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Yiiksek Lisans
OZET

YENI SENTEZLENMIS BAZI TRIAZOL BILESIKLERININ UREAZ INHIBISYONU
POTANSIYELLERININ KINETIK OLARAK VE MOLEKULER MODELLEMEYLE
INCELENMESI

Aylin KALFA

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2016, 60 Sayfa

Bu calismada bazi triazol bilesiklerinin klinik ve endiistriyel 6neme sahip lireaz enzimi
lizerindeki inhibisyon potansiyelleri incelenmistir, ayn1 zamanda bu ¢alisma TUBITAK
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 114Z711). Oncelikle, hazir satin alinan bu enzim icin
optimum reaksiyon sartlar1 tespit edildikten sonra, kinetik calismalar yapilarak organik
molekiillerin inhibisyona sebep olup olmadigi ve 1Csq degerleri belirlenmistir. Daha sonra,
tireaz icin en etkili inhibitor molekiilii varliginda inhibisyonun tiirii ve K; degeri belirlendi.
Son olarak, Gaussian, Autodock vina ve PyMOL programlart kullanilarak organik
molekiillerle iireazin etkilesimleri ve baglanma enerjileri incelenmistir. Buna gore,
calisgilan bazi molekiiller varliginda iireaz enziminin etkili bir sekilde inhibe oldugu
gdzlenmistir. Ureaz igin yapilan deneysel calismada, B20 bilesigi igin 1Cso degeri 420 pM,
inhibisyon tiirii nonkompetetif ve K; degeri ise 254,6 uM olarak belirlenmistir. Molekiiler
docking sonuclarina gore ise, iireaz i¢in B16 molekiilii; aktif bolge baglanma enerjisi en

diisiik olan dolayisiyla enzimle en giiglii etkilesim yapan molekiil olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Triazol bilesikleri, Enzim inhibisyonu, Molekiiler docking
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Master Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION OF POTENTIAL INHIBITION EFFECTS OF SOME NEWLY
SYNTHESIZED TRIAZOL COMPOUNDS ON UREASE ACTIVITY THROUGH
KINETICS AND MOLECULAR DOCKING STUDIES

Aylin KALFA

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2015, 60 pages

In this study, the inhibition potentials of certain triazole compounds on the urease enzyme
having clinical and industrial importance have been studied and related research efforts
was also supported by TUBITAK (Project Number: 114Z711). Firstly, optimum reaction
conditions were determined for the commercially purchased enzyme and then, Kinetic
studies were performed to identify whether organic molecules trigger inhibition on urease
enzyme and 1Cso values. Later, the inhibition type and K; value for urease enzyme were
determined in the presence of the most effective inhibitor. Finally, the interaction of urease
enzyme and organic molecules and their binding energies at active site were investigated
through the software such as Gaussian, Autodock vina, and PyMOL. Based on
experimental results, it has been observed that urease is efficiently inhibited by some
organic molecules examined. ICsy value, inhibition type, and K; value of the
B20 compound for urease inhibition were determined to be 420 uM, noncompetitive and
254.6 uM, respectively. On the other hand, the data from molecular docking studies
revealed that B16 compound was as the most potent interacting molecule with the lowest

binding energies.

Key Words: Triazole compounds, Enzyme inhibition, Molecular docking
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Hayat bir seri kimyasal reaksiyonun iyi organize olmasi ve yonetilmesine baghdir.
Bu reaksiyonlarin bir kismi dogasit geregi yavas gerceklesirken bazilarinin da enzim
denilen katalizorler varliginda oldukca yiiksek hizda gergeklesmesi gerekmektedir.
Enzimlerin katalitik giicleri viriislerden insanlara kadar biitiin hayat formlarinda yasam
stireclerini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle biyolojik katalizorler olan enzimler, canlilik
adma ¢ok dnemli fonksiyonlari yerine getirmektedirler (Copeland, 2000).

Hayat i¢in enzimlerin ve aktivitelerinin son derece gerekli olmasiin yaninda enfekte
edici organizmalardaki (viriisler, bakteriler) kritik enzimlerin se¢imli inhibisyonu da
bulasici hastaliklara kemoterapik miidahalede son derece onemlidir. Se¢imli enzim
inhibisyonu stratejisi glinlimiizde modern eczacilikta ilgi gormekte ve antiviral, antibiyotik
ve antiparazitik ilaglarin 6nemli bir kisminin etkinliklerini bu sekilde gosterdigi
bilinmektedir. Buna ilave olarak regiile edilemeyen enzim aktivitesi hastalik haline
onciiliik edebilmektedir. Ornegin, bazi durumlarda enzimleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlar, enzimin hiicre igerisinde asir1 derecede iiretilmesine neden olabilmekte veya
bazi nokta mutasyon durumlarinda da enzimdeki yapisal degismelerden dolayr enzimin
katalitik etkinligi artabilmektedir. Bu her iki durum da anormal diizeylerde reaksiyon
tirinlerinin olusumuyla sonuglanir ki bu da spesifik patolojilere neden olabilmektedir. Bu
nedenle enzimler, patofizyolojideki ve hayat siirecindeki dnemli rollerinden dolayi, ilag
terapilerinde ilgi ¢ekici hedef olmusglardir.

2002 yilinda yapilan bir anket gostermistir ki klinik kullanimdaki tiim ticari kiiciik
molekiil ilaglarin yaklagik %350’si, terapdtik etkisini enzim inhibisyonuyla ortaya
koymaktadir (Hopkins ve Groom, 2002; Copeland, 2005). Enzim inhibitérleri olarak rol
oynayan kii¢iik molekiil ilaglarin diinya genelindeki pazari, 2001 yilinda 65 milyar dolar
bulurken bu rakamin 2006 yilinda 95 milyar dolardan daha fazla olmasi yoniindeki
beklentiler kayitlara gegmistir. Bu durum, belli bash ilag veya biyoteknoloji firmalarmin
enzimleri hedef alan yeni ilag kesfi ve tasarimi ¢alismalarina yogunlagsmalarina neden

olmustur (Copeland, 2005).



Bazi enzimler canli organizmalardan ekstrakte edildikten sonra da katalitik
etkinliklerini muhafaza ettiklerinden giiniimiizde enzimlerin birgok endiistride ¢ok farkli
biyoteknolojik siire¢lerde ticari amaglar i¢in kullanilmalar1 miimkiin olmustur. Enzimlerin
endiistride kullanimi, geleneksel kimyasal muamelelerle elde edilemeyen daha yiiksek iirtin
kalitesi, daha diislik tiretim maliyeti, daha az atik ve az enerji tiiketimi gibi faydalarla
sonuglanir. Siradan kimyasal reaksiyonlar genellikle spesifik degildir, istenmeyen yan
triinler ortaya ¢ikmaktadir, kontrol edilmesi kolay degildir ve ilimli olmayan sartlarda
ger¢eklesmektedir. Biitiin bu problemler enzimlerin kullanimi ile ortadan kalkmaktadir
(URL-1, 2013). Dolayisiyla, giiniimiizde enzimler, gida, tekstil, kozmetik, hayvan yemi,
kagit ve temizlik endiistrisinde, ilag kimyasallarinin sentezi ve diger bazi Onemli
molekiillerin endiistriyel Olgekteki liretimi siireclerinde ve diger birgok alan igin de
vazgegcilmez olmuslardir (Benjamin ve Pandey, 2000). Efedrin, aspartam ve amoksilin gibi
iyi bilinen 6rnekleri de igeren ve birgok alanda kullanilabilen 500°den fazla maddenin
tiretiminde enzimlere bagvurulmaktadir. 1960’11 yillara kadar yillik toplam enzim piyasasi
sadece birkac¢ milyon dolar iken bu piyasa son yillarda oldukga biiyiik bir artis géstermistir.
Bu durum, amaca yonelik 6zel enzim firetimini ve endiistriyel prosesin kontroliinii
saglamak adina kontrollii regiile edilebilir enzimlerin kullanimin1 gerektirmektedir.

Biitiin bu bilgiler 1s18inda sdylenebilir ki, enzim inhibisyonu, sadece hastaliklarla
miicadele edebilme acisindan 6nemli olmamakta ayn1 zamanda biyoteknolojik siire¢lerin
kontrol altinda tutulabilmesi agisindan da 6nem arz etmektedir.

Ister klinik odakli kaygilar, isterse endiistriyel siireclerin giivenligi agisindan olsun
spesifik enzimlerin inhibisyonu i¢in sentezlenen kiigiik organik molekiillerin
tanimlanmasina yonelik modern girisimlerin temelinde, bu molekiillerin, enzime etkili bir
sekilde baglanmasin1 saglayacak fizikokimyasal ve stereokimyasal o&zelliklerinin
incelenmesi yatmaktadir (Copeland, 2000). Ayn1 sekilde, inhibitdr ve enzim molekiiliiniin
sekil ve topolojisi, inhibitér molekiili ve enzim baglanma bolgesinin yapisal
uygunlugunun belirlenmesinde ve dolayisiyla inhibitoriin enzimin baglanma bdlgesine
baglanip baglanamayacaginin tespitinde dnemlidir. Herhangi bir enzim i¢in potansiyel bir
inhibitdriin ortaya konulmus olmasi, bu inhibitér molekiiliiniin yapisal ve fizikokimyasal
ozelliklerinde degisiklige neden olabilecek tiirevlendirmeler yapilarak sz konusu yeni
molekiiliin inhibisyon potansiyelindeki degisimlerin incelenebilmesinin Oniinii agmaktadir
(Copeland, 2000). Bu yiizden organik kimyacilar tarafindan her yil onlarca yeni molekiil

sentezlenmekte ve yapi-aktivite iliskisi (SAR, molekiiler modelleme caligsmalari)



incelenmektedir. Ya da sentez yapilmadan Once yukarida bahsedildigi gibi yapisal
bilgilerin enzimin inhibisyonu iizerine etkisinin ne sekilde olabilecegini ortaya koyan
molekiiller modelleme caligmalar1 yapilmakta ve daha sonra organik molekiil
sentezlenmektedir. Daha sonra bu organik molekiillerin inhibisyon potansiyelleri,
biyokimyasal olarak enzim  kinetigi  Ol¢limleri  (inhibitérsiiz  ve  degisik
konsantrasyonlardaki inhibitdr organik molekiilin varliginda yapilan enzim aktivite

tayinleri) yardimiyla ICsq ya da K; gibi degerlerin ortaya konulmasiyla 6l¢iilebilmektedir.

1.2. Inhibitér Olarak Kiiciik Molekiiller ve Hedef Enzimleri

Kiiciik organik molekiillerle saglanan enzim inhibisyonu ve bu konuda yapilan
arastirmalar, patojenik organizmalarin neden oldugu bulasici hastaliklara kemoterapik
miidahalenin saglanabilmesi amaciyla ve asir1 diizeylerde metabolit olusumuyla
sonuc¢lanan ve bu nedenle ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilebilen yiiksek enzim etkinliginin
Onlenebilmesi amaciyla klinik ve farmasotik anlamda 6nem arz etmektedir (Copeland,
2000; Copeland, 2005). Bu yoniiyle, tip, yirmi birinci ylizyilda biiylik oranda,
biyoaktivitesinin patojenik oldugu ya da en azindan bir hastalikla iliskili olan spesifik
makromolekiiler hedeflere yonelik ilag molekiilleriyle ilgilenen bir molekiiler bilim
olmustur.

Biyolojik makromolekiiller arasinda enzimler, ilag molekiillerinin hedefi olarak lider
pozisyonda bulunmaktadir. Bu durum enzimlerin, bazi hastalik siireglerinde etkinliklerinin
gozlenmesinden kaynaklandigr gibi enzim katalizinin yapisal dinamikleri nedeniyle
enzimlerin  kiicik molekiil kiitleli ilag molekiilleriyle inhibe olabilmesinden
kaynaklanmaktadir. Buna ilave olarak, ila¢ olabilecek kii¢iik organik molekiillerin
hedefleri, yapisal olarak molekiille komplementer olan spesifik baglanma cepleri/bdlgeleri
icermek zorundadir. Hatta ilag molekiiliiniin baglanacagi bu bodlge hedef molekiiliin
biyolojik aktivitesi agisindan kritik 6énemi olan bir bolge olmalidir ve ilagla s6z konusu
bolgenin etkilesimine bagli olarak hedef molekiiliin biyolojik aktivitesi azalmalidir. Bu
nedenle de ila¢ molekiillerinin etkilesecegi hedef molekiillerin baginda enzimler
gelmektedir ki enzimlerin li¢ boyutlu yapilarinda sahip olduklar1 aktif bdlgeleri ya da
regiilator allosterik baglanma bdélgeleri (enzimin hacmine gore kiiclik hacimlidir ve
biyolojik fonksiyon i¢in kritik olan ve hidrojen bag1 ya da diger elektrostatik etkilesimleri

yapabilecek spesifik olarak yonlenmis atom ya da gruplar iceren oldukca hidrofobik



baglanma cebi igerirler) bu is i¢in en uygun baglanma bdlgeleridir. Bu nedenle,
giiniimiizde klinik olarak kullanilan ilaglarin yaklasik yarisinin enzim inhibitorii olmast hig
sagirtict degildir. Bu da yakin gelecek i¢in farmasdtik arastirmalarin ana odak noktasinin
spesifik enzim inhibisyonu olarak kalmasmin hayati bir zorunluluk olacagini
gostermektedir (Copeland, 2005).

llag olarak en iyi etkinlik gdsteren bilesiklerin genel olarak belli fizikokimyasal
kriterlere uydugu iyi bilinmektedir. Ayrica, bir¢cok klinik durumda uygun dozda ilacin oral
yolla uygulanmasi istenmektedir. Bu kriter de protein, gen veya terapotik temelli bazi
dogal iirlinler yerine kiigiik molekiil ilaglarin daha uygun olmasina neden olmaktadir. Buna
ilaveten, in vivo olarak etkili olabilmesi igin ilag olacak molekiillerin, absorblanmasi ve
dagitilmasi, molekiiler hedeflerine ulagabilmek iizere ¢ogunlukla hiicre membranindan
gecebilmesi ve sistemik dongiide uygun bir zaman diliminde bozunmadan kalmasi
gerekmektedir. Bu gereksinimlere de en iyi uygunluk gosteren molekiiller ¢cogunlukla
kiiciik (500 daltondan kiigiik molekiil kiitleli) organik molekiillerdir ki yapilart genel olarak
hidrofobik olmakla birlikte sinirli sayida ve spesifik olarak yonlenmis heteroatom ve
hidrojen bagi sunucusu i¢ermektedirler (Ajay vd., 1998; Lipinski vd., 2001; Veber vd.,
2002; Copeland, 2005). Bu nedenle yeni ilag molekiillerinin belirlenebilmesi yukarida
bahsi gegen kriterleri yapisinda bulunduran yeni kiiclik molekiil kiitleli organik bilesigin
sentezini ve bunlarin ila¢ olarak etkinliklerinin incelenmesini zorunlu kilmaktadir. Bugiin
birgok ila¢ sirketi Ar-Ge laboratuvarlarinda ve akademik diizeyde arastirma yapan
laboratuvarlarda genis bir bilesik kiitiiphanesi olusturulmakta ve bu bilesiklerin enzim-
inhibitor etkilesimleri in vitro olarak incelenmektedir.

