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OZET

(Ylksek Lisans Tezi)

HETEROSIKLIK 4,5-DIHIDRO-1H-1,2,4-TRIAZOL-5-ON BILESIGININ
RATLARDA (WISTAR ALBINO) KARACIGER DOKUSU PROTEIN
EKSPRESYONLARI VE ENZIM DUZEYLERI UZERINE ETKISI

Sirvan KAMAN

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Evren KOC

Karaciger kaynakli hepatotoksisite akut karaciger yetmezligine kadar gidebilen
agir karaciger harabiyetine sebep olmaktadir. Antifungal, antioksidan, antikanser,
antiviral gibi aktivitelere sahip olan heterosiklik bilesikler vitamin, hormon gibi
sistemlerin yapisma katilmasindan dolay1 ila¢ iiretiminde siklikla kullanilmaktadir.
Mevcut calismada laboratuvar ortaminda siklikla kullanilan Wistar albino ratlar
kullanilmustir. 28 adet 4-5 aylik Wistar Albino ratlar sirasiyla kontrol grubu, dimetil
stlfoksit (DMSO) grubu, 10 mg/kg ve 50 mg/kg 3-metil-4-(3,4-
dihidroksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (3-MTA) bilesigi 7 gln
boyunca uygulanmak tizere dort gruba ayrilmistir. Deney suresi bitiminde hayvanlardan
karaciger doku ornekleri ve kan Ornekleri alindi. 3-MTA bilesigi uygulanmasinin
ardindan Wistar albino ratlar tizerinde karaciger dokusu protein ekspresyonlari ve Alanin
Aminotransferaz, Aspartat Aminotransferaz, Karaciger Total Protein gibi enzim
diizeyleri lizerine etkileri degerlendirilmistir. Yapilan elektroforetik degerlendirmelerin

sonucunda 10 mg/kg dozunda uygulama yapilan gruptaki hayvanlarda kontrol grubuna
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kiyasla 215 kD molekiil agirligina sahip protein bandinda kalinlasma, 47 kD ve 41 kD
molekiil agirligina sahip protein bantlarinda ise incelmeler tespit edilmistir. Bununla
birlikte, 50 mg/kg dozunda uygulama yapilan grup ile kontrol grubundaki hayvanlara ait
olan protein bantlar1 kiyaslandiginda 250 kD, 215 kD, 166 kD, 115 kD, 89 kD ve 11
kD’luk molekiil agirhigina sahip protein bantlarinda kalinlagsma, 47 kD ve 41 kD molekiil
agirligina sahip protein bantlarinda ise incelmeler meydana geldigi gézlemlenmistir.
Yapilan biyokimyasal analizlerin sonucunda ise, 3-MTA bilesigi uygulanan gruplardan
50 mg/kg doz uygulama grubunda AST ve ALT enzim diizeylerinde rakamsal olarak artis
oldugu halde bu artisin istatistiksel anlam ifade etmedigi ve karaciger dokularindan elde
edilen total protein degerleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi
bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir (P>0.05). Sonug olarak ratlara uygulanan 3-MTA
bilesiginin serum proteinlerinin ekspresyonlar: lizerinde toksik etkilerinin olmadigi ve

karacigerde dejeneratif degisikliklere neden olmadigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler:  Heterosiklik bilesik, Alanin Aminotransfer (ALT),
Aspartat Aminotransferaz (AST), KC Total Protein, SDS-PAGE

2022, 63 Sayfa
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EFFECT OF HETEROCYCIC 4,5-DIHIDRO-1H-1,2,4-TRIAZOL-5-ON
COMPOUND ON LIVER TISSUE PROTEIN EXPRESSIONS AND ENZYME
LEVELS IN RATS (WISTAR ALBINO)

Sirvan KAMAN

Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Evren KOC

Liver-derived hepatotoxicity causes severe liver damage that may progress to
acute liver failure. Heterocyclic compounds, which have antifungal, antioxidant,
anticancer, antiviral activities, are frequently used in drug production due to their
inclusion in the structure of systems such as vitamins and hormones. In the present study,
Wistar albino rats, which are frequently used in the laboratory environment, were used.
28 Wistar Albino rats aged 4-5 months, control group, dimethyl sulfoxide (DMSQ) group,
10 mg/kg and 50 mg/kg 3-methyl-4-(3,4-dihydroxybenzylideneamino)-4,5-dihydro-1H,
respectively. Compound -1,2,4-triazole 5-one (3-MTA) was divided into four groups to
be administered for 7 days. At the end of the experiment period, liver tissue samples and
blood samples were taken from the animals. After the administration of 3-MTA
compound, its effects on liver tissue protein expressions and enzyme levels such as
Alanine Aminotransferase, Aspartate Aminotransferase, Liver Total Protein were
evaluated on Wistar albino rats. As a result of the electrophoretic evaluations, thickening

of the protein band with a molecular weight of 215 kD and thinning of the protein bands
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with a molecular weight of 47 kD and 41 kD were detected in the animals in the 10 mg/kg
dose group compared to the control group. However, when the protein bands belonging
to the animals in the 50 mg/kg dose group and the control group were compared, the
protein bands with molecular weights of 250 kD, 215 kD, 166 kD, 115 kD, 89 kD and 11
kD were thickened, 47 kD and 41 kD. It was observed that thinning occurred in protein
bands with kD molecular weight. As a result of the biochemical analyzes, although there
was a numerical increase in AST and ALT enzyme levels in the 50 mg/kg dose
administration group from the groups administered 3-MTA compound, this increase did
not make any statistical significance and when the total protein values obtained from the
liver tissues were examined, there was no statistical difference between the groups. It was
observed that there was no difference (P>0.05). As a result, it was concluded that 3-MTA
compound administered to rats did not have toxic effects on the expression of serum

proteins and did not cause degenerative changes in the liver.

Keywords: Heterocyclic compound, Alanine Aminotransfer (ALT), Aspartate
Aminotransferase (AST), Liver Total Protein, SDS-PAGE

2022, 63 pages
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1.GIRIS

Yapilan denemelerin ardindan tam olarak 1951 yilinda Chargaff tarafindan
hayatimiza giren heterosiklik bilesiklerin yaygin kullanimlar1i mevcuttur ve bu bilesikler
antifungal, antioksidan, antikanser, antitimor, antiviral gibi biyolojik aktivitelere sahip
(Aytag ve ark. 2009) olur tipta, sanayide, farmakolojide yaygin kullanimlari
bulunmaktadir. Heterosiklik bilesikler canli metabolizmasi i¢in ¢ok 6nemli bir yere sahip
olup vicut igerisinde vitamin, hormon gibi sistemlerin yapisina katilir. Ayrica
heterosiklikler, bircok hastalikta ila¢ yapiminda kullanilirlar ve yeni yapilan ilaglarin
%90’ma yakimi heterosiklik bilesiklerden yapilir. Organik ve inorganik olarak
smiflandirilan bu bilesiklerin ¢esitliliginin ¢ok olmasi yaygm kullanimlarinin 6nemli

sebeplerindendir (Saini ve ark. 2013).

Bu ¢alismada kullanilan 3-metil-4-(3,4-dihidroksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-
1H-1,2,4-triazol-5-on (3-MTA)’nin kimyasal yapisi sekil 1°de gosterilmistir.

N——NH
CHy” "N” 0
N=CH OH
Sekil 1. 3-MTA’nin kimyasal yapis1 (Kog ve ark., 2020)
Karaciger viicut i¢in cok dnemli bir yer kaplayan organ olup viicuttaki isleyise de
biiytik katkilar saglamaktadir. Karaciger bazi hormonlarin tiretiminden sorumlu oldugu

gibi safra, protein ve yag liretimi agisinda da dnemli bir yere sahiptir. Bununla birlikte

pek ¢cok metabolik olayinda saglanmasinda rol alir (Basaran, 2022).



Karacigerde goriilen herhangi bir hastalik veya doku zedelenmesi durumunda
belirli testler yapilmaktadir ve bu gibi durumlardan bazi enzimler sorumludur. Baslica

transminazlar arasinda ALT ve AST yer almaktadir (Dali, 2022).

ALT ve AST degerleri karaciger hasar1 ve doku zedelenmesi gibi durumlarda
belirleyici etkenlerdir. Bunlarin yani sira karaciger yaglanmasi, hepatit, sarilik, baz1 ila¢
ve kimyasallara bagh toksik etkiler ve bazi kalp hastaliklarma bagli durumlarda bu

degerlerin seviyelerinde degisimler gozlemlenir (Tagyiirek, 2014).

ALT, AST, ALP ve GGT karacigere 6zgii enzimler degildir. ALT-AST karacigere
dair bir hastalik durumuyla ilgili bilgi verirken, GGT-ALP safra yolunda tikaniklig1
gosterir.(elif paldir) ALT ve AST karaciger hiicrelerinde ¢cok miktarda bulunurlar ve

hiicre zarinin zarar gérmesi durumunda bu enzimler kana karisir (Ghahari ve ark., 2022).

GGT ve ALP enzim seviyeleri karaciger fonksiyonlarindan ziyade kolestaz
belirtegleridir. Iki enzim seviyesi de tek basina bir hastalik iizerinde belirleyici bir etkiye
sahip degildir. Transaminazlar ¢evreye, wrka, cinsiyete, ilaca vb. gore degisir ve birgok
durumu etkiler 6rnegin: kullanilan ilacin karacigerde transformasyonu veya atilimi
nedeniyle karaciger enzimlerinde kac¢inilmaz bir artig goriilir. Ayrica ALT ve AST
enzimlerinde dozla orantili olarak belli baz1 agr1 kesiciler bu enzimlerin seviyelerini

yukseltir (Kaya, 2018).

Yapilan bu arastirmada yeni sentezlenen ve in vitro biyolojik aktif dzelliklere
sahip 3-MTA bilesiginin Wistar albino ratlarda karaciger dokusu protein ekspresyonlar1

ve ALT, AST gibi enzim diizeyleri iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Heterosiklik Bilesikler

Heterosiklik bilesikler bir heteroatomu dahilinde olusan organik bilesiklerdir (Al-
Mulla, 2017). Bu bilesikler alifatik heterosiklik bilesikler ve aromatik heterosiklik
bilesikler olmak iizere yapilarina gore iki gruba ayrilmaktadir (Ayvaz, 2021). Halkada
yer alan atomlardan en az bir tanesi diger atomlardan farkliysa bu halkaya heterohalka,
bilesiklere ise heterosiklik bilesikler denilmekte ve heterosiklik bilesikler organik ve
inorganik olarak adlandirilabilmektedir, eger halkada yer alan atomlardan en az bir
atomun diger atomlardan farkli ise ve buna ragmen halkada karbon atomu yer almiyorsa
bu bilesikler inorganik heterosiklik bilesikler olarak adlandirilmaktadir ve inorganik
heterosiklik bilesiklere 6rnek Sekil 2°de gosterilmektedir. (Yalgin, 2021).

MeO
i
P—
S
[ H
S—g B
/f HNT SNH
S | |
HE\ /BH
OMe H
2,4-bis( 4-metoksifenil) - Borazin

1,3-ditiyadifosfetan-2,4-disulfit
Sekil 2. Inorganik heterosiklik bilesiklerin kimyasal yapis1 (Yalgin, 2021).

