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BiS-1,2,4-TRIAZOL TUREVLERININ ANTIKANSER VE ANTIMIKROBIiYAL
ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu ¢alismada daha 6nce antioksidan kapasiteleri ortaya konulmus bazi sentezlenmis bis-
hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu bilesiklerin halkalasmasinda olusan bis-1,2,4-
triazol tiirevlerinin in vitro ortamda prostat kanser hiicre hatt1i-3 (PC-3) iizerindeki
antikanser, antiapoptotik ve antibakteriyel etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Calismamizda 5 farkli 1,2,4-triazol tiirevleri maddenin 6n denemeler sonucunda
belirlenen konsantrasyon degerlerine gore PC-3 hiicre kiiltiirlerinde WST-1 yontemi
kullanilarak sitotoksik aktivite degerleri ortaya konulmustur. Bu sonuglar dogrultusunda
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 karsilastirildiginda  artan
konsantrasyonlara bagli olarak canli kanser hiicre sayisinin giderek azaldigi goriilmiistiir.
En yiksek sitotoksik etkinin 500 puM konsantrasyonda oldugu belirlenmistir.
Antibakteriyel ¢alismada ise maddelerinin gram pozitif tizerinde daha fazla etkili oldugu
goriilmektedir. Apoptotik indeks oranlarina bakildiginda ise en diisiik apoptotik indeks
oran1 4B maddesi uygulandiginda en yiiksek apoptotik indeks oran1 3C maddesi
uygulandiginda tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: : PC-3, hidrazinkarbotiyoamit, triazol, antikanser, antiapoptotik,
antibakteriyal etkileri.



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 puM
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.
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1. GIRIS

Kanser diinyada hizla ¢ogalan bir saglik problemidir. Diinyadaki oliimlerin %13’i
kanserden kaynaklanmaktadir. Ulkemizde ise kanser goriilme sikliginin her 100 bin

kiside 229 oldugu agiklanmistir (Arica vd. 2011).

Kanser gelisimine neden olan faktorler arasinda sigara dumanmi ve katraninda bulunan
kimyasal ve karsinojenik ajanlar, radyasyon ve giines 1s18indan gelen zararli ultraviyole
isinlar ve agir metallerdir. Bu zararli faktorlere ek olarak; vitaminler, mineraller ve
antioksidan molekiilleri iceren gidalarin yetersiz tiiketilmesi ile hiicrelerin zararh
molekiillere ve serbest radikallere karsi koruyucu savunma mekanizmalarinin zayiflamasi
da hiicre hasariin artmasina yol agmakta ve boylece kanser gelisimini tetiklemektedir

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

Prostat kanseri erkek genital sisteminde ortaya ¢ikan ve erkeklerde siklikla rastlanan bir
kanser tiirtidiir. Erken tan1 konulmadig1 ve tedavi edilmedigi takdirde lenf ve kan damar
yollariyla cevresindeki kemiklere ve lenf diigiimlerine hatta akciger, karaciger ve diger
organlara yayilir. Prostat kanseri diinya genelinde ve iilkemizde erkeklerde en sik goriilen
kanser tiplerinden birisidir. Nedenleri arasinda hormonlar, yas, genetik ve ailesel faktorler

ile cevresel faktorler sayilabilir (Botswick et al. 2004; Shen and Shen 2019).

Kanser tedavisinde kullanilan ydntemler kemoterapi, radyoterapi, cerrahi tedavi ve
hormon terapisidir. Bu tedavi yontemleri hastalarda agir yan etkiler gosterdigi icin ve
tedavi sonucunun basari olasiliginin diisiik olmasi1 nedeniyle baska yontemlere arayislarin
arttig1 goriilmektedir (Tekin vd. 2012). Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin gogunun
etken maddesi dogal kaynaklardan elde edilmektedir. Bu dogal kaynaklar, insanlik
tarihinin ¢ok eski donemlerinden beri hem hastaliklarin tedavisinde hem de hastaliklara

kars1 korunmada 6nemli bir role sahiptir. Dolayisiyla diinyada dogal yasam, saglikli ve



uzun yasama istegine paralel olarak tibbi bitkisel iiriinlerin, bitkisel ilaglarin kullanimi1
gittikce 6nem kazanmistir.

PC-3 insan prostat kanser hiicre hatti, prostat kanser aragtirmalarinda kullanilan bir hiicre
hattidir. Bu hiicreler prostat kanser hiicrelerindeki biyokimyasal degisimleri ¢alismak ve
kemoterapik ajanlari uygulamak icin oldukca elverislidir. Ayrica bu hiicrelerin deney
hayvan caligmalarinda model kanser olusturmada da kullanilabilirligi vardir. PC-3
hiicrelerinin metastatik etkilerinin de fazla olmasi hiicre gocii ¢alismalarinda

kullanilmasina olanak saglar.

Triazoller heteroatom karbon ve hidrojen diginda atom igeren halkali bilesiklerdir.
Gilinimiizde; antioksidant, antimikrobiyal ve antikanser Ozelliklerine sahip
polifonksiyonel ve heteroatom ihtiva eden halkali bilesiklerin sentezi 6nemli olup;
biyokimya, tip ve eczacilik gibi ¢ok 6nemli disiplinlerde kullanim alani bulabilmektedir.
Son yillarda 1,2,4-triazollerin heterosiklik tiirevleri iizerindeki calismalar biyolojik
oneminden dolay1 giderek artmaktadir. 1,2,4-triazol bilesiklerinin  antitimor,
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antienflamatuar, antitiiberkiiloz, antikonviinsan,
diiiretik, antitiiberkiiler ve platelet agregasyonunu inhibe edici etkileri oldugu
bilinmektedir (Lewenstein 1954; Doub 1958; Shah 1969; Gall 1976; Bonjean 1987;
Reader 1987; Tantwy 1988; Rusinov 1990; Al Nakib 1994).

Bu calismada ilk defa, asagida acik molekiiler formiilleri metot ve materyal kisminda
sunulmus olan ve daha 6nce antioksidan kapasiteleri ortaya konulmus baz1 sentezlenmis
bis-hidrazinkarbotiyoamit tiirevleri ve bu bilesiklerin halkalasmasinda olusan bis-1,2,4-
triazol tlirevlerinin in vitro ortamda prostat kanser hiicre hatti PC-3 iizerindeki antikanser,

antiapoptotik ve antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



1.1. Diinyada ve Tiirkiye’de Kanser

Global istatistik verilerine gore diinya ¢apinda 2012 yilinda toplam 14.1 milyon yeni
kanser vakasi gelismistir ve kanserden 6len kisi sayis1 8.2 milyondur. 2015 yilinda ise 8.8
milyon kansere bagl o6lim gerceklesmistir. Az gelismis iilkelerde akciger ve meme
kanseri sirasiyla erkeklerde ve kadinlarda en fazla goriilen kanser tipleri olmustur.
Gelismis tilkelerde ise erkeklerde en fazla prostat, kadinlarda en fazla akciger
kanserlerine rastlanmigtir. Diinya capinda goriilen diger en sik kanser tipleri ise
erkeklerde, karaciger, mide ve kolorektum iken kadinlarda, mide, serviks ve kolorektum
olarak siralanmistir (Torre et al. 2015). Az gelismis diisiik gelirli iilkelerde gelismis
iilkelere kiyasla daha yaygin goriilen enfeksiyonlara bagli olarak karaciger, mide ve

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

Tiirkiye’de ise Kanser Daire Baskanligi 2018 verilerine gore erkeklerde sirasiyla en sik
goriilen kanser tipleri, akciger, prostat, kolorektal, mesane ve mide olurken kadinlarda,

sirastyla, meme, tiroid, kolorektal,7 uterus ve akciger olmustur.
1.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri diinya genelinde erkeklerde en sik goriilen kanser tiplerinden birisidir.
2018 GLOBOCAN verilerine gore prostat kanseri diinya genelinde erkekler arasinda en
sik 1kinci goriilen kanser tipi iken kansere bagli 6liimlerde besinci sirada bulunmaktadir

(Torre et al. 2018).

0-39 yas erkeklerde rastlanma olasilig1 9%0,01, 40-59 yas erkeklerde %2.58 ve 60-79 yas
erkeklerde %14,7 olarak tespit edilmistir (Jemal et al. 2005). Ortaya ¢ikmasinda 1k ve
etnik kokenlerin etkisi bulunmaktadir. Buna gore Hindistan’da her 100,000 kisinin 4.4
tinde, ABD ’de ise her 100,000 kisinin 118,2 sinde ortaya ¢ikmaktadir (Kimura and
Egawa 2018). Giincel calismalar prostat kanser goriilme ortalamasinin pek ¢ok Asya
iilkesinde arttigim1 gostermektedir (Kimura et al. 2016). Istatistiki verilere gore goriilme
sikligiin arttigi Asya tilkeleri arasinda, Japonya (Baade et al. 2013), Kore (Hann et al.
2015), Tiirkiye (Zorlu vd. 2014), Endonezya (Umbas et al. 2015),iran (Moradpour and



Fatemi 2013),Filipinler (Baade et al. 2013),Tayland (Baade et al. 2013),Cin (Chen et al.
2015),Pakistan (Bhurgri et al.2009).

Hindistan (Hariharan and Padmanabha 2016) ve Vietnam (Van Dong et al. 2014)
bulunmaktadir. Malezya’da 2001°den 2011°’e kadar herhangi bir artis goézlenmezken
(MNCR, 2007-2011), Bahreyn’de 1998’den 2011 yilina kadar diisiis gozlenmistir (Al
Awadhi et al. 2016).

