek 3B bileĢiği elde edilmiĢtir. 

Sonra bileĢiğin her iki hidrazit ucuda p-metilizotiyosiyanat grubu ile türevlendirilerek 3C 

bileĢiği elde edilmiĢtir. Daha sonra oluĢanbu alkil (3B) ve ariltiyosinat (3C) grubu 

bileĢikleri hidrolize edilerek 1,2,4-triazol-3-tiyolgruplarına halkalaĢmaları sonucu 3B 

bileĢiği 4B‟ye, 3C bileĢiği de 4C „ye dönüĢmüĢtür. Sonuç olarak 2 numaralı piridin -2,5 

dikarbahidrazit bileĢiğinin fonksiyonel uçları alkil ve aril grupları ile modifiye edilmiĢtir. 

Sonrasında bu modifiye bileĢiklerin 1,2,-4 triazol halkasına dönüĢümleri sağlanmiĢtır. 

  

1,2,4-triazol türevleri isimleri ve kimyasal yapıları aĢağıda verilmiĢtir; 
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3.2.Metod 

 

3.2.1. WST-1 Hücre Canlılık Testi 

 

3.2.1.1. Hücre Hatlarının Sıvı Azottan Açılması ve Pasajlanması 

 

PC-3 hücreleri sıvı azottan alındıktan sonra 37°C‟lik su banyosunda çözüldü. 15 mL‟lik 

santrifüj tüplerinde 10 mL besiyeri üzerine 1 mL çözülmüĢ hücre eklendi. 5 dakika 2500 

rpm‟de ve oda sıcaklığında santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Pelet 5 mL besiyerine 

aktarıldı. Tripan mavisi ile hücre sayımı yapıldı. 25 mL‟lik flasklara ekildi 37ºC ve %5 

CO2 içeren inkübatöre konularak 24 saat beklendi. 

 

3.2.1.2. Hücre Hatlarının Saklanması 
 

Artan hücreler santrifüj edilerek süpernatant atıldı. Daha sonra dondurma solüsyonu 

olarak medium ve mediumun %5 oranında DMSO eklenerek hazırlandı. Hücreler bu 

dondurma solüsyonuna eklenerek -80°C‟deki  derin dondurucuda saklandı.  

 

3.2.1.3. Madde Ekstraktlarının PC-3 İçeren Plaklara Ekilmesi 

 

PC-3 hücreleri %5 CO2‟li inkübatörde 37℃‟de 25 cm
2
‟lik  hücre kültür flasklarında 

yeterli sayıda çoğaltıldı, sonra her flasktan eski büyüme ortamı 5 mL‟ lik serolojik pipet 

kullanılarak otomatik pipetle tamamen çekilerek uzaklaĢtırıldı. Ölü hücreleri flasktan 

uzaklaĢtırabilmek için her flaska 1 mL PBS eklendi ve hücrelerin PBS ile tamamen 

yıkanması sağlandı. Eklenen PBS tekrar çekilerek uzaklaĢtırıldı.  

 

Hücreleri kaldırmak için her flaska 1 mL tripsin-EDTA enzimi eklenerek %5 CO2 

atmosferli inkübatörde 3 dk inkübe edildi. Daha sonra her flaska 1 mL RPMI-1640 

büyüme ortamı eklenerek tripsin enziminin etkisi giderildi. Her flasktaki tamamı 

otomatik pipetle çekilerek 15 mL falkon tüpüne aktarıldı.  
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Falkon tüpteki hücreler 500 rpm‟de 2 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant kısmı 

uzaklaĢtırıldı. Hücrelerin üzerine 1 mL RPMI 1640 büyüme ortamı eklendi ve hücrelerin 

büyüme ortamıyla iyice karıĢması sağlandı. Hücre sayımı için falkon tüpten mikropipet  

kullanılarak 10 µL örnek alındı ve ependorf tüpe konulup üzerine 10 µL tripan blue 

eklendi ve iyice karıĢması sağlandı. 

 

3.2.1.4. Triazol Türevlerinin WST-1 Hücre Canlılık Testi 
 

Hücre canlılık testi WST-1 hücre canlılık kiti protokolüne göre yapıldı. Hemositometre 

ile yaĢayan hücreler sayıldı. 96 kuyucuklu plakalara hücre ekimi yapılacağı için her 

kuyucukta yaklaĢık 2x10
4
 hücre olacak Ģekilde kullanıldı. Hücre ve büyüme ortamı 

miktarı hesaplandı. Büyüme ortamı eklenerek 15 mL falkon tüp içinde hazırlandı. Her 

kuyucuğa 100 µL hücre konduktan sonra hücreler %5 CO2‟li inkübatörde çoğalmaları 

için 24 saat inkübe edildi. 