Halkadaki atomlar igerisinden en az biri diger atomlara ek olarak C atomuna
sahipse bunlar organik heterosiklik bilesikler olarak adlandirilir (Sekil 3)
(Kagukyilmazlar ve Dali, 2005).



9 )

Oksazol 4-H-1, 4-Tiyazin
Sekil 3. Organik yapiya sahip heterosiklik bilesiklere ait kimyasal yap1 (Yalgin,
2021).

Halkanin biiytikliiglinii halkada yer alan atom sayilar1 belirlemektedir. Yaygimn bir
sekilde bulunan heteroatomlar nitrojen, oksijen ve kiikiirttiir. Bu bilesiklerin i¢eriklerinde
ii¢, dort, bes ve alt1 liyeli halkalar bulunmaktadir ve heterohalkalarda iist sinir
bulunmamaktadir yedili, sekizli ve dokuzlu iiyeligi olarak devam edebilmektedir. Bu
heterosikliklerin yaygin olanlarin bes atomlu halka bulunduran pirol, furan ve tiyofendir
(Mandour ve ark. , 2020). En kiiguk tyelik heterohalka i¢ atomdan meydana gelmektedir.
Halkada yer alabilen bu atomlara heteroatom denilmektedir. Yukarida bahsedilen yaygin
heteroatomlara ek olarak fazla olmasada Se-, Bi-, P-, Te-, As-, Sb-, Sn-, Si-, Ge-, B- ya
da Pb- atomlar1 bulunmaktadir (Poturcu ve Demiralay, 2019). Bundan dolayi bilesiklerin
halkalarindaki heteroatomlarin sayis1 ve cesitliligi yillar gectikge artmaktadir (Erol,
2018).

Heterosiklik bilesiklerin olusturulabilmesi igin halka sistemi igerisinde yer alan

metin grubunun yerini alabilecek herhangi bir heteroatom kullanilarak da sonug

O O C

Siklohekzan X=0 Oksan X=0 1, 4-Dioksan
X=S Tiyan X=S 1, 4-Ditiyan
X=NH Piperidin X=NH Piperazin
Sekil 4. Hetero gruplarina ait baz1 6rnekler (Yalgin, 2021).

almabilmektedir.



Kimyada heterosiklik bilesiklerin gelisim tarihinden bahsedecek olursak; organik
kimyanin gelismesiyle 1800’1l yillarda bagslayarak 1818 yilinda Brugnatelli’nin alloksani
iirik asitten izole etmesiyle devam etmistir. Ardindan 1832 yilinda Dobereiner bir furan
iretmistir. 1834 yilinda Runge kemiklerin kuru damitilmasi yoluyla pirol elde etmistir
(Hossain, 2018) ve 1906 yilinda Friedlander indigo boyayr sentezleyerek tarim
endustrisinde yer almasmi saglamistir. 1936 yilinda Treibs tarafindan ham petrolden
Klorofil tlrevlerini izole etmistir ve son olarak 1951 yilinda Chargaff, heterosiklik
bilesiklerin genetik koddaki roliinii agiklamistir ve heterosiklik bilesikler bilimine
kazandirilmigtir (Arora ve ark., 2012).

Organik kimyada yaygin kullanilan heterosiklik bilesikler, tibbi kimya, tarim
kimyasallari, malzeme kimyas1 gibi alanlarda ¢ok yaygin kullanim alanina sahiptir (De
ve ark., 2021) bu yiizden kimyacilar ve eczacilar tarafindan siklikla kullanilmaktadir
(Saini ve ark., 2013). Heterosiklik bilesikler organik kimyanin ¢ogunlugunu olusturmakla
birlikte diger organik bilesiklerin sentezinde de rol oynar (Arora ve ark., 2012). Cok fazla
islevi bulunan bu bilesiklerin ilaglarn kesfi ve gelistirilmesinde 6nemli rolii bulunmakta
ve bu ilaglarm yarisindan ¢ok daha fazlasinin heterosiklik oldugu bilinmektedir (Shaker,
2011). Heterosiklikler, birgok hastalikta ilag¢ olarak kullanildigindan dolay tibbi kimyada
onemli ve genis bir alana sahiptir (Saini ve ark., 2013). Ayrica heterosiklik bilesikler
dogada yiiksek oranda bulundugu bilinmekte ve canli yapisinda mevcut olan vitamin,
hormon gibi biyomolekiillerin yapisina katilmada 6nemli rolii vardir (Cetin, 2021).
Bununla birlikte heterosiklik bilesikler canli metabolizmasimda 6nemli bir role sahiptir ve
yasamin siirdiiriilebilirligi igin gereklidir (Dede, 2006). Ornegin DNA ve RNA ve
hemoglobin gibi bircok biyolojik molekiller de heterosiklik halkaya sahiptir (Al-Mulla,
2017). Bu bilesikler giinliikk hayatimizda da ¢ok biiyiik uygulama alanina sahiptir bunlar
ise dezenfektanlar, boya maddeleri, korozyon dnleyiciler gibi malzemelerdir (Arora ve
ark., 2012).

Heterosiklik bilesikler antifungal, antibakteriyel, antioksidanlar, antialerjikler ve
antikanser (Aytac ve ark., 2009) gibi biyolojik aktivitelere sahiptirler ve heterosiklik
bilesikler bu aktivitelerin ilag tiirleri heterosiklik yapi icerirler (Al-Mulla, 2017).



2.1.1. Antibakteriyel Aktivitesi

1950'lerden beri ilgili benzoksazol halkas1 lizerinde antibakteriyel etki ile ilgili
olarak c¢esitli caligmalar yapilmistir. 1950 yilinda yapilan bir c¢alismada 2-
merkaptobenzoksazol bilesiginin antibakteriyel etkisi arastirilarak bu bilesigin oksazol

halkasinin indirgenmesiyle etkinin kaybolacagi belirtilmistir (Ballio, 1950).

Diger donemlerdeki bir ¢aligmada, kiikiirt kopriisiine 2. pozisyondan halkaya
bagli bazi siibstitiientler ile benzoksazol halkasinin ¢alismasinda, bunlara ait bir takim
Gram pozitif ve negatif bakteriler iizerinde bakteri Oldiiriicii bir etki sagladigi

anlasilmistir.

Diger donemlerdeki bir calismada, kiikiirt kopriisiine 2. pozisyondan halkaya
bagl bazi siibstitiientler ile benzoksazol halkasiin ¢alismasinda, bunlara ait bir takim
gram pozitif ve negatif bakteriler {lizerinde bakteri Oldiiriici bir etki sagladigi
anlagilmistir. 2-P-dialkilaminoalkoksifenil benzoksazol tiirevi bilesiklerin kuaterner
amonyum tuzlar1 bazi mantar ve bakteriler lizerinde etki gdsterdikleri bildirilmistir. 2-
(Paminometilfenil) benzoksazoliin hidroklorik asit tuzun Staphylococcus pyogenes’e
kars1 antibakteriyel etkili olduklar1 belirlenmistir (Muhammed, 2020). Daha sonraki
yillarda antimikrobiyal, 6zellikle de antitiiberkiiler etki iizerine ¢aligmalar yapilmuistir.
Temiz ve ark. (1998) yaptigi calismada N-(benzoksazol-2-il)-N’-feniltiyolre tlrevlerinin
(Sekil 5) antitiiberkiiler etkilerini arastirarak bu bilesigin fenil halkasinda para alkoksi
grubu oldugunda etkinin arttigin1 ancak benzoksazol halkasinin 6. konumunda alkoksi
grubu olmasi halinde etkide bir degisiklik olmadigini bildirmislerdir (Temiz ve ark.,
1998). 2,5-disiibstitiie benzoksazol tiirevleri lizerinde yapilan bir antibakteriyel etki
calismasinda, tiim bilesiklerin Streptococcus faecalis ve Pseudomonas aeruginosa'ya
uygulanan bir grup antibiyotige gore daha etkili oldugu ve K. pneumoniae’ye ise
antibakteriyel etkisinin diger bir¢cok antibiyotik grubuna oranla etkisinin daha yiiksek
oldugu belirlendi ve daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda sentezlenen 5(6)-metil-2-
siibstitiie benzoksazol tiirevleri incelendiginde etki igin heterosiklik halkada
konumlarmin 5 ile 6 oldugu ikamelere gore etkisinin fazla oldugu, konum 2’de yer alan

stibstitlie gruplar antibakteriyel etkiyi degistirmedigi saptanmustir (Temiz ve ark., 2002).
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Sekil 5. 5(6)-metil-2-stbstitliebenzoksazol tlrevlerinin kimayasal yapis1 (Temiz
ve ark., 1998).

Sentezi gergeklestirilen 2-(p-substituefenil)-5-(4-sibstitiefenil/benzil ya da
benzer yapilar1 karbonilamino) benzoksazol tiirevlerin (Sekil 6) antibakteriyel etkileri
incelendiginde bazi tiirevlerin P. aureginosa’ya karsi etkileri referans ilaglara kiyasla daha

fazla etki gosterdigi tespit edilmistir (Temiz ve ark., 2002).
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Y: -, CHy, CoH4, OCH2, SCH>
R: H, F, C2Hs, N(CHs)2
Ri: H, F, Ci, Br, NO2, CH3, OCH3s, C2Hs, C3H7
Sekil 6. Antibakteriyel etkili 2-(p-substittiefenil)-5-(4-substitlefenil/benzil veya

benzer yapilar1 karbonilamino) benzoksazol tiirevleri (Temiz ve ark., 2002).

Yeni sentezlenen 5-(4-stibstitiie benzamido/fenilasetamido)-2-(4-tert-butilfenil)
benzoksazol tiirevi bilesikler (Sekil 7) antibiyotik diren¢li ve duyarh gesitli Gram-
pozitifve Gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel etkileri incelendiginde degisen
konsantrasyonlarda (16-128 pg/ml) etki gosterdikleri tespit edilmistir. Ozellikle 5-(4-



bromofenilasetamido)-2-(4-tert-butilfenil) benzoksazol antibiyotik direngli Enterococcus
faecalis izolata karsi referans ilaglara (gentamisin ve stlfat vankomisin) gore iki kat daha
fazla etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica bu bilesikler Mycobacterium tuberculosis izolata
kars1 8-128 ug/ml degisen MIK degerinde etkili olduklar1 saptanmistir (Arisoy ve ark.,
2013).
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R: H, F, Cl, Br, NO, CN, CH3, OCHs, C2Hs, C4Hg
Sekil 7. Antibakteriyel etkili 5-(4-substitlie benzamido/fenilasetamido)-2-(4-
tertbutilfenil) benzoksazol tiirevi bilesikler (Arisoy ve ark., 2013).