1.2.1. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

Prostat kanserine yol acan genel faktorler arasinda, yas ve oksidatif stres, cevresel
faktorler, hormonlar, diyet, 1rk, ailesel kalitim ve genetik faktorler sayilabilir (Botswick et
al. 2004; Shen and Shen 2019). Risk faktorleri endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilabilir.
Endojen kaynaklar aile gegmisi, hormonlar, 1rk, yas ve oksidatif stres gibi faktorlerini,
ekzojen kaynaklar ise diyet, ¢evresel ajanlar ve meslek gibi risk faktorlerini igerir.

(Bostwick et al. 2004).

Prostat kanserinin ailesel kalitimiyla ilgili ilk bilgiler 1956 yilinda Morgan ve arkadaslari
tarafindan rapor edilmistir (Morgan et al. 1956). Ancak ilk kez 1992 yilinda
gergeklestirilen bir ¢alisma ile kalittim mekanizmasi agiklanmigtir (Carter et al. 1992). Bu
calismada 691 lokalize prostat kanser hasta ile calisilmis ve prostat kanser yapilan
testlerin sonuglarina gore durumlarmin %9’u ailesel yiiksek riskli allellerden
kaynaklanmaktadir. Bu allellerin 85 yasina kadar penetranst %88 olarak hesaplanmistir

(Carter et al. 1992).

Birgok dnemli biyolojik data androgenlerin prostat kanser gelisimindeki onemine isaret
etmektedir. Ornegin bazi yapilan calismalarda anti-androjen terapilerin ve testosteron
uygulamalarinin laboratuvar hayvanlarinda prostat kanserinin gelisimine neden oldugu
gosterilmistir (Noble 1977; Richie 1999). Hormon seviyelerindeki degisiklik hem
endojenik (genetik) hem de ekzojenik (gevresel kimyasal maddeler) kaynaklardan
etkilenebilir (Bostwick et al. 2004).



Diinyada Afrikali-Amerikali zencilerde prostat kanser goriilme sikligi beyaz
Amerikalilara gore daha fazladir (Wynder et al. 1991). Genetik yatkinlik,
mikrosatelitlerin  androjen reseptdr lokuslarindaki allel frekanslari, polimorfik
varyasyonlar, sosyoekonomik faktorler ve tibbi bakima ulagim gibi faktorlerin yani sira

diyet ve wrklar arasindaki viicut kompozisyon degisiminin de bu farkliliga katki sagladigi

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

Farkli insan dokularindaki birgok insan hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda yiiksek
seviyelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) bulundugu tespit edilmistir (Szatrowski and
Nathan 1991; Toyokuni et al. 1995). Oksidatif stres kanser hiicrelerinde ve timor
dokularinda hiicre ¢ogalmasi, mutasyonlarin birikmesi, genetik kararsizlik, invazyon ve
metastaza yol ac¢tig1 diisiiniilmektedir (Toyokuni et al. 1995; Pelicano et al. 2004). Hiicre
icesindeki ROS seviyesinin normal seviyelerde olmasi redoks balansinin korunmasinda
ve hiicresel sinyal iletiminin saglikli ger¢eklesmesinde olduk¢a 6nemlidir (McCord 1995;
Martin and Barrett 2002). Oksidatif stres ve prostat kanser riski arasindaki baglant1 son
zamanlarda daha net bir sekilde ortaya konmustur. ROS un ana kaynagi mitokondridir ve
prostat kanser gelisiminde degigsmis mitokondriyal bioenerjinin Onemi oldugu
vurgulanmaktadir (Kumar et al. 2008) Klinik ¢alismalar selenyum, tokoferol (vitamin E)
ve likopen (karotenoid) aliminin prostat kanserine karsi korudugunu belirtmektedir
(Botswick et al. 2004).

Ekolojik ¢aligmalar prostat kanserinin batili yasam tarzi ile baglantili olabilecegini ve
ozellikle yiliksek miktarda yag, kirmizi et ve hayvansal iiriinlerle beslenmeyle iligkisini
ortaya koymuslardir (Armstrong 1975; Hayes et al. 1999). Kirimizi et tiiketiminde etin
miktarindan ¢ok pisirilme seklinin 6nemli oldugu ve yiiksek 1sida pisirilen etlerin
kanserojen etki gosterdigi tespit edilmistir (Augustsson et al. 1999). Ozellikle Asya’da
prostat kanserinin daha az goriilmesinin nedenlerinden bir tanesi de beslenme sekilleridir.
Yiiksek miktarda soya fasulyesi iceren diyetler ayni zamanda prostat kanserine karsi
koruculugu olan fitodstrojen ve 6zellikle flavonoidler bakimindan da zengindir (Severson
et al. 1989; Strom et al. 1999; Kolonel et al. 2000; Stattin et al. 2002). Domateste bulunan
likopen antioksidan 6zellikde bir karotenoid olup prostat kanserine karst koruyucu 6zellik

gostermektedir (Giovannucci et al. 2002). Mikrobesinlerden selenyum ve E vitamininin



prostat da dahil olmak iizere ¢esitli tiimor gruplarina yakalanma riskini diistirdiigii farkl

calismalarla gosterilmistir (Heinonen et al. 1998).

Prostat kanserini tetikleyen gevresel faktorler siniflarindan bir tanesi endokrin bozan
kimyasallardir (EDC). EDC’ler dogal veya sentetik kimyasal maddeler olmakla beraber
pozitif veya negatif sekilde hormonlarin etkilerini degistirirler. Bunlar arasinda bazilari
Ostrojen agonisti gibi hareket ederken bazilar1 6rnegin, vinclozolin bir androjen
antagonistidir ve androjen reseptdriine baglanarak bazi hormonal genlerin ekspresyonunu

azaltir (Euling and Kimmel 2001; DiVall 2013).

Cesitli is alanlarinda ¢alisan insanlarda prostat kanserine yakalanma oraninin arttigi farkl
caligmalar ile analiz edilmistir. Ozellikle metal kaplama ve fotografik film gelistirme
endiistrisinde ¢alisan erkelerde riskin arttig1 tespit edilmistir (Ross et al. 1983). Yine
otomotiv sektoriinde makine yaglarina maruz kalan kisilerde (Tolbert et al. 1992),
ozellikle hayvancilikla ugrasan, zootonik ve viriislerle ¢esitli kimyasallara maruz kalan

kisilerde riskin arttig1 goriilmistiir(Keller-Byrne et al. 1997).

1.2.2. Prostat Kanseri Genetigi

Germline mutasyonlart 55 yas altt erkeklerde prostat kanserlerinin %45 ini
olusturmaktadir. Prostat kanserinin ailesel kalitimin genetigi tam olarak anlasilmamistir
fakat baglant1 haritalarinda bu hastalikla ilgili 1g42.2-43, 1p36, Xqll, Xq27-28, 20q13
ve 11p gibi ¢esitli kromozomal bolgeler aydmnlatilmistir (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. ¢aligmalar1 sonucu prostat kanseri gelisimi
sirasinda olusan somatik mutasyonlar i¢in bir model olusturulmustur. Bu modele gore;
normal prostat epitelyum lokalize prostat kanser olusumuna dogru ilerler, daha sonra
metastatik prostat kanserine doniistir ve en son olarak adrojen-bagimsiz kanser olusur. Bu
olaylar sirasinda, metilasyon degisiklikleri gozlemlenir, glutatyon-S-transferaz pi gen
bolgesi kaybolur, androjen reseptorlerinde CAG tekrarlarinda degisiklikler gergeklesir.
Kromozom 16q, Rb (hiicre dongiisii regiilatorii) ve KAI (integral membran proteini)

kayb1 ile p53 (transkripsiyon/apoptotik regiilatorii) inaktivasyonu ve farklilasmis E-



kaderin ekspresyonu sonucu metastatik hiicreler olusur (Pienta et al. 1996). Prostat
timorlerinde timor baskilayici  protein tirozin fosfataz PTEN, homeodomain
transkripsiyon faktorii NKX3.1 ve transkripsiyon faktorii TSG101’de siklikla
mutasyonlar goriiliir (Li et al. 1997; Sun et al. 1997; Bhatia-Gaur et al. 1999).

Normal epitelyum ——> Prostatitk intraepitelyal ——> Invaziv karsinoma ——>Metastaz
neoplazi

Bazal hiicre kayb1 Bazal lamina kayb1 Androjen-bagimsiz
8p21 NKX3.1 kayb1 10q PTEN kayb1 13q Rb kayb1 17p p53 kaybt

Sekil 1.1. Insan prostat kanser olusum yolag1 (Shen and Shen 2019)

1.2.3. Prostat Kanseri Giincel Tedavi Yontemleri

Prostat kanserinin kesin tanisin1 koymak i¢in total prostat spesifik antijen (PSA) diizeyine
bakilmakla beraber, rektal muayene ve biyopsi yapilmaktadir. Klinik olarak prostat
kanseri, lokal prostat kanseri, lokal ileri evre prostat kanseri ve metastatik prostat kanseri
olmak iizere ili¢ gruba ayrilir (Kozacioglu ve Giinliisoy 2012). Tedavi yontem ve
segenekleri hastaligin risk faktorlerine gore degismektedir. Diigiik riskli hastalarda aktif
izlem, radikal prostatektomi, eksternal radyoterapi veya brakiterapi ve bekle gor; orta ve
yiiksek riskli ve lokal ileri evre hastalarda, radikal prostatektomi ile birlikte pelvik lenf
nodu diseksiyonu veya eksternal radyoterapi ile birlikte adjuvant hormonal tedavi
uygulanmaktadir. Metastatik prostat kanser tedavisinde ise, androjen baskilama tedavisi,
LHRH agonistleri, LHRH antogonistleri veya antiandrojenler uygulanmaktadir (Saglik
Bakanlig1 prostat kanseri klinik protokolii 2017).



