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ONSOZ

“Yeni sentezlenmis 1,2,4- merkapto triazol bilesiklerinin tireaz aktivitesi tizerine
etkisinin In vitro ve In silico olarak incelenmesi’ adli bu ¢alisma, Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak
hazirlanmistir.

Bu ¢alismada bana arastirma ve kendimi gelistirme olanagi saglayan, tez konumun
belirlenmesinde yardimci olan, ¢alismam siiresince yakin ilgi ve Onerileriyle bana yol
gdsterip beni yonlendiren danismanim saym Dog. Dr. Yakup KOLCUOGLU na tesekkiir
ederim.

Tez calismamda Molekiiler Modelleme ve Docking calismalarini yapan saygideger
hocam Prof. Dr. Ahmet COLAK hocama tesekiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisansim boyunca Biyokimya Lisansiistii Arastirma Laboratuarinda beraber
calisip yardimlarini aldigim biitiin hocalarima o6zellikle de Dr. Kimyager Ummiihan
CAKMAK’a ve diger arkadaslarima tesekkiirii bir borg bilirim.

Yiiksek lisans tez siiresince beni anlayisla karsilayan, nazimi ¢eken canim
esim,arkadaslarim ve dostlarima tesekkiir ederim.

Son olarak da hayatimda bir an bile maddi ve manevi desteklerini benden
esirgemeyen, varliklar1 ile bana giic veren, zor gilinlerimde yanimda olan ve beni bu

giinlere getiren ¢ok degerli ailem’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim, iyiki varsiniz.

Gamze ZEHIR KIRKBIR
Trabzon 2018
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YENI SENTEZLENMIS 1,2,4- MERKAPTO TRIAZOL BILESIKLERININ UREAZ
AKTIVITESI UZERINE ETKISININ IN VITRO VE IN SILICO
OLARAK INCELENMESI

Gamze ZEHIR KIRKBIR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog.Dr. Yakup KOLCUOGLU
2018, 44 Sayfa

Bu calismada, Merkapto-1,2,4- triazol bilesiklerinin klinik ve endiistriyel dneme sahip
tireaz aktivitesini inhibe etme potansiyelleri incelenmis ve elde edilen bulgulardan
alternatif ila¢ olarak kullanilabilirligi belirlenmeye c¢alisilmistir. Enzim kaynagi olarak
ticari Jack-Bean iireaz kullanilmistir. Ureazin aktivite ve inhibisyon c¢alismalar1 icin
optimum reaksiyon sartlart tespit edilmis ve kinetik ¢alismalar yapilarak, organik
molekiillerin inhibisyona sebep oldugu ICsy degerleri belirlenmistir. Ureaz igin inhibitor
molekiil varliginda inhibisyon tiirli, Ky Vmas degerleri hesaplanarak belirlenmis ve K;
degeri hesaplanmistir. Calisilan molekiiller arasinda G1 molekiiliiniin en etkili inhibitor
oldugu gozlenmis, 1Csp degeri 0,0109 uM olarak hesaplanmig ve inhibisyon tiiriide
nonkompetetif olarak belirlenmistir. Elde edilen grafiklerden yola ¢ikilarak K; degeri
116,27 uM olarak hesaplanmistir. Molekiiler modelleme ve Docking c¢alismalar1 i¢in
Autodock Vina 1.1.2 ve Discovery Studio 4.5 Client programlart kullanilarak organik
molekiillerle lireazin etkilesimleri ve baglanma enerjileri incelenmistir.

Molekiiler modelleme c¢aligmasi sonuglarina gore iireaz i¢cin Gl molekiilii, baglanma
enerjisi en diisiik olan dolayisiyla enzimle en gii¢lii etkilesim yapan molekiil olarak
belirlenmistir. Elde edilen bulgulardan yola ¢ikildiginda, G1 molekiiliiniin standart
inhibitdr olarak kullanilan tiyotireye kiyasla oldukga iyi bir inhibitor oldugu ve bu sebeple

alternatif ila¢ molekiilii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: 1,2,4- merkapto triazol, Ureaz, Enzim inhibisyonu, Molekiiler
modelleme
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Master Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NEWLY SYNTHESIZED 1,2,4- MERKAPTO
TRIAZOLE COMPOUNDS ON UREASE ACTIVITY AS IN VITRO AND IN SILICO

Gamze ZEHIR KIRKBIR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Assoc. Dr. Yakup KOLCUOGLU
2018, 44 Pages

In this study, the inhibitory potentials of 1,2,4- merkapto triazole compounds with clinical
and industrial importance on urease activity were investigated and from the acquired
findings its attempted to determine usability as alternative drugs. The commercial Jack-
Bean urease was used as the enzyme source. For optimum reaction conditions for activity
and inhibition studies of urease enzyme were determined and Kkinetic studies were
performed to determine the ICsy values of the inhibition which organic molecules cause.
For the urease in the presence of inhibitor molecules, K, -Vmaks Values were measured and
specified and K; values were calculated. Among the studied compounds, the most effective
inhibitor of the G1 molecule was observed, the ICsy value for the G1 compound was
estimated as 0.0109 uM and the inhibition type was identified as noncompetitive. From the
obtained graphs, the Kj value was calculated as 116.27 uM. For molecular modeling and
docking studies, urease interactions and binding energies with organic molecules were
examined using Autodock Vina 1.1.2 and Discovery Studio 4.5 Client programs.
According to the results of molecular modeling studies, G1 molecule for urease enzyme
has the lowest binding energy therefore has the most strong interaction with the enzyme.
Based on the findings in comparison to thiourea used as the standard inhibitor, G1
molecule is a quite decent inhibitor and for this reason, it is considered that might be an

alternative drug molecule.

Key Words: Merkapto-1,2,4,-triazole, Urease, Enzyme inhibition, Molecular modelling
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Enzimler biyolojik katalizorler olup, Kkatalizledikleri reaksiyonun aktivasyon
enerjisini digiirerek reaksiyonun hizlandiran polimerik yapili bilesiklerdir (Cooper ve
Hausman, 2006). Enzimler, midede etin sindirilmesi ile ilgili calismalarla taninmislardir ve
suda ¢oziinebilirler. Nisastanin tiikiirtik ile pargalanmasi ve James Sumner’in 1926 yilinda
ilk kez tireaz enzimini izole etmesi enzimler ile ilgili arastirmalara Onciiliik etmistir
(Balasubramnaian ve Ponnuraj, 2010).

Enzimler, mikroorganizma, hayvan ve bitkilerden elde edilirler. Enzim biiylik bir
kismi, 6rnegin, seliilazlar, amilazlar, proteazlar ve lipazlar gida ve endiistri alaninda biiyiik
bir 6neme sahiptir. Ornegin, invertaz enzimi gida alaninda recel ve sekerleme iiretiminde
kullanilir (Kulshrestha, 2013).

Seliilaz enziminin; domates, bakteri ve kiif-maya gibi yerlerde bulunur. Seliilaz
enzimi, selillozun neden oldugu narenciye sularinda bulaniklik gidermek i¢in kullanilir ve
ve biracilik sektériinde mayalama isleminde sekerlerin fermente edilebilmesinde kullanilir.
Ayrica yiiksek lifli ekmeklerde, diisiik ekmek hacmi ve ekmek i¢i dokusunun bozulmasi
gibi sorunlar1 gidermek i¢in kullanilirlar (Yilmaz, 2015).

Laktaz enzimi, siit iriinlerinde laktoz miktarini ve gida iriinlerinde tatliligi azaltmak
i¢in kullanilir (URL-1, 2016).

Endiistriyel boyutta 6nemli olan alfa-amilaz enzimi, nisastay1 hidroliz etmek i¢in ve
gida alaninda maltoz, glukoz, ve diger seker suruplarinin tiretimi i¢in kullanilir. Amilazlar,
unlu mamiil {retimi, alkollii icki iretimi, bira iretimi, ve sirke fermantasyonunda
kullanilirlar (Orhan, 2010).

Beta-glukanaz enzimi, iiziim sarabimi berraklastirmak, kahve iiretiminde miisilaji
(midede sindirilemeyen polisakkaritler) parcalamak ve kahve konsantresinin jellesmesini
onlemek amactyla kullanilir (URL-2, 2015).



1.2. Ureaz Enzimi

Ureaz enzimi hidrolazlar smifindan bir enzim olup, iireyi amonyak ve
karbondiokside hidroliz eden nikel bagli bir metalloenzimdir (Follmer vd., 2004). James B.
Summer 1926 yilinda, birgok bilim adaminin enzimleri kristalize etmenin imkansiz
oldugunu diislindiigii zamanlarda, Jackbean (Canavalia ensiformis) iireazini1 bir enzim
olarak saflagtirmis ve kristalize etmistir. Bu calisma Sumner'a 1946'da kimya dalinda
Nobel 6diiliinti kazandirmistir ve bu olay enzimoloji tarihinin 6nemli olaylarindan biridir.
Enzimin ii¢ boyutlu yapisinin analizi, X 1sinlar1 kristallografisi ile 1930’lu yillarda
bulunmasina ragmen, yapiin aydinlatilmasi ancak bilgisayar teknolojisinin gelismesiyle
1967 yilinda miimkiin olmustur (Kara, 2006). Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler
Biyoloji Birliginin 1961 yilinda aldig1 karar ve 1972 yilinda yaptigi revizyonla enzimi Ure
amidohidrolaz E.C. 3.5.1.5. olarak kodlamustir.