 

 

Denenmek istenen örneklerden, 10, 25, 50, 100, 250, 500 μM  tartıldı ve 1.5 mL ependorf 

tüp içerisinde 20 mL DMSO içinde çözünerek istenen konsantrasyon hazırlandı.Üzerine 

1000 μM lara tamamlayacak kadar RPMI 1640 besiyeri eklendi ve 1000 μM stok çözelti 

hazırlandı. Hazırlanan konsantrasyon sonikatörle iyice karıĢtırıldı, karıĢan bu maddelerin 

besiyeri içerisinde homejen olarak dağılması sağlandı. Tüm kuyucuklardaki besiyeri 

hücrelere zarar vermeyecek Ģekilde mikro pipetle çekildi ve ortamdan  uzaklaĢtırıldı. PC-

3 hücreleri, 5-100 µg/mL olacak konsantrasyonlarda madde ekstraktına sahip olan 

besiyeri ile %5 CO2
‟
li inkübatörde 24 saat inkübe edildi ve örneklerin hücrelere etki 

etmesi beklendi. Kontrol grubu olarak kuyucuklara sadece 100 μM RPMI 1640 besiyeri  

ilave edildi. 

 

24 saat inkübasyon  sonunda her bir kuyucuğa 15 µL WST-1 maddesi eklendi. Hücreler 

%5 CO2
‟
li inkübatörde 37

o
C‟de 4 saat inkübe edildi. 4 saat inkübasyondan sonra 96 gözlü 

plak ELISA reader cihazına yerleĢtirildi ve her bir kuyucuğun 450-630 nm deki 

absorbans değerleri alındı ve kaydedildi.  
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3.2.2. Apoptaz  Caspase-3 Assay Kit[C] 

 

Hücreler kültür ortamında çoğaltıldı. Üzerine 500 μM lik konsantrasyonlarda hazırlanan 

4C, 4B, 3C, 3B, 2 maddelerinden her bir kuyucuğa 100 μM eklendi. 24 saat inkübe 

edildi. Her bir deneyde kullanacagımız 2X reaksiyon bufferden 50 μL alındı. Toplamda 

750 μL 2X bufferdan 7,5 μL DDT den alındı ve karıĢtırıldı. Her bir kuyucuğa 50 μL Cell 

Lysis bufferdan konuldu. Hücreler 10 dakika boyunca buz üzerinde inkübe edildi. Her bir 

örneği mikrosantrifüjde [10.000 Xg] 1 dakika santrifüj edildi. Süpernatantı alındı ve direk 

buza konuldu. Her bir örnekten 50 μL alındı ve üzerine 50 μL 2X reaksiyon bufferdan ve 

5 μL DEVP PNA‟ dan konuldu. 37 °C‟de 1-2 saat bekletildi. 400-405 nm deki absorbans 

değerleri ölçüldü. 

 

3.2.3 . Antimikrobiyal Etkinin İncelenmesi      

 

ÇalıĢmada maddelerin antimikrobiyal etkinlikleri disk diffüzyon yöntemi kullanılarak 

belirlendi (Benedict and Brady 1972; Alsheik and Trappe 1983). Bir gece önceden sıvı 

besi ortamında inkübasyona bırakılan bakteri kültürlerinden steril ve tek kullanımlık 

petriler içerisine McFarland standardına göre ayarlanan 10
6
 hücre/mL bakteri 

süspansiyonu bırakıldı ve 15 mL‟lik Müeller Hinton Agar üzerine ekildi. Drigalski 

çubuğu ile iyice yayıldı. DMSO içinde çözünerek hazırlanan 1000 μM lik 4C, 4B, 3B, 

3C, 2 maddelerinden 20 µL madde alınarak disklere emdirildi. Diskler steril pens ile 

besiyerine yerleĢtirildi. 1 saat +4°C‟deki buzdolabında bekletildi. Daha sonra 37°C‟lik 

inkübatörde 24 saat inkübe edildi. Zon çapları ölçüldü (Biemer, 1973). Sonuçlar 

kaydedildi. Her deney 3 set halinde kontrol örnekle birlikte tekrarlandı. 

 

3.3. İstatistiksel Analizler 

 

Tüm verilerin istatiksel analizi Graphpad Prism 5.0 programı Student‟s two-tailed t-

testine göre yapıldı. Tüm sonuçlar ortalama ve  ±  standart sapma olarak verildi ve %95 

güven aralığında 0,05‟in altındaki p değerleri, istatiksel olarak anlamlı kabul edildi. 



