Cumhuriyet Univ. Sag. Bil. Enst. Derg. Timur ve ark., 2018
2018 (3)1: 20-26

Cumhuriyet Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Dergisi

http://dergipark.gov.tr/cusbed

2, 4-Dihidro-1,2,4-Triazol Aminometil Tiirevlerinin in Vitro

Antioksidan ve Antimikrobiyal Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

irfan TIMUR!, Taner DASTANZ2, Mehmet ATAS3, Sevgi DURNA DASTAN4, Mustafa KARATEPES,
Mehmet CIFTCit
1Bing6l Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii, Bingdl, Tiirkiye
2Cumhuriyet Universitesi, Yildizeli Meslek Yiiksek Okulu, Tibbi Hizmetler ve Teknikler Boliimii, Sivas, Turkiye
3Cumhuriyet Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri Béliimii, Sivas, Tiirkiye
4Cumbhuriyet Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Sivas, Tiirkiye
SFirat Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimi, Elaz1g, Tiirkiye

Gelis Tarihi / Received Kabul Tarihi / Accepted Yayin Tarihi / Published
15.03.2018 22.04.2018 31.0.2018
Ozet: Giiniimiizde ila¢ olarak kullanilan ¢ogu bilesigin ana yapisinda 6zellikle triazol, tiyadiazol ve oksadiazol gibi
bes tiyeli heterosiklik halka yapisi bulunmaktadir. Triazol bilesiklerinin buyiik bir kisminin kullanimi, toksisite
riski, uygulama zorlugu, yiiksek oranda ilag direncinin ortaya ¢ikmasi gibi sebeplerle ve istenmeyen yan etkilerin
gozlenmesi, aktivitesindeki yetersizlik ve farmakokinetik eksiklikleri nedenleriyle sinirl kalmistir. Bes iiyeli halka
iceren bu bilesiklerin saglik sektoriinde, farmasotik kimyada, basta antikanser aktivite olmak tlizere antifungal,
anti-HIV, antitimér, antibakteriyal, antiviral, antidepresan, iltihap onleyici (antiinflamatuvar), tiiberkiiloza karsi
etkili (antitiiberkiiloz), agr1 kesici (analjezik), idrar soktiiriicii (diiretik) gibi ¢ok kapsamli aktif biyolojik
spektrumlar1 bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile farkl triazol bilesiklerinin (M1-M10) baz1 biyolojik aktiviteleri
arastirilarak triazoller konusunda yapilmis ¢alismalara katki saglanmasi ve ilag olabilme potansiyellerinin ortaya
konulmas1 planlanmistir. Bu amagla farkhi triazol tiirevlerinin in vitro antioksidan aktiviteleri indirgeme-
ylikseltgeme potansiyelleri ile antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda kullandigimiz
test bilesiklerinin bazilarinin yiiksek biyolojik aktivite 6zellikleriyle daha sonraki yapilacak ¢alismalarda yol
gosterici olacagini, basta ilag sektdrii olmak tlizere yeni biyoyararli malzemelerin iiretimi konularinda katki
saglayacagina inanmaktayiz. Ayrica bu konunun literatiire kazandirilmasi ile de bu disiplinde ¢alisan bilim

insanlarina yeni fikirler verecegini diistinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: Triazol, antioksidan aktivite, antimikrobiyal aktivite, metal selatlama
Evaluation of In Vitro Antioxidant and Antimicrobial Activities of 2, 4-Dihydro-1,2,4-