Yapilan caligmalar neticesinde gorilmiistiir ki ilaglarin ¢ogu hedef enzimle
doniisiimlii olarak etkilesmektedir. Inhibitdr, serbest enzime baglanabilecegi gibi enzim-
substrat kompleksine veya her ikisine de baglanabilir, ila¢ etkilesiminin kantitatif
bliylikliglinii ortaya koymanin en iy1 yolu denge ayrisma sabitinin (Kj) ve baglanmaya ait
Gibbs serbest enerjisinin bilinmesidir (Copeland, 2005). Tablo 1’de klinik kullanimda olan
bazi ticari enzim inhibitorleri ve bunlarin hedef enzimleri sunulmaktadir (Hadvary vd.,

1988; Miyazawa vd., 2003; Copeland, 2005; Shah ve Soomro, 2012).



Tablo 1. Klinik kullanimda olan bazi inhibitorler ve hedef enzimleri

Bilesik Hedef Enzim Klinik Kullanimi
Asetazolamid Karbonik anhidraz Glokom
Amprenavir, indinavir, ritonavir HIV proteaz AIDS
Allopurinol Ksantin oksidaz Gut
Argatroban Trombin Kalp hastaliklari
Aspirin Siklooksijenaz Ates, agri
Amoxicillin Penisilin baglayan proteinler Bakteriyal enfeksiyonlar

Kaptopril, enalapril

Antiyotensin doniistiirii enzim

Hipertansiyon

Karbidopa Dopa dekarboksilaz Parkinson
Digoksin Sodyum-potasyum ATPaz Kalp hastaliklar
Cl-1040, PD0325901 MAP kinaz Kanser

Lovastatin ve diger statinler

HMG-CoA rediiktaz

Kolesterol diigiiriicii

Norfloksasin DNA giraz Idrar yolu enfeksiyonlar
Omeprazol H*, K" ATPaz Peptik iilser

Orlistat Pankreatik, gastrik lipaz Obezite

Lithostat Ureaz Uriner sistem rahatsizliklari
Arbutin Tirosinaz Hiperpigmentasyon

1.3. Endiistride Enzim Kullanimi

Bugiin bilindigi lizere endiistride enzim kullanimi Alman kimyaci Otto R6hm’iin
1913 yilinda pankreatik tripsinin ¢amasirlardaki protein kaynakli kirleri temizlemedeki
etkinligini kesfetmesiyle baslamistir. Giinlimiizde ise mikrobiyal proteazlar artik temizlik
endiistrisinin lokomotifi haline gelmistir. Hemen hemen her deterjan paketinde proteazlar
bulunmakta ve kan, silit ve yumurta orijinli lekelerin giysilerden etkili bir sekilde
uzaklastirilmasini katalizlemektedir (Copeland, 2000).

Diger endiistri alanlarinda da enzimatik prosesler neredeyse tamamen konvansiyonel
kimyasal proseslerin yerini almislardir. Mesela gida endiistrisinde, mandira iirtinlerinde ve
firmcilikta  {riinlerin ~ 6zelliklerini iyilestirmede kullanilmaktadir. Kuru temizleme
sektoriinde ve hatta taglanmis kot {iretiminde de yine enzimler kullanilmaktadir. Ayrica,
sentetik organik kimyada bir¢ok reaksiyonun katalizinde, misir nisastasindan biyo-etanol
iiretiminde, molekiiler biyolojide, protein miihendisliginde ve daha bir¢ok alanda giderek

artan bir sekilde enzim uygulamalariyla karsilagilmaktadir (Copeland, 2000; Aehle, 2007).



Tablo 2’de endiistrinin degisik alanlarinda uygulama sahasi bulan bazi enzimler

bulunmaktadir (Ahmed ve Vulphson, 1994; Sanchez-Amat ve Solano, 1997; Mayer, 2006;

Aehle, 2007).

Tablo 2. Endiistrideki uygulamalarda sik¢a kullanilan bazi enzimler

Katalaz

Mayalama, mandira, tekstil

Enzim Uygulama Alam Fonksiyonu
. Firmcilik, mayalama, mandira, |Gluten dayanikliligini artirmak, raf Omriini
Glukoz oksidaz - LS
tekstil uzatmak, enzimatik agartma
Raf Omriinii uzatmak, hidrojen  peroksid

uzaklastirmak, atik su muamelesi

yemi

Transglutaminaz | Mandira Yogurt lezzet artiric
. le.lmhk’ mand}ra, kuf " | Ekmek ozelligi gelistirmek, peynircilik, yagh
Lipaz temizleme, deterjan,  kagit|,. . . .
. kirlerin uzaklastirilmasi, kimyasal sentezi
hamuru, organik sentez
Firincilik, meyve suyu, | Hamurun taze kalmasi, elma suyu iiretimi, nisasta
o-Amilaz mayalanma, kuru temizleme, | kokenli kirlerin temizlenmesi, sindirim
deterjan, hayvan yemi kolaylastirict
Pektin Meyve suyu Elma suyu tiretimi
B-Amilaz Mayalanma Ezme
Glukoamilaz Meyve suyu, mayalanma Elma suyu liretimi ve ezme
Selulaz Kuru temizleme, tekstil, hayvan | Toprak orijinli kirlerin temizlenmesi, renk parlatici,

pamuk cilalama, yem katkisi

Ksiloz izomeraz

Tahul Islak 6giitme

Fruktoz tiretimi

Polifenol oksidaz

Organik sentez, gida igleme

Kimyasal sentez, gidalarda esmerlesme

Proteaz

Tekstil, deterjan

Ipek isleme, protein orijinli kirlerin uzaklastiriimasi

Ancak bunlarin biyoteknolojik amacli kullanimi bu siireclerde enzim etkinliginin

kontroliinii de zorunlu kilmaktadir. Bu yoniiyle endiistride enzim uygulamalarinin bir

kisminda kontrol edilebilir siireclerin temini agisindan enzim inhibisyonu Onem

tagimaktadir.

1.4. Triazollerin Yapis1 ve Biyolojik Aktiviteleri

Besli halkada ii¢ azot atomu igeren bilesiklere Triazoller ad1 verilir. 1,2,3-triazol ve

1,2,4-triazol olmak {izere birbiri ile izomer olan iki triazol halkas1 (Sekil 1) vardir (Maddila

vd., 2013).
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1,2,4-Triazol 1,2,3-Triazol

Sekil 1. Birbiri ile izomer olan iki triazol halkasi

1,2,4-Triazol halkas1 igeren pek ¢ok heterosiklik bilesigin antikonviilsan, antifungal,
antimikrobiyal, analjezik, antiviral, antiinflamatuvar, antioksidan, antitiimdr, anti HIV ve
antihipertensif gibi dnemli farmakolojik 6zelliklere sahip olduklari bilinmektedir (Maddila
vd., 2013). Ayrica, 1,2,4-triazol halkasi iceren bazi bilesikler (Sekil 2) piyasada ilag olarak
kullanilmaktadir (Wakale vd., 2013).

N
N N NC CHs
Vorozole Letrozole Anastrazole

(kanser) (kanser) (kanser)

T ™ N
N =N J

. L S
OH g/ el R F

Triadimenol Definoconazole Fluconazole
(antifungal) (antifungal) (antifungal)

N
“ FN 45
g“:J :JVD—@N/_\—@N N
NS N
a O
Voriconazole Itraconazole
(antifungal) (antifungal)

Sekil 2. Ticari ila¢ olarak kullanilmakta olan bazi 1,2,4-triazol halkasi i¢ceren bilesikler
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1.5. Ureaz

Ureaz, iirenin hidrolitik ayrismasini saglayan biyolojik bir katalizordiir. Bu enzim
aktif bolgesinde nikel bulunduran bir metaloenzimdir (Ciurli vd., 1999). Ureaz, tibbi,
ekolojik ve ekonomik Onemi yaninda, literatiirde 1926’da Sumner tarafindan kristalize
edilen ilk enzim olma 6zelliginide tasimaktadir. Sumner’in bu kesfinden sonra Canavalia
ensiformis (C. ensiformis) {iireazi ayrintili bir sekilde arastirilmistir. Bu arastirma
sonucunda C. ensiformis iireazimin aktivitesi nikel iyonlarma (Ni**) bagl oldugu
bulunmustur. Ayrica, ilk kez Jabri ve arkadaslart 1995°te Klebsiella aerogenes
(K. aerogenes) iireazinin kristal yapisindaki atomlarinin dizilimini X-1sin  kirinim
yontemiyle rapor etmislerdir. Daha sonra, Bacillus pasteurii (B. pasteurii), Helicobacter
pylori (H. pylori), C. ensiformis iireazlarinin yapilarida ortaya konulmustur
(Barakat vd., 2015).



Uluslararas1 Biokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUB) tarafindan belirlenen
enzim kod numaras1 EC 3.5.1.5.”dur.

Bu siralamaya gore;

3 (Tip no) : Enzimin bir hidrolaz sinifi oldugunu

5 (Grup no) : Enzimin C-N baglarina etkili olan amidaz alt grubuna dahil oldugunu

1 (Alt grup no) : Enzimin bir agilamidaz oldugunu

5 (Sistematik ad) : Enzimin sistematik adinin “zire amidohidrolaz” oldugunu

gosterir.

1.5.1. Dagilim ve Fonksiyonu

Ureaz, bitki, alg, mantar ve degisik mikroorganizmalardaki iirenin amonyak ve
karbondiokside pargalanmasini katalizlemektedir (Sekil 3) (Krajewska, 2009). Bu tepkime
katalizor olmadan gerceklesen reaksiyon hizindan 10" kat daha hizh gerceklesmektedir
(Kayastha ve Das, 1999). Katalizorsiiz ortamda gergeklesen reaksiyon sonucunda olusan
tirlinler amonyak ve siyaniirik asittir. Bunun aksine katalizér varliginda meydana gelen
reaksiyonda  ise  olusan  son  driinler ~amonyak ve  Kkarbonik  asittir
(Blakeyand ve Zerner, 1984). Bu tepkime azot dongiisiinde 6nemli bir rol oynamaktadir
(Krajewska vd., 2001).

dreaz H,O

H,N-CO-NH, + H,0 H,N-COOH + NH,

H,CO, + 2NH,

Katalizlenmemig
eliminasyon
reaksiyonu

HN=C=0 + NH, -2

0, H,CO, + 2NH,

Sekil 3. Ureaz katalizli reaksiyon (Krajewska, 2009).

Ureazlar gesitli bitki, mantar ve bakterilerden izole edilebilmektedirler. Bu enzimler
bitkilerde savunma mekanizmasina katki saglamaktadirlar (Martinelli vd., 2014). Ayrica
tirenin hidrolizini saglayan bu enzimler bazi bakterilerin (H. pylori gibi) asidik ¢evrelerde
hayatta kalmasina katki saglamaktadirlar. Hayvanlarda iire, aminoasitlerin deaminasyonu

ile dnemli bir azotlu atik iiriin olarak tiretilmektedir (6rnegin, karacigerde) ve nefronlardan
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atilmaktadir. Buna ek olarak, iire farkli organlarda veya dokularda ozmoregiilasyona
yardim etmektedir (Wang vd., 2008).

Yaygin olarak kullanilan iireaz kaynaklar1 sunlardir;

1. K. aerogenes: Enterik bir bakteridir ve igerdigi tireaz (KAU) sayesinde azot
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Stefano, 2000).

2. B. pasteuril: Bu bakteriler toprakta, suda ve kanalizasyonlarda yasamaktadirlar.
Ozellikle tarim ve gevresel olaylarla yakindan iliskilidirler ve bu bakteri i¢erdigi
tireaz (BPU) sayesinde bitkiler i¢in topragi azotga zenginlestirirler (Stefano,
2000).

3. C. ensiformis: Bir tiir baklagil olan C. ensiformis bulundugu yetiskin bitkilerde
topraktan azot emiliminin yeterli olmadigi durumlarda azot deposu olarak
kullanilan argininin agi8a c¢ikardigi ireyi, igerdigi ireaz (JBU) sayesinde
amonyaga cevirerek azot kaynagi olarak kullanilmasina yardim etmektedir
(Stefano, 2000).

4. H. pylori: Insanlarda midenin asidik yapisini etkileyerek iilser, gastrit vb.
hastaliklara sebep olan bir bakteridir (Stefano, 2000).

Ureaz, Leguminosae, Cucurbitaceae, Asteraceae, ve Pinaceae iiyelerinin birgogunun
tohumlarinda bulunmaktadirlar. Ayrica vejetatif dokularda ya da farkl tiir bitkilerde daha
diisik miktarlarda bulunabilmektedirler (Zonia vd., 1995). Bitki iireazlar1 tohumun
kimyasal savunmasina katki sagladiklar1 bilinmektedir (Polacco ve Holland, 1993). Ureaz,
organizmalara biiylimeleri icin gerekli olan azotu amonyak formunda saglamaktadir
(Krajewska, 2009). Bitkilerde {ireazlar, yaygin bir bi¢gimde baklagil tohumlarinda

bulunmakta ve tohum gelisimi i¢in 6nemli rol oynamaktadirlar (Zonia vd., 1995).

1.5.2. Yapis1 ve Katalitik Mekanizmasi

Ureazlarin yapilari, alt birimlerinin yapisi ve sayilari, molekiil agirhiklar1 ve
aminoasit diziligleri ¢esitli kaynaklardan elde edilislerine gore farkliliklar gostermektedir
(Kot vd., 2000).