1.3. Kanserde Hiicresel ve Molekiiler Diizeyde Apoptoz Mekanizmasi

Organizmada hiicre 6liimiiniin iki tipi vardir: Bunlar nekroz ve apoptozdur (Thompson
1995; Ameisen 1996). Nekroz, hiicre sismesi ve hizli dejenerasyon olarak tanimlanir.
Nekroz mekanizmasinda disaridan fiziksel ve kimyasal uyarilar (1s1, yanma, toksik
maddeler) sonucu hiicrenin iyon dengesi bozulur ve DNA tamirinden sorumlu niiklear
enzim olan PARP (Poli ADP-riboz polimeraz) enzimi NAD kaybina neden olur. Bu
durumda gerceklesen ATP eksikligi, iyon pompast yetersizligine yol agar. Bdylece hiicre
stvi alir ve organeller sigser. Bunun sonucunda ise plazma membran biitiinliigii bozulur ve
osmotik basin¢ nedeni ile hiicre patlar. Hiicre 6liimiinii takiben hiicre igeriginin hiicreler
aras1 bosluga salinmasi yangi (inflamasyon, iltihaplanma) olayimna sebep olur. Bu olayin
karakteristik 6zelligi makrofaj ve notrofillerin nekrotik dokuya go¢ etmesidir. Go¢ eden
bu hiicreler nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun énemli bir

isareti olarak goriilmektedir (Golstein and Kroemer 2007; Nicotera et al. 2004).

Apoptoz terimi ise ilk olarak Kerr et al. (1972) tarafindan fizyolojik hiicre 6liimii olarak
tanimlanmistir (Kandas 2004). Apoptoz mekanizmasi, normal gelisim sirasinda ve olgun
organizmadaki ¢esitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hiicrelerin kaybindan
sorumludur. Apoptotik hiicre sayis1 kisinin ya da organizmanin saglikli ya da hasta
Olusunu belirledigi igin apoptozun mekanizmalari hiicrede denge unsuru olmaktadir
(Kwon et al. 2006). Cok hiicreli organizmalarda, hiicredeki genetik hasarin bloke
edilmesi ya da hiicrenin tamamen yok edilmesi apoptoz ile gerceklesir. Hasarin yayilmasi
ve timor olusumu gibi olasiliklar engellenmis olur. Apoptoz ani gergeklesen hizli bir
olaydir. Apoptotik bir uyar1 sonrasinda once hiicre zarinda degisimler meydana gelir ve
bunun sonucunda hiicre zar1 degredasyona ugrayarak zamanla kiiciiliir ve apoptotik

cisimcikler olusur (Altunkaynak ve Ozbek 2008).
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ve hacrelerin voSunlasaass cisimcilkclerin ohisusnu

Sekil 1.2. Apoptoza maruz kalan bir hiicrede hiicre Oliimiiniin asamalari [Anonim 2008]



Apoptotik cismin olusumuna kadar biitiin apoptotik olaylar zinciri birka¢ dakika siirer.
Bununla birlikte apoptotik hiicrelerin fagositozu ic¢in daha uzun bir zaman gerekir
(Altunkaynak ve Ozbek 2008).

Erken evre apoptozda hiicreler yiizey organellerini kaybeder ve birbirleri ile olan
birlesme bolgelerinden ayrilirlar. Birkag dakika gibi ¢ok kisa bir siirede hacimlerinin
1/3’iinii kaybederek biiziiliirler (Wyllie 1986). Sitoplazma membraninda tomurcuklanma
le birlikte hiicre, apoptotik cisimciklere parcalanir (Oktem vd. 2001). Apoptotik
cisimcikler ¢ekirdekte bulunan kromatinin yogunlasip, DNA kiiciik parcalara ayrilmasi
ve bu pargalarin hiicre zar ile kaplanmasiyla olusur (Kiiltiirsay ve Kayikcioglu 2002).
Apoptotik hiicrelerin plazma membranindaki degisiklikler ile fagositik hiicreler uyarilir

ve makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (Oktem vd. 2001; Karalezli ve Aladag 2016).

Sekil 1.3. Hiicrede gergeklesen apoptozun ardindan olusan apoptotik cisimlerin 151k mikroskobik
goriiniimi. OKlar; hiicre igerisinde goriilen lipid damlaciklarini, ok bagi; heterokromatik ve koyu eozinofil
sitoplazmali bir hiicreyi, yildiz; apoptotik cisimleri isaret etmektedir (Ozbek ve Ozbek 2003).

Apoptozu diizenleyen proteinler iki sinifa ayrilmistir; 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 iligkili protein ailesi biiyiik boliimii anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xl) kiigiik bir

kismi ise pro-apoptotik (Bax, Bad, Bim) karakterdedir. Anti-apoptotik olanlar apoptozu



onlemeye calisirlar (Giiltekin vd. 2008). Bu ailenin tiyeleri kendi aralarinda homo ve
hetero-dimerler olustururlar ve pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin rélatif orani
hiicrenin apoptoza girip girmeyecegini belirlemede 6nemli rol oynar. Bel-2/Bax oraninin

artmas1 ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonug¢lanir (Kelten
2005).

Kaspazlar, zaman igerisinde olduk¢a korunmus olup insanlardan bdceklere,
nematodlardan hidralara kadar yaygin olarak bulunurlar (Budihardjo et al. 1999; Cikala et
al. 1999). Genis bir protein ailesi olup birbirlerine homoloji gdsteren sistein proteazlardir,
oliim proteazlar olarak da bilinirler (Alnemri 1996). insanlarda 15 farkli kaspaz tespit
edilmistir, bunlardan iicte ikisinin apoptozda gorev aldigi disiiniilmektedir (Thornberry
and Lazebnik 1998; Earnshaw et al. 1999; Kaya vd. 2012). Substrat segimlerine gore alt
familyalara ayrilirlar. Tiim bilinen kaspazlar aktif bolgelerinde sistein tasirlar ve Asp-XxX
bagini1 koparirlar (Thornberry 1997). Kaspazlar dncelikle prokaspaz olarak sentezlenirler
daha sonra kesilerek aktif enzim halini alirlar ve birbirlerini aktiflestirmek suretiyle
proteolitik bir dalga yaratirlar (Oktem 2001; Karalezli ve Aladag 2016). Kaspazlarin
substratlart ¢ok ¢esitlidir ve 100’den fazla sayida hedef proteini keserek apoptozda rol
alirlar (Hengartner 2000). Kaspazlar islevlerine gore ii¢ alt gruba ayrilabilirler; baslatict
(kaspaz 2, 8, 9, 10); efektor (kaspaz 3, 6, 7) ve inflamatuar (kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14)
(Coskun ve Ozgiir 2011).

1.3.1. Apoptozda intrinsik ve Ekstrinsik Yolaklar

Memeli hiicrelerinde apoptoz, uyaricilarin orijinine bagl olarak i¢ veya dis yolaklar ile
siirdiiriiliir (Riedl and Shi 2004). instrinsik yolak onkogen aktivitesi ve DNA’da meydana
gelen hasar gibi hiicre icerisinde meydana gelen uyaranlar aracihigi ile tetiklenir. Ig
yolaktaki inaktivasyon kanserin belirleyici 6zelliklerinden bir tanesidir (Hanahan and
Weinberg 2000). instriksik yolak mitokondri aracilig1 ile gerceklesir ve mitokondriden
sitoplazmaya ilk agsamada sitokrom ¢, Smac/DIABLO (IAP inhibitorleri) ve OMI/HTRA-
2 (kaspaz aktivitorii) salmir (Wang 2001; Riedl and Shi 2004). Bunlardan sitokrom c
olduk¢a 6nemli bir protein olup sitoplazmada APAF1 (apoptotik proteaz aktive edici
faktor) baglanarak aktive eder. Bu baglanma konformasyonel bir degisime sebep olur ve

APAF1 ATP/dATP’ye baglanir ve apoptozom olusur ve kaspaz-9’in aktivasyonu saglanir
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(Li 1997; Rodriguez et al. 1999;Jiang and Wang 2000). Ikinci asamada mitokondriden
AIF (apoptoz indiikleyici faktor), EndoG (endoniikleaz G), ve CAD (kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz) salinir. AIF ve EndoG kaspaz bagimsiz hareket eder ve AIF ¢ekirdek
icerisindeki kromatinin yogunlasmasina DNA parcalanmasina neden olurken, EndoG
oligoniikleozomal DNA pargalart meydana getirmek tizere hareket eder (Boeddeker et al.
2015; Cao et al. 2015; Kartlamis et al. 2016). Normalde inaktif halde bulunan CAD
mitokondriden salindiktan sonra kaspaz 3 tarafindan kesilerek aktive edilir ve bir DNaz
oldugu i¢in ¢ekirdege yonelerek g¢ekirdek DNA’simi 180-200 baz ciftlik fragmanlara
ayirir (Gliles ve Eren 2008).