2.1.2. Antifungal Aktivitesi

Antifungal igeren bilesiklerin etkileri uzun yillardir arastirilmaktadir. 1958 yilinda
yapilan bir ¢alismada 2-merkaptobenzoksazol tiirevi bilesiklerin Rhizotonia solani,
Fusarium culmorum ve Alternaria tenuis mantarlara karsi antifungal etkili olduklarmnin
ortaya ¢ikarilmasiyla baslayan ve devaminda da ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Sonraki
yillarda  2-(5-nitro-2-tiyazolil)  benzoksazol tirevlerle  Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophyes ve Candida albicans iizerinde yapilan antifungal etKi
calismasinda 2. konumdaki nitrotiyazol etki igin gerekli oldugu saptanmustir (Strehlke ve
Schréder, 1973). Benzer bir sekilde benzoksazol grubunun tirevlerinden 2-((2-nitro-
1,3,4-tiyadiazol-5-il)tiyo) bilesiginin ayn1 mantarlara karsi etkili olduklar1 bulunmustur.
Ayrica 2-((1-metil-5-nitro-1H-imidazol2-il) metil)tiyo benzoksazol tiirevi bilesikler ile
ilgili yapilan bir ¢aligmada Trichomonas tiirlerine karsi benzoksazol halkasi igeren
bilesiklerin en etkili oldugu bildirilmistir. Sentezlenen 5-substitiie-2-(4-stbstittefenil)
benzoksazol tirevler icin Candida albicans iizerinde yapilan g¢alisma sonucunda
antifungal etkili olduklar1 tespit edilmistir (Sekil 8) (Yalgin ve ark., 1990).



o)
/ .
R N
R: H, CI, NO2, NH2, CH3
R1: H, CI, F, Br, NO2, NH2, CH3, OCH3,
C2H5, NHCH3, N(CH3)2, C(CH3)3,
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Sekil 8. Antifungal etkileri arastirilan 5-substitiie-2-(4-stbstituefenil)
benzoksazol grubu tlrevlerinden olan bilesikler (Yalgin ark., 1990).

Bu bilesikler ile ilgili yapilan kantitatif yapi-etki iliskisi analizler sonucunda
benzoksazol halkasmin elektron alici 6zelligin artmasi ve heterosiklik halkanm 5.
konumundaki stibstitiientin halkadan elektron cekici o6zellikte olmasiyla antifungal
etkinin artig1 bildirilmistir. Bagka bir yapi-etki analizi ¢galismasinda 2. konumdaki fenil
grubunun benzoksazol halkasima metilen kopriisii ile baglanmasinin antifungal etkiyi
arttirdig1 bildirilmistir (TUrker ve ark., 1990). Sentezlenen 2-(2-stibstitieetil) benzoksazol
tirevi bilesikler tizerinde gerceklestirilen antifungal Uzerine etkilerinin belirlenmesi
amacglanan bu c¢alismada sentezlenen bilesiklerin fungusit aktiviteye sahip oldugu
saptanmustir. 2- Metilbenzoksazol ve 6-kloro-2-metilbenzoksazol bilesikleri sentezleyip
yapilan baska bir ¢alismada iki bilesigin T. Mentagrophytes ve tlrevi olan mantarlara
kars1 oldiirticti etkilerin bulundugu bildirilmistir. Sentezlenen 2-(4-sibstittefenil)-5-(4-
stibstitliefenil/benzil ya da benzer yapilar1 karbonilamino) benzoksazol tiirevi bilesiklerin
antifungal etkilerini C. albicans mantar tizerinde yapilan bir arastirmada incelendiginde
degisen degerlerde (12,5-50 pg/ml) etkili olduklar1 belirlenmistir. Ayrica 2. konumunda
4-tert butil siibstitiie fenil halkas1 bulundugunda antifungal etki azalmistir (Sekil 9)
(Temiz ve ark., 2002).



Y: -, CH2,
C2H4,
OCH2, SCH2
R: H, F,
C2Hs5,
N(CH3)2
R1: H, F, Cl, Br, NO2, CH3, OCH3, C2H5, C3H7
Sekil 9.  Antifungal etkileri  arastirilan  2-(4-substitiiefenil)-5-(4-
stibstituefenil/benzil veya benzer yapilar1 karbonilamino) benzoksazol tlrevleri
(Temiz ve ark., 2002).

2.1.3. Antitiumor Aktivitesi

Kanser viicutta kontrol dis1 hiicrelerin biiylimesiyle ve bununla birlikte viicudun
diger bolgelerine yayilmasi seklinde ifade edilen hastaliklarin tamamidir. Kanser
hiicrelerinin bu derece kontrolsiiz bliyiime gostermeleri ve baska organlara yayilmalar1
oliimlerdeki oraninda fazlasiyla artmasina sebep olmustur. Bundan dolay1 aragtirmacilar
da bu yayilimi ve artis1 durdurmak adina bilesikler lizerinde ¢aligmalar yapmislar ve
bununla birlikte benzazol halkalart DNA yapisinda bulunan halkalara benzer 6zellikler
gostermelerinden dolay anti timor bilesikler tizerinde durulmasi gerektigi ve bu yonde
calismalar gelistirilmesi gerektigi anlasilmistir (G6zde Yenice Cakmak, 2019). Anormal
hiicre bliylimesi sonucu olusan ve kolayca yayilan tiimorlerin tedavisinde (Al-Mulla,
2017) heterosiklik bilesik iceren ilaglarla tiimor gelisimini engellemek ve 6ldiirmek igin

kullanildig1 bir¢ok ¢alismada belirtilmektedir (Saini ve ark., 2013).
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Atwell ve ark. (1989), yaptigi1 ¢alismada sentezlenen birtakim flavon asetik asitin
kat1 timorler tizerine etkilerini incelemislerdir ve bu ¢alismanin sonucunda bilesigin anti-

timor aktivitelerinin etkisiz oldugu gozlemlenmistir (Sekil 10).

(0]

CH,COOH
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CH,COOH
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Sekil 10. Flavon asetik asitin kimyasal yapilar1 (Atwell ve ark. 1989)
Rao ve Lown, 1991 yaptigi calismada Hoechst 33258 olarak adlandirilan bilesigin
bisbenzimidazol yapisindan dolay1 anti-tiimor aktivitelerini incelemislerdir ve sonug

olarak bu sentetik bilesigin 1yi bir anti-tiimér 6zellik gosterdigini gdzlemlenmistir (Sekil
11) (Rao ve Lown, 1991).
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Sekil 11. Bisbenzimidazol tiirevi bilesiklerin kimyasal yapis1 (Jauhari ve ark. 2008)
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Yapilan bir baska c¢aligmada ise 2-[(arilhidrazono) siyanometil]-5-kloro
benzoksazol, 2- [(ariliden)siyanometil]-5-halo benzoksazol ve 2-
[(sikloalkilidin)siyanometil]-5- klorobenzoksazol bilesiklerinin antikanser etkilerin
lizerine yaptig1 ¢alismada bu bilesiklerin anti-kanser aktivitelerinin oldugunu tespit

etmislerdir (Sekil 12).

R! R o2 (CHa),,
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Sekil 12. Benzoksazol tiirevi bilesiklerin kimyasal yapilar1 (Jauhari ve ark. 2008).

Jiang ve ark. (2010), 2-((2-((benzo[d]oksazol-2-
il)metoksi)fenoksi)metil)benzoksazol (Sekil 13) bilesigi {izerine antitimor ozellikleri
tizerine ¢alismislardir ve sonu¢ olarak bu bilesigin DNA’ya baglanma egilimlerinin

oldugundan dolay1 iyi bir anti-tiimor aktivite sergiledigini tespit etmislerdir

e

Sekil 13. 2-((2-((benzo[d]oksazol-2- il)metoksi)fenoksi)metil)benzoksazol
bilesiginin kimyasal yapis1 (Jiang ve ark, 2010)
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2.1.4. Antiviral Aktivitesi

Siibstitiie olmayan benzoksazol yapisinin diisiik ancak uzun siireli antiviral etkili
oldugu 1948 yilinda tespit edildikten sonra 2. konumunda siibstitiiefenil igeren

benzoksazol tiirevi bilesiklerin de antiviral etkili olduklar1 saptanmistir (Sekil 14).

0]
%R
N
R: SCH,COCOOH, 2-aminofenil. (Ulbricht, 1987)

Sekil 14. Antiviral etkileri incelenen benzoksazol tiirevi bilesikler (Cutting ve ark.,

1948).

Baska bir calismada 2-benzoksazolamidin yapisinin HCI tuzunun antiviral etkisi
incelendiginde viriisiin niikleik aside ve enzimleriyle hidrojen bagi olusturarak

replikasyonunu engelledigi dolayisiyla da antiviral etkili oldugu saptanmustir (Sekil 15)

(Ulbricht, 1987).
0 WH
P, NH—C—NH, -HCl
N

Sekil 15. Antiviral etkili 2-benzoksazolamidinin yapis1 (Balani ve ark., 1992)

Balani ve arkadasglar1 (1992) yaptig1 bir ¢alismada 3-(2-(benzoksazol2-il)etil)-5-
etil-6-metilpiridin-2(1H)-on  (L-696-229) bilesigini  siganlar  {izerinde  hepar
metabolizmasina etkilerini incelemislerdir (Sekil 16) ve bu caligmanin sonucunda

metabolitlerin olustugu tespit edilmistir.
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Sekil 16. L-696-229 bilesigine ait metabolizma (Balani ve ark., 1992).

2.2. 1,2,4-Triazol Bilesikleri

Triazol halkasi ile ilgili yapilan ilk ¢alismalar 1885 yilinda Pelizzari ve Bladin
tarafindan yapilmaya baslanmistir Sekil 17 de gosterilen 1,2,4-triazol bilesikleri sentez
yontemleri Pelizzari ve Bladin’in basladig1 caligmalar sonucunda triazol bilesiklerin

olusum mekanizmasi gosterilmektedir (Grundmann ve Ratz, 1956).

14
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Sekil 17. 1,2,4-triazolun reaksiyona girmesiyle olusan iiriinler (Ikizler, 1984).

Triazol ve tirevli bilesikler anti-enflamatuar, analjezik, antioksidan,
antimikrobiyal, antikanser ve bir¢ok biyolojik aktiviteler gosteren ¢ok genis kullanim
alanina sahip olan bilesiklerdir. Alprazolam (anksiyolitik ajan), Itrakonazol (antifungal
ajanlar), Flukonazol, Ribavirin (antiviral ajan), Terkonazol ve Rizatriptan (antimigren
ajan) gibi ilaclar triazol g¢ekirdegine sahip olan molekiillerin en iyi 6rnekleri olarak
bilinmektedir (Baytas ve ark., 2012). Bu kullanimlarin disinda son zamanlarda bir¢ok
insanin 6liimiine neden olan virdslerin (HPV-HIV) kars1 direngli antimikrobiyal aktivite
de sergiledi goriilmiistiir ve triazollerin metal kompleksleri de ayrica ovaryum, girtlak,
testis, mesane ve beyin timorlerinin tedavi edilmesinde de antitimor aktivite
sergilemistir. Bu kullanimlara ek olarak farmokolojik aktiviteye sahip olan 1,2,4-
triazoller, kemoterapi i¢in kullanilan bir¢ok farkli ilaclarin yapisinda da triazol bilesikler
bulunmaktadir ve tarim alaninda da kullanilan herbisit, fungisit ve bakterisit ilaclarda da
bulunmaktadir. Tekstil sanayisinde bazi triazol tiirevleri optik beyazlatici olarak da
kullanilmaktadir. Ozellikle de yapisi poliester ya da seliiloz olan kumaslarm

beyazlatilmasinda kullanilmaktadir (Atteya ve ark., 1982).
Antiviral, antifungal, antioksidan, agr1 kesici, antikanser gibi bircok biyolojik

aktivite goOsteren ve farmakolojik aktivitelere sahip olan Triazol bilesikleri, ¢ok

fonksiyonel heterosiklik bilesikler son yillarda 6nemli ¢galismalar icermektedir (Aytemiz,
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2020). Flukonazol, ketoconazol, ravukonazol, itrakonazol, posakonazol ve vorikonazol
ticari olarak kullanilan antifungal ila¢ rnekleri asagidaki Sekil 18°de gosterilmistir. (Ak1
ve Yal¢m, 2003). Ayrica 1,2,4-Triazoller zayif asidik ozellik gdsteren bilesiklerdir.
(Gupta ve Kumar, 1998).
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Sekil 18. Triazol Yapis1 (Domagk, 1935).