Ureaz enzimi, iirenin amonyak ve karbondioksite par¢alanmasimi katalizler (Sekil 1).
Bu tepkime katalizor olmadan gergeklestiginde tire hidrolizi yavas gergeklesir ve olusan
tirlinler amonyak ve siyaniirik asittir. Katalizorlii reaksiyonda ise olusan {iriinler amonyak
ve karbonik asittir. Karbonik asitte kendiliginden pargalanarak karbondioksit ve amonyaga
dontisiir (Krajewska vd., 2001).

H,N-CO-NH, + H,0 —2 5 H,N-COOH + NH; —*% 5 H,CO3 + 2NHj3

Katalizlenmemis
eliminasyon
reaksiyonu

HN=C=0 + NH; —2*° 5 H,CO3 + 2NHj3

Sekil 1. Ureaz katalizli reaksiyon (Krajewska, 2009).

Ureaz enzimi bitkiler, bakteriler ve funguslarda bulunmaktadir (Sirko ve Brodzik,
2000). Bitkisel iireaz enzimleri azot metabolizmasinda rol alarak, savunma proteini olarak
gorev yaparlar. Buna ilaveten bitkisel iireazlar, antifungal etkiye sahiptirler (Becker vd.,
2007). Biyoteknolojik calismalarda da iireaz enzimi, kan ve iire tayininde biyosensor
olarak, yapay bobrekte iirenin kandan uzaklastirilmasinda, gida endiistrisinde iireyi meyve
suyu ve alkollii yiyecek ve i¢eceklerden uzaklastirma gibi ¢esitli endiistriyel uygulamalara
sahip olmasi agisindan 6nemli bir yere sahiptir (Dindar vd., 2011; Ghasemi vd., 2004;
Sujoy ve Aparna, 2013; Liu vd., 2012).



En yaygin lireaz igeren kaynaklar sunlardir;

1. Klebsiella aerogenes: Gevis getiren hayvanlarin sindirim sistemlerinde yasayan
ve igerdigi iireaz (KAU) sayesinde azot metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir
bakteridir (Stefano, 2000).

2. Bacillues pasteuril: Toprakta, pis sularda yasar ve igerdigi iireaz (BPU) sayesinde
bitkiler i¢in topragi azotga zenginlestirir (Stefano, 2000).

3. Canavalia ensiformis (Jack Bean): Bir fasulye tiiriidiir ve bulundugu bitkide
topraktan azot emiliminin yeterli olmadigi durumlarda azot deposu olarak
kullanilan argininin aci8a ¢ikardig1 iireyi igerdigi iireaz (JBU) sayesinde
amonyaga c¢evirerek azot kaynagi olarak kullanilmasina yardim eder (Stefano,

2000).

1.2.1. Ureaz Enziminin Molekiiler Yapisi ve Tepkime Mekanizmasi

Canavalia ensiformis iireaz 1926 yilinda Sumner tarafindan saf enzim olarak elde
edilmis ve 50 yil sonra, iireazin nikel igeren ilk enzim oldugu Dixon tarafindan
bildirilmistir (Hefnawy vd., 2014). Enzimin aktik bélgesinde yer alan 2 nikel atomunun
onemli rol oynadigr bildirilmistir. Bu nikel atomlarindan birincisi iireyi baglayarak
aktiflestirir, diger nikel atomu ise su molekiiliine niikleofilik olarak baglanir (Ciurly vd.,
1999; Dixon vd., 1980). Ureaz katiliz mekanizmasi olarak en yaygin kabul goren
mekanizma Ciurly ve arkadaslar1 (1999) tarafindan 6nerilen nikel iyonlarinin dahil oldugu
mekanizmadir. K. aerogenes ile yapilan bir arastirmada, aktif bolgedeki birinci nikel atomu
karbonil oksijeni ile koordine olurken, ikincisi hidrolitik su ile etkilesir. Bunun sonucunda
dort iire protonu enzimle hidrojen bag: olusturur. Ug proton, oksijen atomlarina, dérdiincii
proton ise hidrojen akseptorii olarak sistein 319 birimine hidrojen bag ile baglanir. ikinci
nikel atomunun OH tarafi liredeki karbonilin karbonuna saldirir ve tetrahedral dehidrate
tire meydana gelir. Hidrate iire olusumunda iire azotu, histidin 320 birimi ile etkilesir ve
protonlanir. Bu 18 reaksiyon sonunda tetrahedral bir merkez meydana gelerek, amonyum
iyonu ortamdan uzaklasir ve bagl karbamat ise enzimden disosiye edilebilir hale gelir

(Pearson vd., 1997), (Sekil 2).



Sekil 2. Ureaz katalizli reaksiyon mekanizmasi

Enzim o, B, v olmak iizere {i¢ alt birimden olusan bir heteropolimerdir ve aktif
merkezler o alt birimindedir. Ureaz enziminin ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 3’de
gosterilmektedir. Sekildeki yesil, mavi ve turuncu kisimlar sirasiyla a, B, y alt birimlerini

gostermektedir (Krajewska, 2009).



Sekil 3. Ureaz enziminin ii¢ boyutlu yapis1 (Krajewska, 2009).

1.2.2. Ureaz Enziminin Substrati Olarak Ure

Inorganik bilesenlerden olan iire, Friedrich Wohler tarafindan sentezlemistir ve
karbonik asidin diamidi olan ilk organik bilesiktir. Formiili HoN-CO- NH,'dir. Ure
bobrekler yoluyla idrar ile viicuttan uzaklagtirilir. Ornegin, insan idrarinda giinde yaklagik
20 - 35 gr iire atilir. Ure, suda eriyebilme ozelligine sahip azotlu bir maddedir ve
giibre olarak kullamlir. Ure, fizyolojik 6neme sahip bir bilesiktir. Hiicrede proteinlerin
yikilmasi sonucu olugan amonyak, karacigerde iire formuna dondstiiriiliir. Metabolizmada
tire diizeyindeki artig bobrek fonksiyonlarindaki bir bozuklugun habercisidir. Bunun
yansira {ire, asir1t su ve tuz aliminda, kalp yetmezliginde, fazla protein tiiketiminde,
bagirsak kanamalarinda, yiiksek ates durumunda, yogun stres anlarinda ve kontrolsiiz
yapilan diyetlerde miktar1 artmaktadir (Timothy vd., 2007). Ure, iireaz enziminin katalizli
reaksiyonu ile NH;" ve COy’e parcalamir. Diinyada, iire en yaygin kullanilan azot giibresi
oldugundan, enzimatik hidrolizi yoluyla iiretilmesi tarimsal agidan biiyilk 6neme arz
etmektedir (Follmer, 2008).

1.2.3. Ureaz Aktivite Tayin Yontemleri

Nesslerizasyon: Bu yontem 1856°da Julis Nessler tarafindan uygulanmig olup
giinlimiize kadar gelmistir. Nessler reaktifi; sulu potasyum iyodiir ve potasyum hidroksit

igine civa iyodiir’iin eklenmesiyle elde edilir ve ¢ozeltilerdeki diisiik miktarda amonyagin


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fertilizer

tayini i¢in kullanilan bir reaktiftir. Ureazin iire ile reaksiyonu sonucu olusan amonyak
nessler reaktifi ile sar1 ile turuncu arasinda renk olusturur ve bu renk spektrofotometrik

olarak 425 nm dalga boyunda tayin edilir (Sharma vd., 2009), (Sekil 4).

Ure Ureaz (N H4)2CO3
2Hgl; + 4KI + NH, + NaOH —— > NH;Hgls + H;0" + 4KI + Nal

Sekil 4. Nessler yontemi reaksiyon mekanizmasi

Berthelot Yéntemi: Berthelot reaktifi fenol ve hipoklorit’in alkali ¢ozeltisidir. ik
kez 6neren Marcellin Berthelot oldugu icin bu isimle anilir. Amonyak tayini i¢in kullanilir
ve amonyak ile kolorimetrik tayine izin verecek sekilde mavi renk olusturur. Urenin
hidroliz edilmesiyle olusan amonyak, sodyum hipokloritli ortamda ve sodyum nitroprussid
katalizorii esliginde fenol ile reaksiyona girerek mavi renkli indofenolii olusturur ve rengin
siddeti tire miktariyla dogru orantili olarak degisir. Renk degisimi spektrofotometrik olarak
oOl¢iiliir (Patton ve Crouch, 1977), (Sekil 5).

3NH; + 6HOCI ———= NHCI

||
NH,Cl + H)\“/ [Fe(CN)gNO] H/\‘( + HCI + H)O
~

\”/

? OH

/k/ )\/R OH. el

SRS g }{
Y [Fe(CN)gNO]

NCI

R=H or COO-

Sekil 5. Indofenol olusum mekanizmasi

Cift Enzim Yontemi: Hastalik teshisi i¢in yapilan tetkiklerde en cok kullanilan

spektrofotometrik yontem ¢ift enzim yontemidir. Bir enzimatik tayinde substrat veya tirlin



Olciilebilir bir 6zellige sahip degilse ikinci bir enzim kullanilarak 6l¢iilebilir bir biiyiikliik
edilmeye calisilir. Asagidaki tepkimelerde birinci enzim olan iireazin iiriinii amonyak ve
karbondioksit olup spektrofotometrik olarak olgiilemez. Takip eden ikinci enzimatik
reaksiyonda glutamat dehidrogenaz enzimi NADH’1 koenzim olarak kullanir. Reaksiyon

340 nm’de takip edilerek tayin yapilir (Sekil 6).