Genetik caligmalarla, yardimci ve yapisal proteinleri kodlayan genler gruplandirilip
iireazin kiime varlig: ortaya konulmustur. Bakterilerin genleri UreA, UreB ve UreC’dir
(kodlanan alt birimleri sirasiyla y, f ve «) fakat H. pylori bir gen fiizyonu olusturdugu igin

yapisinda sadece lireA ve lireB bulunmaktadir (Stefano, 2000).
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Bitkilerde tireaz (C. ensiformis gibi) yiiksek bir molekiil agirligina sahiptir. Bitki ve
mantar tiireazlar1 91 kDa agirhiginda 6zdes alt birimlerden olusan homo-oligomerik
yapidadirlar. Bakteriyel tireazlar ise iki veya ii¢ alt birimden meydana gelen multimer
yapidadirlar. Bakteri ve bitki iirecazlar1 ii¢ boyutlu yapilariyla ve korunmus bir katalitik
mekanizmaya sahip olmalariyla biiyiik benzerlik gostermektedirler. Hem bakteriyel hem de
bitki tireazlar1 kendi tireolitik aktivitelerinden bagimsiz olarak farkli biyolojik faaliyetlerde
gostermektedirler (Balasubramanian ve Ponnuraj, 2010).

Bakteriyel tireazlardan en iyi bilinenler, K. aerogenes iircaz1 (KAU), B. pasteurii
tireaz1 (BPU) ve H. pylori tireaz1 (HPU) dir (Sekil 4).

C zincir

B zincir
-
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Sekil 4. JBU, HPU, KAU ve BPU’larin alt birimleri (Balasubramanian vd., 2013).

Bu enzimler, o, f, y olarak adlandirilan ii¢ alt birimin olusturdugu heteropolimer
yapidadir ve aktif merkezleri o alt birimlerinde bulunmaktadir. KAU’nun, aktif bolgesinde
iki nikel atomu bulunmaktadir (Carter vd., 2009). Alt birimleri o (60,3 kDa, UreC),
B (11,7 kDa, UreB) ve y (11,1 kDa, UreA)’dan olusmaktadir (Finnegan vd., 1991; Wang
vd., 1993). Bu alt birimlerin bir tanesi ile yiiksek tirolitik aktiviteye sahip toprak bakterisi
olan B. pasteurii’den elde edilen iireazin, o (61,4, kDa), g (14,0, kDa) ve y (11,1, kDa) alt
biriminden bir tanesi benzerlik gostermektedir (Amtul vd., 2002). Bir diger bakteriyel



12

tircaz HPU’dur. Bu enzim 550 kDa agirliginda ve nikel igerikli bir enzim olup iki alt
birimden olusan heterodimer yapidadir (Dunn vd., 1990; Becker-Ritt vd., 2007).

JBU, alt birimleri 91 kDa molekiil agirligina sahip olup, alt1 benzer monomerik alt
birimden olusan hekzamerik yapidadir (Sekil 4) (Weber vd., 2008). Bakteriyel tirecazlar iki
ya da ii¢ polipeptid zincirinden olusmasma ragmen JBU gibi bitki iireazlari tek bir
polipeptid zincirinden olugmaktadir. Bitkisel ve bakteriyel {ireazlarin aminoasit sira dizilim

benzerlikleri Sekil 5’te verilmistir. (Balasubramanian vd., 2013).

(a)
Jau | 840 aa |
52 % 59 %
HPU | B-238 aa [ | a - 569 aa |

9 53 % 51%

KAU [y-100aa | [B-106 aa | | a-567 aa |
0 44 % 59 %

BPU [y-100aa | [B-1262a | | a - 569 aa |

(b)
JBU 97 HDPISRENGELQEALFGSLLPVPSLDKFAETKEDNR-IPGEILC 139
HPU B97 HTPIEANGKL---——c-—c-cccccecccccmcaeaax VPGELFL 113
KAU yv96 HNPII. . . ... .. .. ... . . .. ... MIPGEYHV B8
BPU v96 HNPIS. . . .o oo msme e e e e e e MSNNNYIVPGEYRV Bl4

Y- B arasindaki bosluk bolge

JBU 236 NLEAAMHAVRSKGFGHEEEKDASEGFTKEDPNCPENTFIHRKEY 279

HPU B210 SKKIALHRAKERGFHGAKSDDNYVKTIKE. . .. .. MKKISRKEY a9
KAU BlOS DE MSNISRQAY «9
BPU Blll ELILQRAKELGYKGVE e MKINRQQY «8

ﬂ-—a arasindaki bosluk bolge

Sekil 5. a) JBU’ya gore, bakteriyel lireaz sekanslarina karsilik gelen benzerlik
yiizdeleri b) JBU ve bazi bakteriyel aminoasit dizi siralarinin
karsilastirilmasi (Balasubramanian vd., 2010).

Ureazin katalizi {izerine birgok mekanizma onerilmistir (Dixon vd., 1980; Ciurli vd.,
1999). En ¢ok kabul goren 1999°da Ciurli ve arkadaglar1 tarafindan 6nerilmis olan iki Ni?*
iyonunun oynadigi farkli roller tizerine olan yaklasimdir (Ciurli vd., 1999). Bu iyonlardan
bir tanesi lireyi baglayarak aktive ederken, digeri niikleofil olan suyu baglamakta ve aktive
etmektedir. Bundan bagka, Karplus ve arkadaglar1 da 1997°de (Sekil 6) KAU i¢in detayli
bir mekanizma Onermislerdir (Karplus vd., 1997). Bu mekanizmada iire birinci nikel
atomuna (Ni-1) karbonil oksijeni ile koordine olurken, ikinci nikel atomuna (Ni-2)
hidrolitik su baglanmaktadir. Bu baglanmalarin oldugu durumda {irenin dort protonu

protein ile hidrojen bagi olusturmaktadir. Protonlarin {i¢ tanesi oksijen atomlarina,
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dordiinciisii ise hidrojen akseptorii olarak Sistein319 (Cys319) rezidiisiine hidrojen bag ile
baglanmaktadir. Ni-2’ye bagli olan hidroksitin OH iyonu tiredeki karbonil karbonuna
saldirarak tetrahedral hidrat {ire yapisi olusturmaktadir. Hidrat {irenin olusumu esnasinda
tire azotu Histidin320 (His320) kalintis1 ile etkilesmekte ve His320 tarafindan
protonlanmaktadir. Bu protonlanma da iirenin konjuge asit degeri (pKa) -2’den yaklasik
olarak 6’ya ulagmaktadir. Sonug olarak azotun protonlanmasiyla tetrahedral bir merkez
olusmakta, amonyum iyonu ortamdan uzaklagsmakta ve bagli karbamat ise enzimden

disosiye edilebilir hale gelmektedir (Karplus vd., 1997).

Orecar

Sekil 6. Ureaz katalizli reaksiyon mekanizmasi (Karplus vd., 1997).

1.5.3. Klinik ve Endiistriyel Onemi

Bazi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen tireazlar insan ve hayvan hastaliklarinin

patojenezinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Mobley ve Hausinger, 1989; Mobley vd.,
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1995). Bu bakteri tiirlerinden bazilar1 Proteus mirabilis (P. Mirabilis), Staphylococcus
saprophiticus, Yersinia enterocolitica, Ureaplasma urealiticum’dir. Bakteri iireazlar
pyelonefrite, peptik iilsere, gastrik kanserine, bobrek taslarina ve baska bir ¢ok hastaliga
sebep olmaktadirlar (Mobley vd., 1995). Ayrica bu iireazlar hepatolityaz, hepatik
ensefalopati ve idrar yolunun tikanmasina yol agmaktadirlar (Bayerdorffer ve Ottenjann,
1988; Devesa vd., 1998). En yaygin organizmalardan olan P. mirabilis insanlarda tas
olusumuna neden olmaktadir.

Pyelonefrit, akut veya kronik bdobrek iltihaplanmasi olarak tanimlanmaktadir.
Insanlarda bu hastaligin baslica sebebi P. mirabilis bakterisidir. Urenin hidrolizi ile ortaya
cikan amonyagin ortami alkalilestirmesi kismen de olsa bu hastalikla bobrek dokusunun
nekrozu i¢in iliskilendirilmistir (Stefano, 2000).

Gastrik kanseri diinyada en yaygin dordiincii kanser olup kanserle iliskili 6liimlerde
diinyada ikinci sirada yer almaktadir (Howson vd., 1986; Parkin vd., 2001; Lopez-Munoz
vd., 2005). Hastaligin olusmasi genellikle H. pylori bakterisinden kaynaklanmaktadir. Bu
bakteri normalde insan midesinin mukus kapli yiizeyinde yasamakta ve burada
iltihaplanmalara sebep olmaktadir. Fakat bu bakterinin insan midesinde olusturdugu bu
rahatsizlik genellikle belirti gostermeden gelismektedir (Marchetti vd., 1995). H. pylorinin
yapisinda bulunan iireaz enzimi, trenin hidrolizini katalizleyerek karbondioksit ve
amonyagl olusturdugunda, midenin mukus kapli yilizeyinde bulunan konagmn direng
mekanizmalarini kirar (yani bazik bir ortam olusturur) ve boylelikle midenin asidik
yapisindan kendisini korumus olur. Ancak bu bazik ortam negatif ters etkiyi ortadan
kaldirdigindan, G hiicrelerinden gastrin salinimini uyarmakta ve artan asit sekresyonu ile
gastrit olusumuna katkida bulunmakta ya da direkt ve immiinolojik yollar ile hasar
olusturmaktadir (Did, 1994).

Mikrobiyal iireazlar gevis getiren hayvanlarin azot metabolizmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadirlar. Hayvansal kaynakli dnemli miktardaki iire, kan dolasiminda difiizyonla
ya da tikiiriikle isleme girerek geri kullanimi saglanmaktadir. Burada gerceklesen
mikrobiyal iireolitik faaliyetle ortama amonyak yayilmakta ve onlarin ihtiyaglar1 igin
rumen bakteriler tarafindan kullanilmaktadir. Daha sonra mikrobiyal biyo-kiitle gevis
getiren hayvan sindirim sistemi tarafindan hayvan i¢in azot ihtiva eden bilesiklere
ayristirilmaktadir (Mobley ve Hausinger, 1989; Stefano, 2000).

Tarimda {ire ile giibreleme sirasinda topraktaki bakterilerin ytiksek iireaz aktivitesi,

biiylik miktarda amonyagin atmosfere salinmasina neden olur ki bu da 6énemli ¢evresel ve
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ekonomik problemlere yol agmaktadir (Mobley ve Hausinger, 1989; Sirko ve Brodzik,
2000). Giibredeki iirenin toprak iireazlari tarafindan amonyak ve karbondioksite hizli bir
sekilde hidroliz olmasi, pH’nin artmasina, amonyum iyonlarinin birikmesine ve {ire
azotunun amonyak gazi olarak yok olmasiyla sonuglanacagi gibi ortaya ¢ikan nitrit ve
amonyak toksisitesi de geng¢ bitkilerin, fidanlarin veya c¢imlenen tohumlarin zarar

gormesine neden olmaktadirlar (Gasser, 1964; Tomlinson, 1970; Peters vd., 1988).

1.5.4. Inhibitérleri ve inhibisyonu

Yukarida bahsi gegen durumlar, bakteriyal iireazlarin aktivitesinin azaltilmasi
yoniindeki calismalarin bir gereklilik olduguna isaret etmektedir. Bu nedenle son yillarda
iireazin inhibisyonuna ydnelik bir¢cok kiiciik molekiil kiitleli organik molekiil, bilgisayar
programlar1 yardimiyla dizayn edilmis, sentezlenmis, iireaz aktivitesi agisindan inhibitor
etkinlikleri degerlendirilmis ve hatta patentleri alinmistir (Amtul vd., 2004).

Bu maksatla, Khan ve arkadaglar1 (2010) baz1 yeni 1,2,4-triazol ve 1,3,4-tiyadiazol
bilesikleri sentezleyerek soz konusu bilesikleri lireaz inhibisyonu a¢isindan ele almislardir.
Ayrica, Amtul ve arkadaslar1 2004’de iireaz enzimi i¢in yarismali bazi yeni inhibitor
molekiillerini tasarlamis, sentezlemis ve enzimin inhibisyonu ag¢isindan (enzim kinetigi
calismalariyla) sentezledikleri molekiilleri irdelemislerdir.

Bunlara ek olarak fenilfosfofosfodiamit (PPD), asetohidroksamik asit (AHA) borik
asit ve floriirlin bakteri ve bitki lireazlar1 inhibisyonu iizerine kinetik parametreleri
hesaplanmis ve inhibisyon tiirlerinin, PPD, AHA ve borik asit i¢in kompetetif, floriir i¢in
ise unkompetetif oldugu rapor edilmistir (Krajewska ve Zaborska, 2007).

Viola betonicifolia’dan yeni bir bilesik olarak 3-metoksidalbergion elde edilmis ve
bu bilesigin {ireaz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi incelenmistir. Kinetik c¢aligmalari
yapilarak iireaz enzimi iizerinde kompetetif inhibisyon yaptigi goriilmiistiir. Ureazin sebep
oldugu hastaliklarla miicadelede kullanmak ic¢in ilag yapiminda kullanilabilecegi
distintilmistir (Muhammad vd., 2014).

Oksovanadyum (1V) kompleksleri ile aroilhidrazin ligandlart sentezlenmis ve
sirastyla aktif bolgelerinde nikel igeren C. ensiformis (soya fasiilyesi) ve B. pasteurii
tireazlar1 ile vanadyum (IV)-aroilhidrazin tiirevlerinin inhibisyon mekanizmalari
olusturulmustur. Biitiin bilesikler i¢in kinetik parametreler hesaplanmistir. C. ensiformis

lireaz1 i¢in -R gruplari 4-nitrobenzoilhidrazin, izonikotinoilhidrazin,
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2-kloriirbenzoilhidrazin, 3-kloriirbenzoilhidrazin, 4-kloriirbenzoilhidrazin ve
2-metoksibenzoilhidrazin olan vanadyum (IV)-aroilhidrazin kompleksleri kompetetif
inhibisyon gosterirken, benzoilhidrazin, 2-nitrobenzoilhidrazin, 3-nikotinoilhidrazin,
4-metoksibenzoilhidrazin komplekslerinin nonkompetitif inhibisyon gosterdikleri rapor
edilmistir. B. pasteurii iireazt igin -R gruplart sirasiyla, benzoilhidrazin,
3-kloriirbenzoilhidrazin ve 2-metoksibenzoilhidrazin olan vanadyum (IV)-aroilhidrazin
komplekslerinin kompetetif inhibisyon, fakat 4-metoksibenzoilhidrazin nonkompetetif
inhibisyon ve 2-nitrobenzoilhidrazin, 3-nikotinoilhidrazin, 4-izonikotinoilhidrazin,
2-kloriirbenzoilhidrazin, 4-kloriirbenzoilhidrazin kompleks bilesiklerinin ise unkompetetif
inhibisyona neden oldugu belirlenmistir (Lodhi vd., 2015).

