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KAMERA ILE YENI BiR KOLORIMETRIK UREAZ AKTIVITE TAYIN
YONTEMININ GELISTIRILMESI VE UYGULANMASI

Hacer DOGAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2024, 79 Sayfa

Sentetik ve dogal bilesiklerin ve karisimlarin biyoaktivitelerinin Gl¢iilmesinde
kullanilan yontemler, onlarin ¢esitli amaglarla kullanilabilirliginin aragtirilmasinda 6nemli
aracglardir. Giliniimiizde antioksidan ve enzim inhibisyonu gibi bir¢cok biyoaktivitenin
belirlenmesinde yeni yaklagimlarla yontemler gelistirilmis ve uygulanmaktadir.
Spektrofotometrik Slgim yontemlerini pratiklestirmek amaciyla spektrofotometre cihazi
ihtiya¢ olmadan yeni kolorimetrik yaklasimlar gelistirilmekte ve uygulanmaktadir.

Bu doktora tezinde de literatiirde var olan fenol kirmizisi kullanimi yaklagimina dayali
yeni bir kolorimetrik iireaz aktivite tayin yontemi gelistirilmis, validasyonu ve inhibisyon
Olclimii amaciyla dogal ve sentetik numunelere uygulanmasi gergeklestirilmistir. Gelistirilen
yontem mikroplaka, 1g1k parlakligi, sicaklik, mikroplaka-kamera arasi mesafe gibi
parametreler agisindan optimize edilmis, yontemin validasyonu yapilmistir. Valide edilmis
yontemde ideal ortam ve sartlar1 25°C’de kutu igerisinde, 151k kaynagi 0 cm’de ve parlakligi
%60, mikroplaka-kamera uzakligi 25 cm ve diiz dipli mikroplaka kullanilmas: olarak
belirlenmistir. Gelistirilen yeni kolorimetrik yontemle yesil ¢ay ekstrakti ve 2 adet sentetik
bilesigin %inhibisyon degerleri spektrofotometrik yontemle kiyaslamali olarak basarili bir

sekilde belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktivite, Kamera, Ureaz Inhibisyonu, Kolorimetrik Yéntem,
Image J programi
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PhD. Thesis

SUMMARY

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF A NEW COLORIMETRIC UREASE
ACTIVITY DETERMINATION METHOD USING CAMERA
Hacer DOGAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2024, 79 Pages

The methods used to measure the bioactivities of synthetic and natural compounds and
mixtures are important tools in investigating their usability for various purposes. Today, new
approaches and methods have been developed and applied in determining many bioactivities
such as antioxidants and enzyme inhibition. In order to make spectrophotometric
measurement methods practical, new colorimetric approaches that eliminate the need for a
spectrophotometer device are being developed and applied.

In this doctoral thesis, a new colorimetric urease activity determination method based
on an approach existing in the literature with the use of phenol red has been developed, its
validation and application to natural and synthetic samples for the purpose of inhibition
measurement have been carried out. The developed method has been optimized in terms of
parameters such as plate, light brightness, temperature, plate-camera distance, and the
method has been validated. In the validated method, the ideal environment and conditions
have been determined as 25°C in a box, light source at 0 cm and brightness at 60%, plate-
camera distance at 25 cm and using a flat bottom plate. With the newly developed
colorimetric method, the % inhibition values of green tea extract and 2 synthetic compounds

were successfully determined in comparison with the spectrophotometric method.

Key Words: Bioactivity, Camera, Urease Inhibition, Colorimetric Method, Image J
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Hayat, iyi organize olan ve yonetilen bir dizi kimyasal reaksiyona baghdir. Bu
reaksiyonlarin bir kismi dogasi geregi yavas gergeklesirken bazilart da enzim denilen
katalizorler varliginda oldukca yiiksek hizli gerceklesir. Enzimlerin katalitik 6zellikleri
biitiin hayat formlarinda; virlislerden insanlara kadar yagsam siire¢lerini kolaylagtirmaktadir.
Bu nedenle enzimler canlilik adina ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 yerine getiren biyolojik
katalizorlerdir (Copeland, 2000). Enzimlerin biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya
cikarilmasi, etki mekanizmalarinin ve kinetik 6zelliklerinin tim ayrintilar1 ile incelenmesi
ve yer aldiklar1 dokularin veya hiicrelerin belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir (Ding,
2006). Canli organizmalarda yiirliyen reaksiyonlari, biiyiik bir secicilik ve yliksek bir verim
ile katalizlediklerinden dolay1 enzimler {izerinde in vitro ¢alismalar son yillarda artmistir
(Ziyan, 1998). Giinlimiizde enzimler, kagit ve temizlik endiistrisinde, tekstil, kozmetik, ilag
kimyasallarinin sentezi, gida ve diger baz1 dnemli molekiillerin endiistriyel 6l¢ekteki tiretimi
stireclerinde ve diger bir¢cok alan icin de vazgecilmez olmuslardir (Benjamin ve Pandey,
2000).

Ureyi karbondioksit ve amonyaga hidrolizini katalizleyen iireaz enzimi (E.C. 3.5.1.5.)
cok spesifik bir enzimdir. Cesitli bakteri, mantar ve bitkilerde bulunan {ireaz enzimi
tabiattaki iireaz dongiisiinde 6nemli bir rol oynar (Krajewska, Zaborska, ve Leszko, 2001).