Besli halka igerisinde {i¢ azot atomu bulunan bilesikler triazol bilesikler olarak
adlandirilmaktadir. Triazol halkas1 {izerinde azot atomunun bulundugu konumda visinal
ve simetrik olarak iki adet izomer triazol halkas1 bulunmaktadir ve ayrica 1,2,4-Triazol
bilesikleri genellikle 4H ve 1H izomerleriyle tautomerik karigim halinde bulunurlar. Cogu
ilacin tretiminde besli halka grubunda yer alan 1,2,4-Triazol bulunur ve bu halkali

bilesiklerinin en ¢ok bilinenleri Fluconazol, Ribavarin ve Alprazomlam’dur (Unal, 2009).
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1,2,4-triazoller Friedel-Crafts alkillenmesi, silfolama ve nitrolama gibi asidik
kosullar1 isteyen siibstitiisyon reaksiyonlarmi vermezler. Ancak 130 °C’ sicaklikta

formaldehitle 3- hidroksimetil-1,2,4-triazol bilesigini meydana getirirler (Alamgir, 2007).

2.3. Karaciger

Karm boslugunun sag iist boliimiinde yer alan karaciger, bagirsak ve midenin
iistlinde, diyaframin ise altinda yer almaktadir ve ayn1 zamanda deriden sonra viicudun
en biiyiik bezi ve orgamidir. Karaciger safra {iretimi ile birlikte sindirime yardimci olur.
Fibroz bag dokusu bir kapsiil ile kapli olan karaciger, dogrudan diyaframa ya da diger
organlara yapistig1 yerlerin disinda, seroz bir yapi kapsiilii ¢evreler. Bag dokusundan
meydana gelmis bir kapsiil olan bir Glisson kapsiilii ile gevrilidir (Yurdakul ve ark.,
2005).

Kapsiilii, Glison Sinir ve damar kollariyla parankimi ikiye ayirmakta ve karaciger
parankimi i¢in destekleyici bir yap1 saglamaktadir (Aslan 2005). Safra kanallar1 yoluyla
karaciger, safrayr duodenuma bosalttig1 i¢in ekzokrin; protrombin, glikoproteinler,
fibrinojen, globilinler ve albumin gibi glikoz sentezlemesi ve proteinleri, kana direkt

olarak verdigi i¢in endokrin bir bezdir (Junqueira ve ark., 1998).

Karaciger stroma, parankim, disse araliklar (perisiniizoidal araliklar) ve
siniizoidlerden meydana gelmektedir ve ayrica siniizoidallerce ayristilmis parankim,
karaciger hiicre birimlerinden olugmaktadir (Sekil 19). Bag dokusu yapisinda olan
stroma, glisson kapsulii ile devam etmektedir. Stromanin i¢inde safra kanallari, sinirler,
kan damarlar1 ve lenfatik damarlar bulunmaktadir. Siniizoidler, hepatosit katmanlari
arasinda yer alan vaskiiler kanallardir ve siniizoidal endotel ile hepatosit endotel arasinda

bir bosgluk bulunmaktadir. (Ross ve Pavlina 2013).
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Sekil 19. Karacigerin yapist (Ross ve Pavlina 2013).

Karaciger viicuda alan ilaglar1 ve toksik maddeleri metabolize ederek viicuttan
atilmasi gorevini yapar. Bagirsaklardan karacigere giden damarlara (portal ven) gegen
kan, bagirsaklardan birgok bakteriyi de beraberinde karacigere getirir. Karacigere gelen
bu kan, bazi karaciger hiicreleri (Kupffer hiicreleri) tarafindan temizlenir ve ayrica portal
venler karacigerin her iki lobuna gecis saglayarak burada birlestiklerinden dolay1 esas

safra kanalini barindirmaktadir (Demirel, 2016).

Karacigerin gorevleri arasinda alinan ila¢ ve toksik maddeleri metabolize etme ve
bunlar1 uzaklastirma yer alir ve ayrica bagirsaklar yoluyla portal vene gecgisi saglanan kan
tarafindan pek ¢ok bakteriyi de karacigere tasimaktadir. Bununla birlikte Kkaracigere
gecisi olan kan, hepatositler araciligiyla armdirilir ve portal ven karacigerin iki lobundan
gecip burada birlestigi icin ana safra kanallarini da icerir. Karaciger kompleks yapisi ile
ayrica iyi bir fizyolojisiyle belli basli gorevler icermektedir. Bu gorevler icerisinde
karacigere ait en Onemlisi zararli toksik maddelerden arindirmasidir. Karacigere ait
enzimler araciligiyla toksik maddeler safra ve iire yoluyla atilirlar (Diraman, 2022).
Karaciger enerjinin  stirekliligine katkida bulunur ve hayati 0Ozelliklerin
gerceklestirilmesindeki baslica organdir. Karacigerin belli bagl metabolik durumlar1 su

sekildedir (Bigakcioglu, 2014).
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2.3.1. Karbonhidrat metabolizmasi

Karacigere 6zgii karbonhidrat metabolizmasi; glikojen depolanmasi, galaktoz ve
fruktozun glikoza doniistiiriillmesi, glukoneogenez ve karbonhidrat metabolizmasi
sirasinda olusan bir takim Onemli kimyasallardir ve baglica gorevlerinden biri kan
sekerini belirli bir seviyede tutmaktir (Ersoy, 2012). Karaciger ve kaslar, tokluk
zamanlarinda glikozu glikojen olarak depolayabilmelerinden dolay: depolanan glikojeni
aclik veya enerji gerektiginde pargalayarak yeniden kullanabilir (Bigakcioglu, 2014).
Ayrica kasin aksine karacigerde, glikojenin parcalanmasiyla olusan glikoz-6-fosfat
molekilinden fosfat grubunu uzaklastiran ve boylece glikozu serbest birakan bir enzim
olan glikoz-6-fosfataz bulunur ve bunlara ek olarak kana serbest glikoz molekiilleri saglar
ve kan sekerinin sabit degerler arasinda kalmasini saglar (Erhan ve Ergin, 2018). Ayrica

glikoza ihtiya¢ duyan diger organlarin serbest glikoz kullanmasini saglar (O’Brien, 2009).

2.3.2. Lipid metabolizmasi

Karaciger, yag asitlerini ve notr yaglar1 sentezleyen ve parcalayan organ
oldugundan dolay1 kolesterol sentezi ve esterifikasyonu esas olarak karacigerde meydana
gelmektedir. Karacigerin lipid metabolizmasindaki temel isleyisleri su sekilde
siralanabilir: Yag asitlerinin B-oksidasyonu ve asetoasetat olusumu, yogunluklarma gore
lipoproteinler 6zellikle gilmikron gibi lipoproteinlerin tretimi, ¢ok fazla sayida
lipoproteinlerin sentezi ayrica kolesterol ve fosfolipidlerin yani sira karbonhidratlar1 ve
proteinleri yaglara donistiirmek seklinde islevleri siralanmaktadir (Ersoy, 2012).
Viicuttaki diger hiicreler tarafindan gerceklestirilmesine ragmen, baz1 islemler esas olarak
karacigerde gerceklesir ve ayni zamanda enerji kaynagi olarak kullanilan yag asitlerinin
oksidasyonu, buyik miktarlarda kolesterol, fosfolipit ve lipoproteinlerin sentezi ve
proteinlerden ve karbonhidratlardan yag asitlerinin sentezinin meydana gelmeside
karacigerde ger¢eklesmesinin disinda (Bigakcioglu, 2014) viicut igerisinde tim metabolik
durumlar1 gerceklestiren karacigerin gorevlerinden biri de yag asitlerinin diizenlenmesi

ve bununla beraber lipoproteinler araciligiyla baska organlara aktarilmasidir (Kadim
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Bayan, 2002). Lipit metabolizmasinda ¢ok 6nemli bir yere sahip olan karaciger bununla
birlikte hemen hemen biitiin lipit gruplarinda bulunan maddeleri icermektedir (Erhan ve

Erglin, 2018).

2.3.3. Protein Metabolizmasi

Karaciger protein sentezinin gergeklestigi merkezi organdir. Hepatositler
sentezlenmesi gereken proteinlerin yani swa g¢esitli plazma proteinlerini de
sentezlemektedir ve karaciger ayrica birgok Onemli proteinin sentezi ve
metabolizmasinda da gorev alir. Alblimin, transferrin, seruloplazmin, haptoglobin vb.,
tasima ve baglayic1 proteinlerdir  (Bigakcioglu, 2014). Karacigerin protein
metabolizmasindaki temel islevleri, amino asitlerin deaminasyonu, viicut sivilarindan
amonyagin uzaklastirilmasi ve iire olusumu bunlarin yan1 sira albiimin gibi plazma
proteinlerinin olusumu, amino asitlerin ve viicuttaki metabolik olaylar i¢in 6nemli olan
diger maddelerin doniistiiriilmesi seklinde siralanmaktadir. Bunun yanisira karaciger
aminoasitlerin agisindan da 6nemli bir etkiye sahiptir ve bununla birlikte aminoasitten bir
amino grubunun ayrilmasi ve transferaz olaylar1 neticesinde amonyagi lireye cevirir ve
kandaki pH seviyesinde degisime engel olur (Soyder, 2008). Bu toksik maddenin lreye
cevrilmedigi durumlarda, alfa ketoglutarati glutamata doniistiirerek beyindeki doniisiimii

ve solunumu inhibe etmek gibi diger islevleri de yerine getirmektedir (Elif Paldir, 2017).

2.3.4. Safra Metabolizmasi

Karaciger, steroidleri viicuttan uzaklastirmak i¢in gerekli safra asitlerini sentezler
ve ortalama gtinlik 600-800 ml safra iiretimini saglayan bir organdir (Bigakcioglu, 2014).
Safra, esas olarak konjuge bilirubin, safra pigmentleri, safra asidi bircok metabolitten
olusan bir karisim olmasindan dolay1 ve safra; yaglar, elektrolitler, organik anyonlar ve
safra asitleri icerir ve safra karaciger parankiminden birleserek hepatik kanallar1 olusturan

safra kanallar1 vasitastyla tasinir ve sonrasinda kistik kanal safray1 konsantre oldugu safra
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kesesine tasir (Ersoy, 2012). Karacigerin kolesterol haznesinde toplanan kolesteroliin
belli bir boliimii safra asitlerine, kolik asit ve deoksikolik aside doniisturilmekte ve ayrica
karaciger, kolesterolden safra asitlerini sentezler ve safra, kolesteroliin vicuttan

uzaklastirilmasimi saglar (Molino, 1991).