Bir baska calismada ise, 1,2,4-triazolkarboksilik asit tiirevi olan ve Cu, Zn ve Fe
iceren yeni bilesikler sentezlenmis ve tek kristal X-151m1 diferansiyel analizine gore
karakterize edilmistir. Daha sonra in vitro ortamda bu molekiillerin soya fasiilyesi ilircazina
karst inhibitor aktiviteleri test edilmistir. Sentezlenen bilesiklerden iki tanesinin Cu®*
kompleksleri, iireaz inhibitorii olarak literatiire ge¢mis olan asetohidroksamik asitten daha
iyl inhibitor aktivitesi gostermisken Zn®* ve Fe®* komplekslerinde inhibitér davranisi
gozlenmemistir. Enzim inhibisyon mekanizmasi i¢in kinetik ¢aligmalar yiiriitiilmiis olup
bakir iceren komplekslerin karisik-kompetetif inhibitér mekanizmasi gosterdigi
bulunmustur (Xu vd., 2015).

Ureaz inhibitorleri iki alt sinifa ayrilmaktadir.

e Inhibitor olarak davranan substratlar: Hidroksiiire ve hidroksamik asit tiirevleri

e Inhibitdrler: Fosforodiamidazlar ve proton pompast inhibitorleri olan

Lansaprazol, Omeprazol, Rapebrazol gibi imidazoller

Bu alt smiflar disinda da ditiretik 6zellik gosteren bazi ilaclar bulunmaktadir. Bu
ilaglara ornek olarak fenofibrat verilebilmektedir. Ureaz aktivitesini etkiledigi bilinen diger
inhibitorler arasinda agir metal iyonlar1 da sayilmaktadir (Ding, 2009).

Bizmut bilesikleri, uzun zamandan beri tiim diinyada dispepsi, diyare ve peptik lilser
hastaliklarinda tedavi edici etken olarak kullanilmaktadir. Cesitli ¢alismalarda
H. pylorinin olusturdugu bakteriyel etkilere karsi bircok bizmut bilesiklerinin etkili
oldugu gosterilmektedir (Zhang vd., 2006).



17

1.5.5. Ureazin Uygulama Alanlar

1.5.5.1. Ure Konsantrasyonunun Analizi

Urenin medikal, biyolojik, biyoendiistriyel ve ¢evresel sivilardaki analizleri son
derece onemlidir. Ureaz, iirenin hidrolizini katalizleyerek reaksiyon sonucu amonyak ve
karbondioksit agiga c¢ikmasmi saglamaktadir. Olusan bu driinler pH degisimlerine,
reaksiyon ¢Ozeltisindeki iyonik bilesimin ve sicakligin degismesine sebep olmaktadir. Bu
tiir enzimatik reaksiyonlardan kaynaklanan degisimleri tayin etmek igin bir¢ok iire tayin
yontemi gelistirilmistir.

Cozlnebilir durumdaki enzimin her zaman stabil olmamasi ve fazla miktarda
kullanilmast modern enzimatik analiz yOntemlerinin immobilize iireaz {izerinden
yapilmasina sebep olmustur. Immobilize iireazin kullanilmasiyla gergeklesen analitik tayin
yontemleri potansiyometrik (NH;* veya CO, gaz segici elektrodlar, NH4" iyonuna duyarli
elektrotlar, pH elektrotlar1 saha etkili transistorler), amperometrik, kondiiktiimetrik, optik,
kalorimetrik, akustik, spektrofotometrik, ve iyon degisim likid kromatografisi seklinde
siralanmaktadir.

Ure biyosensorleri, kan serumunda, idrarda, suda, atik sularda, besinlerde ve alkollii
iceceklerde iire konsantrasyonunu tayin etmede kullanilmaktadir (Rajesh vd., 2005).
Ayrica, lUreazin biyokatalizor olarak iire biyosensorlerinde kullaniminin gelistirilmesi
biyokimya ve klinik analizcilerin ilgisini gekmeye devam etmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
genel bir prensip olarak immobilize iireaz ile membran yiizeyi kaplanarak olusturulan
biyosensorlerde iirenin amonyum ve bikarbonata doniistiiriilerek {irtin - miktar

gozlenilmektedir (Singhal vd., 2002).

1.5.5.2. Kreatinin Analizi

Kreatinin kan testi bobrek fonksiyonlarmin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.
Kan iire azotu (BUN) testi ve kreatinin testi genelde beraber yapilmaktadir. Kreatinin testi,
kandaki mevcut kreatinin seviyesini saptamaktadir. Bu test ayn1 zamanda bobreklerin
dogru calisip calismadigimi da belirlemekte ve yiiksek kreatinin seviyesi bobrek
fonksiyonlarinin zayifladigin1 gosterebilmektedir. Kreatininaz, kreatinaz ve {ireazi igeren

ticlii enzim sistemi, lireaz ve L-aspariginaz gibi enzimler, kreatin, iire ve L-asparagin’in
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belirlenmesinde kullanilmaktadir. Uygun enzim immobilizasyon sisteminin dikkatli
secilimi kullanilan cihazin cevap verme siiresini saniyelere indirgemesine yol agar. Bu hizli
cevap slresi, akis sisteminde tirenin siirekli 6l¢limiinii saglayan iireaz modifiyeli cihazin
birlesmesiyle bir akis hiicresinin yapimina olanak saglamaktadir.

Kreatinin kondiiktiimetrik tayini asagidaki reaksiyona gore gerceklestirilmektedir
(Sekil 7):

. Kreatininaz L .
Kreatinin + H,0 Kreatininaz . Kreatin” + H

Kreatinin + H,O —® Sarkosin® + iire + H*

Sekil 7. Kreatinin Kreatinaz enzimi ile hidrolizi

Bu amagla kullanilan kondiiktiimetrik biosensorlerler, derisimi 1-50 mM arasinda

degisen kreatini tayin etmede kullanilmaktadir (Cullen vd., 1990).

1.5.5.3. L-arginin Analizi

L-arginin biiylime ve azot dongiisiiniin siirekliligi i¢in gerekli olan temel amino
asitlerden biridir. L-arginin tipta, endokrin hastaliklarin tedavisinde ve bazi1 klinik
terapilerde ilag olarak kullanilmaktadir. Arginaz L-argininin ornitin ve tireye hidrolizini
katalizlemektedir. L-arginin bunun sonucunda Onemli bir iire kaynagi haline
dontigmektedir.  Olusan iire {reaz varliginda karbondioksit ve amonyaga
donistiiriilmektedir. Bu analizde amonyaga doniisen iire, indofenol mavisi olusumu
nedeniyle 629 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iilmektedir. Bu nedenle, L-arginin tayini

hem biyolojik prosesler hem de besin endiistrisi agisindan énemlidir (Alonso vd., 1995).

1.5.5.4. immiinoglobiilin G (IgG) Ol¢iimleri

Bu tayinlerde parlak sar1 ince seliiloz asetat diyaliz membrani kullanan optik bir fiber
sensor, pH sensorii gibi gelistirilmistir. Bu sistem hizli absorbans 6l¢iimleri igin

tasarlanmis olup ticari amacla gelistirilmistir. Burada kullanilan seliiloz asetat membrani
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uygun bagka bir membranla kaplanip 6zel metabolit tayinleri i¢in de kullanilabilmektedir.
Ureazin bu membranlara immobilize edilip 0,1-10 mM konsantrasyon araligindaki iire
tayinleri i¢in kullanimi s6z konusudur. Eger iireaz kovalent bag yerine immiinokimyasal
reaksiyon ile membran yilizeyine immobilize edilirse, bu biyosensor immiinosensor seklini
almakta ve IgG tayinleri i¢in kullanilmaktadir. Tayin edilebilen en diisiik IgG miktar
0,1 mg/mL’dir. Bu sistem hiicre akisin1 ve absorbans dl¢limiinii hizli analiz etmek igin
ticari olarak temin edilebilen aletlerin kullanilmasini kolaylastirmaktadir (Sansubrino ve
Mascini, 1994).

1.5.5.5. Agir Metal Iyonlar1 ve Diger Kirleticilerin Analizi

Ureazin kullanim alanlarindan biri de agir metal iyonlarinin tayinidir. Bu metodun
prensibi, iireaz aktivitesi lizerine agir metal iyonlarmin giiglii bir inhibitor etkisine sahip
olmalaridir. Ornegin; enzim aktivitesi inhibisyonuna bagl olarak Hg (ll) izlerinin
belirlenmesi i¢in otomatiklestirilmis bir yontem Onerilmektedir. Bu yonteme gore
gozenekli cam iizerine immobilize edilen {ireaz enzimi icin akis enjeksiyon (FI)
konfigiirasyon yaklasimi kullanilmaktadir (Bryce vd., 1994). Ayrica, igme ve yer alti
sularinda, atik sularda ve toprak ekstraktlarindaki agir metal iyonlarin tayinlerinde bu
yontem kullanilmaktadir (Winquist vd., 1988; Bryce vd., 1994; Premninger, 1999;
Wittekindt vd., 1996).

1.5.5.6. Bobrek Rahatsizliklarinda Urenin Ureaz ile Uzaklastirilmasi

Ure, viicut tarafindan sentez edilen 6énemli bir azotlu bilesik olup 6zellikle bobrek
rahatsizliklarinda viicuttan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amaca hizmet eden en etkili
faktor tireazdir. Bununla ilgili ilk caligmalar 1964’de Chang ve arkadaslari tarafindan
baglatilmig ve iireaz igeren yapay hiicrelerin in vivo ortamda etkili bir bigimde viicut
stvilarindaki {ireyi amonyuma doniistiirdiigii gézlemlemisglerdir (Chang, 1964). Amonyum
iyonlarmin kandaki degeri 10* M ve iizerinde olmasi durumunda insan sagligl i¢in
sakincali bir durum olusturmaktadir. Bu nedenle diyalizat rejenerasyon sistemlerinde
iireazin kullanilmasi etkili bir amonyum uzaklastiric1 prosestir. Ureazin iireyi amonyuma

dontistiiren mikroenkapsiilasyon reaktifi olarak kullanilmasi ile olusan bu iirin yapay
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hiicrelerde uygulanmis ve gosterilmistir. (Chang, 1964; Chang, 1966). Portatif yapay
bobrekte tireaz lireyi amonyuma doniistiiriir ve zirkonyum fosfat - zirkonyum oksid iyon
degisim sistemi ile diyalizattaki amonyumu uzaklastirir. Bu sistem 1973°ten beri ticari
olarak uygulanmaktadir (Gordon, vd., 1969; Prakash, 1995; Patzer, 1995).

Bir bagka yaklasim da iire ve amonyumu esansiyel aminoasitlere doniistiiren
multienzim enkapsiilasyonu tizerine olanidir. Glutamat dehidrojenaz ve glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz iceren yapay hiicrede, {iire, tireaz aktivitesi sonucu amonyaga Ve
a-ketoglutarat ise NADPH varliginda L-glutamik aside doniisiir. Sistemde glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz enzimi, NADPH koenziminin rejenerasyonu amaciyla kullanilmaktadir
(Cousineau ve Chang, 1977).

Bir diger model ¢alismada yapay hiicre, iireaz glutamat dehidrojenaz ve glukoz
dehidrojenaz igermektedir (Chang ve Malouf, 1979). Bu sistemde NADPH koenziminin
rejenerasyonu glukoz dehidrojenaz Kkatalizi ile glukozun, glukonata doniisiimii ile saglanir.
Ayrica L-alanine donilisiimiin saglandigr model ¢alismalar da gelistirilmistir (Chang, 1979).
Gerek tirenin L-glutamata gerekse L-alanine doniisiim sistemlerinde olusan amino asitler
esansiyel degillerdir. Ureaz iceren enzim sistemlerinin kullamlabilirligini cazip kilmak
amaciyla esansiyel aminoasitlere doniisiimiin  saglandigi model ¢alismalar da
yapilmaktadir.

Ureaz, 16sin dehidrojenaz, glukoz dehidrojenaz ve dekstran-NAD® iceren model
caligmada ire, esansiyel olan L-16sin, L-valin ya da L-izol6sine donistiriilmektedir
(Chang, 1979; Gu ve Chang, 1989). Sistemdeki D-glukoz, dekstran-NADH rejenerasyon
reaksiyonunda kosubstrat olarak etki etmektedir. Ayrica alkol dehidrojenazin kullanildig
calisma literatiirde de yer almaktadir (Gu ve Chang, 1988). Bu ¢oklu enzim sistemlerini
kullanan modeller son derece pahali olmalar1 nedeniyle kullanim alanlarini kisitlamaktadir.
Ayrica bu giine kadar kana dogrudan verilebilen, iireaz igeren enzim sistemlerine

literatiirde rastlanmamaktadir.

1.5.5.7. Alkollii Iceceklerde Urenin Asit Ureaz ile Uzaklastirilmasi

Saraplarda bulunan iire, depolanma esnasinda karsinojenik etkisi iyi bilinen etil
karbamatin 6ncii maddesidir (Gu ve Chang, 1990). Sarap gibi alkollii igeceklerin pH’s1
3,2-4,0 araliginda oldugundan {irenin uzaklastirilmas:t gibi islemlerde asit {ireazi

kullanilmaktadir (Matsumoto, 1993). Asit iireaz1 ilk defa sican gastrointestinal sisteminde
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bulunan Lactobacillus bakterisinde kesfedilmis, daha sonralar1 ise Streptococcus,
Escherichia, Morganella ve Bifidobacterium gibi farkli cins mikroorganizmalarda da
bulunmustur (Ough ve Trioli, 1988; Kakimoto vd., 1990).

Urenin alkollii iceceklerden asit iireaz ile uzaklastirilmasi Amerika Birlesik
Devletleri’nde ve Japonya’da endiistrilesmis olup, sarap ve piringten elde edilen Japon
rakilarinda (saka) yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak islemin baz1 sakincalar
bulunmaktadir. Enzim kullanildiginda biiyiik miktarlara ihtiya¢ duyuldugundan ekonomik
olmamakta, uygulama islemi genellikle uzun siirmekte (7-30 giin), siirekli bir uygulamaya

izin verilmemektedir.