Biyolojik faaliyetler sonucu {irenin 6nemli miktar1 olusmaktadir. Her insan
organizmas1 yilda yaklasik 10 kg iire iiretmektedir. Ureaz varliginda iirenin hidrolizi 10* kat
daha hizl1 olurken, iirenin kendi kendine bozulmas1 uzun bir siire alir. Ureaz belli hayvan ve
insan patojenlerinde viral bir etki olusturur. Ureaz, gastrit, peptik iilser gibi mide
rahatsizliklar1 basta olmak {izere tas olusumunda katkida bulunmaktadir. Ureaz inhibisyon
caligmalar1 tarimsal, medikal ve ¢evresel 6neme sahiptir. Bu nedenle, {ireaz inhibitorleri yeni
antililser ilaglar i¢in hedef olarak kabul edilmis ve bu inhibitorler iizerine bir¢ok ¢alismalar
yapilmistir. Bitkilere ve bitki ekstrelerine olan ilgi giderek artmaktadir. Cilinkd bitkilerin
yapisinda bulunan kimyasal maddeler, sentez edilen kimyasal maddelere gore yan etkileri

daha az ve maliyetleri diisiiktiir (Ding, 2006).



Enzimlerin genis kullanim alanindan dolay1, gelistirilecek yeni enzim aktivite tayin
yontemleri tiim bu kullanim alanlaria etki edecektir. Bundan dolay1 bizde ¢alismamizda
yeni bir iireaz aktivite tayin yontemi gelistirmeyi amacladik. Bu tayin yonteminin klasik
spektrofotometrik yonteme gore daha pratik olmasi ve ayrica bir spektrofotometreye ihtiyag

duymadan uygulanmasi temel hedefi olusturmaktadir.

1.2. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimlerle ilgili pek ¢cok konu aydinlatilmis olmasina ragmen, hala enzimlerin kataliz
mekanizmalart ve yeni enzimlerin saflastirilmasi, Ozelliklerinin aydinlatilmasi igin
aragtirtlmalar yapilmaktadir. Enzimlerle ilgili biyokimya dalina “enzimoloji” denir.

Enzimler, protein yapisindaki biyokimyasal katalizdrlerdir ve canli hiicrelerde olusan
ve organizmadaki reaksiyonlarmm 1liman kosullarda gergceklesmesini  saglarlar
(Kalaycioglu,vd., 2006). Enzimlerin en 6nemli 6zellikleri 6zgiin olmalar1 ve katalizleme
giicleridir. Katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu harig, biitiin enzimler protein
yapisindadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2018).

1760-1825 yillar1 arasinda sindirime iliskin enzimlerin arastirilmaya baglanmasi ilk
enzim c¢alismalar arasindadir. Ik kez 1835 yilinda Berzelius nisastanin sindiriminde etkili
olan bitkisel enzimler lizerinde, 1860 yillarinda ise Pasteur fermantasyon enzimleri iizerinde
caligmalar yapmistir. 1926 yilinda Amerikali biolog J.B. Sumner tarafindan soya fasulyesi
Oziitiinden saf ve kristalize halde ilk enzim molekiilii olan iireaz izole edilmistir. 1930 ve
1936 yillarinda tripsin, kimotripsin ve pepsin enzimleri saflastirildi ve kristallerin protein
yapisinda oldugu dogrulanmistir. Boylece enzimlerin protein yapisinda oldugu kanitlanmis
oldu (Keha ve Kiifrevioglu, 2018).

Enzimler reaksiyon sirasinda fiziksel ve kimyasal degisiklikler gecirirler ve reaksiyon
tamamlandiginda orijinal hallerine tekrar donerler (Murray, vd., 1993). Enzimler tepkime
hizlarinda biiyiik bir artig1 saglayan ¢ok etkili ve spesifik katalizorlerdir. Enzimle katalize
edilen reaksiyonlar, edilmeyenlere gore 10°-10'7 daha hizli gergeklesir (Solomon, vd.,
2002).

Etki ettikleri maddeler olan substratlar icin enzimler oldukga spesifiktirler. Bazi
enzimler tek bir molekiil tiirii lizerine etki ederken bazilar1 da benzer yapida bir grup

substrata etki eder (Kalaycioglu, vd., 2006).
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Sekil 1. Enzim substrat iliskisi ve substrat — {iriin dontistimii

2000’den fazla farkli enzim oldugu gliniimiizde bilinmektedir (Keha ve Kiifrevioglu,
2018). Enzimler ya ilk kesfedenlerin koyduklari isimlerle ya da substrat adinin sonuna “-az”

eki getirilerek adlandirilirlar. Ornegin; iireaz, lipaz, tripsin, fosfataz, ve pepsin.

1.2.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimler, biyolojik sistemlerde tepkimeleri katalizleyen oldukca Ozellesmis
proteinlerdir (Nelson ve Cox, 2020). Enerjinin bir formdan diger bir forma doniisiimii
enzimler tarafindan saglanir. Enzimleri sifrelemek i¢in insan genomunun dortte biri
ayrilmistir. Bu yasamin devaminin saglanmasindan enzimlerin ne kadar 6nemli oldugunu
gostermektedir (Berg, vd., 2014).

Enzimlerin biiyiikk c¢ogunlugu protein yapisindadir. RNA molekiillerinin de
biyokatalizér 6zelliginin oldugunun bulunmasi ile kataliz 6zelliinin sadece proteinlerin
tekelinde olmadig1 saptanmistir. Farkli 6zelliklere sahip olan ¢ok cesitli molekiilleri 6zgiil
olarak baglayan katalizor 6zelligine sahip olan protein smifi kimyasal katalizi
gerceklestirirler. Substratlar1 en dogru sekilde bir araya getirmeyi, kimyasal baglarin
yapimini ve kirilmasin1 enzimler molekiillerdeki biitiin giicleri kullanarak saglarlar. Gegis
durumunu kararl kilarak enzimler tepkimeyi katalizlerler. Ger¢eklesmesi potansiyel olarak
miimkiin olan kimyasal tepkimeleri segerek enzimler gec¢is durumunu saglar ve katalizi
gerceklestirirler (Berg, vd., 2014).