 
 

 
 

4. BULGULAR VE TARTIŞMA  

 

 

4.1. PC-3 Hücre Hatları Üzerindeki Antikanser Etkilerinin Belirlenmesi 

 

WST-1 bir tetrazolyum tuzudur. Spesifik olarak canlı hücrelerin mitokondrilerindeki 

süksinat dehidrogenaz enzimine bağlanır ve suda çözünmeyen formazan tuzları oluĢturur. 

WST-1 yönteminde spektrofotometrik olarak ölçülen absorbans değeri canlı hücre sayısı 

ile iliĢkili olan hücrelerin metabolik aktivitelerini gösterir. Hücre çoğalması arttıkça suda 

oluĢan formazan tuzu da artar ve bunlara paralel olarak ölçülen absorbans değeri de 

yükselir (Carmicheal et al. 1987; Lian et al. 2003). 

 

ÇalıĢmamızda 5 farklı 1,2,4-triazol türevleri maddenin ön denemeler sonucunda 

belirlenen konsantrasyon değerlerine göre PC-3 hücre kültürlerinde WST-1 yöntemi 

kullanılarak sitotoksik aktivite değerleri ortaya konulmuĢtur. Sitotoksik etkileri araĢtırılan 

maddelerin farklı konsantrasyonlarının 24 saatlik inkübasyon sonrası ölçülen absorbsiyon 

değerleri aĢağıda gösterilmektedir.  
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ġekil 4.1. PC-3 hücre hattında farklı konsantrasyonlardaki 4C maddesinin sitotoksik değerinin belirlenmesi. 

Tüm veriler üç deneyin ortalaması ve ± SEM olarak ifade edildi. Kontrole karĢı; *** P <0,001, ** P <0,01,  
ns

 P >0,05 (Student‟s two-tailed t-test) 

 

PC 3 hücre hattı ile 4C maddesinin değiĢik deriĢimleri 24 saat inkübe edilmiĢdir ve ġekil 

4.1‟deki grafikte görüldüğü gibi 4C maddesinin  artan konsantrasyonuna bağlı olarak 

canlı kanser hücre sayısının giderek azaldığı görülmüĢtür (ġekil 4.1). 10 μM 

konsantrasyonda kontrol grubuna oranla hücre canlılığında azalma gözlenmemiĢtir. 25 

μM, 50 μM, 100 μM, 250 μM ve 500 μM  konsantrasyonlarda hücre canlılığında azalma 

belirlenmiĢtir. Hücre canlılığında en fazla azalmanın 500 μM konsantrasyonda olduğu 

belirlenmiĢtir(ġekil 4.1). 
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 ġekil 4.2. PC-3 hücre hattında farklı konsantrasyonlardaki 4B maddesinin sitotoksik değerinin 

belirlenmesi. Tüm veriler üç deneyin ortalaması ve ± SEM olarak ifade edildi. Kontrole karĢı;  * P <0,05, 
ns

 

P >0,05 (Student‟s two-tailed t-test) 

 

Yapılan çalıĢmada ġekil 4.2‟ deki grafikte görüldüğü gibi 4B maddesinin  artan 

konsantrasyonuna bağlı olarak canlı kanser hücre sayısının giderek azaldığı görülmüĢtür. 

En iyi etkinin 500 μM konsantrasyonda olduğu belirlenmiĢtir(ġekil 4.2). 
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ġekil 4.3. PC-3 hücre hattında farklı konsantrasyonlardaki 2 maddesinin sitotoksik değerinin belirlenmesi. 

Tüm veriler üç deneyin ortalaması ve ± SEM olarak ifade edildi. Kontrole karĢı;  * P <0,05, 
ns

 P >0,05 

(Student‟s two-tailed t-test) 

 

AraĢtırma sonuçlarına göre ġekil 4.3‟de gösterildiği üzere 2 nolu madde artan 

konsantrasyona  bağlı olarak  PC-3 hücre sayısının 10 μM, 25 μM, 50 μM, 100 μM 

konsatrasyonlarda kontrole yakın olduğu görülmüĢtür. 250 μM de sayıda azalma 

görülmekle beraber  en yüksek sitotoksik etkinin 500 μM konsantrasyonda olduğu 

belirlenmiĢtir(ġekil 4.3). 
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ġekil 4.4. PC-3 hücre hattında farklı konsantrasyonlardaki 3B maddesinin sitotoksik değerinin belirlenmesi. 

Tüm veriler üç deneyin ortalaması ve ± SEM olarak ifade edildi. Kontrole karĢı; *** P <0,001, ** P <0,01, 

* P <0,05, 
ns

 P >0,05 (Student‟s two-tailed t-test) 

 

ġekil 4.4‟de görüldüğü gibi 3B maddesinin  artan konsantrasyonuna bağlı olarak hücre 

sayısının 10 μM, 25 μM, 50 μM, 100 μM konsatrasyonlarda kontrole yakın olduğu 

görülmüĢtür. 250 μM de sayıda azalma görülmekle beraber en yüksek sitotoksik etkinin 

500 μM konsantrasyonda olduğu belirlenmiĢtir(ġekil 4.4). 
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ġekil 4.5. PC-3 hücre hattında farklı konsantrasyonlardaki 3C maddesinin sitotoksik değerinin belirlenmesi. 