2.3.5. Karaciger Enzimleri

Karaciger enzimleri denildiginde, akla ilk gelenler ALP (alkalen fosfataz), ALT
(alanin aminotransferaz, eski terminolojide SGPT), eski terminolojide SGOT) ve AST
(aspartat aminotransferaz’dir. Yukarida verilen ilk enzim safra kanali epitel hiicrelerinde
sentezlenirken son iki enzim ise hepatositlerde sentezlenmektedir (Sentiirk ve ark., 2004).
Kronik karaciger hasar1 ya da akut sonrasi bu enzimler kanda artis gdstermektedir.
Hepatoselliiler hasarin, hepatobilier tikanmadan ayrilmasi, karaciger hastaliklarinin
degerlendirilmesinde biiylik onem tasir. ALT ve AST karaciger parankiminin zarar
gormesi ile iligkili hastaliklarda faydalidir ve karacigerin iltihaplanmasi olay1 sirasinda
ALT seviyeleri, en belirgin sekilde yiikselmis transaminazlardan biri olan AST
degerlerinin iizerine ¢ikar ve ayrica ALT'nin AST'ye orani, ¢ok fazla hiicrenin zarar
gormesi Uzerine artan mitokondriyal AST sekresyonu nedeniyle artar. (Ers6z, 2002).
ALT ve AST hepatoseliiler hasar hakkinda bilgi verirken GGT ve ALP ise kolestazi
gostermektedir. Bu enzimler sadece karaciger ve safra yollarina 6zgii degillerdir.
ALT/AST, GGT, ALP enzimleri yalnizca karacigerde olan enzimler degillerdir.
ALT/AST Kkaraciger hiicrelerine dair hasar1 gosterirken, GGT/ALP safra yolunda
tikanikliga isaret gostermektedir (Elif Paldir, 2017).

2.3.5.1. Alanin Aminotransfer (ALT)

Hepatositler karaciger hiicrelerinin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir ve
enzim bakimindan da zengin hiicrelerdir. Ayrica organizmanin en gesitlilik gosteren ve

en aktif enzimatik aktivitesine sahiptir. Hepatositler herhangi bir sebep ytiziinden nekroza
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ugramalar1 ve yaralanmalar1 durumunda bu enzimlerinde sirkiilasyondaki diizeyleri artar.
Ayrica ALT bu enzimlerin hiicre i¢i s1v1 i¢erisinde yer alan en klasik olanidir. (Sentiirk
ve ark., 2004). ALT, tam olarak karaciger hiicresinin sitozoliinde bir araya gelir ve

toplamda yapisinda 496 amino asit oldugu bilinmektedir (Azer ve Moriles, 2020).

Glutamik piruvat transminaz olarak bilinen Alanin aminotransferaz, glutamik
asitten amino grubunu piruvat aside transfer ederek alanin ve bir a-asit olan -
ketoglutarik asit olusturmaktadir ve bu reaksiyonda tersiniridir.

Piruvik asit + glutamik asit ~*=——% o-ketoglutarik asit + alanin
(Atasagungil, 1965).

Diger transminazlar ile birlikte alanin aminotransferaz interorgan azot ve amino
asit kalabolizmasmda 6nemli rol oynar. Ayrica alanin aminotransferaz sitoplazmatik bir
enzim olarak da bilinmektedir. Hepatoseliiler mebran permeabilitesinin artisinda alanin
aminotransferazin hiicre disma salinimi artmaktadir. Yiiksek serum hepatoseliiler hasarin
alanin aminotransferazda hasarin siddetli oldugunu gostermektedir ve bunun disinda
onemli bir boyutta karaciger hiicre yikimi gerceklestiginde goriilen karaciger
hastaliginda, enzim salgilamaya yetecek kadar hiicre bulunmadiginda ALT seviyesindeki
degerler normal kalabilir (Tasyiirek, 2014). Transferazlar grubunda yer alan alanin
aminotransferaz aspartat aminotransferaz ile beraber albumin metabolizmasinda gorev

almaktadir (Ghahari ve ark., 2022).

Sitoplazmada, alanin aminotransferaz, a-ketoglutaratin piruvat ve L-alanin ve
glutamata doniismesini katalize eder. Alanin aminotransferaz, piridoksal 5'-fosfata ve
bir¢ok aminotransferaza sikica baglanan bir kofaktordiir ve aspartat aminotransferaz gibi
yetersiz vitamin B6 alimi, enzim aktivitesinin azalmasma neden olur Sivida alanin
aminotransferaz aktivitesi olmasma ragmen, spinal ve serum cok diisiik renal spesifik
aktivitesi ylztinden alanin aminotransferaz aktivitesi idrarda olmaz. Spesifik izoenzimleri
yoktur ve serum ALT 1950 yillarindan beri karacigerde bir hasarin olduguna isaret eden
bir gosterge olarak bilinmekte dolayisiyla alanin transaminaz (ALT), karacigere dair

herhangi bir hastalikta ¢cogunlukla kullanilan serum belirleyicidir (Liu ve ark., 2014).
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2.3.5.2. Aspartat Aminotransferaz (AST)

Daha 6nceleri klinik sebeplerle serumda sik sik bakilmasindan dolay1 AST, serum
glutamic oxalacetic — transaminase seklinde de belirtilmektedir. Ayrica aspartat
aminotransferaz spesifigi olmayan bir enzimdir (Atasagungil, 1965). Hepatositlerde,
iskelet kaslarinda, plasentada, kalp kasinda ve bobrek dokusunda bulunmaktadir. Bu
dokularda, serum aspartat aminotransferaz konsantrasyonunda nekroz gelistigi i¢in artis
goriilmektedir. Hepatositlerin icerisinde yer alan aspartat aminotransferazin yaklasik
olarak %60 ile 80’1 mitokondri i¢inde yer alirken, geriye kalan diger kismi ise ¢oziiniir
halde sitoplazma igerisinde yer almaktadir. aspartat aminotransferazin mitokondriyal
seklinin salinmas1 i¢gin membran permeabilitesinin degismesine sebebiyet veren zarara
oranla daha fazla bir degisim gerekmektedir dolayisiyla bunun sonucundaki artig, alanin
aminotransferaz yiikselisinden daha sonra aspartat aminotransferaz
aktivitesinde gergeklesmektedir. Aspartat aminotransferazin konsantrasyonunda ki artis
hepatoselliller hastaliklarda yaygin olarak goriilmekte ve aspartat aminotransferaz
hepatosit hiicre zarinda meydana gelen bir zedelenmeden sonra kana ge¢mektedir

(Cupaiolo ve ark., 2022).

Aspartat aminotransferaz karacigerin yani sira pankreas, kan hiicreleri, ¢izgili
kaslar ve beyinde de bulunmaktadir. Aspartat aminotransferaz asagida yer alan

reaksiyondaki gibi kimyasal yapiy1 degistirmektedir

AST
L-Glutamat »o.-Ketoglutarat

Piridoksal Fosfat

Aspartat aminotransferaz (AST), a-ketoglutarat’in oksaloasetat, L-aspartat ve
glutamata transaminasyonunu katalize etmektedir ve piridoksal 5’-fosfat, B vitaminin
aktif metaboliti olan aspartat aminotransferaza siki bir sekilde baglanan bir kofaktor
olmasmin yanisira ayrica enzimin aktivitesinde sarttir ve belirtilen vitaminin yetersiz
alinmasi enzimlerde diisiise yol agmaktadir. Aspartat aminotransferazin mitokondrial

(AST2) ve sitozolik (AST1) iki izoenziminin ¢ok sayida formlar1 vardir. Bir¢ok yumusak
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dokuda Aspartat aminotransferaz bulundugu icin (kalp kasi, karacigerde yiiksek
konsantrasyonda, iskelet kaslari, bobrekler ve eritrositlerde) serum seviyesindeki artis
yumusak dokunun zarar gordiigiiniin isaretidir ancak organlar i¢in belirleyici bir enzim

olarak gorilmemektedir. (Turgut, 2000).

AST seviyesindeki artig kliniksel a¢idan iyi yorumlanmali ve bununla birlikte bu

enzimin artis1 gogunlukla su {i¢ sekilde yorumlanmaktadir:

e Normal degerinin 5 katindan daha az artis (hafif oranda artma)
e Normal degerinden 5 ile 15 kat arasinda (orta oranda artma)
e Genel olarak olmasi gerekenden 15 kat fazla (ciddi derecede artma) olacak

sekilde ele almabilir.

Bazi1 bitki ve ilaglar ile toksinler AST artisina yol agmaktadir ve bunun yani sira
bunlarin kullanilmasindan kaynaklanan aminotransferaz artis1 gibi daha zararsiz
durumlara sebep olmasmin yaninda karaciger yetmezligine varacak agir sonuglara kadar
gidebilir. Aminotransferaz artisi, toksinler ve diger tiirlerin alimindan sonra yaklagik

olarak 1-2 ay sonra ger¢eklesebilmektedir (Ersoy, 2012).

2.3.5.3. Gama Glutamil Transferaz (GGT)

Esas olarak hiicre zarinda bulunan ancak sitoplazmada az oranda bulunan
glikoprotein yapili bir karaciger enzimidir ve karaciger fonksiyon testleri i¢in kullanilir
(Kale, 2019). GGT, ozellikle hepatositlerde, safra kanali epitel hiicrelerinde, bunun
yaninda bobrek, seminal vezikiiller, pankreas, dalak, kalp ve beyinde bulunmaktadir
(Bayraktar ve Cosar, 2019) ve bunun yani sira daha az oranda, GGT amino asit
metabolizmasinda énemli bir yere sahip enzimdir (Turgan ve ark., 1996). Bu enzimin
bulundugu organlarda meydana gelen hasarlarda ve patalojilerde serum GGT

seviyelerinde artig olur (Savas, 2014).
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Pankreas hastaligi, kalp krizi, bobrek yetmezligi, kronik KOAH hastaligi, diyabet
ve alkoliin asir1 tiiketilmesinde fazla oranda GGT’ye rastlanir (Ersoy, 2012) ve yani sira
fenitoin ve barbitiiratlarin kullanimma bagli olarakta GGT’de fazla artis gozlemlenir
(Bayraktar ve Cosar, 2019). Diger karaciger enzimleri ile birlikte yiiksekligi, GGT'nin
kaynaginin karaciger oldugunu diisiindirmektedir. Karaciger kaynakli hastaliklardan
olan hepatit durumunda GGT’de ¢ok fazla bir artis goriilir ve bu yiiksek GGT'ye ek
olarak, oOzellikle AST/ALT oran1 2'den fazla oldugunda alkol kaynakli karaciger
hastaligindan s6z edilebilir. Ayrica tikanma sarilig1 ve safra yolu hastaliklarinda GGT
seviyesi yliksek bir seviyeye ulagir hatta bu durum 5 ile 30 kat araligma kadar
yiikselebildigi bilinmektedir (Kale, 2019). Yenidoganlarin GGT seviyeleri eriskinlere
oranla 6-7 kat daha yuksektir ve 5.aydan sonra eriskin seviyelerine diiser. ALP'den daha
duyarl bir kolestaz gostergesidir (Savas, 2014). GGT enzimlerini gevresel etkenlere bagli
olarak degisimler gosterebilir ve genetik faktorler olan yas, cinsiyet, ik gibi etkenlere
bagli olarakta degisebilmektedir. Baz1 sicanlar {izerinde yapilan ¢caligmalara gore kansere
sebebiyet veren dietil nitrosamine maddesi verildigi durumda GGT enzim seviyelerinin
ortalama 2 katina ¢iktigi tespit edilmistir (Kale, 2019). Ayrica karboksil terminali
gruplarina baglanan bir enzim olan ggt antioksidan metabolizmasi adina gorev alir.
Mikrozomal sitozol (%5) ile membranlar da (%95) bulunur. Serum Gama Glutamil
Transferaz aktivitesi birincil olarak karaciger orjinlidir (Karagiil ve ark., 2000). Ayrica
karboksil terminali gruplarina baglanan bir enzim olan GGT antioksidan metabolizmas1

adna gorev alir.