Triazole Aminomethyl Derivatives

Abstract: The main structure of most compounds used today as drugs is in particular the five-membered
heterocyclic ring structure such as triazole, thiadiazole and oxadiazole. The use of a large proportion of triazole
compounds has been limited by reasons of toxicity, difficulty in application, observation of occasional and
undesirable side effects such as high drug resistance, inadequacy of activity and pharmacokinetic deficiencies.
These compounds containing five members of the ring can be used in the healthcare sector in pharmaceutical
chemistry, especially antifungal, anti-HIV, antitumoral, antibacterial, antiviral, antiinflammatory, analgesic, and
diuretics. In this study, it was planned to investigate some biological activities of different triazole compounds
(M1-M10) and to contribute the triazoles to studies and to determine the drug potentials. For this purpose, the
antioxidant activities of different triazole derivatives were investigated by their reduction-oxidation potentials
and antimicrobial activities. We believe that some of the test compounds we use in this study will contribute to
the future work with high biological activity properties and will contribute to the production of new bioactive
materials, especially in the pharmaceutical sector. We also think that this will give new ideas to the scientists who
worKk in this discipline with the introduction of the literature.
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1. GIiRIS

Biyolojik aktif etkiye sahip olan bilesiklerin son
yillarda sayisinda kayda deger derecede artislar
olmustur. Biyolojik potansiyeli olan mannich
bazlari, giiniimiizde 6zellikle tip alaninda uygulama
imkani bulmustur. Anti-enfalamatuar,
antitlirbekiler, antikanser, antimalaryal ve analjezik
ilaglarin yapisinda oldugu bilinmektedir. Yapilan
bilimsel c¢alismalarda, yogun biyolojik aktivite
gostermelerin dolayr azot iceren heterosiklik

molekiiller iizerine ¢alismalar da gittikce artmakta

olup, biyolojik karakterleri

Tablo 1. Biyolojik aktiviteleri arastirilan triazol

bilesiklerinin adlandirilmasi

M1 | 4-etil-2-(mofin-4-methil)-5-(2-tiyenil)-
2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

M2 | 4-etil-5-(2-tiyenil)-2-({4-[3-
(triflorometil)fenil] piperazin-1-il}metil)-
2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

M3 | 4-etil-2-[(4-metilpiperidin-1-il)metil]-5-
(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-
3-tiyon

M4 | 2-[(4-benzilpiperazin-1-il)metil]-4-etil-5-
(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-
3-tiyon

M5 | 4-etil-2-[(4-fenilpiperazin-1-il)metil]-5-
(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-
3-tiyon

M6 | 2-(morfolin-4-ilmetil)-4-fenil-5-(2-
tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-
tiyon

M7 | 4-etil-2-(morfin-4-methil)-5-(2-tiyenil)-
2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon

M8 4-etil-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-
triazol-3-tiyon

M9 | 4-Fenil-5-(2-tiyenil)-
1,2,4-triazol-3-tiyon

2,4-dihidro-3H-

M10 | 4-etil-5-(2-tiyenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-

triazol-3-tiyon

nedeniyle Triazol bilesiklerinin iizerine kayda deger
pek c¢ok arastirma grubu tarafindan yogun
calismalar yapilmistir. 1960’h yillarda tamamen
sentetik bazli ajanlar olan azoller kesfedilmistir. En
sade gosterimi bes tyeli azol halkasinda 2 ya da 3

azot ihtiva etmesine gore triazoller ve imidazoller

Timur ve ark., 2018

olarak ikiye ayrilir [Kharb et al., 2011; Maccarrone
et al. 2004]. Kapali formiilii C3HsN2 olan imidazol
organik bir bilesiktir. Bu bilesikler birgok ilag¢
iceren, nitroimidazol ve antifungal etkili molekiiller
olarak zayif asidik ve bazik etki gosterebilirler
[Xiang et al. 2016; Sirassu et al. 2014; Kelly 1998].
Mikonazol, klotrimazol, ketokonazol gibi ilaclarin
tiirevi imidazol ilaglara érnek verilebilir. Azol grubu
iceren bilesikler plazma membraninin ana sterol
bilesigi olan ergosterol biyosentezini durdurmada
etkili olurlar. Bu ylzden triazoller ergosterol
sentezini engelleyen bilesiklerdir. Yapilan bir¢ok
bilimsel c¢alisma sonucunda, azoliin etki
mekanizmasinin benzer oldugu goriilmiistiir. Fakat
triazollerin daha az metabolize olmalar1 sebebiyle
ve imidazollerin o6zellikle insan sterol sentezine
daha yavas etki etmeleri sebebiyle azol bilesikler
icerisinde  daha  fazla  tercih edildikleri
gorilmektedir. [Georgopapadakou 1998]. Bu
calismamizda, biyolojik etkisini arastirdigimiz 10
adet farkli triazol bilesiklerinin, antioksidan
ozellikleri ve cesitli patojenler iizerindeki
antimikrobiyal aktiviteleri in vitro kosullarda
arastirilmistir.