1.6. Ureaz Aktivitesi Tayin Yontemleri

1.6.1. Nessler Yontemi

Nessler reaktifi ¢ozelti igindeki diisik miktardaki amonyak tayininde
kullanilmaktadir. Bu reaktif ilk kez 1856’da Julis Nessler tarafindan Onerilmis fakat
giiniimiizde baz1 degismelere ugramistir (Nichols ve Willits, 1934). Cozeltilerde olusan
sar1 renk, amonyak varligimi gosterirken yiiksek amonyak doniisiimlerinde ise kahverengi
cokelek olugsmaktadir. Reaktif, sulu potasyum iyodiir ve potasyum hidroksit i¢inde civa (1)
iyodiiriin yaklasik %1,4’liikk ¢ozeltisinden olusmaktadir (K,Hgls). Ureazin iire ile
enzimatik reaksiyonu sonucunda olusan NHjz Nessler belirteci ile agik sar1 koyu turuncu

arasinda renk olusturmakta, olusan bu renk de spektrofotometrik olarak tayin edilmektedir.

1.6.2. Cift Enzim Yontemi

Hastalik teshisi i¢in yapilan tetkiklerde en ¢ok kullanilan spektrofotometrik yontem
c¢ift enzim yontemidir. Bir enzimatik tayinde substrat veya iriin 6l¢iilebilir bir 6zellige
sahip degilse, ikinci bir enzim kullanilarak Ol¢iilebilir bir biiyiikliik elde edilmeye
calisilmaktadir. Ornegin; birinci enzim olan iireazn {iriinii amonyak ve karbondioksit olup
spektrofotometrik olarak dlglilememektedir. Bunu takip eden ikinci enzimatik reaksiyonda
glutamat dehidrogenaz enzimi NADH’1 koenzim olarak kullanilmaktadir. Reaksiyon 340
nm’de takip edilerek tayin yapilmaktadir.
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1.6.3. Weatherburn Yontemi

Weatherburn tarafindan gelistirilmis olan ve halen en yaygin olarak kullanilan
amonyak tayin metodlarindan birisidir (Weathernburn, 1967). Ureaz aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla, lireazin ireden belli kosullarda birim zamanda olusturdugu
amonyak miktar1 dikkate alinmustir. Ureazin, iire ile enzimatik reaksiyonu sonucu olusan
NH3 sodyum hipokloritli ortamda ve sodyum nitroprosit esliginde fenol ile tepkimeye
girerek mavi renkli bir ¢ozelti olusturmaktadir. Olusan renk spektrofotometrik olarak

625 nm’de ol¢lilmektedir.

3NH; + 6HOC] — NH;Cl
OH

o
NH,Cl + 0’ [Fel€M),NOT Q’ + HCI + H0

NCI

oH oft- R
» -HC1
0" Oty oA

Sekil 8. Indofenol olusum mekanizmasi

1.7. Enzim Inhibisyon Cahsmalarinda Yaklasim ve Stratejiler

Enzimolojinin bugiin geldigi noktada dahi enzim aktivitesinin detayli mekanizmasi
ve aktivite-yap iliskisiyle ilgili temel sorular hala bulunmaktadir. Modern zamanda bu
sorulara ¢oziim getirecek olan en 6nemli iki geregten birisi protein yapisinin biyofiziksel
problarinin kullanimi1 ve siirekli gelisimi, digeri ise enzimolojide molekiiler biyoloji
metodlarmin uygulanmasidir. X-1s1m1 kristalografisi, enzim ve enzim-ligand kompleksinin
yap1 aydinlatmasinda rutin olarak kullanilmaya devam edilmektedir. Buna ilave olarak,
yeni NMR metodlar1 ve megnetizasyon transfer metodlar1 sirasiyla, ¢ozeltideki kiigiik
enzim molekiillerinin ti¢ boyutlu yapilarmin ve enzime bagh ligandlarin yapisinin

degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir (Copeland, 2000).
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Sinkrotron radyasyon kaynaklariyla Laue difraksiyonunun uygulamasi enzim katalizi
boyunca reaksiyon ara {lirlinlerinin yapist ve kataliz sirasinda 6zel basamaklarin resmi
hakkinda bu alanla ilgilenen bilim adamlarina firsatlar sunmaktadir ki bu da enzim aktif
bolgesindeki katalitik ve baglanma gruplar1 hakkinda aragtirmacilara bilgiler vermektedir.
Uv-vis, ve floresans optik spektroskopisi teknikleri ile infrared ve raman vibrasyonal
spektroskopisi teknikleri gibi diger biyofiziksel yontemlerde c¢ozeltide enzim yapisi ve
reaktivitesi gibi sorulara cevap bulmak i¢in uygulanan teknikler arasindadir (Copeland,
2000).

Glinlimiizde inhibisyona neden oldugu bilinen inhibitorlerin bir kismi enzim
yapisinin  belirlenmesinde  bagvurulan  biyofiziksel yontemlerle birlikte  klasik
farmakolojinin enzim yapisi temelli ilag tasariminda akilci yaklasimlarin kombine
kullanilmast sonucu dogmustur. Bu yaklasim, enzimin aktif bolgesinin topolojisini
belirlemek i¢in X-151m1 kristalografisi ya da NMR spektroskopisi tekniklerinden elde edilen
yapisal bilgileri kullanmaktadir. Daha sonra bu bilgiler kullanilarak aktif bolge cebine
uygun olabilecek molekiilleri tasarlamak {izere model yapilar olusturulmaktadir.
Tasarlanan molekiiller sentezlenerek inhibitor olarak test edilmektedir. Bu ¢alismalarin
defalarca tekrarlanmasiyla olusturulan siirecler hedef enzimlerin potansiyel inhibitdrlerini
kesfetmeye Onciiliik etmektedir. Gilinlimiizde hastaliklarla iligkili birgok enzim kesfedilmis
ve karakterize edilmistir. Bunlarin aktivitelerini 6nlemek icin de yeni inhibitor
molekiillerinin tasarlanmasina ihtiyag duyulmaktadir ki insanlifin heniiz karsilanmamis
klinik ihtiyaglarini gidermek igin de ¢alismalar devam etmektedir (Copeland, 2000).

Ister klinik odakli kaygilar, isterse endiistriyel siireclerin giivenligi agisindan olsun
spesifik enzimlerin inhibitorlerini tanimlamak iizere yapilan modern girisimler ¢ogunlukla,
inhibitdr molekiillerinin enzime iyi baglanmasina olanak saglayacak stereokimyasal ve
fizikokimyasal 6zelliklerinin izah edilmesine odaklanmistir (Suckling, 1991). K;j ya da 1Cxs
gibi inhibitor potansiyeli ifadeleri, inhibitoriin ¢o6ziinmiis sulu halden enzimin baglanma
bolgesindeki bagl haline gecisine eslik eden serbest enerjideki degisimi yansitmaktadir.

Substrat ve enzim molekiiliiniin sekil ve topolojisi, inhibitér molekiilii ve enzim
baglanma bolgesinin yapisal uygunlugunun belirlenmesinde ve dolayisyla substratin
enzimin baglanma bolgesine baglanip baglanamayacaginin tespitinde onemlidir. Substrat
baglanmasinin, seklinin ve topolojisinden saglanan bilgiler yardimiyla empirik olarak nasil
bir inhibitdriin enzimin baglanma cebine baglanacagi tahmin edilebilmektedir. Boylece,

herhangi bir enzim i¢in potansiyel bir inhibitoriin ortaya konulmus olmasi, bu inhibitor
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molekiiliiniin yapisal ve fizikokimyasal ozelliklerinde degisiklige neden olabilecek
tirevlendirmeler yapilarak s6z konusu yeni molekiiliin inhibisyon potansiyelindeki
degisimlerin incelenebilmesinin oniinii agmaktadir.

Yapisal degismelerle inhibisyon etkinligindeki degisikliklerin degerlendirilmesi
yapi-aktivite iligkisi (SAR) calismalar1 olarak bilinmektedir. Giiniimiizde SAR ¢alismalar1
iki ana stratejik kategoriye ayrilmaktadir. Bunlardan birincisi hedef enzim hakkinda
yapisal bilginin bulunmadigi SAR caligmalar1 ve digeri ise X-151n1 kristalografisi ya da ¢ok
yonlii NMR caligmalarindan elde edilen enzim hakkindaki yapisal bilgilerin kullanildig:
SAR ¢alismalaridir. ikinci strateji, yap1 temelli inhibitdr dizaym olarak bilinmektedir
(Copeland, 2000).

1.8. Calismanin Amaci ve Onemi

Bu calisma kapsaminda KTU Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik Kimya
Anabilim Dali arastirmacilari tarafindan yeni sentezlenmis olan bazi organik molekiillerin
(triazol tirevi bilesikler) klinik ve endiistriyel 6neme sahip tiireaz igin inhibisyon
potansiyellerinin incelenmesi amaglanmustir.

Enzimin ve organik molekiillerin {i¢ boyutlu yapilarim1 ortaya koyan yontemlerle
birlikte bu organik molekiillerin baglanma bdlgelerine uygunlugunu tespit etmede
kullanilan modelleme yontemlerinin kombine kullanilmasi yeni ila¢ molekiillerinin
tasarlanmas1 veya sentezlenmis molekiillerinin ilag potansiyellerinin ortaya konulmasi
acisindan son derece Onemlidir. Bu teorik asamalarla birlikte s6z konusu organik
molekiillerin hedef enzimlerin inhibisyonu {izerine etkisinin biyokimyasal acidan
incelenmesi bu tiir ¢alismalart arzu edilen sonuca ulastirmaktadir. Boylelikle bazi yeni
organik molekiiller heniiz ele alinmadig1 boyutuyla incelenerek alternatif ilag molekiilleri
olarak farmasdtik kimya ve endiistrinin degisik alanlarinda kullanilmak iizere biyoteknoloji
pazaria sunulmasinin yolu acgilabilecektir. Ayn1 zamanda endiistride enzim kullaniminin

yayginlastirilmasi da saglanabilecektir.
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Biitiin bu hususlar dikkate alindiginda ¢aligmadaki temel amaglar asagidaki sekilde

siralanabilir;

1.

Ticari olarak satin alinan iirecazin biyokimyasal karakterizasyonu yapilarak
optimum g¢alisma sartlarinin (pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonui) tespit edilmesi ve enzime ait kinetik biyiikliklerin (Vimax, Km)
belirlenmesi,

Bu sartlar altinda ve incelenen organik molekiillerin (triazol tiirevi bilesikler)
reaksiyon karigiminda mevcudiyetinde deneysel kinetik c¢alismalar tekrarlanarak
organik molekiillerin herhangi bir inhibisyona sebep olup olmadiginin
belirlenmesi ve eger bir inhibisyon sdz konusu ise incelenen molekiiller igin 1Csg
ve/veya K degerlerinin belirlenmesi,

Inhibisyona ugrayan iireazin en efektif inhibitor molekiilii mevcudiyetinde ne tiir
bir inhibisyona ugradiginin belirlenmesi,

Calisilan molekiillerin ve tireazin ii¢ boyutlu yapilari in siliko ortamda ortaya
konulmasi,

S6z konusu organik molekiillerin, molekiiler modelleme ¢aligmalariyla, iireaza ne
derece baglanacagmin enerji hesaplamalariyla ortaya konulmasi ve boylece
deneysel ¢alismalarla teorik ¢alismalarin birlikte degerlendirilmesi,

Yiiksek derecede inhibisyona neden olan organik molekiillerin alternatif ilag
molekiilleri olarak farmasotik kimya ve endiistrinin degisik alanlarinda
kullanilmak tizere biyoteknoloji pazarina kazandirilmasi,

Bazi organik molekiillerin heniiz ele alinmadigi boyutuyla incelenmesi, bu sayede
s0z konusu alanda yeni bilim insanlarinin yetismesine olanak saglanmasi ve
buradan kazanilan birikimlerle yeni kapsamli ve multidisipliner projelerin

hazirlanmasidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3 de verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan geregler

Cihaz

Marka / Model

Hava banyolu ¢alkalayici

IKA, KS 4000 i Shaker

pH Metre

InoLab, WTW pH 720

Vorteks

Thermolyne, Type 37600 Mixer

Saf su cihazi

Sartorius, Arium 611UV

Isitica HS31, Chiltren
Spektrofotometre Perkin Elmer, Lambda 25
Buzdolab: Profilo, BD4303ANFE
Terazi Ohaus, Pioneer
Magnetik karistirict HS31, Chiltren

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler

Acura 825, Socorex

Su banyosu

Memmert

Cesitli cam malzemeler

Isolab

Hava Banyolu Calkalayici

Barnstead/Lab-Line, MaxQ Mini 4450 Shaker

Gli¢ Kaynagi

Thermo, EC 1000XL
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 4’te sunulmaktadir.

Tablo 4. Calismada kullanilan enzim ve Kimyasallar

Enzimler / Kimyasallar

Satin alindig1 firma / Kodu

Ureaz (Jack Bean) Sigma, 94280
Ure Sigma, U5378
Tiyotire Sigma, T8656

di-Potasyum Hidrojen Fosfat

Merck, 1.05101.1000

Potasyum di-Hidrojen Fosfat

Merck, 1.04873.1000

Sodyum Hidroksit Sigma, 06203
Sigma, P1037
Sigma, 425044

Sigma, PHR1423

Fenol

Sodyum Hipoklorit Cozeltisi

Sodyum Nitroprussid

Etanol Sigma, 32221
DMSO Sigma, S0481
Glisin AppliChem, A3707

2.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.3.1. Tampon Cozeltiler

Fosfat Tamponu (50 mM, pH 6,0): 0,05 g dipotasyum hidrojen fosfat ile 0,64 g
potasyum dihidrojen fosfat yaklasik 45 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N
NaOH ile 6,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamland.
Fosfat Tamponu (50 mM, pH 6,5): 0,14 g dipotasyum hidrojen fosfat ile 0,57 ¢
potasyum dihidrojen fosfat yaklasik 45 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N
NaOH ile 6,5’a ayarland1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7,0): 0,33 g dipotasyum hidrojen fosfat ile 0,42 g
potasyum dihidrojen fosfat yaklasik 45 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N
NaOH ile 7,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
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Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7,5): 0,29 g dipotasyum hidrojen fosfat ile 0,45 ¢
potasyum dihidrojen fosfat yaklasik 45 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra pH’s1 1 N
NaOH ile 7,5’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,187 g glisin yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 8,0’e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3799 g glisin yaklagik 45 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 9,0’e ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye

tamamlandi.

2.1.3.2. Substrat Cozeltileri ve Enzim Aktivitesi Tayininde Kullamla Diger

Cozeltiler

Fenol Reaktifi: 1 g Fenol, 50 mg sodyum nitroprusside saf suyla 100 mL’ye
tamamlanarak taze kullanilmak iizere hazirland1 ve renkli bir sisede buzdolabinda
saklandi.

Alkali Reaktifi: 0,5 g NaOH, 840 uL hipoklorit (%5°lik) saf su ile 100 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi ve renkli bir sisede buzdolabinda muhafaza edildi.