Ekstrinsik yolak FasL, TNF-a, Apo3L ve Apo2L gibi ekstraselliilar 6liim ligandlarinin
FasR, TNFR1, DR3 ve DR4 gibi hiicre yilizeyinde bulunan O&liim reseptorlerine
baglanmalari ile baglar. Oliim reseptorleri ligandlar1 ile baglandiklart zaman 6liim uyarisi
almmis olur ve bir seri protein etkilesimi baglar. TNF (tiimor nekroz faktor) reseptor
ailesi tiyeleri 80 aminoasitlik 6liim alani olarak bilinen bir domaine ve sisteinden zengin
bir ektraselliilar domaine sahiptir. Oliim ligandlarin reseptorlerine baglanmalar1 ile dnce
homotrimerik ligand-reseptor kompleks olusur. Aktive olan reseptorlerin dogal olarak
bulunan TRADD (TNFR-! associated death domain) ile FADD (Fas associated death
domain) birlesir ve 80 aminoasitlik bélgenin uyarilmasi ile oligomerik &liim-indiikleyici
sinyal kompleksi DISC (death-interducing signaling complex) olusur (Peter and
Krammer 2003; Coskun ve Ozgiir 2011). DISC olusmas: ile birlikte prokaspaz 8’in
otokatalitik aktivasyonu gerceklesir ve kaspaz 8 ‘in aktivasyonu tetiklenir. Boylece
kaskad adi1 verilen kaspazlarin aktivasyonu ile kaspaz 3’ de aktive olur ve apoptozun

diizenlenme fazi1 baglar (Karalezli ve Aladag 2016).
1.3.2. Apoptozu Belirleme Yoéntemleri

Apoptozu belirlemede morfoloji esasli metotlar, imminuhistokimyasal metotlar,
biyokimyasal metotlar, immiinoloji esasli metotlar ve molekiiler biyoloji esasli metotlar
kullanilabilmektedir (Giiles ve Eren 2008; Coskun ve Ozgiir 2011; Ulukaya vd. 2011).
Bu metotlar su sekilde listelenebilir;

1. Morfoloji esasl metotlar;

1a. Isik mikroskobu; Hematoksilen-eozin boyama, Giemsa boyama



1b. Floresan mikroskopi; Propidium Iyodiir (PI), Hoechst Dye
1c. Elektronmikroskopi

1d. Faz kontrast mikroskopi

2. Immunohistokimyasal metotlar;

2a. Anneksin V-FITC analizi

2b. TUNEL yontemi

2c¢. M30 antijen tayin yontemi

2d. Aktif kaspaz-3 yontemi

3. Biyokimyasal metotlar;

3a. Agaroz jel elektroforezi-DNA fragmentasyonu tayini
3b. SDS PAGE ve Western Blotting

3c. Flow Sitometri

4. Immiinoloji esasl metotlar;

4a. ELISA

4b. Fluorimetrik yontem

5. Molekiiler biyoloji esasli metotlar

5a. DNA mikroarray-gen ekspresyonu tayini

11
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1.3.3. Apoptoz ve Kanser

Dogru apoptotik sinyal mekanizmasi hiicre 6liimii ve hiicre sag kalimi ve genom
biitiinliigiinii korumak i¢in olduk¢a 6nem arz eder (Plati et al. 2011). Apoptotik yolaklar
transkripsiyonel, translasyonel ve post translasyonel olarak kanser hiicreleri tarafindan
degisiklige ugratilabilirler (Fulda 2010). Hiicrede pro- ya da anti-apoptotik aktiviteye
sebep olan farkli proteinler vardir. Bu pro- ve anti-apoptotik proteinlerin birbirine gore
oraninin hiicre 6liimlerinde 6nemli oldugu bilinmektedir. Pro- ve anti-apoptotik etkisi
olan proteinlerin dengesinin bozulmasi 6rnegin Bcl-2 proteinlerinin orantisal dengesizligi
malignant hiicrelerde apoptoz seviyesinin azalmasina sebep olur ve karsinogenez gelisir
(Kang and Reynolds 2009). Pro- ve anti-apoptotik proteinler arasindaki orantinin
bozulmasi sirasiyla daha az ya da daha fazla ekspresyonu ile gergeklesebilmektedir.
Bir¢ok insan kanser tiplerinde Bcl-2 ailesine ait birkag pro-apoptotik iiyesinde hem
genetik hem de epigenetik degisimler oldugu bildirilmistir (Galluzzi et al. 2010). Bunun
yant sira kanser gelisiminde Bcl-2 ailesi iiyelerinden anti-apoptotik etkili olanlarin
miktarinin arttigt  gézlemlenmistir (Fulda 2009). Anti-apoptotik protein seviyesinin
yiiksekligi kanser hiicrelerinin stres sinyalleri ile basa ¢ikmasini saglar ve bu hastaligin
yinelenmesi, tedavide giicliik ve kanserin tedavisinde uygulanan tedavilere direnci
birlikte getirir (Wuilleme-Toumi et al., 2005).

Genetik ve epigenetik degisimler disinda farkli insan kanser tiplerinde post-
transkripsiyonel gen ekspresyonlarint diizenleyen ve bazi hedef mRNA’larin
susturulmasini saglayan ozellikle Bcl-2 aile iiyesi proteinlerin mRNA’lar1 hedefleyerek
anti-apoptotik ya da pro-apoptotik etki gosterebilen MicroRNA’larin  (miRNAs)
diizenlenmesinde bozukluklarin oldugu gosterilmistir (Croce 2009; Garofalo et al. 2010;
Chen et al. 2014).

Kaspazlar apoptozun basglamasi ve siirdiiriilmesi i¢in ¢ok Onemlidirler ve kaspaz
fonksiyonunda meydana gelen bir bozulma ya da diisiik miktarlarda bulunmalari
apoptozun azalmasina bagli olarak karsinogenezin gelisimine neden olur. Farkli tip
kanserlerde farkli tip kaspazlarin diisiik miktarda sentezlendigi goriilmektedir. Ornegin;
kolorektal kanserde kaspaz-9’un sentezinde diisme goéze carpar. Bunun yani sira,

Devarajan et al. (2002); yaptiklar1 ¢alismalarla, yumurtalik, meme ve rahim kanserlerinde
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kaspaz-3’tin miktarinda 6nemli seviyede diisiikliik oldugu bildirilmistir (Devarajan et al.

2002).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Triazoller ve Biyolojik Etkileri

Ilk olarak 1885’de Bladin tarafindan karbon-azot halka sistemine (C,N3H3) isim
verilmistir (triazol) ve triazol tiirevleri olarak tanimlanmaktadir (Bladin, 1885; Singh ve
Kandel; 2012). Andreocci da aymi yillarda (1889) bilim diinyasina tanitmakta rol
oynamistir (Andrecci 1889). 1961°de Potts tarafindan bir “Derleme” (Potts 1961) ve
1981°de Temple tarafindan “Triazols” adli kitap yayinlanmistir (Temple 1981).

Triazoller 1,2,3-triazol ve 1,2,4- triazol olmak iizere iki izomer seklinde bulunurlar
(Balabin 2009). Bir ¢ok 1,2,4-triazol ve heterosiklik tiirevleri 6nemli yapisal fragmanlar
tagirlar ve biyolojik aktif molekiillerdir. Son yillarda 1,2,4- triazol ve tiirevlerine olan ilgi
sentetik olmalar1 ve verimli biyolojik etkilerinden dolay: artmaktadir. Bugiine kadar
yapilan ¢esitli ¢aligmalarda antifungal, antikolsiivan, anti-tiiberkiiloz, antioksidan, anti-
enflamatuar, antikanser ve antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir (Taj et al. 2011;
Hassan and Younus 2012; Abdullah vd. 2012; Atia and Al-Mufrgeiy 2012; Pardeshi
2014; Bekircan vd. 2014). Ayn1 zamanda korozyon onleyici (Sripriyal et al. 2013),
pestisit (Sengupta and Garg 1998), boya (Er vd. 2014), asit baz indikatorii (Bulut vd.
2010) ve diger endiistriyel kimyasallar (Cassani et al. 2013) olarak kullanimlar1 da

mevcuttur.

Giliniimiizde azol grubu antimikrobiyal ilag olarak sik¢a kullanilan triazoller arasinda
flukonazol, itrakonazol, terkonazol, posakonazol ve vorikonazol sayilabilir (Banerjee
2013; Kisgen 2015). Bununla beraber diger triazol ilaglar arasinda sayilabilecekler su
sekildedir; vorozole, letrozol ve anastrozol kanser tedavisinde non-steroidal ilaglar olarak

kullanilmaktadirlar;  ribavirin =~ bir  niikleosit  olmayan  ters  transkriptaz
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inhibitoriidiir ve ¢ok etkili bir antiviral ajan olup DNA ve RNA viriislerinde ¢ok ciddi
etkiler gosterir; rizatriptan, antimigren ajanidir, trazodon antidepresan olarak trapidil
hipotansif; benatradin, diiiretik ve etoperidon antideprasan olarak kullanilmaktadir
(Banerjee 2013). Son derece onemli biyolojik uygulamalarin yani sira merkapto-1, 2, 4-
triazoller preperatif organik kimyada da c¢ok yararli olmaktadir. Farkli reaktifler
varliginda degisik tipte reaksiyonlara ugrayarak tiazolotriazoller, trizolotiadizoller,
triazolotiazinler, triazolotiazepinler ve triazolotiadiazinler gibi diger bazi heterosiklik

bilesikler verirler (Banerjee 2013).

Subrahmanya Bhat et al. (2009); tarafindan yapilan bir arastirmada 4-fluoro-3-
phenoxyphenyl ve 2,4-dichloro-5-fluorophenyl igeren 1,2,4- triazol[3,4-b]thiadiazol ve
1,3,4-oxadiazol tiirevlerinden bazilarinin, 16semi, kolon kanseri, akciger kanseri, renal
kanser, prostat kanseri ve gogiis kanseri hiicre hatlar iizerinde oldukga yiiksek antikanser

ozellikleri oldugu yayinlanmistir (Subrahmanya Bhat et al. 2009).