2.3.5.4. Alkalen fosfataz Enzimi (ALP)

Viicutta yaygin olarak bulunan alkalen fosfataz enzimleri yogun olarak kemik ve
karacigerde bulunmaktadir (Bulbll ve ark., 2017). Karaciger, bobrek ve kemik 6zellikle
TNAP bakimindan zengin oldugundan dolay1 bunlar 6zellikle ALPL (ALP-liver) olarak
ifade edilmektedir (Bayramli, 2016). Bu sebepten yiiksekligi genel olarak karaciger ve
kemik kaynakli oldugu bilinmektedir (Bayraktar ve Cosar, 2019). Alkalen fosfataz
(ALP) bitki, hayvan ve insanlarda bulanan bir enzim olup bitkilerle kiyaslandiginda

hayvan ve insanlarda daha fazla bulunabilen bir enzimdir. Ayrica insanlarda dort gende
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ALP izoenzimi kodlanmaktadir. Bunlardan ii¢ tanesi doku spesifik olan ALP’ler plasenta,
germ hiicreleri ve bagirsakta iiretilmektedir. Bir tanesi ise doku spesifik degildir ve
herhangi  bir dokuya 06zgli olmayan ALP (TNSALP, TNAP) scklinde
isimlendirilmektedir. Doku spesifik olan ALP izoenzimlerinin eksiklikleri HPP ye neden

olmadig1 bilinmektedir (Bayramli, 2016).

ALP yiiksekligine sebep olan bazi durumlar sunlardir diabetes mellitus hastaligi
olan bireylerde, cocuklarda, 40 ve 65 yas arasinda olan bireylerde (Savas, 2014) bununla
birlikte safra yolu tikaniklari, hepatit, kronik bobrek yetmezligi, lenfoma ve kemik
yetmezligi  hastaligma  sahip  insanlarda =~ ALP  seviyesinde  yukselme
g6zlemlenebilmektedir (Ersoy, 2012). Bu yiiksekliklere ek olarak bazi ilaglardan dolay1
da ALP seviyesinde artisa sebep olmaktadir bu ilaglar anabolik steroidler, karbamazepin

ve bazi bitkisel ilaglar olarak bilinmektedir (Sharma, 2022).

Karaciger, bobrek ve kemik 6zellikle TNAP bakimindan zengin oldugundan

dolay1 bunlar 6zellikle ALPL (ALP-liver) olarak ifade edilmektedir (Bayramli, 2016).

2.3.6. Ratlar Uzerinde ALT Enzim Seviyelerindeki Degisen Durumlar

ALT 1950lerden itibaren karacigerde bir hasarm oldugunu belli eden ve hasarin
tespit edilmesinde yardimci olarak kabul edilmistir. Bazi1 arastirmalar ve ¢aligmalar
neticesinde toksik etkiler (Lecavalier ve ark., 1994), karaciger dokusunda hasar, bobrekte
meydana gelen zedelenme, yiiksek seviyede 1s1, beslenme sekline bagl bazi bozulmalar,
stres kaynakli gibi durumlar karsisinda ALT seviyesinin ratlar {lizerinde degisimi

gorilmistiir (Cevik, 1997).

AST ve ALP, sigan karaciger hasarinin belirlenmesinde iki 6nemli enzim olarak
dikkat ¢ekmistir. Adindan da anlagilacag: gibi, alanin ve aspartat amino gruplarini alfa-
ketoglutarat'a getirirler. Bunun sonucunda AST ve oksalik asit, glutamik asit ve ALT ve
korpus luteum olusur. B6 vitamini, her iki enzim i¢in de bir kofaktordiir. AST, karacigerin

yani sira beyin, kalp, pankreas, kas, beyaz kan hiicreleri, kirmizi kan hiicreleri, bobrekler

26



ve akcigerlerde yogunlasir. AST'den farkli olarak ALT sadece karacigerde yogunlasir.

Hepatositlerde bulunan AST'nin %80'i mitokondride bulunur.

Sicanlarda karacigerde olusan hasar1 belirlemede AST/ALT enzim degerlerinin 6nemi
biiyiiktiir ve ayrica belli oldugu gibi alanin ve aspartat amino gruplarmni alfa-ketoglutarat'a
getirirler. Bunun yani sira B6 vitamini hem ALP hemde AST aktivitesini hizlandirir.
Ayrica AST karacigerin yani sira kalp, beyin, pankreas, bobrek ve akciger, beyaz ve
kirmiz1 kan hiicrelerinde de yogun bir sekilde bulunmakta ve bunun disinda ALT
AST’den farkli olarak yalnizca karacigerde yogunlasir. Karacigerde olan AST nin %80°1
mitokondride yer almakta ve bunun aksine ALT nin baskin formu mitokondri yapisinda
bulunmayanidir  dolayisiyla karaciger hiicrelerinde membran hasar1  olusmus
mitokondriyal membran hasara ugramamis oldugunda ALT ile AST seruma karigir
(Ascioglu, 2005).

2.3.7. Ratlar Uzerinde AST/ALP Enzim Seviyelerinde Degisen Durumlar

AST/ALP enzim seviyelerine dair goriilen degisikliklerle alakali ¢aligsmalar
sonucunda stresin, bobrek ve karaciger dokularinda olusan zedelenmelerin, toksik etki

yaratacak maddeler gibi etkenlerin bu enzim diizeylerinde farkliliklar yaratmistir

(Lecavalier ve ark., 1994).

ALT/AST degerleri karacigere dair goriilen hastaliklar ile herhangi bir karaciger
rahatsizlig1 bulunmayan bireylere bakildigi zaman bu enzim seviyelerinde ¢ok artis
gOzlemlenmektedir. Ayrica alkole bagli karaciger hasarinda bu iki enzimin oranlarinda
artis meydana gelmekte ve bunun disinda artan bu oran alkole bagli olmayan hastaliklarda
daha az gorulmektedir. Aminotransferazlar iltihabik hepatitlerin diisiik seyreden
durumlarinda, ilacin sebebiyet verdigi hepatitlerde normal bir seviyede artmaktadir

(Samir ve ark., 2004).

Serum transaminazlar1 karaciger yaglanmasi, siroz, karaciger hastaligi, alkolsiiz

yaglanma, kolestaz ve karaciger tlimorlerinde hafif yiikselir ve bunun yani sira
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mitokondriyal membranlar da daha siddetli hepatosit hasarinda hasar goriir ve
mitokondriyal AST'yi serbest birakir. Sonug olarak, AST ile ALT seviyelerinde bir artig
gOzlemlenir (Dolar, 2002). ALT ve AST enzim duzeylerindeki degerler karaciger
hastaliklarinin bazilarinda teshis i¢in yardimci etkenlerdir. Piridoksal 5-fosfat vitaminin
eksikligi alkole bagli karaciger hastaliklarinda rastlanr ve bu vitamin,
aminotransferazlarm tiretiminin gergeklesmesi i¢in gerekli oldugu gibi hepatik ALT'yi

daha da azaltir ve bu orani arttirir (Samir ve digerleri, 2004).

Alkoliin etki ettigi karaciger hastaligi ve alkoliin etki etmedigi hastaliklarin
ayrimimnin yapilabilmesi i¢in bazi ¢alismalar yapilmis ve bunun sonucunda AST ile ALT
degerlerine bakilmas1 gerektigi anlasilmistir. Ayrica, alkol kaynakli karaciger
hastaliginda AST enzim degerinin ALT enzim degerine oranla ¢ok daha artis gostermistir.
AST ile ALT arasindaki oran 1'den kiigiikse alkoliin tiiketimiyle iliskisiz, 1.5'ten biiylikse
karacigerde yasanan hasarm alkol kaynakli oldugu kabul edilmelidir (Samir ve ark. 2004)
ve mitokondriyal AST'nin toplam AST'ye orani, alkoliin neden oldugu hepatiti baska
sebeplerden meydana gelen karaciger hastaliklarindan aymrt etmek i¢in kullanilir.
Herhangi bir hasarin olusmadigi durumlarda oran AST/ALT=1 olacak sekilde olup baz1
gelisen durumlarda ise biraz artabilmektedir. ALT enzim seviyesinin normal diizeylerde
seyrettiginde 1'e 3 orami tamisaldir. Bunun disinda alkolik hepatitte AST ile ALT

seviyelerinde orta diizeyde bir artis gériilmektedir (Li ve ark. 2004).

Alkoliin etki ettigi karaciger hastaligi ve alkoliin etki etmedigi hastaliklarin
ayriminin yapilabilmesi i¢in bazi ¢alismalar yapilmis ve bunun sonucunda AST ile ALT
degerlerine bakilmasi gerektigi anlagilmistir. Ayrica, alkol kaynakli karaciger
hastaliginda AST enzim degerinin ALT enzim degerine oranla ¢ok daha artig gostermistir.
AST ile ALT arasindaki oran 1'den kiiglkse alkoliin tiketimiyle iliskisiz, 1.5'ten biiyiikse
karacigerde yasanan hasarin alkol kaynakli oldugu kabul edilmelidir (Samir ve ark. 2004)
ve mitokondriyal AST'nin toplam AST'ye orani, alkoliin neden oldugu hepatiti bagka
sebeplerden meydana gelen karaciger hastaliklarindan ayirt etmek igin kullanilir.
Herhangi bir hasarmn olugsmadigi durumlarda oran AST/ALT=1 olacak sekilde olup bazi

gelisen durumlarda ise biraz artabilmektedir. ALT enzim seviyesinin normal diizeylerde
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seyrettiginde 1'e 3 orani tamisaldir. Bunun disinda alkolik hepatitte AST ile ALT

seviyelerinde orta diizeyde bir artig gorilmektedir (Li ve ark. 2004).
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3. MATERYAL METHOD

3.1. Bilesigin sentezi

Bu ¢alismada kullanilan 3-metil-4-(3,4-dihidroksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-
1H-1,2,4-triazol-5-on (3-MTA) bilesigi 2006 yilinda Yiiksek ve ark. tarafindan sentezi
gerceklesmistir  (Sekil 20). 3-Metil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (10
Mmol) (T) bilesiginin yuvarlak dipli bir balonda 15 ml asetik asitte ¢ozuldikten sonra
uzerine 3,4-dihidroksibenzaldehid (10 mmol) (A) ilave edilerek geri sogutucu altinda 1,5
saat riflaks edilmistir. Cozelti sonra bir erlene alinmig ve saf su ilave edilerek
coOktiiriilmiistiir. Karigim bir gece buzdolabinda bekletilmis ve ¢oken ham {iriin siiziilerek,
saf su ile yikanmis, desikatorde CaCly iizerinde vakumda kurutulmus ve etanolden
kristallendirilmistir. Ele gegen kristaller (% 92 verim) ayni ¢6ziicliden birkac kez daha

kristallendirilip vakumda kurutulduktan sonra 3-MTA bilesigi olarak tanimlanmustir.