Canli hiicreler tarafindan enzimler biyolojik kosullarda sentez edilmektedirler.
Enzimlerin aktivite gdstermeleri i¢in hiicre i¢inde bulunmalar1 gerekmez, olduk¢a 6zel yap1
kazanmis ve genellikle biiyiik protein molekiilleridir. Genler tarafindan belirlenen siraya

gore, proteinlerdeki amino asitlerin primer dizilisi olmaktadir. Enzimin belirli bir



konformasyonu ve kuaterner yapiy1 kazanmasini, enzim proteininde bulunan amino asitlerin
0zel dizilisi saglamaktadir. Metabolik olaylarin kontroliinii saglamak ve enzimin biyolojik
aktivitesi i¢in enzim proteinlerinin yapisi1 gereklidir (Goziikara, 2011). Her biyokimyasal
islemin merkezinde enzimler bulunurlar. Siraya koyulacak olursa sirasiyla enzimler;
basamakli tepkimelerin ylizlercesini katalizler, besin molekiillerini parcalar, kimyasal
enerjiyi doniistiirlir ve korurlar. Bunlarla birlikte ayrica basit ¢ikis bilesiklerinden biyolojik
makro molekiilleri yaparlar (Nelson ve Cox, 2020).

Katalitik gii¢leri ve 0zgiil olmalari enzimlerin en 6nemli 6zellikleridir. Enzimler
katalizledikleri tepkimeleri milyon kat veya daha fazla hizlandirirlar. Birgok tepkime
enzimler olmadan uygun hizlarda biyolojik sistemlerde gergeklesemez. Katalizin
gerceklestigi enzimin bdliimiine aktif bolge denir (Berg, vd., 2014).

Enzimler hem tepkimede kullandiklari substrat adi verilen tepkenlerine hem de
katalizledikleri tepkimeye Ozgiildiirler (Berg, vd., 2014). Enzimler kimyasal tepkimeleri
olaganiistii derecelerde hizlandirirlar. Genellikle bir enzim bir kimyasal tepkimeyi veya
birbirine ¢ok yakin bir grup tepkimeyi katalizler. Bir enzimin {iriinii diger enzimin substrati
olabilmektedir ve hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde bu karsilikli etkilesimler etkin
rol oynamaktadir (Goziikara, 2011).

Bir¢ok enzimin aktivite gosterebilmesi i¢in gerekli olan ve protein yapisinda olmayan
genellikle metal iyonlarindan meydana gelen kofaktor adi verilen kiigiik molekiillere ihtiyaci
vardir (Goziikara, 2011). Kofaktorler, metaller ve koenzimler olmak {izere iki alt gruba
ayrilirlar. Koenzimler kiigiik organik molekiillerdir (Berg, vd., 2014).

Katalitik olarak aktif olan enzime holoenzim, kofaktdrii olmayan enzime ise apoenzim
denir. Eger koenzim ve kofaktér enzimden ayrilacak olursa ve enzim inaktif hale gelecek
olursa enzimin diyalize edilemeyen ve yalniz proteinden meydan gelmis bu inaktif haline
“apoenzim” denir. Enzim, koenzim veya kofaktorii ile birlikte ve katalitik bakimdan
tamamen aktif durumda ise enzimin bu haline “holoenzim” denir. Kisaca Apoenzim +
kofaktor = holoenzim seklindedir (Goziikara, 2011 ve Berg, vd., 2014).

Sitokrom oksidaz Cu*? ‘ye, DNA polimeraz Zn*?‘ye ve iireaz Ni*? ‘ye kofaktor olarak
gereksinim duyar. Siiksinat dehidrogenaz FAD’e, piruvat karboksilaz biotin’e ve glutamik
oksaloasetik transminaz ise koenzim olarak piridoksal fosfat’a ihtiya¢ duymaktadir
(Goziikara, 2011). Enzime siki bagli protein yapisinda olmayan kofaktor prostetik grup adini
alir. Eger koenzim enzime gevsek baglandi ise kosubstrat gibidir, ¢iinkii substratlar gibi

enzime baglanirlar ve enzimden ayrilirlar. Vitamin kaynakli bir¢ok koenzim normal



substratlardan farklidir ve enzim tarafindan katalizlenen birgok tepkimede kullanilirlar.
Genellikle ayni koenzimi kullanan enzimler benzer mekanizma ile enzimatik katalizi
gergeklestirirler (Berg, vd., 2014).

Baz1 durumlarda enzim aktivite gostermek i¢in birden fazla kofaktore gerek duyabilir.
Kofaktorler genellikle 1stya dayaniklidir. Kofaktorler ve koenzimler gevsek veya siki
baghdirlar ve genellikle diyaliz ile enzimden ayirmak miimkiindiir. Enzime kovalent bag ile
baglanmis kofaktor ve koenzimi diyaliz ile uzaklastirmak miimkiin olmaz. Kofaktorler
bazen enzimin aktif bolgesinde katalitik grup olarak rol oynarken, bazen de substrat ve

enzimin birbirine baglanmasi i¢in koprii vazifesi goriirler (Goziikara, 2011).

1.2.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Malcolm Dixon ve Edwin Webb “Enzymes” adli kitaplarinda bilinen tiim enzimlerin
bir listesini derledi ve ¢ok sayida enzime ragmen, s6z konusu reaksiyon tiirlerinin sayisinin
oldukca az olduguna dikkatlerini ¢ekti. Enzimler, katalizlenen reaksiyon tipine gore ii¢ genis
gruba ayrildi: hidrolize edici enzimler, transfer eden enzimler ve diger enzimler. Malcolm
Dixon ve Edwin Webb listesinde, numaralandirilmis 659 enzim icermektedir. Bunlar
sirastyla: hidroliz eden enzimler (1-221), transfer eden enzimler (222-579); ve diger
enzimler (580-659). Bu ana gruplarin her biri, substratlarin dogasina veya ilgili reaksiyon
tipine gore alt gruplara ayrildi. Bu, enzimlerin katalize edilen reaksiyonun dogasina gore
gruplara ve alt gruplara ayrildig1 sistem, mevcut enzim siniflandirmast ve isimlendirme
sisteminin baglangiciydi (McDonald ve Tipton, 2014).

