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Oz

4,5-Dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on tiirevli heterosiklik bilesikler sanayide, tipta, eczacilikta ve kimyanin pek ¢ok
alaninda 6nemli yere sahiptir. Bu bilesiklerin baz1 biyolojik aktivite 6zellikleri in vitro olarak incelenmis olup
bazilarinin yiiksek aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Bu aktivitelerden biri de 1,2,4-triazol-5-on tiirevlerinin
gostermis oldugu antioksidan 6zelligidir. Mevcut arastirmada da, 3-metil-4-(3,4-dihidroksibenzilidenamino)-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (3-MTA) bilesiginin antioksidan ozellik gosterip gostermedigi ratlarda in vivo
olarak spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Bu amagla hayvanlar; kontrol grubu, dimetil siilfoksit (DMSO)
grubu, 10 mg/kg ve 50 mg/kg 3-MTA bilesigi iceren gruplar olacak sekilde 4’¢ ayrilmustir. Yapilan
spektrofotometrik analizler neticesinde kontrol grubuna kiyasla serumda 10 ve 50 mg/kg dozunda 3-MTA bilesigi
uygulanan gruplarda (P<0.01), bobrek dokusunda ise 50 mg/kg dozunda 3-MTA bilesigi uygulanan grupta total
antioksidan diizeyleri (TAD) artis gostermistir (P<0.001). Bununla birlikte; bobrek dokusu total oksidan diizeyinin
(TOD) ise kontrol grubuna gore 50 mg/kg 3-MTA bilesigi uygulanan grupta azaldigi belirlenmistir (P<0.05).
Sonug olarak; elde edilen verilere gore, 3-MTA bilesiginin siganlarda uygulanan doz ve siirede toksik etki
gostermedigi, serum ve bobrek TAD diizeyindeki artis ve bobrek TOD diizeyindeki azalmaya gére de olumlu
biyolojik aktiviteye sahip oldugu kanisina varilmastir.

Anahtar kelimeler: Triazol, Schiff bazi, TAD, TOD.

In vivo Determination of Antioxidant Properties of Heterocyclic 4,5-
dihydro-1H-1,2,4-triazole-5-one Derivative in Male Rats (Wistar albino)

Abstract

4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-one derived heterocyclic compounds have an important place in industry,
medicine, pharmacy and many other fields of chemistry. Biological activity properties of these compounds have
been examined in vitro, it was determined that some of them show high activity. One of these activities is the
antioxidant property of 1,2,4-triazol-5-one derivatives. In the present study, the antioxidant properties of 3-methyl-
4-(3,4-dihydroxybenzylideneamino)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-one (3-MTA) were determined in rats by
spectrophotometric method in vivo. For this purpose, animals were divided into 4 groups; control group, dimethyl
sulfoxide (DMSO) group, 10 mg/kg and 50 mg/kg including MTA compound groups. As a result of the
spectrophotometric analyzes, total antioxidant status (TAS) were increased in the serum treated groups of both 3-
MTA compounds (P<0.01) and in the renal tissue treated with only 50 mg / kg 3-MTA compounds (P <0.001).
On the other hand, total oxidant status (TOS) of kidney tissue was decreased in 50 mg/kg 3-MTA compound
administrated group compared to control group (P <0.05). As a result; according to the obtained data, it was
concluded that 3-MTA compound did not show toxic effects in dose and duration of rats and it had positive
biological activity according to increase in serum and renal TAS levels and decrease in renal TOS levels.
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1. Giris

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) normal fizyolojik siireglerde ya da patolojik durumlarda olusan ¢ok kiigiik
yapilt molekiiller olup, organizmadaki birgcok bilesen ile kolayca kimyasal reaksiyona girebilmektedir
[1]. ROT un asir1 tiretimi ve oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozuldugu durumlarda
oksidatif stres meydana gelmektedir [2]. Antioksidanlar ise, oksidatif strese sebep olan ROT’u kararli
bilesikler haline doniistiirerek organizmadaki zararli etkilerini ortadan kaldirmaktadirlar [3]. Dogal
antioksidanlarin yani sira son zamanlarda sentetik antioksidanlar da dikkat ¢ekmektedir [4]. Schiff
bazlar1 genel olarak bir amino bilesigi ile karbonil grubuna sahip bilesiklerin reaksiyonu sonucu olusan
imin gruplu bilesiklerdir [5]. Son yillarda 6zellikle biyo-organik kimya alanindaki gelismelere bagl
olarak oldukc¢a biyoaktif maddeler olan ve antibakteriyel, antifungal [6], antitimér [7,8], antioksidan
[5,9] 6zelliklerinin yan1 sira metallerle kompleks olusturma kabiliyetine de sahip Schiff bazli bilesikleri
de igeren makrosiklik bilesiklere olan ilgi artmustir [10]. 1,2,4-triazol halkasi heterosiklik bir bilesik
olarak kabul edilmektedir, kapali formiilii CoH3N3’tiir. Molekiil formiiliinde de goriildiigi gibi, 2 karbon
ve 3 azot atomu icermektedir. 1H ve 4H-1,2,4-triazol halkasi, farmakolojik olarak 6nemli sayilabilecek
bir ¢ekirdektir [11].