Al-Soud et al. (2003); ¢alismasinda, 1,2,4,- triazollerin tiirevleri sentezlenmis ve 60 farkli
insan kanser hiicresi iizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmistir. Ozellikle 15semi,
yumurtalik ve renal kanser hiicre hatlari {izerindeki etkilerine deginilmistir (Al-Soud et al.
2003). Bagka bir arastirmada bu tiir tiirevlerden bazilarinin MCF7, NCI-H460 ve CNS
(SF-268) hiicreleri {izerindeki antikanser o6zellikleri oldugu belirtilmistir (Demirbas vd.
2002). Yine, baz1 1,2,4- triazol tiirevlerinin antikanser 6zellikleri kolon adenokarsinoma

hiicre hatt1 (LS180) iizerinde ¢alisilmis ve olumlu sonuglar alinmistir (Sztanke et al.
2008).

Giliniimilizde en ¢ok oliimle sonuc¢lanan hastaliklardan biri olan kanserin tedavisi i¢in de
bugiine kadar degisik yontemler gelistirilmis ve bu baglamda degisik yapilara sahip bilesikler
tedavi edilme amaglariyla sentez edilmistir. Yakin zamanlarda yapilan bir ¢alismada, 1,2,4-
triazol-5-on halkas1 igeren tipi arilidenhidrazidler, karsilik gelen hidrazidlerin uygun
aldehitlerle reaksiyonundan elde edilmis ve bu bilesiklerin meme kanserine karsi etkili

olduklar1 belirlenmistir (Ceylan, 2006).
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Ozellikle triazol bilesiklerinin suda ¢oziinme Ozelliklerinin son derece diisiik olusu
sebebiyle suda c¢oziinebilir 6zellikte antimantar aktiviteye sahip triazol tiirevlerinin
dizaynina yonelik ¢alismalara hiz vermistir (Narayanan, 1993).

Son yillarda, antibakteriyel, fungisit, tuberkulostatik ve bitki biiyiime o6zellikleri gibi
cesitli biyolojik aktiviteleri igeren bis-heterosiklik bilesiklerin sentezi olduk¢a Gnem
kazanmistir. Ayrica, son raporlar bisheterosiklik bilesiklerin, mono-heterosiklik
bilesiklerden daha iyi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gosterilmistir (Reddy,
2010).

Daha onceki bir caligmada ise, bu arastirmada kullanilacak olan bis-
hidrazinkarbotiyoamit tlirevleri ve bu bilesiklerin halkalagsmasindan olusan bis-1,2,4-
triazol tlirevleri sentezlenmis bu bilesiklerin in-vitro antioksidan aktiviteleri, serbest
radikali giderme aktivitesi, indirgenme giicii, ABTSe+ giderme aktivitesi, metal selatlama
parametreleri ile tayin edilmigtir fakat hali hazirda antikanser ve antimikrobiyal

ozellikleri arastirtlmamistir (Karci 2013).



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

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

Bu calismada kullanilan tim cam ve plastik materyaller otoklavda 20 dk. boyunca
121°C’de sterilize edilerek kullanilmistir. Kimyasallar, enzimler ve kitler ile saglayicilari

Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasallar, enzimler ve kitler ile saglayicilar

Kimyasal, Enzim ve Kit Saglayici
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 hiicre canlilik Kiti Sigma
penisillin-streptomisin Sigma

PBS (phosphate buffer saline) Giindiiz Kimya
DMSO Acar Kimya
Miiller Hinton Agar Sigma
Apoptaz Caspase-3 Assay Kit[C] Sigma

steril disk Bioanalyse



3.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Manyetik karistirici (Ika)

Isitmal1 su banyosu (Wise Clean)
Otomatik pipetler (Rainin)
Dairesel sallayic1 (Gerhardt)
Derin dondurucu (-86 °C, Nuair)
Doner evaporator (Ika RV06-ML)
pH-metre (Hanna Instrument)
Hassas terazi (Precisa/ Denver)
Inkiibator (Elektro-Mag (0-300°C)
Vorteks (Ika MS3 Basic)

Saf su cihaz1 (GFL 2004)
Dispenser (Isopenser),

Santrifiij (Hettich Universal 320)
Buzdolabi (4 °C, Arcelik)
Otoklav (Hirayama)

Etiiv (Memmert 100-800)

5% CO; inkiibatorii (Nuair)

3.1.3. Tampon Cozeltiler ve Soliisyonlar

3.1.3.1. PC-3 Hiicre Kiiltiirii Bilyiime Ortam
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PC-3 hiicre kiiltiirii biiyiime ortami hazirlamak i¢in 89 mL RPMI 1640 ( % 1 L-glutamin,

%1 sodyum piriivat ve sodyum bikarbonat igeren), 10 mL fetal calf serumu ve 1 mL

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

kabinda karistirildi. Her kullanimdan dnce taze hazirlanarak kullanildi. Cogalan hiicreler

yeni 25 ve 75 cm?’lik flasklara pasajlanmis ve deneylerde kullanilmak {izere yeni hiicre

stoklar1 hazirlanmustir.
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3.1.3.2. Bakteri Biiyiime Ortam

Antimikrobiyal testte kullanilacak bakteri kiiltiirlerini hazirlamak i¢in, 34 gr Miiller
Hinton agar distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Magnetik karistirict ile homojen hale
getirildi. Daha sonra otoklavda 120°C’de 15 dk boyunca steril hale getirileren besiyeri
steril petri kaplarina dokiildii. Steril ortamda sogumalar1 beklendi ve +4°C’de saklandi.

3.1.4. Hiicre Hatlar:

Hazirlanan maddelerin in-vitro antikanser aktivite potansiyellerini belirlemek amaciyla
deneylerimizde prostat kanser hiicre hatt1 olan PC-3 kullanildi. PC-3 hiicre hatlart ODTU
Biyoloji béliimiinden temin edildi. Bingdl Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar
Hiicre Kiiltliri Laboratuvarinda sivi nitrojende saklanmistir. Hiicrelerin devamliligini

saglamak i¢in, 2 haftada bir en az 1 defa pasajlama islemi yapildi.

3.1.5. Bakteri Suslar

Bu c¢alismada kullanilan bakteri suslart Bingdl Universitesi Molekiilar Biyoloji ve
Genetik Boliimii Dog. Dr. Fethi Ahmet Ozdemir’den temin edilmistir. Bakteri suslari
Bingdl Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvarinda

saklanmaktadir.

Antimikrobiyal testlerde kullanilan bakteri suslari listesi asagida verilmistir;

e Bacillus subtilis ATCC 6337

e Brevibacillus brevis

e Bacillus megaterium DSM 32

e Bacillus subtilis IM 622

e Bacillus cereus EMC 19

e Staphylococcus aureus 6538P

e Listeria monocytogenes NCTC 5348

e Salmonella typhimurium NRRLE 4413
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e Pseudomanas fluorescens

e Enterobacter aerogenes CCM 2531

e Kilebsiella pneumoniae EMCS

e Escherichia coli ATCC 25922

e Proteus vulgaris FMC Il

e Pseudomonas aeruginosa DSM 50070
e Proteus vulgaris

e Salmonella enterica ATTC 13311

3.1.6. 1,2,4-triazol Tiirevleri

Bu ¢alismada kullanilan 1,2,4-triazol tiirevleri Bingdl Universitesi Kimya Béliimii Prof.
Dr. Ahmet Cetin tarafindan temin edilmistir. Olusum sekilleri 2 numarali ¢ikis bilesiginin
hidrazit uglar etil izotiyosiyanat grubu ile tiirevlendirilerek 3B bilesigi elde edilmistir.
Sonra bilesigin her iki hidrazit ucuda p-metilizotiyosiyanat grubu ile tiirevlendirilerek 3C
bilesigi elde edilmistir. Daha sonra olusanbu alkil (3B) ve ariltiyosinat (3C) grubu
bilesikleri hidrolize edilerek 1,2,4-triazol-3-tiyolgruplarina halkalasmalar1 sonucu 3B
bilesigi 4B’ye, 3C bilesigi de 4C ‘ye doniigsmiistiir. Sonug olarak 2 numarali piridin -2,5
dikarbahidrazit bilesiginin fonksiyonel uglar1 alkil ve aril gruplar ile modifiye edilmistir.

Sonrasinda bu modifiye bilesiklerin 1,2,-4 triazol halkasina doniistimleri saglanmistir.

1,2,4-triazol tiirevleri isimleri ve kimyasal yapilar1 asagida verilmistir;

0 — 0
\ 7\
HaN-NH N  HN—NH:
(2) Piridin-2.5-dikarbahidrazit

o — (o)
L
e N B S T M gy

(3B) 2.2'-(piridin-2.5-duldikarbonil)bis(N-etilhidrazinkarbotiyoamit)
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N—NH N HN—N

[ h
— | =
OCH; OCH,

(3C) 2.2'-(p1ridin-2.5-diildikarbonil)bis[N-(p-metoksifeniljhidrazinkarbotiyoamit]

I )N
HS f‘lhl \\ \ T SH
CaHe CoHs
(4B) piridin-2.5-dulbis(4-et1l-4H-1.2.4-tr1azol-3-t1yol)

N—NM

A,

OCH; OCH;
(4C) 5.5"-pinndin-2.5-dilbis[4-(4-metoksifenil)-4H-1.2.4-triazol-3-t1yol])



22

3.2.Metod

3.2.1. WST-1 Hiicre Canlilik Testi

3.2.1.1. Hiicre Hatlarinin Siv1 Azottan Acilmasi ve Pasajlanmasi

PC-3 hiicreleri siv1 azottan alindiktan sonra 37°C’lik su banyosunda ¢oziildii. 15 mL’lik
santrifiij tiiplerinde 10 mL besiyeri lizerine 1 mL ¢oziilmiis hiicre eklendi. 5 dakika 2500
rpm’de ve oda sicakliginda santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pelet 5 mL besiyerine
aktarildi. Tripan mavisi ile hiicre sayim1 yapildi. 25 mL’lik flasklara ekildi 37°C ve %5
CO; igeren inkiibatore konularak 24 saat beklendi.