Uluslararas1 Biyokimya Birligi [simdiki adi Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler
Biyoloji Birligi (JUBMB)] tarafindan 1956'da enzim smiflandirmasi ve terminolojisi
sorunlarini ele almak i¢in Uluslararast Enzimler Komisyonu kuruldu. Komisyon tarafindan
enzimler katalize edilen reaksiyon tipine gore alti1 gruba ayirarak genisletildi, son zamanlarda
da yedinci bir sinif eklendi. Bu siiflarin her biri, her bir enzime benzersiz bir dort haneli
kod, Enzim Komisyonu (EC) numaras verilerek alt boliimlere ayrildi. Tkinci basamak (alt
sinif), genellikle ilgili bilesik veya grubun tiirii hakkinda bilgi icerir. Alt-alt sinif olan tiglincii
basamak, ilgili reaksiyonun tiiriinii ayrica belirtir. Dordiincli hane, bir alt-sinif i¢indeki
bireysel enzimi tanimlamak i¢in kullanilan bir seri numarasidir (McDonald ve Tipton, 2014).

1. Oksidorediiktazlar

2. Transferazlar



3. Hidrolazlar

4. Liyazlar

5. Izomerazlar

6. Ligazlar

7. Translokazlar

Sistematik isimler iki boliimden olusur. Ilki, substratin adim1 veya bimolekiiler

reaksiyon durumunda iki nokta iist {iste ile ayrilmis iki substratin adini igerir. '-ase’ ile biten

ikinci kisim, reaksiyonun dogasini gosterir. Bir reaksiyon tipini belirten bir dizi jenerik

kelime, kabul edilen veya sistematik isimlerde kullanilabilir: oksidorediiktaz, oksijenaz,

transferaz (aktarilan grubun dogasini gdsteren bir on ek ile), hidrolaz, liyaz, rasemaz,

epimeraz, izomeraz, mutaz, veya ligaz (McDonald ve Tipton, 2014).

1.2.3.

Enzimlerin Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler sunlardir:

>

vV V V V V

Ortam pH’s1
Sicaklik

Enzim derisimi
Substrat derisimi
Zaman

Inhibitor ve aktivator

Ortam pH’s1: Her enzim i¢in aktivitesinin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu

degerlerin {izerinde veya altinda oldugunda enzim aktivitesi diiser. Ayrica biitiin enzimlerin

pH- Aktivite egrileri de ayn1 degildir (Keha ve Kiifrevioglu, 2018).

Bir enzimin pH-Aktivite iligskisinde etkili olan bazi faktorler vardir. Bunlar;

>

>
>
>

Substrati baglamada goérev alan ve enzimin aktif bolgesinde bulunan
iyonlasabilir gruplarin pK’si,

Enzime baglanma olayinda gorev goren substrat gruplarinin pK’si,

Enzim tlizerindeki katalititk goreve sahip gruplarin pK’si,

Enzimin biyolojik olarak aktif konformasyonunu belirleyen gruplarin pK’si.

Bazi enzimlerin substrat ve optimum pH’s1 su sekildedir; pepsin enzimi- substrati

hemoglobin ve optimum pH’s1 2,2, piruvat karboksilaz enzimi- substrati piruvat ve optimum



pH’s1 4,8, alkalen fosfataz enzimi- substrati gliserol 3- fosfat ve optimum pH’s1 9,5 (Keha
ve Kiifrevioglu, 2018).

Sicaklik: Kimyasal reaksiyonlarin hizi sicaklikla genellikle artar. Enzimlerde de artan
sicaklik ile enzimatik reaksiyon hizi artar, ancak 50-60 °C {iizerine ¢ikildiginda enzim
aktivitesinde diigiis gzlenir. Bir enzim i¢in 10 °C’lik sicaklik degisiminin meydana getirdigi
aktivite farkliligina Q10 denir. Biitiin enzimlerin Q10 degeri 1,7 ile 2,5 arasinda degisir
(Keha ve Kiifrevioglu, 2018).

Enzim Derisimi: Enzimin substratina doygun oldugu kosullarda enzimatik
reaksiyonun hizi enzim derisimine bagli olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim miktar1 ne
kadar fazla ise reaksiyon o kadar hizl yiiriir. Substratin miktariin fazla oldugu kosullarda

enzim derigimi reaksiyon hizi ile dogru orantilidir (Sahin, 2013).

Substrat Derisimi: Substrat derigimi arttikga belli bir siire reaksiyon hizi dogrusal
olarak artmaktadir. Reaksiyon hizi degismeden devam ettiginde enzim substratina karsi
doygunluga ulagmistir ve bu durumda enzimin maksimum ¢alistigini gdsterir. Bir enzimin
maksimum hizi Vmax ile ifade edilir. Enzim maksimum hiz ile calisirken enzim
molekiillerinin yarisina bagli substrat derisimine Michaelis-Menten sabiti (Km) denir. K ne

kadar kiiciik ise enzimin substrata ilgisi o kadar fazladir (Sahin, 2013).

V=Vmax

Vmax/2

> [S]
K,, (substrat derisimi)

Sekil 2. Enzimatik reaksiyonun hizi iizerine substrat derigiminin etKisi



Zamanin Etkisi: Belirli bir zamanda {iretilen {irliniin miktar1 o enzim reaksiyonunun
hizin1 belirlemektedir. Substratin yaklasik %10’unun sarf edildigi reaksiyonun baslangic
asamasinda enzim ¢alismalar1 gogunlukla gergeklestirilir. Bunun sebebi bir enzim tarafindan
katalizlenen bir reaksiyonda reaksiyon hizi giderek azalir. Reaksiyon devam ederken olusan
tirtinlerin aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari, reaksiyonu dnleyen
maddelerin tesekkiil etmesi, enzimin zamanla inaktive olmasi ve substratin tilkenmesi gibi
faktorler buna neden olmaktadir. Enzim calismalarinda bu faktorlerin ortadan kaldirilmasi

icin enzim ¢aligmalar1 reaksiyon baginda yapilir (Sahin, 2013).