Mevcut arastirmada, antioksidan 6zelligi in vitro olarak belirlenen 5 iiyeli 1,2,4-triazol grubu
iceren heterosiklik Schiff bazi bilesigi olan 3-MTA’nin ratlarda antioksidan/oksidan sistem {izerine
etkisi in vivo olarak arastirilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bilesigin Sentezi

Arastirmada kullanilan 3-metil-4-(3,4-dihidroksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on
(3-MTA) (Sekil 1) bilesiginin sentezi Yiiksek ve ark. (2006)’nin belirttigi yonteme gore sentezlenmistir
[12].

N—NH
Ak,
CHy” N0
N=CH OH

Sekil 1. 3-MTA’nin kimyasal yapisi [12]
2.2. Deneysel Dizayn

Caligmada hayvan materyali olarak 4-5 aylik, erkek Rat (Wistar albino) kullanilmistir. Caligma ile ilgili
olarak Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan calisma izni almmustir (Sayi:
2018/030-2019/53). Hayvanlar deney oncesi ve deney esnasinda 25 +2°C sicaklikta, % 60-65 diizeyinde
nemli ortamlarda ve 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiistiniin saglandigi kosullarda, ad-libitum
olarak beslenmistir. Hayvanlar her grupta 7 adet rat olacak sekilde 4 gruba ayrilmstir.

I. gruptaki hayvanlar kontrol grubu olarak belirlenmis ve intraperitonal yolla 7 giin siireyle 0.1
ml serum fizyolojik uygulanmugtir.

II. gruptaki hayvanlar DMSO grubu olarak belirlenmis ve intraperitonal yolla 7 giin siireyle 0.1
ml %25°1ik DMSO uygulanmustir.

I11. ve V. gruptaki hayvanlara ise %25’lik DMSO’da ¢6ziinen 3-MTA bilesiginden hazirlanan
soliisyondan 7 giin siireyle sirasiyla 10 mg/kg ve 50 mg/kg intraperitonal olarak uygulanmistir [13].

543



E. Kog, H. Yiiksek, M. Beytur, O. Akyildirim, M. Akgcay, C. Beytur / BEU Fen Bilimleri Dergisi 9 (2), 542-548, 2020

2.3. Biyokimyasal Analizler

Deney siiresi sonunda hayvanlar dekapite edilerek kan ve doku ornekleri alinmistir. Kan 6rnekleri
santrifiij edilerek serumlarmin ayrilmas: saglanmis, doku 6rnekleri de potasyum fosfat tamponu (50
mM, pH 7.8) ile 1:10 (agirlik/hacim) sulandirilarak buz tizerinde homojenize edilmis ve 30 dakika 4.500
rom ve 4 °C'de santrifiij edilerek siipernatant kisimlarmin ayrilmasi saglanmistir. Serum ve
homojenatlarm oksidan/antioksidan kapasiteleri Total Antioxidant Status ve Total Oksidan Status Assay
kitler (Rel Assay Diagnostics, Clinical Chemistry Solutions, Gaziantep, Turkey) kullanilarak
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.