Ure Cozeltisi (10 mM, stok): 6 mg iire tartilip saf su ile biraz 1sitilarak ¢dziildii ve
hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Gerektiginde taze olarak hazirlandi.

Ureaz Cozeltisi (3 mg/mL, stok): 3 mg iireaz tartilip 1 mL 50 mM fosfat
tamponunda (pH 7,5) ¢oziildii. Gerektiginde taze olarak hazirlandi.

Tiyoiire Cozeltisi (0,2 M, stok): 0,15 g tiyoiire tartilip fosfat tamponunda

(50 mM, pH 7,5) ¢oziildii ve son hacim tampon ile 10 mL’ye tamamlandi.

2.1.3.3. Calismada Kullamlan inhibitér Molekiiller

Calismada kullanilan organik molekiiller Tablo 5’de sunulmaktadir.



Tablo 5. Calismada kullanilan inhibitér molekiiller

Kodu Adlandirmasi Formiilii M?leklﬂ
Agirligi
N—N
4-Metil-2-[(4-metilpiperazin-1- ! _)—Q’CI
il)metil]-5-{[3-(4-kllorofenil)-5- N 539 00
B16 (4-metoksibenzil)-4H-1,2,4- Kle\ e /rr;ol
triazol-4-il]metil}-2,4-dihidro- H;CO N N N/ﬁ 9
3H-1,2,4-triazol-3-tion ae k/N
S T CH;
N-N
. I . A/ NP
4-Metil-2-[(4-fenilpiperazin-1- 7 ~ -
il)metil]-5-{[3-(4-klorofenil)-5- l\ .
B17 | (4-metoksibenzil)-4H-1,2,4- H,_m)* JA\“}"’“N/\ Gef’ngr
triazol-4-ilJmetil}-2,4-dihidro- e % I\Jx 9
3H-1,2,4-triazol-3-tion s
e
4-(4-Klorofenil-2-[(4- s fw o
metilpiperazin-1-il)metil]-5-{[3- /'ﬁf "'/_<—
B18 (4-klorofenil)-5-(4- p %d;u . 601,46
metoksibenzil)-4H-1,2,4-triazol- | H:CO N A N g/mol
a-il]metil}-2,4-dihidro-3H- A~ L x
; . [ s ~
1,2,4-triazol-3-tion - CHa
cl
N—-N v
(R R
4-Fenil-2-[(4-fenilpiperazin-1- I~ L \/_<} c
il)metil]-5-{[3-(4-klorofenil)-5- }J . 635 50
B19 (4-metoksibenzil)-4H-1,2,4- HyCO = e ol
triazol-4-ilJmetil}-2,4-dihidro- Ly L & . 9
3H-1,2,4-triazol-3-tion | s “‘/ T\j
N—N
4-Fenil-2-[(4-metilpiperazin-1- /N)—Q, cl
il)metil]-5-{[3-(4-klorofenil)-5- 637 26
B20 (4-metoksibenzil)-4H-1,2,4- kf'N‘ P /rr;ol
triazol-4-iljmetil}-2,4-dihidro- FsCO N\\(N N/ﬁ 9
3H-1,2,4-triazol-3-tion S K/NxCH
3
N-—N
4-(4-Klorofenil)-2-[(4- A }_{FB_ c
fenilpiperazin-1-il)metil]-5-{[3- { 1 N —
(4-klorofenil)-5-(4- == kf&x“ o 699,18
B21 metoksibenzil)-4H-1,2,4-triazol- o P J_\:k‘{'\ T | g/mol
4-ilmetil}-2,4-dihidro-3H- ] 5 ~ N
1,2,4-triazol-3-tion A \EJ
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2.2. Aktivitenin Optimizasyonu ve inhibisyon Calismalar:

2.2.1. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Ureaz aktivitesi, Weaterherburn yontemi kullanilarak aciga cikan amonyagin
miktarmin belirlenmesiyle tayin edildi (Weathernburn, 1967). 4 uL iire ¢ozeltisi lizerine
40 pL treaz cozeltisi ve 1 pL tampon ilave edilerek reaksiyon karigimi hava banyolu
calkalayicida 35 °C’de 80 rpm’de 15 dakika inkiibe edildi. Bu karistma 750 pL fenol
reaktifi eklendi ve hizlica calkalandi. Uzerine 750 pL alkali reaktifi ekledi ve yine hizlica
calkalandi. Hava banyolu ¢alkalayicida 35 °C’de 120 rpm’de 15 dakika inkiibe edildikten
sonra karigim kiivete alinarak 625 nm’de kore karst absorbans okundu. Aciga cikan
amonyagin miktar1 6nceden hazirlanan kalibrasyon grafigi yardimiyla belirlendi. Bir iinite
enzim aktivitesi 1 mL reaksiyon karisiminda reaksiyon sartlarinda 1 dakikada agiga ¢ikan

1 umol amonyak miktar1 olarak hesaplandi (Amtul vd., 2004).

2.2.2. Enzim Konsantrasyonunun Aktivite Uzerine Etkisi

Ureaz enziminin karakterizasyon ve inhibisyon calismalarinda reaksiyon ortaminda
bulunmasi gereken konsantrasyonunu belirlemek i¢in iire substrati varliginda (0.88 mM
nihai) oda sicakliginda (heniiz optimum sicaklik belirlenmediginden) ve pH 7,5’da (50 mM
fosfat tamponu) nihai enzim konsantrasyonu 0,05-1 mg/mL araliginda olacak sekilde bir
seri aktivite dl¢timii 2.2.1°de bahsedildigi gibi yapildi. Hesaplanan enzim aktiviteleri enzim
konsantrasyonuna kars1 grafige gecirildi ve bundan sonraki c¢alismalar bu grafikten
belirlenen ve ilk hiz Ol¢timlerinin dogru bir sekilde yapilabilecegi uygun bir enzim

konsantrasyonunda gerceklestirildi.

2.2.3. Substrat Konsantrasyonun Aktivite Uzerine Etkisi

Ureaz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisini incelemek icin, sabit
enzim konsantrasyonu (0,10 mg/mL nihai), sicaklik (heniiz optimum sicaklik
belirlenmediginden oda sicakliginda calisilmistir) ve pH 7,5 (50 mM fosfat tamponu)

degerinde degisen substrat konsantrasyonlari i¢in (0,09-8,90 mM nihai {ire) bir seri
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reaksiyon karigimi1 hazirlanarak enzim aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen sonuclara gore
hiz degerleri hesaplandi ve Lineweaver-Burk grafigi cizilerek Ky ve Vmax degerleri

belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934).

2.2.4. Sicakhgin Aktivite Uzerine Etkisi

Ureazin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi igin dnceden belirlenen enzim ve
substrat konsantrasyonlarinda (iireaz 0,10 mg/mL ve iire 0,88 mM nihai) ve pH 7,5
(50 mM fosfat tamponu) degerinde 20-55 °C sicaklik araliginda bir seri reaksiyon
karigimlart hazirlanarak 2.2.1°de anlatildigi sekilde enzim aktiviteleri tayin edildi. Elde
edilen sonuglar kullanilarak sicakliga kars1 % Bagil Aktivite grafikleri ¢izildi ve optimum
sicaklik degerleri bulundu. Bundan sonraki calismalarda belirlenen optimum sicaklik

degeri kullanilmistir.

2.2.5. pH’nmin Aktivite Uzerine EtKkisi

Ureazin optimum pH degerinin belirlenmesi icin &nceden belirlenen enzim ve
substrat konsantrasyonlarinda (iireaz 0,10 mg/mL ve iire 0,88 mM nihai) ve optimum
sicaklik degerinde (35 °C) iireaz igin 50 mM fosfat tamponu pH 6,0- 7,5 ve 50 mM glisin-
NaOH tamponu pH 8,0 ve 9,0 degerlerinde hazirlanan bir seri reaksiyon karigimi igin
2.2.1’de anlatildig1 sekilde enzim aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen sonuglar kullanilarak
pH’ya karst % Bagil Aktivite grafikleri ¢izildi ve optimum pH degerleri bulundu. Bundan

sonraki ¢aligmalarda belirlenen optimum pH degeri kullanilmistir.

2.2.6. Reaksiyon Siiresinin Aktivite Uzerine EtKkisi

Ureazin optimum reaksiyon siiresinin belirlenmesi i¢in énceden belirlenen enzim ve
substrat konsantrasyonlarinda (iireaz 0,10 mg/mL ve iire 0,88 mM nihai), optimum sicaklik
(35 °C) ve optimum pH 7,5 (50 mM fosfat tamponu) hazirlanan bir seri reaksiyon karigimi
icin 2.2.1’de anlatildig1 sekilde enzim aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen sonuglar

kullanilarak reaksiyon siiresine karst % Bagil Aktivite grafikleri ¢izildi ve optimum
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reaksiyon siiresi bulundu. Bundan sonraki g¢alismalarda belirlenen optimum reaksiyon

stiresi degeri kullanilmistir.

2.2.7. Organik Molekiillerin Ureaz Aktivitesi Uzerine EtKkisi

Ureaz icin yukarida belirtildigi sekilde aktivite optimizasyonu saglandiktan sonra
Tablo 5’te verilen organik molekiillerin inhibisyon potansiyelleri incelendi. Inhibisyon
caligmalarinda kullanilacak olan inhibitér molekiilleri belirlenirken bu molekiillerin yapisi
ve lireazin aktif bolgesinin kimyasi goz oniinde bulunduruldu. Buna ilave olarak, iirecazin
substratinin ve literatiirde s6z konusu enzim i¢in 6nceden bilinen inhibitorlerin yapist ile
incelenecek organik molekiillerin yapisal benzerlikleri dikkate alindi. Ayrica, organik
molekiillerin organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliikleri ve ¢dziiciiniin inhibisyon etkisi, hangi
organik molekiilin ¢aligmada kullanilacaginin  belirlenmesinde etkili oldu. Bu
degerlendirmeler sonucunda baglanilan inhibisyon g¢aligmalar1 i¢in organik molekiillerin
uygun ¢oziicide (etanol ve DMSO-etanol) farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltilerinden reaksiyon karisimina eklenerek Oncelikle inhibitériin enzimle 6n
inkiibasyonu saglandi (Amtul vd., 2002; Zaborska vd., 2015). Ancak her durumda da
organik ¢oziiclinliin reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonu %0,1-1 olacak sekilde
ayarlandi (Copeland, 2005). Yapilan aktivite c¢aligmalar1 sonucunda inhibitor
konsantrasyonlar1 % Bagil Aktiviteye kars1 grafige gecirildi ve denenen her bir inhibitor
molekiiliine ait 1Csp degerleri belirlenmeye calisildi. Daha sonra 1Csy degeri belirlenebilen
velveya ICsy degeri en diisiik bulunan inhibitdr molekiilii mevcudiyetinde (genel yaklagim
olarak %10-%75 inhibisyona neden olan inhibitér konsantrasyon araligi ve 0,2-5,0Kp
substrat konsantrasyonu araligi secilerek) inhibisyonun tiirii (inhibitorlii ve inhibitorsiiz
ortamlarda elde edilen Ky, ve Vimax degerleri karsilastirilarak) ve K; degerleri tespit edilmeye
calisildi. Bu calismalar yukaridaki ¢alismalarla belirlenen enzim konsantrasyonunda ve
optimum sicaklik ve pH degerlerinde gergeklestirildi.

Ureaz inhibisyonu ¢alismalar1 igin Tablo 5°te verilen organik molekiillerden
B16-B21 molekiilleri kullamldi. Ureaz inhibisyonunu incelemek igin literatiirde belirtildigi
gibi oncelikle enzimle ¢aligilacak organik molekiiliin 6n inkiibasyonu saglandi (Amtul vd.,
2002). Bunun ig¢in 1 pL inhibitdr ¢ozeltisi (B16: 0-500 uM, B17: 0-150 uM,
B18: 0-100 uM, B19: 0-110 uM, B20: 0-500 uM ve B21: 0-120 uM nihai konsantrasyon
araliginda) ile 40 pL iireaz ¢ozeltisi karistirtlarak 10 dakika on inkiibasyon yapildi. Daha
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sonra 2.2.1°de anlatildig1 sekilde {irenin ortama konulmasini takiben bir seri aktivite tayini
gerceklestirildi. Kontrol denemede reaksiyon karigimina 1 pL inhibitér ¢oziiciisii katildu.
Elde edilen sonuglarla her bir organik molekiil i¢in inhibitér konsantrasyonuna karsi
% Bagil Aktivite grafigi cizildi ve aktivitenin %50 azaldig1 inhibitor konsantrasyonu 1Csg
degeri olarak belirlendi. Daha sonra calisilan molekiiller i¢inde 1Csp degeri belirlenebilen
B20 bilesigi i¢in iireazin inhisiyon tiirli incelendi. Bunun i¢in inhibitér yoklugunda ve B20
bilesiginin iki farkli konsantrasyonunda (100 uM ve 200 uM) yukarida belirtildigi gibi
aktivite tayini yapildi. Elde edilen sonuglardan Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk
grafikleri gizilerek inhibitor varliginda ve yoklugunda Ky, ve Vyax degerleri belirlendi. Bu
degerler irdelenerek inhibisyon tiirii tespit edildi. Ayrica matematiksel olarak da K; degeri

hesaplanda.

2.3. Molekiiler Modelleme Calismasi

Organik inhibitdr molekiillerinin enzime baglanma 6zelliklerini arastirmak amaciyla
docking calismalar1 yapildi. Bu ¢alismada organik molekiillerin enzimin aktif bolgesinde
baglanma enerjileri belirlendi ve sonrasinda inhibisyon ¢alismalari ile docking ¢alismalari
sonuclarinin uyumlulugu degerlendirildi. Docking ¢alismalarina hazirlik olmasi amaciyla
oncelikle Tablo 5°te verilen organik inhibitor molekiilleri Gaussian 03 programi
kullanilarak optimize edildi. Optimizasyon metodu olarak DFT 6-31(gd)++ kullanildi
(Hehre vd., 1972; Lee vd., 1988; Becke, 1993). Bilesiklerin docking isleminin
gerceklestirilecegi  hedef reseptor olarak segilen enzimin kristal sekli literatiirden
(Balasubramanian, 2013) bulunup cesitli kodlarla Protein Veri Bankasi (PDB) web
sitesinden pdb formatinda (iireaz i¢in 4G7E) temin edildi. Enzim discovery stiidyo 4.1
Client programi kullanilarak saflastirildi ve daha sonra AutoDock Vina 1.1.2 (Trott vd.,
2010) ve PyMOL (Ringsdorf vd., 1992; Seeliger vd., 2010) programlar1 kullanilarak
organik bilesiklerin aktif bolgede ligand-protein etkilesmeleri incelendi (Laskowski vd.,
2011). Bu etkilesimlerde, gaussian ile optimize edilen organik molekiillerin, her biri igin
programin Onerdigi yaklasik 100 konformasyonundan gaz fazindaki en diisiik enerjili 10
tanesi se¢ilerek enzimle aktif bolgede etkilesmesi incelendi. Bu etkilesimler dogrultusunda
organik molekiillerin enzimlere baglanma enerjileri belirlendi ve inhibisyon potansiyelleri

teorik olarak ortaya konuldu.
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2.4. istatistiki Analiz

Denemeler ii¢ tekrar seklinde yapildi. Elde edilen bulgular ortalamanin standart
sapmasi olarak gdsterildi. Istatistiksel anlamlilik, tek yonlii varyans analizi ve Duncan testi
kullanilarak hesaplandi. Bu degerlerden P<0,05 olan degerler istatistiki olarak anlamli

bulundu.