Ure &) (N H4)2C03

NH; + a-Ketoglutarik asit + NADH —Stamecehidosenzz_y, NAD* + Glutamik Asit

Sekil 6. Cift enzim yontemi reaksiyon mekanizmasi
1.2.4. Ureaz Enziminin Kullanim Alanlar

Helicobacter pylori, mide ilserlerinden sorumlu bir bakteri tiiriidiir ve iireaz
tiretir. H. pylori, gogalmasi i¢in mide pH”’sin1, 3,0'dan 7,0'a tireaz sayesinde doniistiiriir. H.
pylori i¢in olan ticari Kitler, nefeste tireaz varligin1 gosterirler ve mide iilserinin tanisinin
konulmasinda kullanilirlar (Marchetti vd., 1995).

Ureaz metabolik sivilarda iire miktarinin belirlenmesinde hastalik teshis edici
kitlerde kullanilmaktadir. Ayrica, kan 6rneklerinin igerdigi iire miktarinin belirlenmesinde,
lireaz igeren biyosensorlerden yararlanilmaktadir (Dindar vd., 2011).

Atik sulardaki lirenin temizlenmesinde, atik sulardan iirenin uzaklastirilmasi igin
uygulanan biyolojik aritma sistemlerinde iireaz iceren makroorganizmalar kullanilir.
Yiyecek endiistrisinde iireyi meyve suyu ve yiyeceklerden uzaklastirmakta kullanilir. Gida
tiretimlerinde herhangi bir nedenle olusan iireyi uzaklastirmak i¢in ireaz kullanilir (Rajesh

vd., 2005).

1.3. Enzim Inhibisyonu

Enzim inhibisyonu genel tanimi ile enzimatik bir reaksiyon hizinin inhibitor adi
verilen bazi maddeler tarafindan azaltilmasi ya da tamamen durdurulmas: olayidir. lag
olarak kullanilan inhibitorler goz Oniine, kanser ilaclar1 genellikle hiicre boliinmesi igin
gerekli reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerin inhibitorleridir. Aspirin, siklooksijenaz

(COX) enzimi inhibitoriidiir ve bdylece agriyla ilgili siireclerin reaksiyonlarini durdurur.



Bir ¢ok zehir (tarim ilac1 ve agir metaller) enzimleri inhibe ettikleri i¢in Sliimciildiirler
(Kuzucu, 2011; Keha ve Kiifrevioglu, 2010). Enzimlerin inhibisyonu doniistimsiiz ve
doniistimlii inhibisyon olarak baslica iki grupta incelenir. Doniisiimsiiz inhibisyon tiiriinde
enzimin bir ya da daha fazla fonksiyonel grubu etkilenir. Inhibitér molekiilii, enzimin aktif
bolgesine ya da aktif bolgeye yakin bir yere kovalent olarak baglanir ve enzim-inhibitor
kompleksini olusturur. Viyaks (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz) azalir,
Kn (enzimin substrata ilgisini gosteren sabit) degismeden kalir. Doniisiimlii inhibisyon
tiirlinde enzim ile inhibitor molekiiliiniin etkilesmesi, bir denge reaksiyonu seklindedir ve
inhibitor madde ortamdan uzaklastirildiginda, enzim aktivitesini yeniden kazanir.
Doniistimlii inhibisyon ii¢ grupta incelenir:

1. Yanigsmali (kompetetif) inhibisyon, inhibitdr molekiilii serbest enzime aktif
bolgede baglanir ve yapisal olarak substrata benzemesinden dolayr enzime
baglanma konusunda substratla yarisir. Vs degeri degismez, K., degeri artar.

2. Yarigsmasiz (nonkompetetif) inhibisyon; inhibitér molekiil, serbest enzime ya da
enzim-subsrat kompleksine baglanabilir. Bir yarisma s6z konusu degildir. Vs
degeri azalir, K,, degeri degismez.

3. Yart yarigsmali (unkompetetif) inhibisyon, inhibitdr molekiili sadece enzim-
subsrat kompleksine baglanir. Vs ve Ky, degerleri azalir,

Bir inhibitor etkisinin 6lgiilmesi i¢in kullanilan en yaygin iki deger I1Cso ve Kj’dir.

ICs0 degeri maksimum inhibisyonun yarisini saglayan veya enzim aktivitesini yariya
diisiiren inhibitdr konsantrasyonudur ve bir seri deneysel yol ile belirlenmektedir. Elde
edilen deneysel sonuglar ile x ekseninde inhibitdr konsantrasyonunun logaritmasi ve y
ekseninde % Bagil aktivite olacak sekilde grafik cizilir. ICsy degeri bulunur ve ICs

degerinin diisiik olmasi etkili bir inhibisyon oldugunu gosterir (Copeland, 2005).

1.3.1. Enzim Inhibisyonunun Klinik Calismalardaki Onemi

Bir enzimin aktivitesini inhibe etmek, bir patojeni 6ldiirebilir ya da bir metabolik
dengesizligi diizeltebilir ve ¢ogu ilag da aslinda birer enzim inhibitoridiir. Bazi
hastaliklarin nedeni de, bir enzimin islevini yerine getirmemesi olabilir ve bir hastalik
enzim inhibisyonu iizerinden tedavi edilebilir. Asetilkolin esterazlarin organik fosfatli olan
formlart ve MAO (Monoamin Oksidaz) inhibitorlerinin ¢ogu ilgili enzimleri tersinemez

olarak inhibe ederler (Shi vd., 2010). Ornegin; sinir gazlarindan diizopropil fosfofluoridat,
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asetil kolin isimli norotransmittorii par¢alayan asetilkolin esterazin tersinmez inhibitoriidiir
(Abdelhafez vd., 2013).

Hayat i¢in enzimlerin ve aktivitelerinin son derece gerekli olmasinin yaninda enfekte
edici organizmalardaki (viriisler, bakteriler) kritik enzimlerin se¢imli inhibisyonu da
bulasic1 hastaliklara kemoterapik miidahalede son derece onemlidir. Se¢imli enzim
inhibisyonu stratejisi gliiniimiizde 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 dolay1r enzimin
katalitik etkinligi artabilmektedir. Bu her iki durum da anormal diizeylerde reaksiyon
tirtinlerinin olusumuyla sonuglanir ki bu da spesifik patolojilere neden olabilmektedir. Bu
nedenle enzimler, patofizyolojideki ve hayat siirecindeki 6nemli rollerinden dolayi, ilag
terapilerinde ilgi ¢ekici hedef olmuslardir. Yapilan bazi arastirmalar sonucunda, Klinik
olarak kullanilan tiim ticari molekiil ilaglarin neredeyse %50’si, terapdtik etkisini enzim

inhibisyonuyla ortaya koydugu belirlenmistir (Hopkins ve Groom, 2002; Copeland, 2005).

1.3.2. Ureaz Enziminin Klinik Onemi ve Inhibisyon Cahsmalari

Insan ve hayvan metabolizmasinda hastaliga neden olan patojenlerin tedavisinde
kullanilacak olan ilaglarin gelistirilebilmesi igin iireaz enziminin inhibitér ¢alismalar
oldukca 6nemlidir (Ding, 2009).

Urenin, iireaz tarafindan parg¢alanmasi sonucu aciga ¢ikan amonyak mide asidini
notral pH’ya kaydirarak Helicobacter pylori’nin kolonizasyonuna yardimci olur (Dunn
vd., 1990). Insan ve hayvanlarda ise {ireaz idrar ve gastro intestinal yollarin
enfeksiyonlarinda, idrar yolu taslarinin olusumuna neden olan enfeksiyonlarda viral faktor
olarak kendini gostermektedir (Burne ve Chen, 2000).

Ureaz enzimi, diisiik pH’de bakteriye midede yasama olanag: saglayarak kansere yol
acabilecek gastrit ve peptik iilser patojenezinde rol oynar (Mobley vd., 1995).

Ulser, mide veya duedenumun (onikiparmak barsagi) mide asidi ve sindirim sivilari
tarafindan harabiyeti sonucunda meydana gelen doku kaybidir (Covanci vd., 1999). Ureaz

enzimi, lireyi karbondioksit ve amonyaga pargaladiginda mide mukozasinda bulunan
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konagin diren¢ mekanizmalarini ortadan kaldirarak yani bazik bir ortam olusturarak, mide
tilserine neden olan Helicobacter pylori bakterisini, midenin asidik yapisindan korur.
Ancak bu bazik ortam negatif feed-back etkiyi ortadan kaldirarak, G hiicrelerinden gastrin
salinimini uyarir ve artan asit miktar ile gastrit olusumuna katkida bulunur ya da direkt ve
immiinolojik yollar ile hasar olusturur (Ari, 2006). Helicobacter pylori pek ¢ok
mikroorganizmanin barinamadigr mide ortaminda yasamini siirdiirebilen bir bakteridir.
Yalnizca gastrik tipte epitelyal hiicrelere kolonize olurlar. Duedenal {ilserlerde
Helicobacter pylori’nin varligi %100'e yakin oranla yiiksek bulunmustur (Kara, 2006).
Helicobacter pylori’ nin hastalik olusturmasi iireaz inhibisyonu yoluyla kontrol edilebilir
(Stingl ve Reuse, 2005). Onceki zamanlarda, yeni tedavi arayisinda odagin sentetikten
dogal iirlinlere kaymasi, dogal {irlinlerin ¢ok az veya hic toksik etki gostermemesi, iyi
aktivite gostermesi ve yararli olmasi avantajlarindan dolayr dogal kaynaklardan yeni iireaz
inhibitorleri i¢in kesif baslatmistir (Kreybig vd., 1968).