2. MATERYAL VE METOT

Triazol Bilesiklerin yapisi ve adlandirilmasi
Biyolojik aktiviteleri arastirilacak olan triazol
tiirevleri Firat Universitesi Fen Fakiiltesi Organik
Kimya  Anabilim Dalinda  sentezlenmistir.
Calismadaki triazol bilesiklerinin sematik gésterimi
ve UIPAC adlar1 Tablo. 1’ de verilmistir.

indirgeme Kuvveti Tayini

Oyaizu metodu ile test edilecek olan bilesiklerinin
(M1-M10) indirgeme kuvveti Fe*3 {in Fe*? ye
degisim prensibine goére yapildi1 [Oyaizu 1986 ].
Farkli konsantrasyonlarda DMSO’ da ¢o6ziinmiis
bilesiklerden (50, 100, 250 pg/ml) farklh tiiplere
1’er mL konuldu. Her bir tiipe daha sonra 2,5 mL 0,2
M fosfat tamponu (pH=6,6) ve 2,5 mL % 1’lik

potasyum ferrosiyaniir (Ks3[Fe(CN)e]) ilave edilerek
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olusan karisim 50 °C’de 20 dk inkiibe edildi. Yapilan
bu islemlerden sonra reaksiyon karisimlarina 2,5
mL % 10°’luk triklor asetik asit (TCA) ilave edildi.
2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Ust fazdan
kalan ¢o6zeltinin 2,5 mL’si alinarak tlizerine 2,5 mL
distile suve % 0,1’lik 0,5 mL FeClz ilavesinden sonra
700 nm’de absorbans okundu. Kér olarak DMSO
kullanildi. Kontrolde ise sadece triazol bilesikleri
icermeyen DMSO’lu karisim kullanildi. Numune
yerine ise standart antioksidanlar olan BHT, -
tokoferol ve askorbik asit kullanilarak indirgeme
kuvvetinin karsilastirilmasi yapildi. Her bir 6l¢iim
3'er kez tekrarlanarak alinan sonuclarin
ortalamalar1 hesaplandi. Calisilan bu metotta,
yuksek indirgeme kuvveti, yiiksek absorbans degeri

olarak degerlendirildi.

2.3. Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktiviteleri icin test bilesikleri (M1-
M10), Dinis ve ark.,’'nin gelistirdigi yonteme [Dinis e
al, 1994] gore c¢alisildi. Bu yontemde farkli
konsantrasyondaki (50, 100, 250 pg/mL)
orneklerden 0,4 mL alinarak tizerine 2 mM’lik 0,05
mL FeClz ¢ozeltisine ilave edildi. Reaksiyon 0,2 mL
ve 5 mM’lik ferrozin ¢ozeltisi ilavesiyle baslatildi.
Vortekste  ¢ozeltinin  kuvvetli bir  sekilde
karistirilmasi saglandiktan sonra 25 °C sicakliginda
10 dk bekletildi. Inkiibasyondan sonra ¢ézeltinin
562 nm’de absorbansi ferrozin disinda kalan
¢ozeltiden olusan kore karsi kaydedildi. Kontrol
olarak test numuneleri haricinde geriye kalan
cozelti kullanildi. Ayni derisimlerdeki standart
antioksidan olarak kabul goriilen o-tokoferol ve
BHT metal selatlama aktivitelerini karsilagtirmak
icin kullanildi. Her bir olciim 3’er kez yapilarak
aliman sonuglar ortalamalar1 hesaplandi. Bu
metotta, yliksek metal selatlama aktivitesi, diisiik