3. BULGULAR
3.1. Enzim Aktivitesinin Optimizasyonu
3.1.1. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrayonunun EtKkisi

Enzim aktivitesi {izerine protein miktarmin etkisini incelemek igin substrat
konsantrasyonu sabit tutulup tireazin farkli konsantrasyonlar1 (0,05-1 mg/mL araligi)
kullanilarak reaksiyon karisimlari hazirlandi olusan iiriin miktart spektrofotometrik olarak
625 nm’de absorbansin dl¢iilmesiyle belirlendi. Olgiilen aktivite degerlerine kars1 protein
konsantrasyon degerleri grafige gecirildi (Sekil 9). Elde edilen hiperbolik egriden, ilk hiz

Olclimlerinin dogru bir sekilde yapilabilecegi uygun enzim konsantrasyonu 0,10 mg/mL

olarak belirlendi.
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Sekil 9. Protein konsantrasyonunun aktivite {izerine etkisi
3.1.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi
Aktivitenin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek amaciyla farkli

konsantrasyonlarda (0,09-8,90 mM nihai) iirenin kullanildigi reaksiyon karisimlarinda

enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 625 nm de 6l¢iildii. Elde edilen verilerden



36

substrat doygunluk egrisi (Sekil 10) ve Lineweaver-Burk (Sekil 11) grafigi cizildi.
Grafiklerden yola ¢ikarak, ilk hiz Ol¢limlerinin dogru bir sekilde yapilabilecegi uygun
substrat konsantrasyonu 0,88 mM olarak, ayrica Ky, Ve Vmax degerleri sirasiyla, 2,7 mM ve

36 umol/dk. olarak hesaplandi.
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Sekil 10. Enzimin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 11. Ureaz enzimi igin ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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3.1.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi

Enzimin en 1yi aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek amaciyla iire substrati
varliginda farkli pH (50 mM fosfat tamponu pH 6,0- 7,5 ve 50 mM glisin-NaOH tamponu
pH 8,0, 9,0) degerlerindeki tamponlar kullanilarak aktivite tayini yapildi. Aktivite tayinleri
en az ig¢ paralel olacak sekilde yapildi. Sonuglar hesaplanarak pH-% Bagil Aktivite
grafigine gecirildi (Sekil 12). Ureaz enziminin en yiiksek aktiviteyi 50 mM fosfat pH 7,5’ta

gosterdigi bulundu ve bundan sonraki ¢aligmalar bu pH degerinde yapildi.
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% Bagil Aktivite
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pH

Sekil 12. pH’ nin aktivite tizerine etkisi

3.1.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzim aktivitesi tizerine sicaklifin etkisini belirlemek amaciyla 20-55 °C
araligindaki sicakliklarda aktivite tayinleri en az ii¢ paralel olacak sekilde gerceklestirildi.
Elde edilen veriler Sicaklik-% Bagil Aktivite grafigine aktarildi (Sekil 13). Bu sonuglardan

yola ¢ikarak, lireaz enziminin optimum sicakligi 35 °C olarak belirlendi ve bundan sonraki

calismalar bu sicaklikta yapildi.
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Sekil 13. Sicakligin aktivite iizerine etkisi
3.1.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Ureaz aktivitesi igin optimum reaksiyon siiresini belirlemek amaciyla 2-15 dk.
araliginda ol¢tim yapildi. Aktivite tayinleri en az li¢ paralel olacak sekilde yapild.
Sonuglar hesaplanarak grafige gegirildi. Ureaz enzimine ait Reaksiyon Siiresi- % Bagil
Aktivite grafigi Sekil 14°de verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi iireaz enzimi calisilan
siireler i¢cinde en yliksek aktiviteyi 15 dk. sonunda gostermistir. Bundan sonraki ¢aligsmalar

reaksiyon siiresi 15 dk. olacak sekilde planlandi.
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Sekil 14. Reaksiyon siiresinin aktivite iizerine etkisi
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3.2. Ureaz Inhibisyonu Calismalan

Ureaz inhibisyonu ¢alismalar1 icin B16-B21 molekiilleri ve referans inhibitdr
molekiil olarak da tiyoiire kullanildi. Inhibisyon c¢alismalar1 2.2.7’te anlatildig1 gibi ve
2,7 mM (Kp) iire substrati varliginda yapildi. Elde edilen sonuglarla her bir organik
molekdl i¢in inhibitor konsantrasyonuna karst % Bagil Aktivite grafigi cizildi ve bagil
aktivitenin %50 azaldig1 inhibitér konsantrasyonu [Cso degeri olarak belirlendi
(Sekil 15-20, Tablo 6). Sekil 19°de goriildiigii lizere sadece B20 bilesigi i¢in 1Cso degeri
420 uM olarak belirlenebildi, diger bilesiklerin varliginda ise iireazin etkili bir inhibisyonu
izlenmedi. Bu nedenle B20 bilesigi varliginda iireazin inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi
calismast yapildi. Bunun i¢in inhibitér yoklugunda ve B20 bilesiginin iki farkl
konsantrasyonunda (100 uM ve 200 uM) ve 1-12,5 mM iire substrat1 varliginda bir seri
tireaz aktivitesi tayini yapildi. FElde edilen sonuglardan Michealis-Menten ve
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibitér varliginda ve yoklugunda Kp ve Vpax
degerleri belirlendi (Sekil 22-23, Tablo 7). Buna goére B20 bilesigi varliginda iireaz
nonkompetetif olarak inhibe olmusken K; degeri yaklasik 254,6 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 15. B16 molekiiliiniin iireaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 16. B17 molekiiliiniin iireaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 17. B18 molekiiliiniin lireaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 18. B19 molekiiliiniin iireaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 19. B20 molekiiliiniin iireaz aktivitesi lizerine etkisi

120
100

% Bagil Aktivite

0 50 100 150 200 250
(I, pM]

Sekil 20. B21 molekiiliiniin lireaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 21. Tiyoiirenin {ireaz aktivitesi iizerine etkisi
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Tablo 6. inhibitér molekiillerinin {ireaz aktivitesi tizerine etkisi

oo Max inhibisyon
Inhibitér 1Csg, uM
% 1], uM
B16 >500 36,5+1,90 500
B17 >150 33,1+0,30 150
B18 >100 26,8+0,20 100
B19 >110 37,9+0,20 110
B20 420 54,0+0,07 500
B21 >120 34,9+1,80 120
Tiyotire 18000 99,6+0,07 23000

50

V(umol iiriin/dk.)

—@—inhibitorsiiz —E—100uM —&—200uM

o—o

5 10 15
[S, mM]

Sekil 22. B20 bilesigi varliginda iireaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi
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Sekil 23. B20 bilesigi varliginda iireaz inhibisyon tiirlinlin belirlenmesi
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Tablo 7. B20 bilesigi varliginda iireaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi ve K; degeri

Inhibitér (uM) K (MM) Vinax (mol/dk.) Inhibisyon tiirii Ortalama K; (uM)
Inhibitorsiiz 4,2 55,5
100 4,2 38,5 Nonkompetetif 254,6
200 4,2 32,3

3.3. Molekiiler Modelleme Calismalari

Etkili bir inhibisyonun gozlendigi ve 1Csp degerinin tespit edilebildigi {lireaz igin
secilen bir seri molekiiliin enzime aktif bolge baglanma 6zellikleri teorik olarak docking
caligmalariyla incelendi. Docking calismalart 2.3’te anlatildigi gibi yapildi. Docking
calismalarina hazirlik olmasi amaciyla oncelikle calisilan tiim molekiiller gaussian 03
programi kullanilarak optimize edildi. Optimize edilen bu bilesiklerin her biri ile ilgili
kullanilan program yaklasik olarak 100 kadar konformasyon onerdi. Ureaz ile
etkilestirilmek tizere bu konformasyonlardan her bir molekiil i¢in 10 tanesi (gaz fazinda en
diistik enerjili) secilerek iireaz icin PDB’den saglanan enzim kristal yapisi ile aktif bolgede
etkilestirildi. Bu g¢alismalarla organik molekiillerin enzimin aktif bolgesine baglanma
enerjileri belirlendi ve hangi molekiil durumunda etkilesimin daha gii¢li oldugu
dolayisiyla giiclii bir aktif bolge inhibisyonuna neden olacagi teorik olarak ortaya konuldu
(Tablo 8).

Tablo 8. Ureaz varliginda galisilan inhibitdr molekiillerinin baglanma enerjileri

Bilesikler AG (kcal/mol)
B16 -20.88
B17 -1.76
B18 -8.7
B19 -9.3
B20 -7.6
B21 -15.4
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Teorik sonuclara gore, etkilesim enerjisi en diisiik olan molekiiller enzimle aktif
bolgede en giiglii etkilesim yapan molekiiller olarak belirlendi. Buna gore, iireaz i¢in en
etkili inhibitér molekiilii teorik olarak B16 molekiiliiniin oldugu tespit edildi. Bu sonug
dogrultusunda hem teorik hem de deneysel olarak giiclii inhibisyona neden olan molekiiliin

ireazla etkilesimini ortaya koyan goriintiiler Sekil 24’de sunulmaktadir.

Sekil 24. Ureaz enzimi ile B16 (A) ve B20 (B) molekiillerinin etkilesimi



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Biyolojik makromolekiiller arasinda enzimler, ilag molekiillerinin hedefi olarak lider
pozisyonda bulunmaktadir. Bu durum, bazi hastalik siireclerinde enzimlerin etkinliklerinin
gozlenmesinden kaynaklandigi gibi enzim katalizinin yapisal dinamikleri nedeniyle kiigiik
molekiil kiitleli ila¢ molekiilleriyle enzimlerin inhibe olabilmesinden kaynaklanmaktadir.

Gliniimiizde klinik olarak kullanilan ilaglarin yaklasik yarisinin enzim inhibitorii
olmasi hi¢ sasirtict degildir. Bu da yakin gelecek i¢in farmasotik arastirmalarin ana odak
noktasinin spesifitk enzim inhibisyonu olarak kalmasinin hayati bir zorunluluk olacagini
gostermektedir (Copeland, 2005).

Yeni ila¢ molekiillerinin belirlenebilmesi yeni bir¢ok kiigiik molekiil kiitleli organik
bilesigin sentezini ve bunlarin ilag olarak etkinliklerinin incelenmesini zorunlu kilmaktadir.
Bugiin bircok ilag sirketi Ar-Ge laboratuvarlarinda ve akademik diizeyde arastirma yapan
laboratuvarlarda genis bir bilesik kiitiiphanesi olusturulmakta ve bu bilesiklerin enzim-
inhibitor etkilesimleri in vitro olarak incelenmektedir (Copeland, 2005).

Gilinlimiizde ilag¢ olarak kullanilan bir¢ok bilesigin yapisinda ozellikle tiyadiazol,
triazol ve oksadiazol gibi bes iiyeli heterosiklik halka bulunmaktadir. Bu halkalar
heteroatomlarin konumuna gore ¢esitli izomerlere sahiptir. Ancak bu izomerler icerisinde
biyolojik olarak en aktif olanlar 1,2,4-triazol, 1,3,4-tiyadiazol ve 1,3,4-oksadiazol
tiirevleridir. Bu tiir bes tiyeli halka iceren bilesikler, basta antikanser aktivite olmak iizere
antibakteriyal, antifungal anti-HIV, antiviral, antidepresan, antiinflamatuvar,
antitiiberkiiloz, diiiretik, analjezik gibi ¢ok genis biyolojik aktivite spektrumuna sahiptirler
(Todoulou vd., 1994; Kiigiikgiizel vd., 2004; Komiircii vd., 1995; Rollas vd., 1993; Malbec
vd., 1984; Modzelewska vd., 1999; Giillerman vd., 1997; Bekircan vd., 2005; Kahveci vd.,
2005; Demirbas vd., 2002; Demirbas vd., 2005; Bekircan vd., 2006; Kauffman vd., 1997,
Herbrecht 2004; Crance vd., 2003; Gori vd., 2005). Triazol halkal1 bilesiklerin genel olarak
farmokolojik 6zellige sahip oldugu ve ozellikle 1,2,4-triazol-3-tion ve tiirevi bilesiklerin
Klinik ve endiistriyel 6neme sahip bazi enzimlerin inhibisyonuna neden oldugu yine
yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur (Amtul vd., 2004; Serwar vd., 2009; Bele, 2011;
Bektas vd., 2013). Organik molekiilin enzimin substratina benzemesi bu ozelligini

arttirmaktadir. Ayrica, 1,2,4 triazollerin Schiff ve Mannich bazi tiirevlerinin basit bir
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sekilde sentezlenebilmeleri ve g¢esitli uygulamalarda kullanilabilmeleri bu bilesiklerin son
on yilda biyoloji ve kimya alaninda biiyiik ilgi ¢ekmelerine neden olmustur (Haijian vd.,
1998; Karthikeyan vd., 2006). Bu nedenle, bu ¢alismada Bekircan vd. (2014) tarafindan
sentezlenen bazi 1,2,4-triazol bilesik tiirevleri daha 6nce ele alinmadigi yoniiyle (bu
molekiillerin 6nceden klinik ve/veya endiistriyel 6neme sahip a-glikozidaz ve lipaz
inhibisyonu iizerine etkisi incelenmis ve bu enzimler varliginda [Csy degerleri
belirlenmistir) iireaz inhibisyonu agisindan irdelenmemistir. Bu c¢alismada ayrica 6nceki
caligmalardan farkli olarak iireaz varliginda sadece 1Csy degerleri ve en etkili inhibitor
molekiilii belirlenmekle kalmamis, bunun yaninda inhibisyon tiirii ve K; degeri belirlenmis
ve molekiiler docking caligmalariyla bu triazol molekiillerinin inhibisyon potansiyelleri
teorik olarak da degerlendirilmistir.