Matongo ve Nwodo (2014) yaptiklari ¢alismaya gore; saflastirilmis Helicobacter
pylori iireaz1 inhibisyonunda kontrol grubu olarak Jack bean iireaz kullanilmig manuka
balinin polifenoller de dahil olmak iizere dogal kaynaklardan gelen biyoaktif molekiillerin
Helicobacter pylori iireazina karsi inhibe edici aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Polifenoller arasinda Helicobacter pylori iireazinin tersinir inhibitorii olarak resveratrol
gosterilmistir. Bal, igerisinde doniisiimlii inhibitérleri daha fazla bulundururken,
doniisiimsiiz inhibitorleri doniisiimlii inhibitorlere gore daha az bulundurur. Sonug olarak,
bal ekstreleri balin cografi kokenine bagli olarak Helicobacter pylori iireaz faaliyetlerini

engellenmesi yoniinde 1y1 bir potansiyele sahiptir.

1.3.3. Literatiirde Ureazla ilgli Yapilan Bazi Calismalar

Ureaz aktivitesinin azaltilmas1 yoniindeki calismalarin bir gereklilik olduguna
literatiirde bildirilmektedir. Bu nedenle son yillarda iireazin inhibisyonuna yonelik birgok
kiigiik molekiil kiitleli organik molekiil, bilgisayar programlar1 yardimiyla dizayn edilmis,
sentezlenmis, lireaz aktivitesi acisindan inhibitor etkinlikleri degerlendirilmis ve hatta
patentleri alinmistir (Amtul vd., 2004). Bu maksatla, Khan ve arkadaslar1 (2010) baz1 yeni
1,2,4-triazol ve 1,3,4-tiyadiazol bilesikleri sentezleyerek séz konusu bilesikleri iireaz
inhibisyonu ac¢isindan ele almiglardir. Ayrica, Amtul ve arkadaslar1 (2004) lireaz enzimi

icin yarigmali bazi yeni inhibitér molekiillerini tasarlamis, sentezlemis ve enzimin
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inhibisyonu acisindan (enzim kinetigi c¢alismalariyla) sentezledikleri molekiilleri
irdelemislerdir. Bunlara ek olarak fenilfosfofosfodiamit (PPD), asetohidroksamik asit
(AHA) borik asit ve floriirlin bakteri ve bitki iireazlar1 inhibisyonu iizerine kinetik
parametreleri hesaplanmis ve inhibisyon tiirlerinin, PPD, AHA ve borik asit igin
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 lireaz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi incelenmistir. Kinetik caligmalari
yapilarak iireaz enzimi iizerinde kompetetif inhibisyon yaptig1 gériilmiistiir. Ureazin sebep
oldugu hastaliklarla miicadelede kullanmak icin ilag yapiminda kullanilabilecegi
diistiniilmiistir (Muhammad vd., 2014). Oksovanadyum (IV) kompleksleri ile aroilhidrazin
ligandlar1 sentezlenmis ve sirasiyla aktif bolgelerinde nikel igeren C. ensiformis (soya
fasiilyesi) ve B. pasteurii iireazlari ile vanadyum (IV)-aroilhidrazin tiirevlerinin inhibisyon
mekanizmalart olusturulmustur. Biitiin bilesikler i¢in kinetik parametreler hesaplanmistir.
C. ensiformis iireazi igin -R gruplart 4-nitrobenzoilhidrazin, izonikotinoilhidrazin, 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 gdsterdikleri rapor
edilmistir. B. pasteurii iireaz1 igin -R gruplar1 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 ¢alismada ise, 1,2,4-
triazolkarboksilik asit tiirevi olan ve Cu, Zn ve Fe metallerini igeren yeni bilesikler
sentezlenmis ve tek kristal X-1s1n1 diferansiyel analizine gore karakterize edilmistir.

Daha sonra in vitro ortamda bu molekiillerin (Jack Bean)soya fasiilyesi {ircazina
kars1 inhibitor aktiviteleri test edilmistir. Sentezlenen bilesiklerden iki tanesinin Cu?
kompleksleri, {ireaz inhibitorii olarak literatiire gegmis olan asetohidroksamik asitten daha
iyl inhibitor aktivitesi gostermisken Zn*" ve Fe®* komplekslerinde inhibitér davranisi
gozlenmemistir. Enzim inhibisyon mekanizmasi i¢in kinetik ¢alismalar yiirtitiilmiis olup
bakir igeren komplekslerin karisik-kompetetif inhibitor mekanizmas1 gosterdigi
bulunmustur (Xu vd., 2015).
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1.4. Cahsmanin Amaci ve Onemi

Kiiclik organik molekiillerle saglanan enzim inhibisyonu ve bu konuda yapilan
arastirmalar, patojenik organizmalarin neden oldugu bulasici hastaliklara kemoterapik
miidahalenin saglanabilmesi amaciyla asir1 diizeylerde metabolit olusumuyla sonuglanan
ve bu nedenle cesitli hastaliklarla iliskilendirilebilen yiiksek enzim etkinliginin
Onlenebilmesi i¢in klinik ve farmasotik anlamda 6nem arz etmektedir (Copeland, 2000;
Copeland, 2005).

Biyolojik makromolekiiller arasinda enzimler, ilag molekiillerinin hedefi olarak lider
pozisyonda bulunmaktadir. Bu durum enzimlerin, bazi hastalik siireclerinde etkinliklerinin
gozlenmesinden kaynaklandigi gibi enzim Kkatalizinin yapisal dinamikleri nedeniyle
enzimlerin  kiiciik molekiil kiitleli ila¢ molekiilleriyle inhibe olabilmesinden
kaynaklanmaktadir (Copeland, 2005).

Buna ilave olarak, ila¢ olabilecek kiicliik organik molekiillerin hedefleri, yapisal
olarak molekiille komplementer olan spesifik baglanma cepleri/bolgeleri igermek
zorundadir. Hatta ilag molekiiliiniin baglanacagi bu bolge hedef molekiiliin biyolojik
aktivitesi agisindan kritik 6nemi olan bir bdlge olmalidir ve ilagla s6z konusu bdlgenin
etkilesimine bagli olarak hedef molekiiliin biyolojik aktivitesi azalmalidir. Bu nedenle de
ilag molekiillerinin etkilesecegi hedef molekiillerin basinda enzimler gelmektedir ki
enzimlerin {i¢ boyutlu yapilarinda sahip olduklar1 aktif bolgeleri ya da regiilator allosterik
baglanma bolgeleri (enzimin hacmine gore kii¢lik hacimlidir ve biyolojik fonksiyon i¢in
kritik olan ve hidrojen bagi ya da diger elektrostatik etkilesimleri yapabilecek spesifik
olarak yonlenmis atom ya da gruplari igeren olduk¢a hidrofobik baglanma cebi igerirler) bu
i$ i¢in en uygun baglanma bolgeleridir. Bu nedenle, giiniimiizde klinik olarak kullanilan
ilaglarin yaklagik yarisinin enzim inhibitdrii olmast hi¢ sasirtict degildir. Bu da yakin
gelecek i¢in farmasotik arastirmalarin ana odak noktasinin spesifik enzim inhibisyonu
olarak kalmasinin hayati bir zorunluluk olacagini gostermektedir (Copeland, 2005). Bu
nedenle yeni ilag molekiillerinin belirlenebilmesi yukarida bahsi gecen kriterleri yapisinda
bulunduran yeni kii¢lik molekiil kiitleli organik bilesigin sentezini ve bunlarin ilag olarak
etkinliklerinin incelenmesini zorunlu kilmaktadir.

Bugiin bircok ila¢ sirketi Ar-Ge laboratuvarlarinda ve akademik diizeyde aragtirma
yapan laboratuvarlarda genis bir bilesik kiitliphanesi olusturulmakta ve bu bilesiklerin

enzim ile etkilesimleri in vitro olarak incelenmektedir. Yapilan calismalar neticesinde
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goriilmiistiir ki ilaglarin ¢cogu hedef enzimle doniisiimlii olarak etkilesmektedir. Inhibitor,
serbest enzime baglanabilecegi gibi enzimsubstrat kompleksine veya her ikisine de
baglanabilir, ilag etkilesiminin kantitatif biiyiikliigiinli ortaya koymanin en iyi yolu denge
ayrigsma sabitinin (Kj) ve baglanmaya ait Gibbs serbest enerjisinin bilinmesidir (Copeland,
2005).

Bu calisma kapsaminda Yeni sentezlenmis 1,2,4- merkapto triazol bilesiklerinin
klinik ve endiistriyel 6neme sahip iireaz igin inhibisyon potansiyellerinin incelenmesi
amaclanmistir. Enzimin ve organik molekiillerin ii¢ boyutlu yapilarin1 ortaya koyan
yontemlerle birlikte bu organik molekiillerin baglanma bdolgelerine uygunlugunu tespit
etmede kullanilan modelleme yontemlerinin kombine kullanilmasi yeni ilag molekiillerinin
tasarlanmasi1 veya sentezlenmis molekiillerinin ila¢ potansiyellerinin ortaya konulmasi
acisindan son derece Onemlidir. Bu teorik asamalarla birlikte s6z konusu organik
molekiillerin hedef enzimlerin inhibisyonu {izerine etkisinin biyokimyasal agidan
incelenmesi bu tiir ¢alismalar1 arzu edilen sonuca ulastirmaktadir. Boylelikle bazi1 yeni
organik molekiiller heniiz ele alinmadig1 boyutuyla incelenerek alternatif ila¢ molekiilleri
olarak farmasdtik kimya ve endiistrinin degisik alanlarinda kullanilmak tizere biyoteknoloji
pazarma sunulmasinin yolu agilabilecektir.