Tüm veriler üç deneyin ortalaması ve ± SEM olarak ifade edildi. Kontrole karĢı; *** P <0,001,  * P <0,05, 
ns

 P >0,05 (Student‟s two-tailed t-test) 

 

Yapılan çalıĢmada ġekil 4.5‟deki grafikte görüldüğü gibi 3C maddesinin artan 

konsantrasyonuna bağlı olarak canlı kanser hücre sayısının giderek azaldığı görülmüĢtür. 

En yüksek sitotoksik etkinin 500 μM konsantrasyonda olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.5). 

 

Daha önceki bir çalıĢmada ise, bu araĢtırmada kullanılacak olan bis-

hidrazinkarbotiyoamit türevleri ve bu bileĢiklerin halkalaĢmasından oluĢan bis-1,2,4-

triazol türevleri sentezlenmiĢ bu bileĢiklerin in-vitro antioksidan aktiviteleri, serbest 

radikali giderme aktivitesi, indirgenme gücü, ABTS•+ giderme aktivitesi, metal Ģelatlama 

parametreleri ile tayin edilmiĢtir (Karcı 2013). Fakat hali hazırda antikanser ve 

antimikrobiyal özellikleri araĢtırılmamıĢtır. Ġndirgenme gücü metoduyla antioksidan 

aktiviteleri incelenen bileĢiklerin antioksidan aktivite sonuçlarında genel olarak 3A 

maddesinin maksimun absorbans gösterdiği, yani bu maddenin en yüksek antioksidan 

aktivite sahip olduğu, 2 no‟lu maddenin 25 μg/μl ve 50 μg/μl konsantrayonda minimum 

absorbans gösterdiği tesbit edilmiĢtir.. 

  

Bu sonuçlar doğrultusunda 4C, 4B, 2, 3B, 3C maddeleri karĢılaĢtırıldığında artan 

konsantrasyonlara  bağlı olarak canlı kanser hücre sayısının giderek azaldığı görülmüĢtür. 

En yüksek sitotoksit etkinin 500 μM konsantrasyonda olduğu belirlenmiĢtir.  
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4.2. Antimikrobiyal Etkinin İncelenmesi    
 

Antibiyotikler günümüzde dünyada ve ülkemizde en fazla tüketlen ilaç grupları arasında 

yer almaktadır. Bilinçsiz ve rastgele antibiyotik kullanımı antibiyotik direçliliği 

geliĢimine neden olmaktadır. Mikrobiyal kaynaklı hastalıkların tedavisinde antibiyotik 

dirençliliği ciddi derecede büyük sorunlara yol açmaktadır (Davis 1994). Antibiyotik 

dirençliliğin yanısıra antibiyotik kullanımının yan etkileri nedeni ile pek çok insan 

hastaneye yatmakta ve buna bağlı morbitide oranlarında artıĢ gözlenmektedir. Bu yan 

etkiler arasında, hipersensitivite reaksiyonu olan anafilaksi, kardiyotoksite, nefrotoksite, 

anemi, lökopeni, trombositopeni, koagülasyon bozuklukları, nörotoksitite, 

hepatotoksitite, iskelet-kas sistemi toksitisesi, ateĢ, antibiyotik ile iliĢkili ishal 

sayılabilmektedir (Vudalı vd. 2013). Bütün bu ortaya çıkan olumsuz etkiler 

araĢtırmacıları yan etkileri daha az olan ve dirençlilik geliĢimine neden olamayan 

antimikrobiyal ajanların araĢtırılmasına yöneltmiĢtir.  

 

Triazol türevlerinin daha önce yapılan bir çok çalıĢmada antimikrobiyal etkilerinin 

olduğu gösterilmiĢtir hatta bazı türevleri antifungal ilaç olarak bile kullanılmaktadır. Bu 

tez çalıĢmasında kullanılan maddelerin daha önce antimikrobiyal etkileri araĢtırılmamıĢ 

olup antioksidant etki çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir (Karcı 2013).  

 

Bu tez çalıĢmasında 1000 μM lık hazırlanan 4C, 4B, 3C, 3B ve 2 no‟lu maddelerinin 

Disk difüzyon metoduna göre antimikrobiyal etki deneylerinin sonuçları aĢağıda 

gösterilmiĢtir. 