3.2.1.2. Hiicre Hatlarimin Saklanmasi

Artan hiicreler santrifiij edilerek siipernatant atildi. Daha sonra dondurma soliisyonu
olarak medium ve mediumun %35 oraninda DMSO eklenerek hazirlandi. Hiicreler bu

dondurma soliisyonuna eklenerek -80°C’deki derin dondurucuda saklanda.

3.2.1.3. Madde Ekstraktlarmin PC-3 Iceren Plaklara Ekilmesi

PC-3 hiicreleri %5 CO,’li inkiibatorde 37°C’de 25 ¢cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarinda
yeterli sayida g¢ogaltildi, sonra her flasktan eski biiytime ortam1 5 mL’ lik serolojik pipet
kullanilarak otomatik pipetle tamamen cekilerek uzaklastirildi. Olii hiicreleri flasktan
uzaklastirabilmek igin her flaska 1 mL PBS eklendi ve hiicrelerin PBS ile tamamen

yikanmasi saglandi. Eklenen PBS tekrar ¢ekilerek uzaklastirildi.

Hiicreleri kaldirmak igin her flaska 1 mL tripsin-EDTA enzimi eklenerek %5 CO,
atmosferli inkiibatorde 3 dk inkiibe edildi. Daha sonra her flaska 1 mL RPMI-1640
bliyiime ortami eklenerek tripsin enziminin etkisi giderildi. Her flasktaki tamami

otomatik pipetle ¢ekilerek 15 mL falkon tiipiine aktarildi.
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Falkon tiipteki hiicreler 500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi
uzaklastirildi. Hiicrelerin tlizerine 1 mL RPMI 1640 biiyiime ortami eklendi ve hiicrelerin
biliylime ortamiyla iyice karigmasi saglandi. Hiicre sayimi i¢in falkon tiipten mikropipet

kullanilarak 10 uL 6rnek alindi ve ependorf tiipe konulup tizerine 10 pL tripan blue

eklendi ve iyice karigmasi saglandi.

3.2.1.4. Triazol Tirevlerinin WST-1 Hiicre Canhilik Testi

Hiicre canlilik testi WST-1 hiicre canlilik kiti protokoliine gore yapildi. Hemositometre
ile yasayan hiicreler sayildi. 96 kuyucuklu plakalara hiicre ekimi yapilacagi i¢in her
kuyucukta yaklastk 2x10* hiicre olacak sekilde kullanildi. Hiicre ve biliylime ortami
miktart hesaplandi. Biiylime ortami eklenerek 15 mL falkon tiip i¢inde hazirlandi. Her
kuyucuga 100 pL hiicre konduktan sonra hiicreler %5 CO3’li inkiibatdrde ¢ogalmalari
i¢in 24 saat inkiibe edildi.

Denenmek istenen 6rneklerden, 10, 25, 50, 100, 250, 500 uM tartild1 ve 1.5 mL ependorf
tiip icerisinde 20 mL DMSO i¢inde ¢dziinerek istenen konsantrasyon hazirlandi.Uzerine
1000 uM lara tamamlayacak kadar RPMI 1640 besiyeri eklendi ve 1000 pM stok ¢ozelti
hazirlandi. Hazirlanan konsantrasyon sonikatdrle iyice karigtirildi, karisan bu maddelerin
besiyeri icerisinde homejen olarak dagilmasi saglandi. Tiim kuyucuklardaki besiyeri
hiicrelere zarar vermeyecek sekilde mikro pipetle ¢ekildi ve ortamdan uzaklastirildi. PC-
3 hiicreleri, 5-100 pg/mL olacak konsantrasyonlarda madde ekstraktina sahip olan
besiyeri ile %5 CO, li inkiibatérde 24 saat inkiibe edildi ve drneklerin hiicrelere etki
etmesi beklendi. Kontrol grubu olarak kuyucuklara sadece 100 uM RPMI 1640 besiyeri
ilave edildi.

24 saat inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 15 pL WST-1 maddesi eklendi. Hiicreler
%5 CO, li inkiibatdrde 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. 4 saat inkiibasyondan sonra 96 gozlii
plak ELISA reader cihazina yerlestirildi ve her bir kuyucugun 450-630 nm deki

absorbans degerleri alind1 ve kaydedildi.



24

3.2.2. Apoptaz Caspase-3 Assay Kit[C]

Hiicreler kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi. Uzerine 500 pM lik konsantrasyonlarda hazirlanan
4C, 4B, 3C, 3B, 2 maddelerinden her bir kuyucuga 100 uM eklendi. 24 saat inkiibe
edildi. Her bir deneyde kullanacagimiz 2X reaksiyon bufferden 50 uL alindi. Toplamda
750 puL 2X bufferdan 7,5 pL DDT den alind1 ve karistirildi. Her bir kuyucuga 50 pL Cell
Lysis bufferdan konuldu. Hiicreler 10 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildi. Her bir
ornegi mikrosantrifiijde [10.000 Xg] 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant1 alind1 ve direk
buza konuldu. Her bir 6rnekten 50 pL alindi ve tizerine 50 pLL 2X reaksiyon bufferdan ve
5 uL DEVP PNA’ dan konuldu. 37 °C’de 1-2 saat bekletildi. 400-405 nm deki absorbans

degerleri ol¢iildii.
3.2.3. Antimikrobiyal Etkinin incelenmesi

Calismada maddelerin antimikrobiyal etkinlikleri disk diffiizyon yontemi kullanilarak
belirlendi (Benedict and Brady 1972; Alsheik and Trappe 1983). Bir gece dnceden sivi
besi ortaminda inkiibasyona birakilan bakteri kiiltlirlerinden steril ve tek kullanimlik
petriler igerisine McFarland standardina gdre ayarlanan 10° hiicre/mL bakteri
sispansiyonu birakildi ve 15 mL’lik Mieller Hinton Agar iizerine ekildi. Drigalski
cubugu ile iyice yayildi. DMSO iginde ¢oziinerek hazirlanan 1000 uM lik 4C, 4B, 3B,
3C, 2 maddelerinden 20 pL madde alinarak disklere emdirildi. Diskler steril pens ile
besiyerine yerlestirildi. 1 saat +4°C’deki buzdolabinda bekletildi. Daha sonra 37°C’lik
inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Zon caplar1 Olgiildi (Biemer, 1973). Sonuglar
kaydedildi. Her deney 3 set halinde kontrol 6rnekle birlikte tekrarlandi.

3.3. Istatistiksel Analizler
Tiim verilerin istatiksel analizi Graphpad Prism 5.0 programi Student’s two-tailed t-

testine gore yapildi. Tiim sonuglar ortalama ve + standart sapma olarak verildi ve %95

giiven araliginda 0,05’in altindaki p degerleri, istatiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. PC-3 Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Antikanser Etkilerinin Belirlenmesi

WST-1 bir tetrazolyum tuzudur. Spesifik olarak canli hiicrelerin mitokondrilerindeki
stiksinat dehidrogenaz enzimine baglanir ve suda ¢éziinmeyen formazan tuzlari olusturur.
WST-1 yonteminde spektrofotometrik olarak dlciilen absorbans degeri canli hiicre sayist
ile iliskili olan hiicrelerin metabolik aktivitelerini gosterir. Hiicre cogalmasi arttik¢a suda
olusan formazan tuzu da artar ve bunlara paralel olarak Ol¢iilen absorbans degeri de

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

Calismamizda 5 farkli 1,2,4-triazol tiirevleri maddenin 6n denemeler sonucunda
belirlenen konsantrasyon degerlerine gore PC-3 hiicre kiiltiirlerinde WST-1 yontemi
kullanilarak sitotoksik aktivite degerleri ortaya konulmustur. Sitotoksik etkileri arastirilan
maddelerin farkli konsantrasyonlariin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi dl¢iilen absorbsiyon

degerleri asagida gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. PC-3 hiicre hattinda farkl konsantrasyonlardaki 4C maddesinin sitotoksik degerinin belirlenmesi.
Tiim veriler Ti¢ deneyin ortalamasi ve £ SEM olarak ifade edildi. Kontrole karsi; *** P <0,001, ** P <0,01,
™ P >0,05 (Student’s two-tailed t-test)

PC 3 hiicre hatt1 ile 4C maddesinin degisik derisimleri 24 saat inkiibe edilmisdir ve Sekil
4.1°deki grafikte goriildiigi gibi 4C maddesinin artan konsantrasyonuna bagli olarak
canli kanser hiicre sayisinin giderek azaldigi gorilmiistir (Sekil 4.1). 10 uM
konsantrasyonda kontrol grubuna oranla hiicre canliliginda azalma gozlenmemistir. 25
uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM ve 500 uM konsantrasyonlarda hiicre canliliginda azalma
belirlenmistir. Hiicre canliliginda en fazla azalmanin 500 pM konsantrasyonda oldugu

belirlenmistir(Sekil 4.1).
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Sekil 4.2. PC-3 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlardaki 4B maddesinin sitotoksik degerinin
belirlenmesi. Tiim veriler {i¢ deneyin ortalamas: ve £ SEM olarak ifade edildi. Kontrole karsi; * P <0,05, ™

P >0,05 (Student’s two-tailed t-test)

Yapilan c¢alismada Sekil 4.2° deki grafikte goriildigi gibi 4B maddesinin  artan
konsantrasyonuna bagli olarak canli kanser hiicre sayisinin giderek azaldigi goriilmiistiir.