Biitiin bu hususlar dikkate alindiginda calismadaki temel amaglar asagidaki sekilde
siralanabilir:

1. Ticari olarak satin alinan iireazin biyokimyasal karakterizasyonu yapilarak
optimum calisma sartlarimin (pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu) tespit edilmesi ve enzime ait kinetik biiytikliiklerin (Vmaks, Km)
belirlenmesi,

2. Bu sartlar altinda incelenen organik molekiillerin reaksiyon karisgimindaki varligi,
deneysel kinetik caligmalar tekrarlanarak organik molekiillerin herhangi bir
inhibisyona sebep olup olmadiginin belirlenmesi ve eger bir inhibisyon s6z
konusu ise incelenen molekiiller i¢in ICsg Ve Kj degerlerinin belirlenmesi,

3. Inhibisyona ugrayan iireaz enziminin en etkili inhibitdr molekiilii mevcudiyetinde
ne tiir bir inhibisyona ugradiginin belirlenmesi,

4. Calismada kullanilan organik molekiillerin, molekiiler modelleme ¢alismalariyla,
tireaz enzimine ne derece baglanabileceginin, enerji hesaplamalariyla ortaya
konulmas1 ve bdylece deneysel calismalarla teorik calismalarin birlikte

degerlendirilmesi,
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5. Efektif derecede inhibisyona neden olan organik molekiillerin alternatif ilag
molekiilleri olarak farmasotik kimya ve endiistrinin degisik alanlarinda

kullanilmak tizere biyoteknoloji pazarina kazandirilmasi.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Madde/Malzemeler Marka
Ureaz (Jack Bean) Sigma
Ure Sigma
Tiyotire Sigma
Etanol Sigma-Aldrich, Merck
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma, Merck
Glisin Sigma, AppliChem
Sodyum hidroksit ( NaOH ) Merck, Sigma

Di-potasyum hidrojen fosfat

Applichem, Sigma

Potasyum di-hidrojen fosfat

Applichem, Sigma

Fenol Sigma,Merck
Sodyum nitroprussid Sigma
Sodyum hipoklorit ¢ozeltisi Sigma

2.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 2’te verilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz [smi Marka

Saf Su Cihazi Sartorius
Spektrofotometre Perkin Elmer
pH Metre Thermo Scientific
Hava Banyolu Calkalayici InoLab
Su Banyosu IKA
Vorteks Memmert
Otoklav Cihazi Thermolyne,InoLab
Terazi Tomy
Buz Makinesi Ohaus
Buzdolabi1 Hoshizaki
Magnetik Karistirict Profilo,Arcelik
Otomatik Pipetler IKA
Cam malzemeler Socorex
Derin Dondurucu Isolab

Regal
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2.3. Kullanilan Tampon ve Diger Cozeltiler

2.3.1. Tampon Cozeltiler

e 50 mM Asetat Tamponu (pH 5,0): 0,6804 g NaAc.3H,O uygun hacimde saf suda
¢oziildii. 1 M HCl ile pH 5,0’a ayarlandi1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Asetat Tamponu (pH 6,0): 0,6409 g KH,PO, ve 0,0505 g K;HPO,4 uygun
hacimde saf suda ¢oziildii. 1| M NaOH ile pH 6,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye
tamamlandi.

e 50 mM Fosfat Tamponu (pH 6,5): 0,14 g KH,PO,4 ve 0,57 g KoHPO,4 uygun
hacimde saf suda ¢oziildi.1 M NaOH ile pH’s1 6,5’a ayarland1 ve hacmi 100
mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Fosfat Tamponu (pH 7,0): 0,4180 g KH,PO,4 ve 0,3300 g K;HPO,4 uygun
hacimde saf suda ¢06ziildii.1 M NaOH ile pH’s1 7,0’a ayarlandi ve hacmi 100
mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Fosfat Tamponu (pH 7,5): 0,45 g KH,PO, ve 0,29 g KoHPO,4 uygun
hacimde saf suda ¢6ziildii. 1 M NaOH ile pH’s1 7,5’a ayarlandi ve hacmi 100
mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Glisin-NaOH Tamponu (pH 8,0): 0,187g glisin uygun hacimde saf suda
¢oziildii.1 M NaOH ile pH 8,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Glisin-NaOH Tamponu ( pH 9,0): 0,3799g glisin uygun hacimde saf suda
¢oziildii. 1 M NaOH ile pH 9,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamland.

2.3.2. Substrat ve Enzim Aktivitesi Tayin Cozeltileri

e Fenol Reaktifi: 1 g fenol ve 50 mg sodyum nitroprusside saf suyla hacim 100
mL’ye tamamlandi.Hazirlanan fenol reaktifi sisesi alliminyum folyo ile sarilarak,
taze kullanilmak iizere buzdolabinda saklandi.

e Alkali Reaktifi: 0,5 g NaOH ve 840uL (%5’lik) saf su ile hacim100 mL’ye
tamamlandi. Hazirlanan fenol reaktifi sisesi aliiminyum folyo ile sarilarak, taze

kullanilmak tizere buzdolabinda saklandi.
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e Ure Cozeltisi: 0,067 g iire tartilarak 50 mM pH 7,5 fosfat tamponunda 1sitilarak
¢Oziildii ve hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

e Ureaz Cozeltisi: 9 mg iireaz tartilarak, 1 mL 50 mM pH 7,5 fosfat tamponunda
¢oOzildii.

e Tiyotire Cozeltisi: 0,15 g tiyoiire tartilarak, 50 mM pH 7,5 fosfat tamponunda
¢ozildi ve hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

e Inhibitér Cozeltisi: Deneyde kullanilacak 11 tane inhibitdr molekiil
konsantrasyonlari 10° M olacak sekilde etanol icinde ¢oziilerek hazirland1r ve

gerekli seyreltme islemleri yapilarak inhibisyon ¢alismalarinda kullanildi.

2.4. Aktivitenin Optimizasyonu ve Inhibisyon Cahsmalar:

2.4.1. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Ureaz aktivitesi, \Weaterherburn-Berthelot yontemi kullanilarak, agiga ¢ikan
amonyak miktarmin belirlenmesiyle tayin edildi (Weathernburn, 1967; Fawcett vd,1960).
40 pL treaz cozeltisi lizerine 4 pL {ire ¢ozeltisi ve 1 pL tampon ¢ozeltisi ilave edilerek
reaksiyon karigimi hava banyolu c¢alkalayicida 35 °C’de 120 rpm’de 20 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra bu karisima 750 pL fenol reaktifi eklendi ve hizlica vorteks yapildi.
Uzerine 750 pL alkali reaktifi ilave edilerek hemen vortekslendi. Karisim hava banyolu
calkalayicidda 35 °C’de 120 rpm’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra karisim
spektrofotometrede 625 nm’de kore kars1 absorbans okundu. A¢iga ¢ikan amonyak miktari
onceden hazirlanmis olan kalibrasyon grafigi yardimiyla belirlendi. Bir iinite enzim
aktivitesi reaksiyonda 1 dakikada agiga ¢ikan 1 umol amonyak miktari olarak hesaplandi.
(Amtul vd., 2004; Weatherburn, 1967).

2.4.2. Enzim Aktivitesine pH’nin Etkisi

Ureaz enziminin optimum pH degerinin belirlenebilmesi amaciyla farkli pH
degerlerinde tamponlar kullanilarak aktivite tayinleri yapildi. Calismada 50 mM asetat
tamponu pH 5,0-6,0, 50 mM fosfat tamponu pH 6,0- 7,0 ve 50 mM Glisin-NaOH tamponu
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pH 8,0-9,0 degerlerinde hazirlanan tamponlar kullanildi.Elde edilen sonuglarla pH’ya karsi
% Bagil Aktivite grafikleri ¢izildi ve optimum pH degeri bulundu.

2.4.3. Enzim Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Ureaz enziminin optimum sicaklik degerinin belirlenebilmesi igin tampon ve substrat
cozeltisi karisimlar, belirlenen optimum pH degerinde ve 20-55°C sicaklik araliginda 15
dakika inkiibe edilerek enzim aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen sonuglar kullanilarak
sicaklik degerlerine karsi % Bagil Aktivite grafikleri ¢izildi ve optimum sicaklik degeri

bulundu.

2.4.4. Enzim Konsantrasyonunun Aktivite Uzerine Etkisi

Ureaz enziminin, karakterizasyon ve inhibisyon ¢aligmalarinda reaksiyon ortaminda
bulunmasi gereken miktarmi belirlemek icin, sabit subsrat konsantrasyonunda optimum
sicaklik ve optimum pH degerlerinde nihai enzim konsantrasyonu 0,05-8 mg/mL
araliginda olacak sekilde bir seri aktivite tayini yapildi. Elde edilen enzim aktiviteleri

(U(umol/dk)) enzim konsantrasyonlarina karsi grafigi gegirildi.

2.4.5. Substrat Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Subsrat konsantrasyonunun enzim aktivitesini nasil etkiledigini belirlemek igin,
optimum enzim konsantrasyonu, optimum sicaklik ve optimum pH’da, nihai subsrat
konsantrasyonlar1 0,0625-8 mM araliginda olacak sekilde bir seri aktivite tayini yapildi.
Elde edilen sonuglara gore hiz degerleri hesaplandi ve Lineweaver-Burk grafigi cizilerek

Km Ve Vaks degerleri belirlendi (Lineweaver-Burk, 1934).