 

4.2.1. 4C no’lu Madde 

 

Zon çapları incelenerek elde edilen antimikrobiyal aktivite sonuçlarına göre 4C 

maddesinin genellikle gram pozitif test suĢlarının, gram negatif test suĢlarına oranla daha 

etkili olduğu görülmüĢtür (Tablo 4.1).  

 

20 µL alınarak uygulanan disk difüzyon yöntemi sonuçlarına göre 4C maddesi gram 

pozitifler üzerinde 6-8 mm arasında inhibisyon zonları oluĢturarak antimikrobiyal aktivite 
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göstermiĢtir. Gram negatifler üzerinde ise 2-5 mm arasında inhibisyon zonları oluĢturarak 

antimikrobiyal aktivite göstermiĢtir (Tablo 4.1). 

 

Bununla beraber fazla etki Brevibacillus brevis, Bacillus megaterium DSM 32 ve Listeria 

monocytogenes NCTC 5348 suĢlarında olup zon çapları 8 mm olarak ölçülürken hepsi 

gram pozitif bakterilerdir. En az etki ise Pseudomonas aeruginosa DSM 50070  suĢunda 

olup zon çapı 2 mm olarak ölçülmüĢtür ve gram negatif bir bakteridir (Tablo 4.1). 
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Tablo 4.1. 4C BileĢiğinin farklı bakteri türlerine karĢı disk difuzyon duyarlılık testi sonuçları 

4.2.2. 4B no’lu Madde 

 

4B maddesinin genellikle gram pozitif test suĢlarına gram negatif test suĢlarına oranla 

daha etkili olduğu gözlemlenmiĢtir (Tablo 4.2).  

 

En fazla etkinin Brevibacillus brevis ve Staphylococcus aureus 6538P suşlarında 

görülmüĢtür her ikisi de gram pozitif bakteridir ve inhibisyon zon çapları 10 mm olarak 

ölçülmüĢtür. En az etkinin ise Enterobacter aerogenes CCM 2531 ve Proteus vulgaris 

FMC II suĢlarında görülmüĢtür,  inhibisyon zon çapları 4 mm olarak ölçülmüĢtür ve her 

ikisi de gram negatif bakteridir. Ayrıca Proteus vulgaris suĢu üzerinde herhangi bir 

inhibisyon etkisine rastlanmamıĢtır (Tablo 4.2).   

 

Mikroorganizma Gram (+)/(-)                           Zon Çapı (mm) 

Bacillus subtilis ATCC 6337                        Pozitif 7 

Brevibacillus brevis                                      Pozitif 8 

Bacillus megaterium DSM 32 Pozitif 8 

Bacillus subtilis IM 622                                Pozitif 7 

Bacillus cereus EMC 19 Pozitif 7 

Staphylococcus aureus 6538P Pozitif 6 

Listeria monocytogenes NCTC 5348           Pozitif 8 

Salmonella typhimurium NRRLE 4413        Negatif 4 

Pseudomanas fluorescens Negatif 5 

Enterobacter aerogenes CCM 2531             Negatif 3 

Klebsiella pneumoniae EMCS Negatif 4 

Escherichia coli ATCC 25922 Negatif 5 

Proteus vulgaris FMC II Negatif 3 

Pseudomonas aeruginosa DSM 50070         Negatif 2 

Proteus vulgaris Negatif 3 

Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 3 

DMSO   

 

Kontrol 0 
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Tablo 4.2. 4B BileĢiğinin farklı bakteri türlerine karĢı disk difuzyon duyarlılık testi sonuçları 

 

 

4.2.3. 3B no’lu Madde 

 

3B  maddesinin genellikle gram pozitif test suĢlarının, gram negatif test suĢlarına oranla 

daha etkili olduğu tesbit edilmiĢtir (Tablo 4.3). 

 

3B maddesi en fazla gram pozitif bir bakteri olan Bacillus megaterium DSM 32 suĢu 

üzerinde etki göstermiĢtir ve inhibisyon çapı 20 mm olarak ölçülmüĢtür. En az inhibisyon 

çapı ise Salmonella enterica ATTC 13311 üzerinde 8 mm olarak ölçülmüĢtür.  