Inhibisyon c¢alismalarma baslamadan 6nce ticari olarak satin alinan enzimlerin
aktiviteleri literatlire uygun olarak belirlendi ve daha sonra bu aktivitelerin optimizasyonu
gerceklestirildi. Optimizasyon g¢aligmalartyla lireazin ¢alisma sicakligi ve pH’1 belirlendi
ve ayrica inhibisyon c¢alismalarinda reaksiyon karistminda kullanilacak olan enzim ve
substrat miktar1 tespit edildi. Ureaz icin denenen her bir inhibitér molekiiliine ait 1Csg
degerini belirlemek iizere yapilan aktivite caligmalarinda inhibitér konsantrasyonlari
% Bagil aktiviteye karsi grafige gegirildi. Bu nedenle oncelikle K, degeri belirlendi
(Sekil 11) ve inhibisyon calismalarindaki reaksiyon karisimlari K, degerindeki substrat
konsantrasyonunda hazirlandi (Copeland, 2005). Daha sonra 1Csy degeri belirlenebilen
ve/veya en diisiik bulunan inhibitér molekiilii mevcudiyetinde inhibisyonun tiirii ve K;
degerleri tespit edilmeye calisildi.

Bu calisma igin bir seri substrat ve inhibitdr konsantrasyonunda aktivite ol¢timleri
yapildi. Substrat konsantrasyonu olarak 0,2-5,0Ky, inhibitdr konsantrasyonu olarak ise
yukarida ¢izilen inhibitor konsantrasyonu-% Bagil aktivite grafiginde %10-75 inhibisyona
neden olan inhibitor konsantrasyon araligi kullanildi (Copeland, 2005).

Tablo 5’te verilen hangi organik molekiillerin inhibisyon profillerinin incelenecegine
karar verilirken enzimlerin aktif bolgelerinin kimyas1 goz onilinde bulunduruldu. Buna
ilave olarak, her bir enzimin substratinin ve literatiirde s6z konusu enzim i¢in 6nceden
bilinen inhibitdrlerin yapisi ile incelenecek organik molekiillerin yapisal benzerlikleri
dikkate alindi. Ayrica, organik molekiillerin organik ¢oziiciilerdeki ¢oziintirliikleri ve
¢Ozlicliniin inhibisyon etkisi, hangi organik molekiiliin hangi konsantrasyona kadar

calismalarda kullanilabileceginin belirlenmesinde etkili oldu. Bu degerlendirmeler
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sonucunda baslanilan inhibisyon c¢alismalar1 i¢in organik molekiillerin etanol veya
DMSO-etanol karisimi icerisinde ¢ozeltileri hazirlandi. Inhibitor ¢ozeltilerinin reaksiyon
karisitmimna ilave edilmesiyle organik ¢Oziicliniin reaksiyon karistmindaki son
konsantrasyonu %1’ agsmayacak sekilde ayarlandi. Literatiirde belirtildigi gibi enzimler
organik ¢oziiciiler varliginda inhibe olabilmektedir (Copeland, 2005) ve iireazin da DMSO
varliginda inhibe oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle inhibisyon c¢alismalarindaki kontrol
karisimlarinda ¢6ziicliniin inhibisyon etkisi de dikkate alinarak reaksiyon karisimlar
hazirlandi. Bunun yaninda organik bilesiklerin uygun bir organik ¢oziiciide belirli bir
konsantrasyonda ¢o0zeltisi hazirlansa bile reaksiyon ortamina katilmasi miiteakibinde
zaman zaman ¢okme oldugu goriilmiistiir. Bu durum inhibitdr organik molekiiliin biiyiik
oranda tampon c¢ozelti igeren reaksiyon karisimlarinda ¢okmesine atfedilmektedir.
Calismada kullanilan her bir organik molekiiliin bu seklideki davranis profili farklh
oldugundan yukarida belirtildigi gibi iireaz enzimi i¢in yapilan inhibisyon ¢alismalarinda
kullanilan inhibitér molekiillerin denenen konsantrasyon araligi da molekiilden molekiile
farkli olmustur (Sekil 15-21).

Bu tespitler 1s181inda iireaz inhibisyonu ¢alismalar1 i¢in Tablo 5’te verilen B16-B21
bilesikleri kullanildi ve tire substrati varliginda (2,7 mM) inhibisyon c¢aligmalar1 yapildu.
Inhibitér organik molekiillerin reaksiyon karisimlarindaki nihai konsantrasyon araligi
B16 ve B20 bilesikleri i¢in 0-500 uM, B17 i¢in 0-150 uM, B18 i¢in 0-100 uM, B19 icin
0-110 uM ve B21 i¢in ise 0-120 uM olacak sekilde aktivite calismalar1 gergeklestirildi.
Buna gore sadece B20 bilesigi varliginda 420 pM olarak ICso degeri belirlenebilmigken
diger inhibitdr molekiilleri varliginda ICsp degeri belirlenememis ancak ¢alisilan en yiiksek
inhibitor konsantrasyonlarinda dahi %26,8-37,9 araliginda ilireaz inhibisyonu gozlenmistir
(Tablo 6).

Calismada referans inhibitdor molekiil olarak tiyotire kullanilmis ve 1Csy degeri
18 mM olarak belirlenmistir. Bu durumda calismada kullanilan B20 bilesiginin tiyolireye
kiyasla daha potansiyel bir iireaz inhibitdrii oldugu sdylenebilir. Ancak ¢oziiniirliik
problemleri nedeniyle B20 bilesigi 500 uM’dan daha yliksek konsantrasyonlar: igin
calisilamamis ve bu konsantrasyonda da maksimum %54’liik bir inhibisyon gozlenmistir.
Oysa tiyoiire suda ¢oziinebilen bir molekiil olup, 23 mM nihai konsantrasyonunda iireazi
hemen hemen tamamen inhibe etmistir.

Khan vd. (2010) 4,5-disubstitue-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion tiirevleri ile

yapmis oldugu iireaz inhibisyon calismalarinda 18 farkli molekiil i¢in 1Cso degerleri
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hesaplamis ve en yiiksek ve en diisiik 1Csg degerlerini sirasiyla 483,6 uM ve 45,6 uM
olarak bildirmisglerdir.

Bir baska ¢alismada Akhtar vd. (2014) 2-arilamino-5-ariloksilalkil-1,3,4-oksadiazol
ve tiirevi olan 21 sentez bilesiginde en yiiksek ve en diisiik 1Cso degerlerini sirasiyla
57,2 uM ve 6,03 uM olarak bulmuslardir. Bu sonuglara gére B20 bilesiginin inhibisyon
potansiyeli 1Csy degerleri dikkate alindiginda Khan vd. (2010)’nin bildirdigi molekiillere
gore daha etkili ancak Akhtar vd. (2014)’ne gore ise daha zayif oldugu sdylenebilir.

Buna ilave olarak, Serwar vd. (2009) tarafindan sentezlenen 5-aril-4-(1-fenilpropil)-
2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tion tiirevi 9 bilesik ile yapilan inhibisyon g¢aligmalarinda [Csg
degerleri 7,8-117 uM arasinda degistigi gozlenmistir. Baska bir ¢aligmada ise Arayne vd.
(2014)  5-amino-1-siklopropil-7-[(3R,5S)3,5-dimethilpiperazin-1-il]-6,8-difloro-4-okso-
kinolin-3 karboksilik asitin 3 tiirevi ile iireaz enzim inhibisyonu gézlemlemislerdir ve
belirledikleri 1Csy degerleri  393-421 uM arasinda degismektedir. Buna gore
caligmalarimizda {ireaz inhibisyonu icin literatiirle uyumlu sonuclarin gozlendigi
sOylenebilir.

Ureaz inhibisyonu tiiriinii belirlemek iizere 1-12,5 mM iire konsantrasyonu araliginda
(yaklagik 0,2-5,0Kp) ve 100 uM ile 200 uM konsantrasyonlarinda (%10-75 inhibisyona
neden olan inhibitér konsantrasyonlari segilerek) B20 bilesigi igin ayr1 ayri aktivite
tayinleri gerceklestirildi. Her iki inhibitor konsantrasyonundaki 1/[S]-1/V grafikleri ¢izildi.
Inhibisyon mekanizmasi, diger inhibitor molekiilleri varliginda etkili bir inhibisyon
gozlenemediginden sadece B20 bilesigi icin aydinlatilmaya galisildi. Ayrica belli bir
baslangi¢ molekiiliinden tiireyen ve belli pozisyondaki degisken gruplarla tiirevlendirilen
bilesiklerin inhibitoér etkinliklerinin ve mekanizmalarinin muhtemelen benzer olacagi
bildirilmistir (Copeland, 2005). Buna gore, inhibitdr yoklugunda yapilan aktivite dlglimleri
sonucunda Kp, ve Vimax degerleri sirasiyla 4,2 mM ve 55,5 umol/dk. olarak belirlendi. Oysa
100 uM ve 200 uM B20 bilesigi varliginda belirlenen K, degeri degismezken Vpmax
degerleri inhibitér konsantrasyonunun artmasina bagh olarak once 38,5 umol/dk. ve sonra
da 32,3 pmol/dk olacak sekilde azalmistir (Tablo 7). Bu durum, inhibitor konsantrasyonu
degisimiyle K, degerinin sabit kaldigi ancak Vpax degerinin azaldigi nonkompetetif
inhibisyona isaret etmekte ve B20 bilesiginin bdyle bir mekanizmayla iireaz1 inhibe ettigini
gostermektedir (Sekil 23). Buna gore, B20 bilesiginin enzimin aktif bolgesi disinda bir
bolgede serbest enzime veya enzim-substrat kompleksine zayif bir etkilesimle ve

doniisiimlii olarak baglanmasiyla inhibisyona neden oldugu sdylenebilir. Ayrica bu ¢aligma
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neticesinde K; degeri 254,6 uM olarak belirlenmistir. Ancak, Krajewska vd. (2001) 2-
merkaptoetanoliin {ireaz inhibisyonu iizerine etkisini incelemis, K; degerini 0,72 mM ve
inhibisyon tiiriinii de kompetetif inbisyon olarak belirtmistir.

Ureaz i¢in yapilan molekiiler docking ¢alismalarinda inhibitdr molekiillerinin enzime
aktif bolge baglanma enerjileri hesaplandi. Buna gore en diisiik baglanma enerjisine sahip
olan molekiiliin enzimle en gii¢lii etkilesim yapan ve dolayisiyla aktif bolgede inhibisyona
neden olan en potansiyel molekiil oldugu belirlendi. Buna gore, iireaz i¢in en potansiyel
aktif bolge inhibitér molekiiliiniin B16 molekiilii oldugu tespit edildi (Tablo 8).

Bu sonugtan anlasilacag: iizere lireaz igin deneysel olarak en potansiyel bulunan
inhibitér molekiilii teorik olarak potansiyel bulunanla ortiismemektedir. Bunun baglica
sebebi molekiiler docking calismalarinda inhibisyon potansiyeli biiyiikliiglinlin inhibitor
molekiilleriyle serbest enzimin aktif bolgede -etkilestirilerek aktif bolge baglanma
enerjilerinin belirtilmesinden dolayidir. Oysaki inhibisyon tiiriiniin belirlendigi deneysel
calismalardan elde edilen sonuglardan kolayca anlasilacagi gibi s6z konusu iireaz
nonkompetetif olarak inhibe olmustur. Bu durumda c¢alisilan molekiiller varhiginda
gbzlenen inhibisyon tiiriinde iireaz i¢in inhibitdér molekiilii aktif bolge disinda bir bolgede
ve genelde serbest enzime degil enzim-substrat kompleksine baglanmigtir. Bunun yaninda
gaussian programi ile optimize edilen inhibitér molekiillerinin yaklasik 100 farkli
konformasyonu igerisinden gaz fazinda en diisiik enerjili 10 tanesi secilerek enzimle aktif
bolgede etkilestirilmistir. Dolayisiyla programin 6nerdigi diger konformasyonlarin enzimle
etkilesimi durumunda deneysel sonuglarla uyumlu bulgularin elde edilebilmesi ihtimal
dahilindedir. Ayrica bu konformasyonlarin gaz fazindaki kararli hallerinin ¢ozelti
ierisinde farkli davranisa sebep olabilecegi de sdylenebilir. Ureaz hidrolaz smifi bir enzim
olup aktivitesi i¢in suyun varligr gereklidir. Oysa molekiiler docking ¢alismalarinda suyun
varlig1 dikkate alinmayip yukarida belirtildigi gibi gaz fazindaki molekiil ile enzimin

etkilesmesi saglanmistir.



5. ONERILER

Yapilan caligmalar kapsaminda elde edilen bulgular neticesinde varilan sonuglar

degerlendirildiginde asagida sunulan Onerilerin ileri bir ¢alisma olarak dikkate

alinabilecegi sdylenebilir.

1.

Organik molekiillerin suda ¢6ziiniir formlar1 (tuzlari) sentezlenerck deneysel
caligmalardaki  molekiillerin ~ ¢oziiniirliik  problemlerinden  kaynaklanan
olumsuzluklar bertaraf edilebilir.

Organik molekiilleri, enzimlerle, aktif bolge disinda allosterik bolge veya diger
baglanma bdlgelerine baglanmak tiizere de etkilestirip eslik eden baglanma
enerjilerinin belirlenmesi yoluna gidilebilir.

Ureazin hidrolitik mekanizmasinda suyun gerekli oldugu dikkate alinarak
enzimle inhibitdr molekiiliiniin su varliginda teorik etkilesimi incelenebilir.
Enzimin aktif bolge ve baglanma bolgesi topolojileri detayli bir sekilde ele
alinarak inhibitor lizerindeki hangi gruplarin protein yapisindaki hangi aminoasit
yan zinciri ile etkilestigi belirlenebilir ve bdylece enzim aktivitesi icin kritik
aminoasitler belirlenerek aktivite ve inhibisyon i¢in uygun mekanizmalar
onerilebilir.

Bu tiir calismalar deneysel inhibisyon ¢alismalariyla desteklenerek yapisal olarak
optimize edilmis daha efektif inhibitor molekiillerinin tasarlanmast ve
sentezlenmesinin yolu agilabilir.

Elde edilen verilerin gerek in vitro hiicre kiiltiirii galismalar1 gerekse in vivo
deneysel hayvan caligsmalar1 ile desteklenmesi durumunda inhibitorlerin klinik

kullanimlarinin giindeme gelebilecegi ongoriilmektedir.
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