2.4.6. Reaksiyon Siiresinin Aktivite Uzerine Etkisi

Ureaz enziminin optimum reaksiyon siiresinin belirlenebilmesi icin &nceden

belirlenmis olan optimum enzim, substrat, pH ve sicaklik degerlerinde 5-35 dakika
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araliginda bir seri aktivite tayini yapildi. Elde edilen sonuglar kullanilarak reaksiyon

stiresine kars1 % Bagil Aktivite grafikleri ¢izildi ve optimum reaksiyon siiresi bulundu.

2.4.7. Organik Molekiillerin Ureaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
Ureaz enzimi i¢in yapilan ¢alismalarda belirtildigi sekilde aktivitenin optimizasyonu

sagland1 ve Tablo 3’te verilen organik inhibitdr molekiillerin iireaz enzimini inhibe etme

potansiyelleri incelendi.

Tablo 3. Calismada kullanilan inhibitor molekiiller

N——NH

N——NH
N S N s
HsCO | H3CO |
N N
AN S
E OH
F3C
OCH,
Gl G2
5-(4-metoksifenil)-4-[(2-floro-5- 5-(4-metoksifenil)-4-[(2-hidroksi-4-

triflorometilbenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-tion | metoksibenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-tion

N——NH N——NH

|\ PN
N s N S
HsCO | HsCO |
N N\
CF3 F3C CF3
G3 G4

5-(4-metoksifenil)-4-[(3,5-di-
triflorometilbenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-
tion

5-(4-metoksifenil)-4-[(3-
triflorometilbenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-tion
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Tablo 3’iin devami

N——NH

©/< pu.
HsCO 'L\

G5

N——NH

O
H3;CO 'L\

Cl

G6

5-(4-metoksifenil)-4-[(2,4-diflorobenziliden)amino]-
4H-1,2,4-triazol-3-tion

5-(4-metoksifenil)-4-[(2-floro-4-
klorobenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-tion

N——NH

Ly
i

CF3

G7

N——NH

/®/< /Ks
s

HyCO

G8

OH

5-(4-metoksifenil)-4-[(4-
triflorometilbenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-tion

5-(4-metoksifenil)-4-[(2-hidroksi-5-
metoksibenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-tion

N——NH

©/4 P
T

G9

N——NH

@/4 P
T

G10

5-(4-metoksifenil)-4-[(2-florobenziliden)amino]-4H-
1,2,4-triazol-3-tion

5-(4-metoksifenil)-4-[(2-
triflorometilbenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-
tion

N——NH

/®/4 /Ks
T

O,N
G11
5-(4-metoksifenil)-4-[(2-hidroksi-5-
nitrobenziliden)amino]-4H-1,2,4-triazol-3-tion

OH
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Organik molekiillerin organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliikleri, hangi ¢6ziiciiniin
kullanilacagi,¢oziicii ve inhibitdr organik molekiiliin enzim aktivitesine etkisi ¢aligma igin
belirlendi. Organik molekiillerin enzim aktivitesine etkisini belirlemek igin Tablo 3‘te
verilen organik molekiller G1: 0- 2,22 uM, G2-G11 0-22,2 uM nihai konsantrasyon
araliginda uygun ¢oziiciide (etanol) hazirlanan ¢ozeltilerinden 1 pL reaksiyon karisimina
eklenerek inhibitér molekiiliiniin 40 pL iireaz enzim ¢ozeltisi ile 6n inkiibasyonu saglandi
(Amtul vd., 2002; Zaborska vd., 2015). Daha sonra 4 uL {irenin ortama konulmasi ile bir
seri aktivite tayini gerceklestirildi.. Elde edilen sonuglarla her bir organik molekiil i¢in
inhibitér konsantrasyonuna karst % Bagil Aktivite grafigi cizildi ve aktivitenin %50
oldugu inhibitdr konsantrasyonu ICsg degeri olarak belirlendi (Copeland, 2005).

Daha sonra ¢alisilan molekiiller i¢inde ICso degeri hesaplanabilen bilesik i¢in lireazin
inhisiyon mekanizmas1 ve tiirii incelendi. Bunun icin inhibitér yoklugunda ve inhibitor
bilesiginin farkli konsantrasyonlarinda (0,088-2,22 uM) aktivite tayini yapilarak subsrat
doygunluk grafigi ¢izildi. Bu grafikten yola ¢ikarak Michealis-Menten ve Lineweaver-
Burk ve grafigi ¢izildi. Inhibitér varliginda ve inhibitdr yoklugunda Ky, Ve Viaks degerleri
belirlendi. Bu degerler incelenerek inhibisyon mekanizmasi ve tiirii tespit edildi.Daha

sonra matematiksel olarak da K; degeri hesaplandi.

2.4.8. Molekiiler Modelleme Calismasi ve Docking Yontemi

Organik inhibitdr molekiillerinin enzime baglanma 6zelliklerini arastirmak amaciyla
molekiiler modelleme-docking c¢aligmalar1 yapildi. Bu calismada organik molekiillerin
enzimin aktif bolgesi ve aktif bolgesi disindaki baglanma enerjileri belirlendi ve sonrasinda
inhibisyon ¢alismalar ile docking calismalar1 sonuglariin uyumlulugu degerlendirildi.
Docking caligmalarina hazirlik olmasi amaciyla Oncelikle Tablo 3’te verilen organik
inhibitdér molekiilleri Spartan 16 programi kullanilarak optimize edildi. Optimizasyon
metodu olarak molekiiler mekanik ile konformasyonel dagilim, yar1 deneysel/PM6 denge
geometrisi ve fonksiyonel kiitle/M06-2X/6-31G** kullanildi ve bilesiklerin en uygun
konformasyonlar1 belirlendi. Bilesiklerin docking isleminin gergeklestirilecegi hedef
reseptor olarak segilen enzimin kristal sekli bulunup ¢esitli kodlarla Protein Veri Bankasi
(PDB) web sitesinden PDB formatinda (Jack Bean iireaz i¢in 4G7E ) temin edildi. Enzim
Autodock Tools-1.5.6 programi kullanilarak saflastirildi ve daha sonra AutoDock Vina
1.1.2 (Trott vd., 2010) ve Discovery Studio 4.5 Client programi kullanilarak organik
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bilesiklerin aktif bolgesi ve aktif bolgesi disindaki ligand-protein etkilesmeleri incelendi.
Organik inhibitér molekiillerin baglanma enerjileri hesaplandi ve bu etkilesimler

dogrultusunda organik molekiillerin enzimlere baglanma enerjileri belirlendi ve inhibisyon

potansiyelleri teorik olarak ortaya konuldu.



3. BULGULAR

3.1. Enzim Aktivitesinin Optimizasyonu

3.1.1. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi

Enzim aktivitesi tizerine pH etkisini belirlemek amaciyla, dnceden belirlenmis olan
optimum sartlar varliginda pH 5,0-9,0 araligindaki tamponlar kullanilarak aktivite tayini

yapildi. pH degerleirne kars1 aktivite degerleri grafigi ¢izildi. Ureaz enziminin en yiiksek

aktiviteyi pH 7,5 ‘da 50 mM fosfat tamponunda gosterdigi gorildii (Sekil 7).

120

100 -

% Bagil Aktivite
B D (]
o o o

N
o
1

0 T T 1
4!0 6,0 pH 8,0 10,0

Sekil 7. pH’1n enzim aktivitesi lizerine etkisi

3.1.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla 20-55 °C araligindaki
sicaklik degerlerinde aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen veriler aktivite degerleri sicaklik
degerlerine kars1 grafige geg¢irildi . Bu grafikten yola ¢ikarak, {ireaz enzimi i¢in optimum

sicaklik 35 °C olarak belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. Sicakligin enzim aktivitesi lizerine etkisi
3.1.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrayonunun EtKisi

Enzim konsantrasyonunun aktivite tizerine etkisini incelemek amaciyla reaksiyon
karistminda 0,05-8 mg/mL arasindaki degerlerde nihai protein konsantrasyonuna sahip
olacak sekilde enzim ¢ozeltileri kullanilarak aktivite tayinleri yapildi. Enzim
konsantrasyonuna karsi aktivite degerleri grafige gecirildiginde, optimum enzim

konsantrasyonun 6 mg/mL oldugu belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. Enzim konsantrasyonun aktivite tizerine etkisi
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3.1.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisini incelemek amaciyla
reaksiyon karisiminda 0,0625-8 mM arasindaki degerlerde nihai subsrat konsantrasyonuna
sahip olacak sekilde aktivite tayinleri yapildi. Subsrat konsantrasyonuna karsi aktivite
degerleri grafige gegirildiginde, optimum subsrat konsantrasyonunun 2 mM oldugu
belirlendi. Elde edilen veriler kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten

Km Ve Vaks degerleri sirastyla, 1,76 mM ve 256 umol/dk. olarak hesaplandi (Sekil 10-11).
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Sekil 10. Enzim subsrat doygunluk grafigi
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Sekil 11. Ureaz enzimi igin Lineweaver-Burk grafigi
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3.1.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Ureaz aktivitesi i¢in optimum reaksiyon siiresini belirlemek i¢in 5-35 dk. araliginda
daha 6nceden belirlenmis olan optimum degerler kullanilarak aktivite tayini yapildi. Elde
edilen sonuglardan yola ¢ikilarak aktivite sicaklik grafigi ¢izildi. Ureaz enzimi en yiiksek

aktiviteyi 20. dakika’da gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 12).

120

100

80

S D
o o
1 1

%Bagil Aktivite
S

O T T T 1
0 10 20 30 40

Reaksiyon siiresi (dk.)