 

Mikroorganizma Gram (+)/(-)                           Zon Çapı (mm) 

Bacillus subtilis ATCC 6337                        Pozitif 9 

Brevibacillus brevis                                      Pozitif 10 

Bacillus megaterium DSM 32 Pozitif 9 

Bacillus subtilis IM 622                                Pozitif 8 

Bacillus cereus EMC 19 Pozitif 9 

Staphylococcus aureus 6538P Pozitif 10 

Listeria monocytogenes NCTC 5348           Pozitif 9 

Salmonella typhimurium NRRLE 4413        Negatif 5 

Pseudomanas fluorescens Negatif 6 

Enterobacter aerogenes CCM 2531             Negatif 4 

Klebsiella pneumoniae EMCS Negatif 5 

Escherichia coli ATCC 25922 Negatif 6 

Proteus vulgaris FMC II Negatif 4 

Pseudomonas aeruginosa DSM 50070         Negatif 5 

Proteus vulgaris Negatif 0 

Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 6 

DMSO   Kontrol 0 
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Tablo 4.3. 3B BileĢiğinin farklı bakteri türlerine karĢı disk difuzyon duyarlılık testi sonuçları 

 

4.2.4. 3C no’lu Madde 

 

3C  maddesinin genellikle gram pozitif test suĢları üzerinde gram negatiflere oranla daha 

etkili olduğu görülmüĢtür (Tablo 4.4). 

 

En fazla etkinin Staphylococcus aureus 6538P  suĢu üzerinde olduğu ölçülmüĢ olup 

inhibisyon çapı zon çapı 12 mm olarak belirlenmiĢtir. En az etki 4 mm inhibisyon çapı ile 

Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 suĢu üzerinde ölçülmüĢtür.

Mikroorganizma Gram (+)/(-)                           Zon Çapı (mm) 

Bacillus subtilis ATCC 6337                        Pozitif 13 

Brevibacillus brevis                                      Pozitif 15 

Bacillus megaterium DSM 32 Pozitif 20 

Bacillus subtilis IM 622                                Pozitif 14 

Bacillus cereus EMC 19 Pozitif 16 

Staphylococcus aureus 6538P Pozitif 17 

Listeria monocytogenes NCTC 5348           Pozitif 14 

Salmonella typhimurium NRRLE 4413        Negatif 12 

Pseudomanas fluorescens Negatif 9 

Enterobacter aerogenes CCM 2531             Negatif 12 

Klebsiella pneumoniae EMCS Negatif 11 

Escherichia coli ATCC 25922 Negatif 11 

Proteus vulgaris FMC II Negatif 12 

Pseudomonas aeruginosa DSM 50070         Negatif 9 

Proteus vulgaris Negatif 10 

Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 8 

DMSO   Kontrol 0 
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Tablo 4.4. 3C BileĢiğinin farklı bakteri türlerine karĢı disk difuzyon duyarlılık testi sonuçları 

 

4.2.5. 2 no’lu Madde 

 

2 maddesinin diğer tüm antimikrobiyal etkisi denen maddelerde olduğu gibi gram pozitif 

test suĢları üzerindeki inhibisyon etkisi gram negatif test suĢlarına oranla daha fazla 

olduğu gözlemlenmiĢtir (Tablo 4.5).  

 

En fazla etkinin Listeria monocytogenes NCTC 5348  suĢunda (zon çapı 9 mm) 

görüldüğü en az etkinin ise Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 ve Proteus vulgaris 

FMC II  (zon çapı 1 mm) suĢlarında görüldüğü tespit edilmiĢtir. Proteus vulgaris test 

suĢunda ise herhangi bir antimikrobiyal etki kaydedilmemiĢtir.  

 

Mikroorganizma Gram (+)/(-)                           Zon Çapı (mm) 

Bacillus subtilis ATCC 6337                        Pozitif 11 

Brevibacillus brevis                                      Pozitif 12 

Bacillus megaterium DSM 32 Pozitif 11 

Bacillus subtilis IM 622                                Pozitif 9 

Bacillus cereus EMC 19 Pozitif 10 

Staphylococcus aureus 6538P Pozitif 13 

Listeria monocytogenes NCTC 5348           Pozitif 11 

Salmonella typhimurium NRRLE 4413        Negatif 9 

Pseudomanas fluorescens Negatif 8 

Enterobacter aerogenes CCM 2531             Negatif 8 

Klebsiella pneumoniae EMCS Negatif 5 

Escherichia coli ATCC 25922 Negatif 6 

Proteus vulgaris FMC II Negatif 6 

Pseudomonas aeruginosa DSM 50070         Negatif 4 

Proteus vulgaris Negatif 6 

Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 7 

DMSO   

 

Kontrol 0 
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Tablo 4.5. 2 BileĢiğinin farklı bakteri türlerine karĢı disk difuzyon duyarlılık testi sonuçları 

 

Bu sonuçlar doğrultusunda 4C, 4B,  3B,3C, 2  maddelerinin gram pozitif üzerinde daha 

fazla etkili olduğu görülmektedir. BileĢiklerin kendi aralarında inhibisyon etki yarattıkları 

bakteri türlerinin oldukça farklı olduğu göze çarpmaktadır. Bununla beraber Proteus 

vulgaris suĢlarının 4B ve 2 nolu bileĢiklere dirençli olduğu belirlenmiĢtir. Bacillus 

megaterium DSM32 suĢunda  en fazla  3B maddesi etkili olmakla beraber tüm bileĢiklere 

duyarlı olduğu tespit edilmiĢtir. Tüm kontrollerde zon çapı 0 mm olarak ölçülmüĢtür. 