absorbans degeri olarak degerlendirildi.
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Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
Sentezlenen kimyasallarin mikroorganizmalara
karsi Minimum inhibisyon konsantrasyonu’'nu
(MIC) belirlemek amaciyla mikrodiliisyon broth
yontemi kullanildi [Eloff, 1998]. Calismada bir
gram-pozitif bakteri olan Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) ve 1 adet mantar susu olan Candida
albicans (ATCC 10231) kullanildi. Kimyasallar
Dimethyl sulfoxide (DMSO; 5000 uM) icerisinde
cozdiiriilerek stok cozeltiler hazirland1 ve steril
distile su igerisinde 1/10 kat seyreltildi. 50 pL steril
distile su 96 kuyucuklu plaka lizerinde her bir
kuyucuga ilave edildi. Daha sonra test
bilesiklerinden 50 pl alinarak kuyucuklara ilave
edildi ve seri seyreltmeler yapildi. Bakteriler i¢in
Mueller Hinton Broth (Accumix® AM1072),
Candida albicans i¢in Saboraud Dekstroz Broth
(Himedia MEO033) besiyerleri kullanildi. Kimyasal
bilesiklerin kuyucuklardaki konsantrasyonlar1 125
UM ile 0.48 pM arasinda ayarlandi. Bakteriler icin
5x105 CFU/mL, Candida albicans igin 0.5-2.5x103
CFU/mL olacak sekilde her kuyucuga 50 pl
mikroorganizma silispansiyonu eklendi [CLSI 2012,
2002]. Bakteri eklenen plaklar 37 °C’de, Candida
albicans eklenen plaklar 35 °C’de 16-24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda {iremenin
gorlinlir hale gelmesi i¢in her kuyucuga 50 pl 2
mg/ml 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC)
(Merck, Germany) eklendi ve 37 °C’'de 2 saat inkiibe
edildi. Kuyucuklarda renk degisiminin olmadigi ilk
kuyucuklar MIC degeri olarak kabul edildi. Test ii¢
kez tekrarlandi.

2.5. istatistiksel Analiz

Bu calismadaki biitiin istatistiksel analizler IBM
SPSS istatistik, Version 22.0 (IBM Corp., Armonk,
NY, USA) paket programi kullanilarak yapild.
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3. BULGULAR

3.1. in Vitro Antioksidan Aktivite Olciimleri
3.1.1. indirgeme Kuvveti Tayini Bulgular1

Bir bilesik veya ekstrenin indirgeme kapasitesi, o
bilesik veya ekstrenin antioksidan aktivitesinin
onemli bir indikatéru olarak bilinir [Niki 1991].
Indirgeme kuvveti her bir test bilesigi icin 50, 100
ve 250 pg/mL’lerinin  iginde  bulundugu
¢ozeltilerinin 700 nm’de  absorbanslarinin
Olgiilmesiyle belirlenmistir. Calisma sonucunda elde

ettigimiz bulgular Tablo 2 ve $ekil 2’de verilmistir.