En iyi etkinin 500 uM konsantrasyonda oldugu belirlenmistir(Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. PC-3 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlardaki 2 maddesinin sitotoksik degerinin belirlenmesi.
Tiim veriler ii¢ deneyin ortalamasi ve £ SEM olarak ifade edildi. Kontrole karsi; * P <0,05, ™ P >0,05

(Student’s two-tailed t-test)

Aragtirma sonuglarina gore Sekil 4.3’de gosterildigi lizere 2 nolu madde artan
konsantrasyona bagli olarak PC-3 hiicre sayisinin 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM
konsatrasyonlarda kontrole yakin oldugu gorilmiistir. 250 pM de sayida azalma

goriilmekle beraber en yiiksek sitotoksik etkinin 500 pM konsantrasyonda oldugu
belirlenmistir(Sekil 4.3).
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Sekil 4.4. PC-3 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlardaki 3B maddesinin sitotoksik degerinin belirlenmesi.
Tiim veriler Ti¢ deneyin ortalamasi ve £ SEM olarak ifade edildi. Kontrole karsi; *** P <0,001, ** P <0,01,
* P <0,05, ™ P >0,05 (Student’s two-tailed t-test)

Sekil 4.4°de goriildiigli gibi 3B maddesinin artan konsantrasyonuna bagli olarak hiicre
sayisinin 10 pM, 25 pM, 50 uM, 100 uM konsatrasyonlarda kontrole yakin oldugu
gorliilmiistiir. 250 uM de sayida azalma goriilmekle beraber en yiiksek sitotoksik etkinin

500 uM konsantrasyonda oldugu belirlenmistir(Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. PC-3 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlardaki 3C maddesinin sitotoksik degerinin belirlenmesi.
Tiim veriler i¢ deneyin ortalamast ve + SEM olarak ifade edildi. Kontrole karsi; *** P <0,001, * P <0,05,
™ P >0,05 (Student’s two-tailed t-test)

Yapilan caligmada Sekil 4.5’deki grafikte goriildiigli gibi 3C maddesinin artan
konsantrasyonuna bagli olarak canli kanser hiicre sayisinin giderek azaldig1 goriilmiistiir.

En yiiksek sitotoksik etkinin 500 uM konsantrasyonda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).

Daha oOnceki bir g¢alismada ise, bu arastirmada kullanilacak olan bis-
hidrazinkarbotiyoamit tlirevleri ve bu bilesiklerin halkalagmasindan olusan bis-1,2,4-
triazol tiirevleri sentezlenmis bu bilesiklerin in-vitro antioksidan aktiviteleri, serbest
radikali giderme aktivitesi, indirgenme giicii, ABTSe+ giderme aktivitesi, metal selatlama
parametreleri ile tayin edilmistir (Karci 2013). Fakat hali hazirda antikanser ve
antimikrobiyal 6zellikleri arastirilmanmugtir. Indirgenme giicii metoduyla antioksidan
aktiviteleri incelenen bilesiklerin antioksidan aktivite sonuglarinda genel olarak 3A
maddesinin maksimun absorbans gosterdigi, yani bu maddenin en yiiksek antioksidan
aktivite sahip oldugu, 2 no’lu maddenin 25 pg/pl ve 50 pg/pl konsantrayonda minimum

absorbans gosterdigi tesbit edilmistir..

Bu sonuglar dogrultusunda 4C, 4B, 2, 3B, 3C maddeleri karsilastirildiginda artan
konsantrasyonlara bagli olarak canli kanser hiicre sayisinin giderek azaldig1 goriilmiistir.

En yiiksek sitotoksit etkinin 500 uM konsantrasyonda oldugu belirlenmistir.
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4.2. Antimikrobiyal Etkinin Incelenmesi

Antibiyotikler glinimiizde diinyada ve tilkemizde en fazla tiiketlen ilag gruplari arasinda
yer almaktadir. Bilingsiz ve rastgele antibiyotik kullanimi antibiyotik diregliligi
gelisimine neden olmaktadir. Mikrobiyal kaynakli hastaliklarin tedavisinde antibiyotik
direncliligi ciddi derecede biiyiik sorunlara yol agmaktadir (Davis 1994). Antibiyotik
direngliligin yanisira antibiyotik kullaniminin yan etkileri nedeni ile pek c¢ok insan
hastaneye yatmakta ve buna bagli morbitide oranlarinda artis gézlenmektedir. Bu yan
etkiler arasinda, hipersensitivite reaksiyonu olan anafilaksi, kardiyotoksite, nefrotoksite,
anemi, lokopeni, trombositopeni,  koagiilasyon  bozukluklari,  ndrotoksitite,
hepatotoksitite, iskelet-kas sistemi toksitisesi, ates, antibiyotik ile iligkili ishal
sayilabilmektedir (Vudali vd. 2013). Biitiin bu ortaya c¢ikan olumsuz etkiler
aragtirmacilart yan etkileri daha az olan ve direnglilik gelisimine neden olamayan

antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasina yoneltmistir.

Triazol tiirevlerinin daha oOnce yapilan bir ¢ok calismada antimikrobiyal etkilerinin
oldugu gosterilmistir hatta baz tiirevleri antifungal ilag olarak bile kullanilmaktadir. Bu
tez calismasinda kullanilan maddelerin daha 6nce antimikrobiyal etkileri aragtirilmamis

olup antioksidant etki ¢alismalar1 gergeklestirilmistir (Karci 2013).

Bu tez caligmasinda 1000 pM lik hazirlanan 4C, 4B, 3C, 3B ve 2 no’lu maddelerinin
Disk difiizyon metoduna gore antimikrobiyal etki deneylerinin sonuglari asagida

gOsterilmistir.

4.2.1. 4C no’lu Madde

Zon c¢aplar1 incelenerek elde edilen antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore 4C
maddesinin genellikle gram pozitif test suslarinin, gram negatif test suslarina oranla daha

etkili oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.1).

20 pL alinarak uygulanan disk difiizyon yontemi sonuglarina gore 4C maddesi gram

pozitifler {izerinde 6-8 mm arasinda inhibisyon zonlar1 olusturarak antimikrobiyal aktivite
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gostermistir. Gram negatifler {izerinde ise 2-5 mm arasinda inhibisyon zonlar1 olusturarak

antimikrobiyal aktivite gostermistir (Tablo 4.1).

Bununla beraber fazla etki Brevibacillus brevis, Bacillus megaterium DSM 32 ve Listeria
monocytogenes NCTC 5348 suslarinda olup zon gaplari 8 mm olarak Slgiiliirken hepsi
gram pozitif bakterilerdir. En az etki ise Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 susunda

olup zon ¢ap1 2 mm olarak Ol¢iilmiistiir ve gram negatif bir bakteridir (Tablo 4.1).



Tablo 4.1. 4C Bilesiginin farkl bakteri tiirlerine kars1 disk difuzyon duyarlilik testi sonuglar

Mikroorganizma Gram (+)/(-) Zon Capi1 (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 Il Negatif 3
Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 Negatif 2
Proteus vulgaris Negatif 3
Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 3
DMSO Kontrol 0

4.2.2. 4B no’lu Madde

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

daha etkili oldugu goézlemlenmistir (Tablo 4.2).

En fazla etkinin Brevibacillus brevis ve Staphylococcus aureus 6538P suslarinda
gortilmistiir her ikisi de gram pozitif bakteridir ve inhibisyon zon ¢aplart 10 mm olarak
olgtilmistiir. En az etkinin ise Enterobacter aerogenes CCM 2531 ve Proteus vulgaris
FMC Il suslarinda goriilmiistiir, inhibisyon zon ¢aplari 4 mm olarak 6l¢iilmiistiir ve her

ikisi de gram negatif bakteridir. Ayrica Proteus vulgaris susu iizerinde herhangi bir

inhibisyon etkisine rastlanmamistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. 4B Bilesiginin farkli bakteri tiirlerine kars1 disk difuzyon duyarlilik testi sonuglari

Mikroorganizma Gram (+)/(-) Zon Capi1 (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 Il Negatif 4
Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 Negatif 5
Proteus vulgaris Negatif 0
Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 6
DMSO Kontrol 0

4.2.3. 3B no’lu Madde

3B maddesinin genellikle gram pozitif test suslarinin, gram negatif test suslarina oranla

daha etkili oldugu tesbit edilmistir (Tablo 4.3).

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

iizerinde etki gdstermistir ve inhibisyon ¢ap1 20 mm olarak Sl¢iilmiistiir. En az inhibisyon

cap1 ise Salmonella enterica ATTC 13311 iizerinde 8 mm olarak ol¢tilmiistiir.
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Tablo 4.3. 3B Bilesiginin farkl bakteri tiirlerine kars1 disk difuzyon duyarlilik testi sonuglar

Mikroorganizma Gram (+)/(-) Zon Cap1 (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 11 Negatif 12
Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 Negatif 9
Proteus vulgaris Negatif 10
Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 8
DMSO Kontrol 0

4.2.4. 3C no’lu Madde

3C maddesinin genellikle gram pozitif test suslari lizerinde gram negatiflere oranla daha

etkili oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.4).