Sekil 12. Reaksiyon siiresinin enzim aktivitesi lizerine etkisi

3.2. Ureaz inhibisyonu Calismalar

Ureaz inhibisyonu ¢alismalari i¢cin G1-G11 molekiilleri ve referans inhibitér molekiil
olarak da tiyoiire kullanildi. Inhibisyon galismalar1 2.4.7°te anlatildig1 gibi ve 1,76 mM
(Km) tire substrati varliginda yapildi. Elde edilen sonuglarla her bir organik molekiil i¢in
inhibitor konsantrasyonuna kars1 % Bagil Aktivite grafigi ¢izildi ve bagil aktivitenin %50
azaldig1 inhibitor konsantrasyonu ICsy degeri olarak belirlendi. Sekil 13’de gorildigi
tizere sadece G1 bilesigi vrliginda %50’nin altinda aktivite gdzlenebildigi i¢in ICso degeri
yalnizca bu bilesik i¢in hesaplanabildi ve G1 bilesigi igin ICso degeri 0,0109 uM olarak

bulundu.
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Sekil 13. G1 molekiiliiniin tireaz aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 14. G2 molekiiliiniin iireaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 15. G3 molekiiliiniin tireaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 16. G4 molekiiliiniin tireaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 17. G5 molekiiliiniin iireaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 18. G6 molekiiliiniin iireaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 19. G7 molekiiliiniin tireaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 20. G8 molekiiliiniin iireaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 21. G9 molekiiliiniin iireaz aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 22. G10 molekiiliiniin lireaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 23. G11 molekiiliiniin tireaz aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 24. Tiyoiire’nin iireaz aktivitesi lizerine etkisi

Ureaz inhibisyon tiiriiniin belirlenebilmesi amaciyla, G1molekiiliiniin yoklugunda ve

bu molekiiliin iki farkli konsantrasyonunda (0,088 uM ve 2,22 uM) bir seri aktivite tayini
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yapilarak subsrat doygunluk (Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk ) grafigi cizilerek
inhibitor varliginda ve yoklugunda K, ve Vmaks degerleri belirlendi (Sekil 25-26, Tablo 4).

Buna gore G1 bilesigi varliginda tireaz Nonkompetetif olarak inhibe olmusken K; degeride

yaklasik 116,27 uM olarak hesaplandi.

> 120 —o— inhibitorsiiz
Z 90 —8—2,22 uyM

— —0— (0,088 uM
S 60 n
£
=
-’
-

0 1 2 3 4 5 6
Ure, [mM]

Sekil 25. G1 Inhibitér molekiiliiniin Subsrat doygunluk grafigi

@ inhibitorsiiz ®2,22uM @ 0,088uM

1/V(nmol NH; /dk)

5

Sekil 26. Inhibitér varliginda ve yoklugunda Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4. G1 bilesigi varliginda tireaz inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi ve K; degeri

inhibitor (G1, pM) Kin (MM) | Vinaks (mol/dk.) inhibisyon Tiirii Ki (uM)
inhibitorsiiz 1,76 256,4
0,0888 1,76 71,94 Nonkompetetif 116,27
2,22 1,76 62,89

3.3. Molekiiler Modelleme Calismalari

Molekiiler modelleme c¢alismalari i¢in ICs¢ degerinin tespit edilebildigi G1 molekiilii
ve diger inhibitér molekiilleri i¢in ilireaz enziminin aktif bolgeye baglanma ozellikleri,
2.5’te anlatildig1 gibi docking ¢alismalar incelendi. Ureaz ile etkilestirilmek iizere her bir
molekiil i¢in uygun konformasyonlar (gaz fazinda en diislik enerjili) secilerek iireaz igin
PDB’den saglanan enzim kristal yapisi ile aktif bolgede etkilestirildi ve inhibitor
molekiillerin enzimin aktif bolgesine baglanma enerjileri belirlendi. Hangi molekiil
durumunda etkilesimin daha giiglii oldugu dolayisiyla giiglii bir aktif bolge inhibisyonuna

neden olacag teorik olarak ortaya konuldu (Tablo 5).

Tablo 5. Ureaz varlignda calisilan inhibitér molekiillerinin
baglanma enerjileri

Molekiil | AG Baglanma Enerjisi (kcal/mol)
G1 -8.5
G2 -1.7
G3 -8.3
G4 -8.4
G5 -1.5
G6 -1.5
G7 -8.1
G8 -1.4
G9 -7.3

G10 -1.7
G11 -71.5
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Sekil 27. Ureaz enzimi ile G1 molekiiliiniin etkilesimleri (a)-(b)-(c)



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Enzimler, ila¢ olarak tasarlan molekiillerin 6ncelikli hedefleridirler. Tedavi amacl
olarak kullanilan ilaglarin yaklasik olarak yarisinin enzim inhibitorii oldugu goriilmektedir.
Bu da yillar i¢inde farmasdtik bilimlerde yapilan arasgtirmalarin 6nemli noktasinin spesifik
enzim inhibisyonu olarak kalmasinin hayati bir zorunluluk olacagini gostermektedir
(Copeland, 2005). Ayrica klinik amagli kullanilacak olan yeni ilag molekiillerinin
belirlenebilmesi icin bircok kiiclik molekiil kiitleli yeni organik bilesigin sentezi
yapilmalidir ve bunlarin ilag olarak kullanilip kullanilamayacaginin irdelenmesini
zorunludur (Ozdemir ve Karakurt, 2016).

Bir¢ok ilag firmasinin Ar-Ge laboratuvarlarinda ve akademik diizeyde inceleme
yapan laboratuvarlarda genis bir organik molekiil kiitiiphanesi olusturulmakta ve bu
molekiillerin enzim inhibitér etkilesimleri in vitro olarak incelenmektedir (Copeland,
2005). Tlag¢ olarak kullanilan birgok organik molekiiliin yapisinda 6zellikle, oksadiazol,
triazol ve tiyadiazol gibi bes iiyeli heterosiklik halka bulunmaktadir. Bu halkali yapilarin
cesitli izomerlere sahip olduklar1 bilinmektedir. Bununla birlikte, izomerler arasinda
biyolojik olarak en etkin olan izeomerler 1,2,4-triazol, 1,3,4-tiyadiazol ve 1,3,4-oksadiazol
tiirevleridir. Bu yapidaki bes tiyeli heterosiklik halka igeren molekiiller, basta antikanser
olmak iizere antibakteriyal, antifungal anti-HIV, antiviral, antidepresan, antiinflamatuvar,
antitiiberkiiloz, diiiretik, analjezik gibi ¢ok genis biyolojik aktivite spektrumuna sahiptirler
(Kiictikgiizel vd., 2004; Modzelewska vd., 1999; Giilerman vd., 1997; Bekircan vd., 2005;
Kahveci vd., 2005; Demirbas vd., 2002; Demirbas vd., 2005; Bekircan vd., 2006;
Herbrecht 2004; Crance vd., 2003; Gori vd., 2005).

Triazol halkali organik bilesiklerin genel olarak farmokolojik 6zellige sahip oldugu
bilindigi ozelliklede 1,2,4-triazol-3-tion ve tiirevi bilesiklerin klinik 6neme sahip bazi
enzimlerin inhibisyonuna neden oldugu literatiirde yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur
(Amtul vd., 2004; Serwar vd., 2009; Bele, 2011; Bektas vd., 2013).

Baz1 1,2,4 triazollerin Schiff ve Mannich tlirevlerinin kolay bir sekilde
sentezlenebilmeleri ve birgok uygulamalarda kullanilabilmeleri bu organik bilesiklerin son
yillarda biyoloji ve kimya alaninda biiyiik ilgi ¢ekmelerine neden olmustur (Haijian vd.,
1998; Karthikeyan vd., 2006).
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Inhibisyon calismalarina baslamadan 6nce ticari olarak satin alinan iireaz enziminin
aktiviteleri literatiire uygun olarak belirlendi ve boliim 3.1.°de ifade edildigi sekliyle enzim
optimizasyonu gergeklestirildi. Yapilan oOptimizasyon c¢alismalariyla iireazin c¢alisma
sicakligi ve pH’1 belirlendi ve ayrica inhibisyon g¢alismalarinda reaksiyon karisiminda
kullanilacak olan enzim ve substrat miktar1 tespit edildi. Ureaz i¢in denenen her bir
inhibitor molekiiliine ait 1Csp degerini belirlemek {izere yapilan aktivite c¢aligmalarinda
inhibitor konsantrasyonlar1 % Bagil aktiviteye kars1 grafige gecirildi. Bu nedenle oncelikle
inhibitér molekiiliiniin olmadig1 sartlarda Ky, degeri belirlendi (Sekil 10) ve inhibisyon
calismalarindaki reaksiyon karigimlart Ky, degeri hesaplandi (Copeland, 2005).

Daha sonra ICsy degeri belirlenebilen inhibitér molekiilii varliginda inhibisyonun
tiirii ve K degerleri tespit edilmesi amaglandi. Bu ¢alisma i¢in bir dizi substrat ve inhibitor
konsantrasyonunda aktivite Olglimleri yapildi. Substrat konsantrasyonu olarak 0,0625-8
K, inhibitor konsantrasyonu olarak ise Sekil 25°de gosterilen inhibitér konsantrasyonu-%
Bagil aktivite grafiginde %22-56 inhibisyona neden olan inhibitér konsantrasyon araligi
kullanildi (Copeland, 2005).