Inhibitér: Enzimlerde substratin baglandigi ve degisiklige ugratildigi ve baska bir
bilesige doniistiirtildigii bolge olan aktif merkeze baglanip, enzim-substrat kompleksinin
olusumunu &nleyen bilesenlere “inhibitorler” denir (Ozmen, D,, 2015). Temel olarak enzim
inhibitorleri bir enzimle baglanan ve onun biyoaktivitesini azaltan molekiillerdir. Bir
patojeni oldiirebilmekte, bir metabolik dengesizligi diizeltebilmekte veya enzim aktivitesini
bloke etmektedirler. Bununla birlikte birgok ila¢ molekiilii yapisi enzim inhibitorleri
icermektedir. Inhibitdrlerin baglanmasi, enzime aktif alandaki bir substratin baglanmasini
engelleyebilir ve enzimin kimyasal reaksiyonda aktivitesini azaltir (Kayacik, 2019).

Inhibitorler genel olarak ikiye ayrilirlar. Birinci grup, geri doniisiimlii inhibitdrlerdir
ve enzim yiizeyinin gesitli kisimlariyla birlikte nonkovalent etkilesimler olustururlar. ikinci
grup ise, geri doniislimsiiz inhibitdrlerdir ve enzim ylizeyi {lizerindeki farkli fonksiyonel
gruplarla etkilesime girerler. Enzim aktivitesinin bloke edilmesini saglayan enzimler pek
cok ilacin yapisini olusturmaktadir (Kayacik, 2019).

Bazi bilesenler ise enzim aktivitesini artirdiklari i¢in aktivator adini alirlar. Bilimsel
arastirmalarda daha ¢ok inhibitorler iizerine ¢aligmalarin oldugu goriilmektedir. Bu da
enzimlerin inhibisyonunun 6zellikle hastaliklarla miicadele agisindan daha 6nemli olmasiyla

ilgilidir.

1.2.4. Enzim Inhibisyonu ve inhibisyon Cesitleri

Enzim-substrat kompleksini saglayan bolge, enzimin kii¢iik bir bolgesini igermektedir.

Enzimler, substratlarina gore biiyiik molekiillerdir. Enzimlerde substratin baglandig, baska



bir bilesige doniistiirtildiigii ve degisiklige ugratildig1 bolgeye “aktif merkez” denir ve aktif
merkez de en az bir amino asit 6zel bir rol oynar.

Enzimin aktif merkezine baglanarak veya substratin baglanmasini engelleyen ve
enzim-substrat kompleksinin olusumunu 6nleyen bilesiklere “enzim inhibitérleri” ve bu
olaya da “enzim inhibisyonu” denir (Ozmen D., 2015).

Enzim ile inhibitor etkilesime girdiginde enzimin katalitik etkinligi azalir. Enzimin
aktif bolgesine tersinir olmayan bir inhibitor kovalent olarak baglandig1 zaman inhibitoriin
derisimi diisiiriilse bile katalitik etkinlikte kalic1 bir kayip olusturur. Enzimle tersinir bir
inhibtor kovalent olmayan bir kompleks olusturur ve bu katalitik etkinlikte gecici bir diisiise
neden olur. Enzimin katalitik etkinligi inhibitor kaldirildiginda normal seviyeye doner

(Oner, 2022).

Yarismali (Kompetitif) inhibisyon: Yarismali inhibisyon déniisiimlii inhibisyondur.
Yap1 bakimindan yarigmali inhibitor substrata benzer ve enzimin aktif bdlgesine baglanir

(Korkmaz, vd., 2015).

E+S <= ES —> E+P

+

' o (¥
A

: T (3

Sekil 3. Yarigmali (kompetitif) inhibisyon (Nelson, vd., 2020)

Boylece inhibitdr substratin enzime baglanmasint engeller. Substrat derisiminin
artirmakla inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Enzimin Vmax degeri degismez. Hem enzim-—
inhibitdr komplekslerinin hem de enzim—substrat ayrigmalar1 bir denge reaksiyonu oldugu
i¢cin substrat derisiminin artirilmasi dengeyi ES kompleksi lehine kaydirir. ES kompleksi
oranini yarismali inhibitor kataliz hizin1 diistirerek azaltir bu da enzimin Km degerinin

arttigin1 ifade eder (Korkmaz, vd., 2015).
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Yarigmali inhibisyonuna, malonatin siiksinat dehidrogenaz enzimi {izerindeki etkisi

ornek olarak verilebilir. Yapi1 olarak siiksinata benzeyen malonat enzimin aktif bolgesine

baglanir.

. . Co
(‘,UU COO FAD FADH, ‘
CH, CH; ﬁH

‘ ~ Siiksinat
57003 CH, dehidrogenaz CT

coo- coo
Malonat Siiksinat Fumarat

Farkli substrat ve inhibitér derisimlerinde yapilan enzimli reaksiyon hizlariin
Olgtimlerinden Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk grafigi ¢izilir. Michealis-Menten
grafigi V= (Vmax.[S] )/ (Km + [S]) esitligine gore, Lineweaver-Burk grafigi ise (1/V)=
(Kn/Vmax).(1/[S])+ (1/Vmax) esitligine gore gizilir.

Vv v

Vmax/2

[S] - 18]
K, Ky (substrat derisimi) -1/Ky /K’y

Sekil 4. Yarigmali bir inhibitoriin varliginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon
hizinin Michealis-Menten ve Lineweaver—Burk grafigi; Vmax ayn1 kalirken Km artar
(Korkmaz, vd., 2015).