En fazla etkinin Staphylococcus aureus 6538P susu iizerinde oldugu 6l¢iilmiis olup
inhibisyon ¢ap1 zon ¢ap1 12 mm olarak belirlenmistir. En az etki 4 mm inhibisyon ¢api ile

Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 susu lizerinde Olclilmistiir.
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Tablo 4.4. 3C Bilesiginin farkl bakteri tiirlerine kars1 disk difuzyon duyarlilik testi sonuglar

Mikroorganizma Gram (+)/(-) Zon Cap1 (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 Il Negatif 6
Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 Negatif 4
Proteus vulgaris Negatif 6
Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 7
DMSO Kontrol 0

4.2.5. 2 no’lu Madde

2 maddesinin diger tiim antimikrobiyal etkisi denen maddelerde oldugu gibi gram pozitif
test suglari tizerindeki inhibisyon etkisi gram negatif test suslarina oranla daha fazla

oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.5).

En fazla etkinin Listeria monocytogenes NCTC 5348 susunda (zon ¢apt 9 mm)
goriildiigii en az etkinin ise Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 ve Proteus vulgaris
FMC Il (zon ¢ap1 1 mm) suslarinda goriildiigi tespit edilmistir. Proteus vulgaris test

susunda ise herhangi bir antimikrobiyal etki kaydedilmemistir.
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Tablo 4.5. 2 Bilesiginin farkli bakteri tiirlerine kars1 disk difuzyon duyarlilik testi sonuglar

Mikroorganizma Gram (+)/(-) Zon Cap1 (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 Il Negatif 1
Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 Negatif 1
Proteus vulgaris Negatif 0
Salmonella enterica ATTC 13311 Negatif 2
DMSO Kontrol 0

Bu sonuglar dogrultusunda 4C, 4B, 3B,3C, 2 maddelerinin gram pozitif iizerinde daha
fazla etkili oldugu goriilmektedir. Bilesiklerin kendi aralarinda inhibisyon etki yarattiklar
bakteri tiirlerinin oldukca farkli oldugu goze carpmaktadir. Bununla beraber Proteus
vulgaris suslarinin 4B ve 2 nolu bilesiklere direngli oldugu belirlenmistir. Bacillus
megaterium DSM32 susunda en fazla 3B maddesi etkili olmakla beraber tiim bilesiklere

duyarli oldugu tespit edilmistir. Tiim kontrollerde zon ¢ap1 0 mm olarak Sl¢iilmiistiir.
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4.3. Apoptoz-Kaspaz-3 Analizi
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Sekil 4.6. PC-3 hiicre hattinda 4B,4C,3B,3C,2 maddelerinin apoptotik etkilerinin belirlenmesi. Tiim veriler
ti¢ deneyin ortalamasi ve + SEM olarak ifade edildi. Kontrole karsi; *** P <0,001, (Student’s two-tailed t-
test)

Giliniimlizde apoptozisin belirlenmesinde bir ¢ok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden bir tanesi de hiicrede hem ekstrinsik hem de intrinsik yollarla aktive
edilebilen kaspaz-3 enzimlerinin miktarin1 6lgme yontemidir. Bu yontem ile sadece
apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama metoduyla

belirlenebilir.

Kaspazlar olarak adlandirilan proteinler, programlanmis hiicre 6liimiiniin (apoptoz) en
onemli kritik anahtaridir. Kaspazlar arasinda, kaspaz-3, apoptozda bir¢ok dnemli hiicresel
proteinin 6zel bolgelerinden pargalanmasini kataliz eden, ve bdylelikle hiicresel 6liimii
aktive eden bir 6liim proteazidir. Bununla birlikte, apoptozdaki bu (veya baska herhangi
bir) kaspazin spesifik gereklilikleri bugiine kadar biiyiik Olglide bilinmemektedir.
Kaspaz3 aktivasyonuna giden yollar, mitokondriyal sitokrom-c salimina ve kaspaz-9
fonksiyonuna bagli veya bunlardan bagimsiz olarak tanimlanmistir. Kaspaz-3 normal
beyin gelisimi i¢in gereklidir ve dikkate deger bir doku, hiicre tipi veya 6liim uyaricisina

Ozgii bir sekilde diger apoptotik senaryolarda Onemlidir. Kaspaz-3 ayrica bazi tipik
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apoptoz belirtegleri icin de gereklidir ve incelenen tiim hiicre tiplerinde apoptotik
kromatin yogunlagsmasi ve DNA fragmantasyonu i¢in vazgecilmezdir. Bu nedenle
kaspaz-3, hiicrenin sokiilmesi ve apoptotik cisimlerin olusumu ile baglantili baz1 islemler

icin sarttir (Porter and Janicke 1999)

Bu ¢alismada PC-3 hiicrelerine uygulanan ve sitotoksit etkisi daha dnceden tespit edilen 5
farkli 1,2,4-triazol tiirevleri maddelerin 500 uM’lik konsantrasyonlari ile olusan kaspaz-3
miktarlar1 kolorimetrik yontemler ile dlgiildii ve sonuglar apoptotik indeks oranlarina
gore degerlendirildi. Buna gore Sekil 4.6’da goriildigl tlizere 4B, 4C, 3B, 2, ve 3C
maddeleri arasinda en diisiik apoptotik indeks oram1 4B maddesi uygulandiginda en

yiiksek apoptotik indeks oran1 3C maddesi uyggulandiginda tespit edilmistir.

Gilinlimiizde kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi ve hormon tedavilerinin
yanisira olusan yan etkilerden dolay1 hastada daha az yan etki birakan ve daha etkili yeni
tedavi yontemleri ilizerinde calismalar siirmektedir. Kisilestirilmis ilag ve kok hiicre

implantasyonu bu yeni yaklasimlardan bazilaridir (Aytag 2015).

Triazol tiirevleri ile yapilan bazi calismalarda l6semi, kolon kanseri, akciger kanseri,
renal kanser, prostat kanseri ve gOgiis kanseri hiicre hatlar iizerinde oldukga yiiksek
antikanser Ozellikleri oldugu belirtilmistir (Al-Soud et al. 2003; Sztanke et al. 2008;
Subrahmanya Bhat et al. 2009). Bizim yaptigimiz ¢alismada da 1,2-4 triazol tiirevlerinin

PC-3 hiicreleri iizerinde antikanser 6zellikleri oldugunu gostermektedir.

Giiniimiizde en ¢ok Oliimle sonuglanan hastaliklardan biri olan kanserin tedavisi i¢in de
bugiine kadar degisik yontemler gelistirilmis ve bu baglamda degisik yapilara sahip
bilesikler tedavi edilme amaclariyla sentez edilmistir. Yakin zamanlarda yapilan bir
calismada, 1,2,4-triazol-5-on halkasi igeren tipi arilidenhidrazidler, karsilik gelen
hidrazidlerin uygun aldehitlerle reaksiyonundan elde edilmis ve bu bilesiklerin meme
kanserine kars1 etkili olduklar1 belirlenmistir (Ceylan, 2006). Bizim yaptigimiz ¢calismada
da 1,2-4 triazol tiirevlerinin her iki hidrazit ucuda p-metilizotiyosiyanat grubu ile
tiirevlendirilerek olusturulan 3C maddesinin prostat kanserine karst daha etkili oldugu

belirlenmistir.
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Azol bilesikleri iginde S-siibstitue triazoltiyonlar da antitiiberkiiloz ve antibakteriyal
ozeliklere sahip bilesikler olarak bilinmektedir (Reddy, 2010). Bizim yaptigimiz
calismada ise antimikrobiyal etkileri disk difiizyon yomtemiyle arastirilan 1,2-4 triazol

tiirevlerinin antibakteriyel etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Bu tez c¢alismasindaki 4C, 4B, 3C, 3B ve 2 no’lu maddelerinin PC-3 hiicre hatti
tizerindeki sitotoksit etkileri WST-1 metoduna gore antimikrobiyal etkileri ise disk

diflizyon yomtemiyle arastirilmistir ve sonuglar asagida gosterilmistir.



5. SONUC VE ONERILER

Bu sonuglar gostermektedir ki;calisilan maddelere ait veriler degerlendirildignde PC-3
kanser hiicre hattinda hiicresel 6liimiin kontrol grubuna gore daha yiiksek seviyede
gerceklestigini WST-1 hiicre canlilik testi ile belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
4C, 4B, 2, 3B, 3C maddeleri karsilagtirildiginda artan konsantrasyonlara bagli olarak
canli kanser hiicre sayisinin giderek azaldigi goriilmiistiir. En yiiksek sitotoksit etkinin
500 uM konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Antibakteriyel c¢alismada ise
maddelerinin gram pozitif lizerinde daha fazla etkili oldugu goriilmektedir. Bilesiklerin
kendi aralarinda inhibisyon etki yarattiklar1 bakteri tiirlerinin oldukga farkli oldugu goze
carpmaktadir. .Bununla beraber Proteus vulgaris suslarmin 4B ve 2 nolu bilesiklere
direngli oldugu belirlenmistir. Bacillus megaterium DSM32 susunda en fazla 3B
maddesi etkili olmakla beraber tiim bilesiklere duyarli oldugu tespit edilmistir. Apoptotik
indeks oranlarina bakildiginda ise en diisiik apoptotik indeks orani 4B maddesi
uygulandiginda en yiiksek apoptotik indeks oram1 3C maddesi uyggulandiginda tespit

edilmistir.

Yaptigimiz caligmanin hedefine ulastigi anlasilmaktadir. Bu calismada antikanser ve
apoptatik etkileri belirlenen maddelerin ileride farkli kanser hiicrelerinde ve in- vivo

olarak deneysel hayvan caligsmalarinda test edilmesi 6nerilmektedir.
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