Calismada kullanilan organik bilesiklerin ¢oziiniirliikleri ve ¢dziiciiniin inhibisyon
tizerine etkisi, inhibitdr molekiilin hangi konsantrasyona kadar ¢alismalarda
kullanilabileceginin belirlenmesinde etkili olmustur. Yapilan bu degerlendirmeler
sonucunda inhibisyon ¢aligmalar1 i¢in organik molekiillerin etanol veya DMSO-etanol
karisimlar1 hazirlandi. Inhibitér c¢ozeltilerinin reaksiyon karisgimina ilave edilmesiyle
organik ¢dziiciiniin reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonu %1°1 gegmeyecek sekilde
ayarlandi. Literatiirde yapilan bazi1 ¢alismalarda enzimler organik c¢oziicliler varliginda
inhibe olabildigi bildirilmektedir (Copeland, 2005). Yaptigimiz bu g¢alismada iireaz
enziminin de DMSO varliginda inhibe oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle yapilan inhibisyon
calismalarindaki kontrol karigimlarinda ¢oziicliniin inhibisyon etkisi de dikkate alind.

Bu tespitler 1s18inda iireaz inhibisyonu ¢alismalari i¢in Tablo 3’te verilen G1-G11
organik bilesikleri kullanild1 ve substrat olarak iire varliginda (1,76 mM Ky,) inhibisyon
caligmalar1 yapildi. Organik molekiillerin reaksiyon karisimlarindaki nihai konsantrasyon
araligit G1: 0-2,22 pM, G2-G11: 0-22,2 uM, olacak sekilde aktivite caligmalar
gerceklestirildi. Buna gore sadece G1 bilesigi varliginda 0,0109 uM olarak ICsy degeri
belirlenebilmisken diger inhibitér molekiillerinin ¢alisilan konsantrasyon araliginin iizerine
cikildiginda reaksiyon ortaminda ¢okme oldugu igin ICsy degeri belirlenememistir.

Calismada referans inhibitdr molekiil olarak tiyoiire kullanilmis ve ICsg degeri 11 mM
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olarak belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar neticesinde, calismada kullanilan G1
molekiiliiniin tiyoiireye kiyasla daha iyi bir lireaz inhibitorii oldugu sdylenebilir.

Khan vd. (2010) 4,5-disubstitue-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion tiirevleri ile
yapmis oldugu bazi iireaz inhibisyon caligmalarinda 18 farkli organik molekiil i¢in ICsp
degerleri hesaplamig en yiiksek ve en diisiik ICso degerlerini sirasiyla 483,6 uM ve 45,6
uM olarak bildirmislerdir. Bir bagka ¢aligmada Akhtar ve arkadaslar1 (2014) 2-arilamino-
5-ariloksilalkil-1,3,4-oksadiazol ve tiirevi olan 21 sentez bilesiginde en yiiksek ve en diisiik
ICs0 degerlerini sirasiyla 57,2 uM ve 6,03 uM olarak bulmuglardir. Serwar vd. (2009)
tarafindan sentezlenen 5-aril-4-(1-fenilpropil)2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tion tiirevi 9 bilesik
ile yapilan inhibisyon ¢alismalarinda ICsq degerleri 7,8-117 puM arasinda degistigi
gozlenmistir.  Bagka  bir ¢alismada ise  5-amino-1-siklopropil-7-[(3R,5S)3,5-
dimethilpiperazin-1-il]-6,8-difloro-4-oksokinolin-3 karboksilik asitin 3 tiirevi ile {ircaz
enzim inhibisyonu yapilmig ve bu inhibisyon i¢in ICso degerleri 393-421 uM arasinda
degistigi bildirilmistir (Arayne vd., 2014).

Hanif ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 4-Amino-5-aril-3H-1,2,4-
triazol-3-tion tiirevi baz1 bilesikler i¢in tireaz inhibisyon ¢alismasi yapilmis ve en diisiik
ICs0 degerine sahip bilesigin 0,85 uM oldugu goriilmiistiir (Hanif vd., 2012). 2016 yilinda
yapilan bir lireaz inhibisyonu ¢alismasinda ise Saeed ve arkadaslar1 N- (1- (5- mercapto- 4-
((substitute benziliden)amino)- 4H- 1,2,4- triazol- 3- il)- 2- feniletil) benzamid tiirevi
organik Dbilesikler sentezlemis ve bunlar1 iireaz inhibisyonu etkisi {izerine
incelemislerdir.Yapilan c¢aligmalar sonucunda en diisiikk ICso degerine sahip molekiiliin
oldugunu ve 1Csq degerinin 0.00866 uM gibi ¢ok diisiik bir konsantrasyona sahip oldugunu
bildirmislerdir (Saeed vd., 2016).

Buna gore yaptigimiz iireaz inhibisyonu caligmasinda G1 bilesiginin inhibisyon
potansiyeli, 1Csyp degeri yukarida belirtilen literatiir ¢aligmalarina gore daha iyi sonug
gostermistir.

Ureaz inhibisyonu tiiriinii belirlemek iizere 0,0625-8 mM iire konsantrasyonunda ve
0,0888-2,22 uM inhibitdr konsantrasyonlarinda G1 bilesigi icin aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Her iki inhibitér konsantrasyonun da 1/[S]-1/V grafikleri ¢izildi.
Inhibisyon mekanizmas1, diger inhibitér molekiilleri varliginda etkili bir inhibisyon
gozlenemedigi icin sadece G1 bilesigi icin mekanizma aydmlatilmaya calisildi. Inhibitor
yoklugunda yapilan aktivite tayinleri sonucunda Kp, ve Vs degerleri sirasiyla 1,76 mM
ve 256.4 pmol/dk. olarak belirlendi.G1 bilesiginin 0,0888 ve 2,22 uM konsantrasyonlari
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varliginda belirlenen Ky, degeri degismezken Vmas degerleri sirasiyla 71,94 pumol/dk. ve
62,89 umol/dk olarak azaldigi goriildii (Tablo 4). Bu durum, inhibitér konsantrasyonu
degisimiyle Ky, degerinin sabit kaldig1, Vmaks degerinin azaldigi nonkompetetif inhibisyona
isaret etmekte ve G1 bilesiginin bdyle bir inhibisyon mekanizmasiyla iireazi inhibe ettigini
gostermektedir (Tablo 4). Buna gore, G1 bilesiginin enzimin aktif bolgesi disinda bir
bolgede serbest enzime veya enzim-substrat kompleksine zayif bir etkilesimle ve
doniistimlii olarak baglanmasiyla inhibisyona neden oldugu sdylenebilir.

Ureaz i¢in yapilan molekiiler docking calismalarinda inhibitdr molekiillerinin enzime
aktif bolgesine baglanma enerjileri hesaplandi. Buna gore en diisiik baglanma enerjisine
sahip olan molekiiliin enzimle en giiclii etkilesim yapan ve dolayisiyla aktif bolgede
inhibisyona neden olan en potansiyel molekiil oldugu belirlendi (Sekil 27). Buna gore,
tireaz aktif bolgesinde en potansiyel inhibisyonu G1 molekiiliiniin sagladigi yapilan teorik
hesaplamalarla ortaya konulmus oldu (Tablo 5). Bu sonugtan anlasilacag iizere iireaz igin
deneysel olarak potansiyel bulunan inhibitor molekiilii, teorik olarak potansiyel bulunanla
ortiismektedir. Inhibisyon tiiriiniin belirlendigi deneysel calismalardan elde edilen
sonuclardan kolayca anlasilacagi gibi soz konusu iireaz nonkompetetif olarak inhibe
olmustur. Bu durumda ¢alisilan molekiil varliginda gézlenen inhibisyon tiiriinde iireaz i¢in
inhibitor molekiilii aktif bolge disinda bir bolgede veya enzim-substrat kompleksine
baglandig1 soylenebilir. Yapilan deneysel kinetik mekanizma ve molekiiler docking
analizlerinden sonra, tasarlanan bilesigin iireaz enzimine karsi kimyasal ila¢ tasariminda

gliclii inhibitorler olarak kullanilabilecegi goriilmektedir.



5. ONERILER

Sonug olarak bakildiginda, yapilan ¢alismalar kapsaminda elde edilen bulgulardan

varilan sonuglar degerlendirildiginde, asagida belirtilmis olan onerilerin daha ileri diizeyde

gerceklestirilebilecek calismalarda dikkate alinabilecegi soylenebilir.

1.

Ureaz enziminin iire’nin hidrolitik ayrigmasi saglayan mekanizmasinda suyun
gerekli oldugu dikkate alinarak enzim ve inhibitér molekiiliiniin su varliginda
teorik etkilesimi incelenebilir.

Organik molekiillerin suda ¢0ziinebilir formlar1 (tuzlari) sentezlenebilir ve
deneysel c¢alismalarda organik molekiillerin  ¢Ozilinilirlik problemlerinden
kaynaklanan olumsuzluklar bertaraf edilebilir.

Enzimin aktif bolge ve baglanma bolgesi topolojileri detayli bir sekilde ele
alinarak inhibitor tizerindeki hangi gruplarin protein yapisindaki hangi aminoasit
yan zinciri ile etkilestigi belirlenebilir ve boylece enzim aktivitesi i¢in kritik
aminoasitler belirlenerek aktivite ve inhibisyon icin uygun mekanizmalar
Onerilebilir.

Bu tiir ¢alismalar deneysel inhibisyon calismalariyla desteklenerek yapisal olarak
optimize edilmis daha efektif inhibitér molekiillerinin tasarlanmasi ve
sentezlenmesinin yolu agilabilir.

Elde edilen bulgulardan yola ¢ikilarak daha efektif inhibitér molekiillerinin
tasarlanmasi ve sentezlenmesi gergeklestirilebilir.

Elde edilen verilerin in vitro hiicre kiiltiri ¢alismalar1 ile desteklenmesi
durumunda inhibitorlerin  klinik kullanimlarinin  giindeme gelebilecegi de

Oongoriilmektedir.
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