Tablo 2. Test bilesikleri ve standart antioksidanin

indirgeme kuvveti sonuglari cizelgesi

Timur ve ark., 2018

562 nm’de absorbanslar1 alinmis ve tutuklanan
metalin ylizdesi hesaplanmistir. Calisma sonucunda

elde ettigimiz sonuglar Tablo 3 ve Sekil 3’te

sunulmustur.
2.000
) j ' I| J
0.000 - .I
M1 M7 M8 M9  Kontrol

indirme Kuvveti 50(ug/ml)
B indirme Kuvveti 100(pg/ml)
B indirme Kuvveti 250 (pg/ml)

T indirgeme |indirgeme |indirgeme
est

Kuvveti Kuvveti Kuvveti
Bilesikleri

50pg/mL | 100 pg/mL 250 pg/mL
M1 0,884 0,917 1,450
M7 0,704 1,302 1,624
M8 0,255 0,535 1,275
M9 0,097 0,197 0,485
a-tokoferol

0,420 0,560 1,251
(standart)

3.1.2. Metal Selatlama Aktivitesi Tayini Bulgulari

Bir maddenin metal selatlama aktivitesi, lipit
peroksidasyonuna sebep olan metalleri etkisiz hale
getirme giiciinii gésterdigi icin 6nemlidir [Kandepu
1999]. Test bilesikleri veya standart
antioksidantlarin varliginda ferrozin-Fe+?
kompleksi, tam meydana gelmez. Bu durum
kullanilan bilesiklerin metal selatlayic1 6zelliklerini
gostermektedir. Metal selatlama aktivitesi her bir
test bilesigi icin 50, 100 ve 250 pg/ml miktarlari ve

onlarla  ayn1  konsantrasyondaki standart

antioksidan olarak kabul edilen BHT orneklerinin

Sekil 2. Test bilesikleri ve standart antioksidanin

karsilastirmali indirgeme kuvveti grafikleri

Tablo 3. Test bilesikleri ve standart antioksidanin

metal selatlama ytizdeleri

Metal Metal Metal
Test Selatlama |Selatlama [Selatlama
Bilesikleri | Aktivitesi | Aktivitesi | Aktivitesi
50 pg/ml 100 pg/ml | 250pg/ml

M1 35,13 45,29 50,3
M7 45,04 48,85 55,21
M8 52,05 54,35 61,63
M9 53,44 56,84 64,45
BHT

50,45 53,48 59,5
(Standart)
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90

Metal Selatlama Aktivitesi
50(pg/mi)

60
m Metal Selatlama Aktivitesi
100(pg/mil)
30 +— .
m Metal Selatlama Aktivitesi
t 250(pg/ml)
0
M1 M7 M8 M9

Kontrol

Sekil 3. Test bilesikleri ve standart antioksidanin karsilastirmali metal selatlama ytizdeleri

3.2. Antimikrobiyal Aktivite Bulgular

Kimyasallarin antimikrobiyal aktiviteleri Tablo 4’te
goriilmektedir. Calisilan 6rneklerin antimikrobiyal
aktivite degerleri 0.1 mg/ml veya daha diistik
oldugunda o6nemli, 0.1 < MIC < 0.625 mg/ml
araliginda orta derecede etkili ve MIC degeri 0.625

mg/ml'den fazla oldugunda zayif etkili olarak

Tablo 4. Test bilesiklerin antifungal ve

antimikrobiyal aktivite sonuclari cizelgesi

Bilesik kodlan | E.faecalis | C.albicans
M-1 >125 uM >125 uM
M-2 >125 uM >125 uM
M-3 >125 uM >125 uM
M-4 >125 uM >125 uM
M-5 >125 uM >125 uM
M-6 >125 uM >125 uM
M-7 >125 uM >125 uM
M-8 >125 uM >125 uM
M-9 >125 uM >125 uM
M-10 >125 uM >125 uM

4. TARTISMA ve SONUC

indirgeme kuvvetleri bakimindan
degerlendirildiklerinde, M1- M10 olarak
kodladigimiz  triazol bilesiklerin 50 pg/ml

konsantrasyona gore indirgeme kuvveti

bildirilmektedir [Kuete, 2010; Awouafack et al.,
2013]. Bu c¢alismada denedigimiz triazol
bilesiklerinin MIC degerleri 15.625 mg/mL’ dan
daha biiyiik ve genel olarak >125 pM olarak elde
edilmistir. Bu durumda triazol bilesiklerimizin
denedigimiz mikroorganizmalar iizerinde belirgin

bir etkiye sahip olmadiklar1 gorilmistir.