N—NH
= 9L
N——NH CH;COOH  H;C N7 O OH
L L Qo =
H;,C” N7 70 4+ O \
| OH
NH,
T A 3-MTA

Sekil 20. 3-MTA bilesiginin olusum mekanizmasi (Yuksek ve ark., 2006)

3.2. Deneysel Dizayn

Yapilan bu caligmada hayvan materyali olarak erkek Rat (Wistar albino)
kullanilmigtir. Bu galisma ile ilgili olarak Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan ¢alisma izni alinmustir (Sayi: 2021/105). Bu ¢alisma i¢in kullanilacak
ratlar 4-5 aylik ratlar grubuna ait olup 4 grup olacak sekilde ayrildi ve her grupta 7 adet

rat rastgele bir bigcimde gruplandirildi. Hayvanlar adaptasyon donemlerinde ve deney
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esnasinda 25 + 2°C sicaklikta, %60-65 diizeyinde nem iceren, 12/12 aydinlik/karanlik

periyodunun saglandigi kosullarda, ad-libitum olarak beslenmistir.

l. Gruptaki hayvanlar kontrol grubu olarak belirlendi ve 1 ml olarak serum fizyolojik
uygulandu.

I1.  Gruptaki hayvanlara, 3-MTA bilesiginin su bazli hidrofobik bilesik olmasi1 ve suda
¢oziinmemesi nedeniyle % 25 DMSO igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu nedenle de bu
gruptaki hayvanlara 1 ml olacak sekilde % 25 DMSO uygulanmustir.

I11.  Gruptaki hayvanlara %25 DMSO’da ¢6zdiiriilen 4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on
bilesiginden hazirlanan soliisyondan 7 giin boyunca 10 mg/kg (Chigurupati ve ark.,
2017) intraperitonal olarak 0.5 ml uygulandi.

IV. Gruptaki hayvanlara %25 DMSO’da ¢ozdiiriilen 4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on
bilesiginden hazirlanan soliisyondan 7 giin boyunca 50 mg/kg (Chigurupati ve ark.,
2017) intraperitonal olarak 1 ml uygulandi.

Bir hafta devam eden bu galismalarm sonunda deney hayvanlarina eter inhalasyonu
yontemiyle anestazi uygulandi ve anestezi altindaki hayvanlara servikal dislokasyon
yapilmasini takiben intrakardiyak olarak kan numuneleri ve akabinde de karaciger
numuneleri alindi. Alinan kan numuneleri jelli biyokimya tlplerinde 4000 rpm’de
+4°C ‘de 10 dakika santrifiij edildi. Karaciger 6rnekleri ise Stacking tampunuyla (1 gr
doku 2 ml tampon olacak sekilde) 13000 rpm’de 1 dk homojenize edildikten sonra 10000
rpm’de +4°C ‘de 10 dakika santriflij edildi. Santrifuj neticesinde elde edilen 6rneklerin
stipernatant kisimlar1 alindi. Elde edilen serum numuneleri ve slpernatantlar analiz

surecine kadar -20 °C’de saklandu.

3.3. Biyokimyasal Analizler
Aspartat Aminotransferaz (AST) ve Alanin aminotransferaz (ALT) analizleri

otoanalizor kullanilarak belirlendi.
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3.4. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Numunelere ait total protein degerleri biiiret yontemiyle belirlenmistir (Robert,R
Michael,JD, 1993). Elde edilen protein degerlerine gore biitiin Orneklerin
konsantrasyonlar1 2 pg/pl’ye ayarlanarak Laemmli (1970) ve O’Farrell (1975)
metotlarina gore, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)’nde
yurataldi (Sekil 21) (Laemmli, 1970; O’Farrell, 1975) . SDS_PAGE’den elde edilen
elektroforegramlardan proteinlerin molekiiler agirhigt Weber ve ark.(1972)’larinin

metoduna gore hesaplandi (Weber ve ark., 1972).

Sekil 21. SDS-PAGE Mekanizmasi

3.5. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistik analizleri SPSS 22 paket programi kullanilarak
yapilmustir. Grup ortalamalar: arasindaki farkin belirlenmesi amaciyla iki yonlii varyans
analizi (two-way analysis of variance (ANOVA) ve Tukey’in ¢oklu karsilastirma testleri
uygulanmistir. Degerler ortalama + standart sapma (SD) seklinde verilmistir. P<0.05

istatistiksel olarak onemli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Kontrol grubu ve uygulama gruplarindan elde edilen serum numunelerinin

analizleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 3-MTA bilesigi uygulanan gruplardan

50 mg/kg doz uygulama grubunda AST ve ALT enzim diizeylerinde rakamsal olarak artis

oldugu halde bu artisin istatistiksel anlam ifade etmedigi saptanmistir (Tablo 1, Sekil 22,

Sekil 23) (P>0.05). Karaciger dokularindan elde edilen total protein degerleri de

degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik olmadigi

g0zlemlenmistir (Tablo 1, Sekil 24) (P>0.05).

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L) KC. Total Protein
Kontrol 96 +9 38+6 61,1

DMSO 111+ 14 46 + 10 5,57 +1,27

10 mg/kg 3-MTA | 99 + 23 377 5,71 +0,76

50 mg/kg 3-MTA | 113 +24 41+6 5,86 + 1,46

P degeri 0,334 0,123 0,922

Tablo 1. Kontrol grubu ve 3-MTA bilesigi uygulanan ratlara ait serum

numunelerinin biyokimyasal bulgulari
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Sekil 22. Kontrol grubu ve 3-MTA bilesigi uygulanan ratlarin serum AST
diizeyleri. Grafikte, Tukey’in ¢oklu karsilastirma testine gore 3-MTA bilesigi uygulanan
gruplardan 50 mg/kg doz uygulama grubunda AST enzim diizeylerinde istatistiksel anlam

ifade etmedigi saptanmistir (P>0.05).
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Sekil 23. Kontrol grubu ve 3-MTA bilesigi uygulanan ratlarin serum ALT
dizeyleri. Grafikte, Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testine gére 3-MTA bilesigi uygulanan
gruplardan 50 mg/kg doz uygulama grubunda ALT enzim diizeylerinde istatistiksel anlam

ifade etmedigi saptanmistir (P>0.05).
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Sekil 24. Kontrol grubu ve 3-MTA bilesigi uygulanan ratlarin serum KC Total
Protein dizeyleri. Grafikte, Tukey’in ¢oklu karsilastirma testine gore karaciger
dokularindan elde edilen total protein degerleri gruplar arasinda istatistiksel olarak

herhangi bir farklilik olmadigi gézlemlenmistir (P>0.05).

4.2. Elektroforetik Bulgular

Karaciger protein elektroforezi neticesinde elde edilen -elektroforegramin
incelenmesi ve gerekli hesaplamalarin yapilarak protein agirliklarinin hesaplanmasindan
sonra 10 mg/kg dozunda uygulama yapilan gruptaki hayvanlarda kontrol grubuna kiyasla
215 kD molekiil agirligina sahip protein bandinda kalinlasma, 47 kD ve 41 kD molekiil
agirhigina sahip protein bantlarinda ise incelmeler tespit edilmistir. Bununla birlikte, 50
mg/kg dozunda uygulama yapilan grup ile kontrol grubundaki hayvanlara ait olan protein
bantlar1 kiyaslandiginda 250 kD, 215 kD, 166 kD, 115 kD, 89 kD ve 11 kD’luk molekiil
agirhigma sahip protein bantlarinda kalinlasma, 47 kD ve 41 kD molekiil agirligina sahip

protein bantlarinda ise incelmeler meydana geldigi belirlenmistir (Sekil: 25, Tablo: 2).
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Sekil 25. Kontrol grubu ve 3-MTA bilesigi uygulanan ratlara ait serum protein
Elektroforegrami. 1- Kontrol, 2- DMSO, 3- 10 mg/kg, 4- 50 mg/kg, 5- Standart proteinler

-

KD — S - Q-

5
SS «—250 kD
e «—209 kD

— «— 166 kD

W «— 108 kD

W <— 37kD

. «—25kD

<«—15kD

«— 7kD

Kontrol DMSO 10 mg/kg 50 mg/kg
250 kD Kalmlasma |  ---------mmmmm-- Kalinlasma
215 kD Kalinlagsma Kalinlasma Kalinlagsma
166 kD Kalmlasma |  ---------mmmmm-- Kalinlagsma
115 kD Kalmlasma |  ----------mmmm-- Kalinlagsma
89 kD Kalmlasma |  ----------mmmm-- Kalinlagsma
47kD | e Incelme Incelme
41kD | mmememeeeeee- Incelme Incelme
11 kD Kalmlasma |  ----------mmmm-- Kalinlagsma

Tablo 2. Kontrol grubu ve 3-MTA bilesigi uygulanan ratlara ait elektroforez

bulgular1
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5. TARTISMA ve SONUC