Mikroorganizma Gram (+)/(-)                           Zon Çapı (mm) 

Bacillus subtilis ATCC 6337                        Pozitif 8 

Brevibacillus brevis                                      Pozitif 6 

Bacillus megaterium DSM 32 Pozitif 8 

Bacillus subtilis IM 622                                Pozitif 7 

Bacillus cereus EMC 19 Pozitif 6 

Staphylococcus aureus 6538P Pozitif 7 

Listeria monocytogenes NCTC 5348           Pozitif 9 

Salmonella typhimurium NRRLE 4413        Negatif 3 

Pseudomanas fluorescens Negatif 4 

Enterobacter aerogenes CCM 2531             Negatif 3 

Klebsiella pneumoniae EMCS Negatif 3 

Escherichia coli ATCC 25922 Negatif 2 

Proteus vulgaris FMC II Negatif 1 

Pseudomonas aeruginosa DSM 50070         Negatif 1 

Proteus vulgaris Negatif 0 

Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 2 

DMSO   Kontrol 0 
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4.3. Apoptoz-Kaspaz-3 Analizi 

 

 

 
 

ġekil 4.6. PC-3 hücre hattında 4B,4C,3B,3C,2 maddelerinin apoptotik etkilerinin belirlenmesi. Tüm veriler 

üç deneyin ortalaması ve ± SEM olarak ifade edildi. Kontrole karĢı; *** P <0,001, (Student‟s two-tailed t-

test) 

 

Günümüzde apoptozisin belirlenmesinde bir çok farklı yöntem kullanılmaktadır. Bu 

yöntemlerden bir tanesi de hücrede hem ekstrinsik hem de intrinsik yollarla aktive 

edilebilen kaspaz-3 enzimlerinin miktarını ölçme yöntemidir. Bu yöntem ile sadece 

apoptotik hücrelerde oluĢan aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama metoduyla 

belirlenebilir. 

 

 Kaspazlar olarak adlandırılan proteinler, programlanmıĢ hücre ölümünün (apoptoz) en 

önemli kritik anahtarıdır. Kaspazlar arasında, kaspaz-3, apoptozda birçok önemli hücresel 

proteinin özel bölgelerinden parçalanmasını kataliz eden, ve böylelikle hücresel ölümü 

aktive eden bir ölüm proteazıdır. Bununla birlikte, apoptozdaki bu (veya baĢka herhangi 

bir) kaspazın spesifik gereklilikleri bugüne kadar büyük ölçüde bilinmemektedir. 

Kaspaz3 aktivasyonuna giden yollar, mitokondriyal sitokrom-c salımına ve kaspaz-9 

fonksiyonuna bağlı veya bunlardan bağımsız olarak tanımlanmıĢtır. Kaspaz-3 normal 

beyin geliĢimi için gereklidir ve dikkate değer bir doku, hücre tipi veya ölüm uyarıcısına 

özgü bir Ģekilde diğer apoptotik senaryolarda önemlidir. Kaspaz-3 ayrıca bazı tipik 
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apoptoz belirteçleri için de gereklidir ve incelenen tüm hücre tiplerinde apoptotik 

kromatin yoğunlaĢması ve DNA fragmantasyonu için vazgeçilmezdir. Bu nedenle 

kaspaz-3, hücrenin sökülmesi ve apoptotik cisimlerin oluĢumu ile bağlantılı bazı iĢlemler 

için Ģarttır (Porter and Jänicke 1999) 

 

 

Bu çalıĢmada PC-3 hücrelerine uygulanan ve sitotoksit etkisi daha önceden tespit edilen 5 

farklı 1,2,4-triazol türevleri maddelerin 500 μM‟lık konsantrasyonları ile oluĢan kaspaz-3 

miktarları kolorimetrik yöntemler ile ölçüldü ve sonuçlar apoptotik indeks oranlarına 

göre değerlendirildi. Buna göre ġekil 4.6‟da görüldüğü üzere 4B, 4C, 3B, 2, ve 3C 

maddeleri arasında en düĢük apoptotik indeks oranı 4B maddesi uygulandığında en 

yüksek apoptotik indeks oranı 3C maddesi uyggulandığında tespit edilmiĢtir. 