2.4. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler icin SPSS 22 paket programu kullamilmistir. Elde edilen verilerde gruplarm normal
dagilim gosterip gostermedikleri Shapiro Wilk-W testi kullanilarak belirlenmistir. Istatistik
hesaplamalarda tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) kullanilmistir. Gruplar arasi farklilig
belirlemek amaciyla Tukey testi uygulanmistir ve P<0.05 istatistiksel olarak énemli kabul edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Yapilan analizler neticesinde serum total antioksidan diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla 10 ve 50
mg/kg dozunda 3-MTA bilesigi uygulanan gruplarda artis gosterdigi saptanmustir (P<0.01) (Tablo 1).
Karaciger ve kalp dokularindan elde edilen homojenatlarin spektroskopik incelemeleri sonucunda ise
kontrol ve uygulama grubu hayvanlarin total antioksidan seviyelerinde istatistiksel olarak farklilik tespit
edilmemistir (P>0.05). Benzer sekilde bobrek dokusu homojenatlarinin analizlerinde ise kontrol grubu
ile 3-MT A bilesigi uygulanan gruplar kiyaslandiginda, 50 mg/kg 3-MT A bilesigi uygulanan grupta total
antioksidan seviyede istatistiksel olarak anlaml artis meydana geldigi belirlenmistir (P<0.001) (Tablo
2). Total oksidan seviyeler agisindan kiyaslama yapildiginda ise serum (Tablo 1) ile karaciger ve kalp
dokusu (Tablo 3) homojenatlarinin analizlerine gore kontrol ve uygulama gruplari arasinda istatistiksel
olarak bir farklilik tespit edilmemistir (P>0.05). Ancak bobrek doku 6rneklerinin analizlerine gore,
kontrol grubuna kiyasla 10 mg/kg ve 50 mg/kg 3-MTA bilesigi iceren gruplardaki total oksidan
seviyenin azaldigi, sadece 50 mg/kg 3-MTA bilesigi igeren gruptaki diislisiin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlemlenmistir (P<0.05) (Tablo 3).

Tablo 1. Gruplara ait serum TAD ve TOD seviyeleri

TAD TOD
(mmolTrolox Equiv./L) (umol H20; Equv./L)
Kontrol 0.37+0.07° 6.00 £ 0.63
L:i DMSO 0.70+ 0.23% 6.67 + 1.36
E 10 mg/kg 3-MTA 0.91 £0.26? 6.77 £0.97
50 mg/kg 3-MTA 0.80 £ 0.25? 6.47 £0.90

* Ayni stitunda farkl harfler istatistiksel farkliligi géstermektedir (Kontrol grubuna kiyasla) (P<0.01)
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Tablo 2. Karaciger, kalp, bobrek dokularma ait TAD seviyeleri (mmolTrolox Equiv./g doku)

Karaciger Kalp Bobrek
Kontrol 440+1.04 6.43+1.73 4.10£0.18°
C_;E_ DMSO 4.22+1.32 7.29+£0.39 4.27+0.35°
g 10 mg/kg 3-MTA 5.05+0.37 6.43 £1.05 7.32+1.67%
50 mg/kg 3-MTA 535+£1.34 7.41+£1.22 9.01 +2.412

* Aym stitunda farkli harfler istatistiksel farkliligi gostermektedir (Kontrol grubuna kiyasla) (P<0.001)

Tablo 3. Serum ve karaciger, kalp, bobrek dokularmma ait TOD seviyeleri (umol H,O, Equv./g doku)

Karaciger Kalp Bobrek
Kontrol 24.90 +£4.24 19.11 £4.01 41.84 +2.22°
c_E_ DMSO 24.12+ 3.76 21.62 +5.80 42.91 +2.34°
g 10 mg/kg 3-MTA 27.09+£3.29 19.54 +3.33 40.59 + 4.55%
50 mg/kg 3-MTA 27.17+£4.95 22.40 +7.59 37.36 +£2.62°

* Ayni stitunda farkl harfler istatistiksel farkliligi gostermektedir (Kontrol grubuna kiyasla) (P<0.05)

Yapilan bu arastirmada 3-MTA bilesiginin ratlarda antioksidan/oksidan seviye iizerine etkileri
arastirilmustir. Son zamanlarda, Schiff baz1 bilesiklerin kimyasal yapilarindan dolay: bu bilesikler ile
ilgili calismalar artis gostermistir. Yapilan bir arastirmaya gore tiyosemikarbazon tiirevli Schiff bazi
bilesiklerinin 6nemli bir serbest radikal siipiiriicii 6zellige sahip oldugu bildirilmistir [14]. Benzer
sekilde 1,2,4-triazol ve pirazol halkalari iceren iki Schiff bazinin giiclii antioksidan ajan oldugu
belirtilmektedir [3]. Dorovic ve ark. (2019) yapmis olduklar1 arastirmada 1,2,4-triazol-3-tiyon
bilesiginin yapisinda bulunan OH gruplar1 sayesinde giiglii serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip
oldugunu bildirmislerdir [4]. Igbal ve ark. (2019) bikarbazol bagl triazollerin reaktif oksijen tiirlerinin
etkilerini azalttigini, biyolojik 6zellikleri ayarlamak, iltihaplar1 ve ilgili dejeneratif problemleri kontrol
etmek i¢in Onemli bir yapisal unsur olabilecegini belirtmislerdir [15]. 3-Aminotriazol bilesiginin
farelerde kobalt kloriir ile olusturulan toksisiteye karst ROT iiretimini ve pro-inflamatuar sitokin
tretimini azalttigi bildirilmistir [16].