kapasiteleri su sekilde siralanmistir; M7 > M1 > BHT
> M8 > M9. 100 ug/ml konsantrasyona gore ise; M7
> M1 > BHT > M8 > M9. 250 pug/ml konsantrasyona
gore indirgeme kuvveti kapasiteleri siralamasi da
M7 > M1 > BHT > M8 > M9 seklinde degisebilen
indirgeme kapasitesine sahip olduklari
goriilmektedir. M7 triazol bilesigimizin tiim
konsantrasyonlarda diger bilesiklerden daha
yuksek bir indirgeme kapasitesine sahip oldugu
goriilmektedir.  Bilesikler kendi  aralarinda
oranlandiginda en diisiik indirgeme aktivitesi
gosteren  bilesigin M9  oldugu verilerden

anlasilmaktadir.

Metal selatlama aktivitesi bakimindan
degerlendirildiklerinde, M1- M10 olarak
kodladigimiz  triazol bilesiklerin 50 pg/ml
konsantrasyona gore metal selatlama aktivitesi su
sekilde siralanmistir; M9 > M8 > BHT > M7 > M1.
100pg/ml konsantrasyona gore ise; M9 > M8 > BHT

> M7 > M1. En yiliksek konsantrasyon olan 250
24




Cumhuriyet Univ. Sag. Bil. Enst. Derg.
2018 (3)1: 20-26

pg/ml degerlerinde ise, metal selatlama aktivitesi
M9 > M8 > BHT > M7 > M1 seklinde siralanmuistir.
Bilesiklerin metal selatlama aktiviteleri artan
konsantrasyonla degiskenlik gdstermistir. 250
pg/ml'lik  konsantrasyonda  BHT  standart
antioksidanina gére M9 ve M8 test bilesikleri daha
yluksek metal selatlama aktiviteleri gostermistir. M7
ve M1 maddelerinin metal selatlama aktivitelerinin
diisiik oldugu belirlenmistir.
10 adet triazol bilesigimizin antimikrobiyal
aktiviteleri bakimindan degerlendirilmesinde,
Enterococcus faecalis bakterisi ve bir fungal sus
Candida albicans mikroorganizmalari
kullanilmistir. Kimyasallarin MIC degerleri, > 125
uM araliginda bulunmasindan dolayr triazol
bilesiklerimizin E. faecalis ve C. albicans lizerinde
etkili olmadigini soyleyebiliriz. Nitekim
denedigimiz triazol bilesiklerinin MIC degerleri
15.625 mg/mL’ dan daha biiyiik ve genel olarak
>125 uM olarak elde edilmistir. Bu durumda triazol
bilesiklerimizin denedigimiz mikroorganizmalar
tizerinde belirgin bir etkiye sahip olmadiklar
gorilmiustir.

Calismamiz kapsaminda, 0Ozgiin olarak yeni
sentezlenen bilesiklerinin in vitro antioksidan
aktivitelerinin olup olmadig1 ve karsilastirilmasi
gerceklestirilmistir. Bir maddenin antioksidan
kapasitesinin degerlendirilmesinin daha saglikl ve
etkili olabilmesi i¢in bir veya birka¢ degisik analiz
yontem teknigi kullanilmaktadir. Calismamizda 2
farkli antioksidan yontem teknigi kullanilarak hem
yontemleri birbirleriyle kiyaslama miimkiin
olmustur hem de bilesiklerin daha agik olarak
antioksidan kapasitelerinin ortaya konulmasina
calisilmistir. Yapilan calismada in vitro antioksidan
aktivite sonuglar1 bakildigin da 10 bilesikte farkh

oranlarda aktif bulunmustur.

Timur ve ark., 2018
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