Yarigmasiz (Unkompetitif) Inhibisyon: Bu inhibisyonda, inhibitdr serbest enzime

degil sadece enzim substrat kompleksine baglanabilir. (Korkmaz, vd., 2015).
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E+S

ES — E+P

lo

lo

Sekil 5. Yarismasiz (unkompetitif) inhibisyon (Nelson, vd., 2020)

Inhibitér varliginda substrat derisiminin artmasiyla inhibisyon artabilir. Michealis-
Menten grafigi V= (Vmax.[S] )/ (Km + [S]) esitligine goére, Lineweaver-Burk grafigi ise
(INV)= (Kn/Vmax)-(L[S])+ (1/Vmax) esitligine gore ¢izilir. Buna gore inhibitdr varligindan
ortamdan siirekli ES kompleksi uzaklagtigi i¢in Km azalir. Aynt zamanda ortamda ESI

kompleksi siirekli var olacagindan Vmax’ da diiser

v
v
-1
e V=Vmax
7 . V=Vmax
Z, +I
Vo2 7
Vyar/2 1V
L[ Ve
z 1/[S]
[S] -1/K’y -1/K,,

(substrat derisimi)

Sekil 6. Yarismasiz bir inhibitoriin varliginda ve yoklugunda enzimatik bir
reaksiyon hizinin Michealis-Menten ve Lineweaver—Burk egrisi; Vimax V& Km ayni oranda

azalir. [I] artsa bile dogrularin egimi aynidir.

Yar1 Yarismali (Nonkompetitif) Inhibisyon: Inhibitér ve substrat enzim molekiiliine

ayni anda baglanabilir. Bu durum; inhibitdriin aktif bolge disinda bir yere baglandigini,



12

baglanmanin ayni bdlgeye olmadigimi gosterir. inhibitér aktif bolgeye baglanamadigindan,

substrat ile inhibitor arasinda bir yarigsma yoktur (Korkmaz, vd., 2015).

E+S = ES >E+P
+ +
| |

SO

ss—w o] o

&

=

Sekil 7. Yar1 yarigmali (nonkompetitif) inhibisyon (Nelson, vd., 2020)

v
\%
-1
P V=V]]HIX
s ~ V:vmax s
- +1 .
Vinar/2 4 . ax
Vuar'2 Y UV pag ,
, /
/,
s/
’ b o
’ e ax
’ , ‘<
/ 1/[S]
- [s] VK -1/K,,
Ky Ky (substrat derisimi)

Sekil 8. Yar1 yarismali bir inhibitoriin varliginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon

hizinin Michealis-Menten ve Lineweaver—Burk egrisi; Vmax azalirken Km ayn1 kalir.

1.3. Ureaz

Ureaz, modern biyokimyanin gelisiminde temel bir yer tutar. Spesifik olarak iire
ayrismasini katalize eden iireaz, kristali protein formuna saflastirilan ilk enzimdir (Bzura ve
Koncki, 2019). James Sumner, 1926 yilinda iireazin ilk kristalizasyonunu yayimladi
(Copeland, 2000).
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Sekil 9. Ureaz kristallerinin ilk fotomikrografi (728 x biiyiitme) (Sumner, 1926).

James Sumner’in Jack bean’den izolasyonu ve kristallestirillestirmesi enzimolojinin
gelisiminde 6nemli yere sahiptir (Bzura ve Koncki, 2019). Sumner'in iireaz1 kristallestirmesi
ve ilk makalesinden sonraki 20 yil igerisinde 130’dan fazla enzim kristallestirilmistir
(Copeland, 2000). Ureaz, biyokatalitik siireglerin kinetik ¢alismalarinda, biyoteknolojik
kullanimlar i¢in yeni enzim immobilizasyon protokolleri {izerine arastirmalarda, modern
analitik kimya i¢in biyoanalitik sistemlerin ve biyosensorlerin gelistirilmesinde vb. yaygin
olarak kullanilan bir model enzimdir (Bzura ve Koncki, 2019).

Ureaz, toplam hiicre proteinlerinin %6'smni1 temsil eden biiyiik miktarlarda iiretilir.
Enzim, iirenin hidrolizini amonyaga ve karbamata katalize eder; karbamat kararsizdir ve
kendiliginden ikinci bir amonyak molekiiliine ve karbonik aside bozunur (Stingl ve Reuse,

2005).

1.3.1. Ureaz Enziminin Ozellikleri

Ureaz hidrolaz smifi bir enzimdir. 1961 yilinda aldig: karar ve 1972 yilinda yaptigi
revizyonla Uluslararasi Biyokimya Birligi (I.U.B. International Union Biochemistry) iireaz
enzimini E.C. 3.5.1.5. olarak kodlamustir.

Bu siralamaya gore;

3: Tip no: Enzimin bir hidrolaz oldugunu
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5: Grup no: Enzimin C-N baglarina etkili olan amidaz grubuna dahil oldugunu

1: Alt grup no: Enzimin bir agilamidaz oldugunu

5: Sistematik ad: Enzimin sistematik adinin “lire aminohidrolaz” oldugunu gosterir
(Sahin, 2013).

Ureaz, iirenin amonyak ve karbondioksite pargalanmasimi katalizler. Katalizorsiiz
olarak gerceklestirilen tepkime hizini iireaz 10 kat artirmak suretiyle yapar (Kayastha ve
Das, 1999).

C H,0 C
[ ~ I
o = O + NHp*
Ureaz
H,N NH, H,N O
c H,O
| ~.
O - HCO3" + NH3
VAN
H,N o

Sekil 10. Ureazin kataliz reaksiyonu (Ciurci, vd., 1999)

Ureaz, bitkilerde, bakteri kiiltiirlerinde ve hayvan ciftliklerinden elde edilen giibrelerde
bulunur (Bzura ve Koncki, 2019).

Arastirilan en yaygin iireaz i¢eren kaynaklar sunlardir:

1- Klebsiella aerogenes (Enterobacter aerogenes): Gevis getirenlerin sindirim
sisteminde yasayan ve azot metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir bakteri olan iireaz
(Klebsiella a. tireazi, KAU).

2- Bacillus pasteuril: Ozellikle ziraat i¢in cok dnemlidir ve toprakta, sularda, pis
sularda yasar. Bitkiler i¢in toprag1 azotga zenginlestiren iireaz (Bacillus p. iireazi, BPU).