Arastirmada kullanilan 3-MT A bilesiginin in vitro olarak antioksidan 6zellik gosterdigi [12] ve
bu tiir bilesiklerin yapisal ozelliklerinden dolay1 tip ve eczacilik gibi bircok alanda yaygin sekilde
kullanildig1 belirtilmektedir [17]. Ancak preklinik olarak bu maddelerin etkilerinin agik¢a ortaya
konmasi gerekmektedir. Bu nedenle de bir¢ok arastirmaci boyle bilesiklerin etkilerini belirlemek
amaciyla deneysel olarak farkli ¢aligmalar ortaya koymuslardir. Yapilan bir aragtirmada triazol iskeleti
iceren bilesigin Sicanlarda olusturulan meme kanseri modelinde herhangi bir toksik o6zellik
gostermedigi, timor gerilemesine ve tiimorlii hiicrelerin azalmasina yol agtigi belirtilmistir [8]. Parlak
ve ark. (2015) 2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiyon tiirevinin ratlarda antioksidan vitamin C seviyesini
artirdigini, malondialdehit (MDA) seviyesini ise azalttigini tespit etmisler ve uygulanan bu bilesigin
gosterdigi antioksidan aktivitenin, triazol halkasina baglanan ve biyolojik aktivite gdsteren
benzilpiperazin grubundan kaynakli oldugunu belirtmislerdir [11]. Baska arastirmacilar da, yeni
sentezlenen bazi triazol tiirevlerinin farelerde solunum yolu enfeksiyonlarina karsi reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu ve pro-enflamatuar sitokin ekspresyonunu inhibe ettigini belirtmislerdir [18]. Yine
benzer sekilde, yeni bir Schiff baz tiirevi kobalt(ll)-kompleksinin antioksidan 6zelliklerinin arastirildig
bir aragtirmada glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) seviyelerinde anlamli bir artig
ve MDA'da bir diisiis gozlemlemislerdir. Bununla birlikte karaciger ve bobrek dokularinda histolojik
inceleme neticesinde kontrol grubuna kiyasla bir degisiklik tespit edilmedigi bildirilmistir [19]. Bagka
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bir ¢alismada da, sicanlarda olusturulan gastrik iilsere karst yeni Schiff bazi tiirevi mangan(ll)-
kompleksinin etkisi arastirilmis ve Schiff bazli kompleks uygulanan gruplarda SOD seviyesinin arttigy,
MDA seviyesinin azaldig1 tespit edilmistir. Yine benzer sekilde bu ¢aligmada da karaciger ve bobrek
dokularinda histolojik olarak farklilik meydana gelmedigi bildirilmistir [5]. Mevcut arastirmada da
kontrol grubuna kiyasla serumda 10 mg/kg ve 50 mg/kg 3-MTA bilesigi uygulan gruplarda, bébrek
dokusunda ise 50 mg/kg 3-MTA bilesigi uygulan grupta total antioksidan seviyenin artig gosterdigi
saptanmistir. Bununla beraber, bobrek dokusu total oksidan seviyenin de 50 mg/kg 3-MTA bilesigi
uygulanan grupta azaldigi belirlenmistir.

4. Sonuc ve Oneriler

Elde edilen sonuglara gore kullamlan heterosiklik Schiff bazi tiirevi olan 3-MTA bilesigi hayvanlarda
toksik bir etki gostermemis, serum ve bdbrek dokusunda total antioksidan seviyeyi artirirken sadece
bobrek dokusunda total oksidan seviyeyi diislirmiistiir. Total antioksidan seviyelerde meydana gelen
artisin, uygulanan 3-MTA bilesigi ile antioksidan enzimler arasinda molekiiller arasi hidrojen baglar
olusarak, 3-MTA bilesigine bagli olarak antioksidan enzim seviyesini yiikselttigi diisiinilmektedir.
Ayrica sadece bobrek dokusu total oksidan seviyenin azalmis olmasinin nedeni, farkli ¢alismalarla
belirlenmelidir. Ozellikle bébrekler iizerindeki bu etkisi saptandig: takdirde, ROT’a bagl olarak gelisen
nefropatik semptomlarin ortadan kaldirilmasi bakimindan da umut verici sonuglar elde edilebilecegi
diisiiniilmektedir.
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