Glinlimiizde siklikla kullanilan ve gelecek calismalara da 1sik tutan heterosiklik
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  bilesiginin kolay sentezlenmeleri ve yaygin
kullanimlar1 mevcuttur. Ayrica heterosiklik bilesiklerin antitiimér, antibakteriyel,
antiviral, antioksidan, antihepatotoksik aktiviteye sahip oldugu yapilan bir¢ok ¢alismada
tespit edilmistir (Almufti, 2016). 4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesigi ile ilgili
yapilan bir ¢alismada 4-benzilidenamino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesigin
antioksidan aktiviteleri incelenmis olup iyi bir antioksidan Ozellik gosterdigi tespit
edilmistir (Turhan Irak ve Beytur, 2019). Schulze ve ark. (1965), N-((pbis(2-
hidroksietil)amino)fenil)formimidoil bilesiginin antitimoér etki gosterdigini tespit
edilmistir ayrica bu bilesiklerin sahip oldugu formimidoil grubunun oksitlenmesi sonucu
antitlimoral etkinin azaldig1 da caligmalar sonucu tespit edilmistir (Schulze ve ark., 1965).
Yapilan baska bir calismada benzoksazol halkasi ile Clayton’un 1958 yilinda siganlar
iizerinde yaptig1 ¢alismada anti-timor aktivitesi incelenmistir ve sonug¢ olarak diistik
antitlimoral etkiye gosterdigi tespit edilmistir (Clayton, 1958). Parlak ve ark (2017)
yaptig1 calismada, Wistar rat iizerinde hidroksiiire tlirevi Schiff bazlarmin serum
biyokimyasal parametreleri ve antioksidan parametreler U(zerine antioksidan ve
antihepatotoksik etkilerinin iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Yedi gruba
ayrilan ratlardan alinan numunelerin deneylerine gore hidroksiiire tiirevi Schiff bazlarinin
antioksidan ve hepatotoksik aktiviteler sergiledigi gozlemlenmistir (Parlak ve ark., 2017).
Amiria ve ark. (2020) yaptig1 bir ¢calismada farmakolojik aktivitelere sahip olan betulin
(B) ve betulinik asit (BA)’ in tiirevlerinin bulasici hastaliklarin, kardiyovaskiiler
bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarda farmakolojik, antiviral, antibakteriyel ve anti-kanser
etkilerini etkilerini arastirmislardir ve sonug olarak bakilan aktivitelerde iyi sonuglar
gOsterdigini tespit edilmistir (Amiri ve ark., 2020). Michele Tonelli ve arkadaslar1 yetmis
alt1 adet 2-fenilbenzimidazol tiirevi sentezlemislerdir ve bunlarin sitotoksisitelerini ve bir
DNA ve RNA viriislerine kars1 anti-viral aktivitelerini tespit etmislerdir ve ([56-dikloro-
2-(4-nitrofenil) benzimidazol]) giclu bir ila¢ olarak yuksek aktivite gosterdi (Hossain,
2018).
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Karaciger, toksik olan ekzojen kimyasallarin viicuttan atilmasinda 6nemli bir rol
oynar (Diraman, 2022) ayrica enerjinin siirekliligine katkida bulunmaktadir (Bigakcioglu,
2014). Karacigerin gorevini yerine getirmemesi durumunda pek ¢ok hastaligin ortaya
¢ikmasina sebep olmaktadir (Akarca, 2007). Karaciger hasarinda meydana gelen bu
hasarlarin belirteci olan ALT, AST, KC Total protein enzimlerindeki herhangi bir artig
sonucu anlagilmaktadir (Diraman, 2022). ALT enzimi karacigerde, bobreklerde ve diger
organlarda da az miktarda bulunmaktadir. Serum ALT seviyesinin normalin (izerinde
olmasi karaciger hasarinin gostergesi olarak bilinmektedir. AST enzimi karacigerde
uretilen bir enzim olup bir¢ok kimyasal reaksiyonu tetiklemesi sonucu viicudun saglikli
bir sekilde gorevini yapmasina katki saglamaktadir. Serum AST enzim seviyesinde artis
ise karaciger hastaliklar1 ve hasarinin yani sira Kalp, beyin ve bébreklerde de herhangi bir
hasar1 isaret etmektedir (Soyder, 2008). Heterosiklik bilesiklerin karaciger enzim
ekspresyonlari {izerine etkileri birgok arastirmaci tarafindan incelenmistir; Bulent Kafa
(2016) yilinda yaptigi calismada Streptozotocin (STZ) ile farelerde diyabet olusturulmasi
sonucu karaciger enzimleri olan ALT, AST degerlerine bakilmistir ve ALT ve AST
degerlerinde gergeklesen artis sonucu hepatositlerin permeabilitesindeki bozukluklara yol
actigin1 ve kanin pihtilagma faktorleri iizerine etkilerinin de oldugunu tespit etmistir
(Kafa, 2006). Zhang ve ark. (2018) yaptigi ¢alismada dort yeni arctigenin tirevi
tasarlanmis ve bu bilesikleri fareler Uzerinde ALT ve AST gibi biyokimyasal
parametrelere bakilmistir ve ALT ve AST seviyelerinde artis gozlemlenmistir (Zhang ve
ark., 2018). Bilbil (2017) yaptig1 bir ¢alismada, bitkisel bir flanovoid olan Naringin’i
ratlarda karaciger enzimleri olan AST, ALT seviyelerinde gergeklesen artis sonucu
Naringin’in hepatotoksiteyi baskiladigi tespit edilmistir (BUlbul ve ark., 2017). Kuyucu
ve Sencar (2021) yaptig1 calismada anti-kanserojen bir ila¢ olan imatinib sicanlar
iizerinde deneyerek karaciger fonksiyonlarma etkilerinin incelenmesi amaglanmistir ve
sonu¢ olarak ALT ve AST degerlerinde anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir
(Kuyucu ve Sencar, 2021). Yapar ve ark. (2007) yaptigi ¢alismada Swiss Albino farelere
farkli dozlarda enjekte edilen agr1 kesici bir ilag olan Metamizol Sodyum (MS)’nin ALT,
AST enzim aktiviteleri incelenmistir ve ALT ve AST degerlerinde artis sonucu karaciger
ve bobrek fonksiyonlarinda olumsuz etkiler olabilecegini tespit etmislerdir (Yapar ve
ark., 2007). Shcherbyna ve ark. Wistar siganlar1 {izerinde 4-((5-(Desiltiyo)-4-Metil-4h-

1,2,4-Triazol-3-11)Metil) bilesiginin toksisite etkilerini incelemiglerdir ve sonug olarak bu
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bilesigin sicanlarda serum ALP seviyesinde artisa sebep oldugu ve bundan dolay1
karacigerde karacigerde kalici hasarlara yol agacak hiicre zarlarinda gegirgenligin
artmasinda rol oynadig1 saptanmistir (Shcherbyna ve ark., 2018). Yal¢mn ve ark.(2016)
yaptig1 bir ¢alismada Swiss albino farelerde dinikanazol ile meydana gelen toksisitesine
kars1 liziim ¢ekirdegi Oziitlinlin karaciger enzim diizeyleri lizerindeki etkisi incelenmistir
ve sonug olarak dinikanazol uygulanan gruplarda ALT ve AST seviyelerinde meydana
gelen artig1 liziim ¢ekirdegi Oziitli uygulanmasmin ardindan azalma meydana geldigi
goriildii. Uziim ¢ekirdegi dziitiiniin toksik etkiyi azalttig1 ve buna kars1 koruyucu bir etki
gosterdigi gorilmiistiir (Yalgin ve ark., 2016). Wistar albino ratlarda yapilan bir
caligmada parasetamol ile karaciger {izerinde olusturulan hasarm oleuropeinin toksisiteye
kars1 koruyucu etkisi incelenmistir ve sonug olarak parasetamol grubunda ALT VE AST
diizeylerinde anlamli bir artis gézlemlenmistir bundan dolay:r parasetamoliin sebep
oldugu hasara kars1 oleuropeinin koruyucu etkisinin oldugu ve olusan hasar1 azaltmakta
kullanilacagi saptanmistir (Karaova, 2022). Karatas ve ark. yaptigi ¢alismada ratlarda
tiyosemikarbazon tirevilerinin bazi kan parametreleri lizerine etkisine bakilmistir.
Tiyosemikarbazon uygulanan ratlarda bazi karaciger enzimleri (ALP/AST) {izerinde
anlamli bir etki gostermedigi gozlemlenmistir. Yapilan bu c¢alisma sonucunda
tiyosemikarbazon bilesiginin uygun dozlarda kullanildig1 siirece yan etkilerinden
korunulacagi saptanmistir (Karatas ve ark., 2009). Yapilan bu ¢alismalara kiyasla mevcut
calismada biyokimyasal analizler otoanalizor kullanilmas1 sonucu karaciger enzimlerinin
diizeylerinin degerlendirilmesi yapilmistir. Bu degerlendirmelerin sonucunda AST ve
ALT degerlerinde anlaml1 bir artis gézlemlenmemistir. Bununla birlikte uygulanan bittin
gruplarda herhangi bir degisiklik gozlemlenmemesi karaciger dokusunda herhangi bir
hasara sebep olmadigi, karaciger dokusunda 3-MTA bilesiginin olumlu veya olumsuz

olarak higbir etki gdzlemlenmeden atiliminin saglandigi diisiiniilmektedir.

Elektroforez, elektriksel bir alan icerisinde yUkli partikillerin gé¢ etmesi ile
yaygin kullanilan bir method olup (EI-Ossily ve ark., 2016) bu yontemle yapilan analizler
sonucu tan1 ve ¢cok az da olsa spesifik hastaliklar i¢in bilgiler saglanmaktadir. SDS-PAGE
yontemi gilinlimiizde kalitsal veya kalitsal olmayan cogu hastaliin teshisi icin
kullanilmaktadir (Jania ve Andraszek, 2016). SDS-PAGE yontemi kullanilarak yapilan
bir ¢alismada ratlara CuSOs (bakir (I1) sulfat) enjekte ederek karaciger proteinleri
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elektroforez yontemiyle degerlendirilmistir ve sonu¢ olarak uygulanan 2 mg/kg
uygulanan grupta 66 kD, 45 kD, 36 kD ve 24 kD protein bantlarinda incelme ve 6 mg/kg
uygulanan grupta ise 66 kD, 45 kD, 36 kD ve 24 kD protein bantlarinda kalinlasma
oldugunu tespit etmislerdir (Karademir ve ark., 2015). Yapilan bir ¢alismada termal deri
yanikli sicanlarda karaciger koruyucu bir ajan olan silmarinin karaciger Uzerine etkisi
aragtirilmistir ve elektroforez sonuglarina bakildiginda protein bantlarinda herhangi bir
farkliliklar gézlemlenmemistir bununla birlikte karaciger dokusunda meydana gelen
hasardan silmarin etkisi ile geri doniilmiistir (Yemisen, 2008). Yapilan bir baska
calismada Altay (2007), 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil) bilesigi Sprague-Dawley siganlar
tizerinde karaciger dokusu protein ekspesyonlarina bakilmistir ve sonug olarak 25-30 kDa
protein ekspresyonlarinin en yiiksek yogunluga sahip oldugu tespit edilmistir (Altay,
2007). Yapilan bu ¢alismalara kiyasla mevcut ¢alismada in vivo olarak sik¢a kullanilan
erkek ratlara (Wistar albino) heterosiklik 3-MTA bilesigini intraperitonal olarak
uygulanmasi sonucunda 10 mg/kg dozunda uygulama yapilan gruptaki hayvanlarda
kontrol grubuna kiyasla 215 kD molekiil agirligina sahip protein bandinda kalinlagma, 47
kD ve 41 kD molekiil agirligia sahip protein bantlarinda ise incelmeler tespit edilmistir.
Bununla birlikte, 50 mg/kg dozunda uygulama yapilan grup ile kontrol grubundaki
hayvanlara ait olan protein bantlar1 kiyaslandiginda 250 kD, 215 kD, 166 kD, 115 kD, 89
kD ve 11 kD’luk molekiil agirligina sahip protein bantlarinda kalinlasma, 47 kD ve 41
KD molekll agirhigmna sahip protein bantlarinda ise incelmeler meydana geldigi
belirlenmistir. Elektroforetik sonucglara gére uygulanan 3-MTA bilesigi ratlarda karaciger
dokusunda olusan hasarlardan korunmasmi sagladigi etkin dozun 50 mg/kg oldugu

diistiniilmektedir.

Sonug olarak; heterosiklik tirevli 3-MTA bilesiginin ratlara farkli dozlarda
uygulanmasmin ardindan serum protein diizeylerinde herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemesi karacigerde hepatoksisiteyi indiiklemedigi, dolayisiyla bu bilesigin
karaciger dokusu lizerinde etkin bir dozu olmadigi gdzlemlenmistir. Dolayisiyla bu
bilesigin uygulanacak olan farkli ¢aligmalarda uzun siireli olarak kullanimlarinda da
toksik bir etki yaratmayacag1 ve karaciger dokusu agisindan tahribata sebep olmayacagi

diistiniilmektedir.
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