3- Canavalia ensiformis: Bir tiir fasulye olan, bulundugu bitkide topraktan azot
emiliminin yeterli olmadigi durumlarda arginini azot deposu olarak kullanarak agiga
cikardig1 tireyi igerdigi tireaz (Canavalia ensiformis iireazi, JBU) sayesinde amonyaga
cevirerek azot kaynagi olarak kullanilmasina yardim eder.

4- Helicobacter pylori (HP): Midenin asidik yapisini etkileyerek iilser vb.
rahatsizliklara sebep olan ve insanlarda mide rahatsizligina sebep veren bir bakteridir

(Stefano, 2000).



1.3.2.

Ureaz, bitkiler, bazi bakteriler ve mantarlar tarafindan sentezlenen nikel bagl bir
metaloenzimdir. Ureazin varhigy, bitkiler, bakteriler, algler, mantarlar ve omurgasizlar dahil
olmak tizere ¢ok sayida organizmada tespit edilmistir. Bitki ve mantar tireazlar1 ¢ogunlukla
homoheksamerler o iken, bakteriyel iireazlar tipik olarak heterotrimerlerdir (afy)s.
Bakteriyel tireazlar, genellikle (apy)s trimerleri olusturan bir biiyiik (o0 60-76 kDa) ve iki
kiigtik (B 8-21 kDa, v 6-14 kDa) olmak tizere {i¢ farkl1 alt birimden olusur. Mantar ve bitki

tireazlar1 6zdes alt birimlerden (her biri ~90 kDa) olusur ve en yaygin olarak trimerler ve
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hekzamerler olarak birlestirilir (Krajewska, 2009).

1.3.3.

Ureaz, tiyol acisindan zengin ve nikel bagl bir metaloenzimdir. Ni*? iyonlar1 ve
siilthidril gruplar1 6zellikle enzimin aktif bolgesindeki coklu sistenil kalintilari tiim
iireazlarin katalitik aktivitesi icin gereklidir (Tan, vd., 2013). Ureazin metaloenzim oldugu

gosterildiginden bu yana, nikel bagli iireazlar bircok bakteri, mantar ve yiiksek bitkiden izole

ani ureass from jack bean
1

Ureaz Enziminin Molekiiler Ozellikleri

vt e fiaess [R4] M— SO TT Rkl -(]
laril wreicse fiom soybean

il max [K3] WL kI ]
plam ureiee from pipoosy

Y LA | | W) ka ]
plant urcase from cofton sceds

{insnpium hirsume (18] | K % kla |
Fungal vrease FEom [ 1O1]

PR DA TR TR TS b | S kiw |:
Fumgal ureasc Fom

Uaorkdinides sumins [107] | W15 kD J!
bacperial aneme fom ¥ 5] . o]

Ehetwiatl aerogena [ 103) | [TH] Lu:| |_ i '-‘1u-.i | e JI
hacterial wrews: finm ¥ a . i

Proteus sunaditis [104] [10.0 ke [12.2 ki | 6100 kD |1
becterial weres Gom X B : 1]

Fraculiver prrvseveris [ 105] [0 k] 1400 kil | 1 4 ki i
hacrerial nroassy frons [ 1] ¥ [i] : 0

Ulreaphanims wreatyricus (112 R4 [13.6 kD] | & 6 Lk I
bacierial wreme Eom T < [

It vadpariy [ 107 [viokog [120 ki | &0 0 kiIa Jn
hacrorial irasas o i 5] in

Hevylm dovocvas xafoons [ 10E] | [1] "'I\I:l:l | 134 IIH | &Sl kDa |
bactonal were Fovm b i B e

Ny fovercus feed [92] [Pikim |[Zrem]| &4 ki |
bacrersal wreass from [41] i B o
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Sekil 11. Ureazin yapisal alt birimleri (Krajewska, 2009).

Enzimatik Tepkime Mekanizmasi ve Nikel Iyonunun Rolii
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edilmistir. Benzer yapilara ve kataliz mekanizmalarina sahiptirler. Bir lireaz apoenziminin
aktive edilmesi gerekir. Bu islem, nikeli iireaz olusturan katalitik bolgeye dahil eden birkag
yardime1 proteinin katilimini gerektirir. Kristalize K. aerogenes lireazi, her bir katalitik alt
birimi iki Nikel iyonlu aktif bolge icerir. Bu enzimde, bir nikel atomu iki histidin kalintisina
(His-246 ve His-272), ikinci nikel atomu ise ti¢ kalintiya baglidir: iki histidin (His-134 ve
His-136) ve aspartik asit (Asp -360) (Sirko ve Brodizk, 2000).

1.3.4. Bitki Metabolizmasinda Ureazlarin Rolii

Bitkilerde iire metabolizmasinda arginaz, lireaz ve glutamin sentetaz olmak iizere ii¢
anahtar enzim bulunmaktadir. Ureazlar organizmanin azot kaynagi olarak harici veya dahili
olarak {iretilen iireyi kullanmasina izin vermektir. Bitkilerdeki azot kaynaginin 6nemli
miktari iireden gelmektedir. Urede bulunan azot, iireaz ile hidrolize edilmedigi siirece bitki
tarafindan kullanilamaz. Ureaz aktivitesinin {iriinii olan amonyak, glutamin sentetaz
tarafindan organik bilesiklere dahil edilir. Ureaz, tiim bitki dokularinda bulunur ve metabolik
olarak tiiretilmis iirenin doniistiiriilmesinden sorumludur. Fizyolojik rolii bilinmemektedir,
ancak bitki patojenlerine (toksik amonyak iiretiminden dolay1) kars1 korumada yer aldigi 6ne

siirlilmiistiir. Bununla birlikte {ireaz, ¢gimlenmede ve fidelerin azot metabolizmasinda 6nemli

bir rol oynar (Sirko ve Brodizk, 2000).