 

Günümüzde kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi ve hormon tedavilerinin 

yanısıra oluĢan yan etkilerden dolayı hastada daha az yan etki bırakan ve daha etkili yeni 

tedavi yöntemleri üzerinde çalıĢmalar sürmektedir. KiĢileĢtirilmiĢ ilaç ve kök hücre 

implantasyonu bu yeni yaklaĢımlardan bazılarıdır (Aytaç 2015).  

 

Triazol türevleri ile yapılan bazı çalıĢmalarda lösemi, kolon kanseri, akciğer kanseri, 

renal kanser, prostat kanseri ve göğüs kanseri hücre hatları üzerinde oldukça yüksek 

antikanser özellikleri olduğu belirtilmiĢtir (Al-Soud et al. 2003; Sztanke et al. 2008; 

Subrahmanya Bhat et al. 2009). Bizim yaptığımız çalıĢmada da 1,2-4 triazol türevlerinin 

PC-3 hücreleri üzerinde antikanser özellikleri olduğunu göstermektedir. 

 

Günümüzde en çok ölümle sonuçlanan hastalıklardan biri olan kanserin tedavisi için de 

bugüne kadar değiĢik yöntemler geliĢtirilmiĢ ve bu bağlamda değiĢik yapılara sahip 

bileĢikler tedavi edilme amaçlarıyla sentez edilmiĢtir. Yakın zamanlarda yapılan bir 

çalıĢmada, 1,2,4-triazol-5-on halkası içeren tipi arilidenhidrazidler, karĢılık gelen 

hidrazidlerin uygun aldehitlerle reaksiyonundan elde edilmiĢ ve bu bileĢiklerin meme 

kanserine karsı etkili oldukları belirlenmiĢtir (Ceylan, 2006). Bizim yaptığımız çalıĢmada 

da 1,2-4 triazol türevlerinin her iki hidrazit ucuda p-metilizotiyosiyanat grubu ile 

türevlendirilerek oluĢturulan 3C maddesinin prostat kanserine karĢı daha etkili olduğu 

belirlenmiĢtir. 
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Azol bileĢikleri içinde S-sübstitue triazoltiyonlar da antitüberküloz ve antibakteriyal 

özeliklere sahip bileĢikler olarak bilinmektedir (Reddy, 2010). Bizim yaptığımız 

çalıĢmada ise  antimikrobiyal etkileri disk difüzyon yömtemiyle araĢtırılan 1,2-4 triazol 

türevlerinin antibakteriyel etkilerinin olduğu belirlenmiĢtir.  

 

 

Bu tez çalıĢmasındaki 4C, 4B, 3C, 3B ve 2 no‟lu maddelerinin PC-3 hücre hattı 

üzerindeki sitotoksit etkileri WST-1 metoduna göre antimikrobiyal etkileri ise disk 

difüzyon yömtemiyle araĢtırılmıĢtır ve sonuçlar aĢağıda gösterilmiĢtir.  

 

 



  
 

 
 

5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu sonuçlar göstermektedir ki;çalıĢılan maddelere ait veriler değerlendirildiğnde PC-3 

kanser hücre hattında hücresel ölümün kontrol grubuna göre daha yüksek seviyede 

gerçekleĢtiğini WST-1 hücre canlılık testi ile belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar doğrultusunda 

4C, 4B, 2, 3B, 3C maddeleri karĢılaĢtırıldığında artan konsantrasyonlara  bağlı olarak 

canlı kanser hücre sayısının giderek azaldığı görülmüĢtür. En yüksek sitotoksit etkinin 

500 μM konsantrasyonda olduğu belirlenmiĢtir. Antibakteriyel çalıĢmada ise 

maddelerinin gram pozitif üzerinde daha fazla etkili olduğu görülmektedir. BileĢiklerin 

kendi aralarında inhibisyon etki yarattıkları bakteri türlerinin oldukça farklı olduğu göze 

çarpmaktadır. .Bununla beraber Proteus vulgaris suĢlarının 4B ve 2 nolu bileĢiklere 

dirençli olduğu belirlenmiĢtir. Bacillus megaterium DSM32 suĢunda  en fazla  3B 

maddesi etkili olmakla beraber tüm bileĢiklere duyarlı olduğu tespit edilmiĢtir. Apoptotik 

indeks oranlarına bakıldığında ise  en düĢük apoptotik indeks oranı 4B maddesi 

uygulandığında en yüksek apoptotik indeks oranı 3C maddesi uyggulandığında tespit 

edilmiĢtir. 

 

Yaptığımız çalıĢmanın hedefine ulaĢtığı anlaĢılmaktadır. Bu çalıĢmada antikanser ve 

apoptatik etkileri belirlenen maddelerin ileride farklı kanser hücrelerinde ve in- vivo 

olarak deneysel hayvan çalıĢmalarında test edilmesi önerilmektedir. 
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