Arwinin . X
. = Cilotamin
) . Aroleaz o, A T
-~ _ e t“E tvenz + I| Cilulamin sentae
Arginosiiksinat Crnitin ¢evrimi Nl:l}.. |
" k] Crlutamat
. Ornitin -
. = -
- - ", -~
", /
. ‘.-"' -, . '
Sitrulin . " .
Glutamat semialdehit

Sekil 12. Bitkilerdeki iire metabolizmasi (Sirko ve Brodizk, 2000).
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1.3.5. Ureaz Enzimi Icin Inhibitorler

Ureazin inhibisyonlari, ¢esitli kullanimlar1 nedeniyle kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Bunlardan bazilar1 su sekildedir: Uriner tas olusumu, peptik iilser, piyelonefrit
ve hepatik koma gibi insan patojenik durumlarini indiikleyen bakteriyel {ireaza (6rn:
Helicobacter pylori) karsi terapi, enzim inhibitorii olarak islev géren maddeleri belirlemek
i¢in analitik bir teknik olarak ve toprakta {irenin hidrolizini kontrol ederek topragi iire giibresi
kullanimindan sonra azot kaybindan ve pH yilikselmesinden korumak gibi nedenlerden
dolay1 iireaz inhibisyonlar1 incelenmistir (Upadhyay, 2012). Ayrica iireaz inhibitorleri, idrar
ve mide-bagirsak yollarinin insan enfeksiyonlarini kontrol etmede de biiyiik 6neme
sahiptirler (Qin ve Cabral, 2002). Ureaz inhibitorleri genel olarak iki kategoriye ayrilabilir:
hidroksilire ve hidroksamik asitler gibi substrat benzeri inhibitdrler ve reaksiyon
mekanizmasini etkileyen inhibitorler. Kimyasal yapiya dayali olarak ise iireaz inhibitdrleri
dort ana gruba ayrilabilir: 1) lireazin metal merkezi ile dogrudan reaksiyona giren tiyolat
anyonlar1 olustugu tiyol bilesikleri, 2) lireazin aktif bolgesine baglanmak icin {ire ile rekabet
eden hidroksamik asit ve tiirevleri, 3) fosforodiamidatlar gibi etkili inhibitorler ve 4) Nikel
ligant ve selatlar1. Floriir iyonunun ve bazi peptidlerin 6nemli bir inhibe edici 6zelligi vardir
(Upadhyay, 2012).

Ureazin eser miktardaki agir metallere karsi hassas oldugu bulunmus ve alkali
metallerin {ireaz inhibisyonu yaptigia dair ¢aligmalar mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada
giimiis iyonunun jack bean iireazin1 inhibe ettigi bildirilmistir. Mn?*, Pd?*, Co?*, Cd?*, Ni?*,
Cu?* gibi metallerin de iireazi inhibe ettigi yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur. Ayrica
yapilan calismalar sonucunda metal iyonlarindan iireazi inhibe etme siras1t Ag™ ~ Hg?*>
Cu?"> Cd?*> Ni?*> Co?"> Fe?"> Mn?* seklindedir. Ureazin agir metal iyonlari tarafindan
inhibisyonunun yarismali inhibisyon olmadigi belirtilmistir (Upadhyay, 2012).

Jackbean ve bakteriyel lireaz iizerinde yapilan bazi 6n caligmalarda, hidroksamik
asidin spesifik, giiclii ve yarigmali olmayan bir inhibitér oldugunu gostermistir. Daha sonra,
hidroksamik asit ve tlirevlerinin, hem bitki hem de bakteri iireazlarinin geri doniisiimli,
yavag baglanan inhibitorleri oldugu bildirildi. Asetohidroksamik asit (AHA), bu sinifta en
yaygin olarak kullanilan inhibitordiir. Kinetik ve denge verileri, hidroksamik asidin nikel
iyonu i¢in rekabet ettigini ortaya koymustur (Upadhyay, 2012).

1943'te, floriiriin ilk kez sigir rumen (iskembe) iireazinin inhibitérii oldugunu

gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismaya gore floriir inhibisyonunun, katalitik bolgedeki su
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baglama bdlgesinin floriir iyonu ile degistirilmesini i¢erdigini 6ne siirmistiir (Upadhyay,
2012).

Tiyol bilesikleri, ilireaz enziminin yarigmali inhibitorlerindendir. Sistein ve 3-
merkaptopropiyonat gibi anyonik bir karboksil grubu iceren tiyol bilesikleri zayif
inhibitorlerken, pozitif yiiklii bir f-amino grubuna sahip olan tiyoller, 6rnegin sisteamin,
giiclii inhibitérdiir. Bir inhibitér olarak tiyollerin dezavantaji, etkilerinin spesifik
olmamasidir (Upadhyay, 2012).

Bitki kaynakli iireaz inhibitorlerini kimyasal simniflarma gore simiflandirabilir.
Bunlardan fenolik bilesikler bitkilerdeki pentoz fosfat ve fenilpropanoid yolunun tiirevleri
olan ikincil metabolitlerdir. Ayrica enzim inhibisyonu da dahil olmak iizere ¢ok cesitli
fizyolojik 6zellikler saglarlar. Diger bir grup ise alkaloitlerdir ve dogal olarak olusan organik
azot igeren bazlarin bir sinifidir. Alkaloidlerin insanlar ve hayvanlar {izerinde cesitli ve
onemli fizyolojik etkileri vardir. Terpenoidler, bitkilerde serbest veya proteinlere baglh
glikozitler veya esterler seklinde bulunan genis ve ¢esitli bir organik bilesik sinifidir.
Insanlar ve hayvanlar iizerinde de cesitli fizyolojik etkiler gosterirler (Hassan ve Zemlicka,
2016).

Tablo 1. Bitki kaynakli bazi iireaz inhibitorleri (Hassan ve Zemlicka, 2016)

Kimyasal Sinif Bilesik Ureaz inhibisyonundan

sorumlu gruplar

3,7,15-Tri-O-acetyl-50nicotinoil- -

Diterpenoidler
13,14-dihydroksimyrsinol

Triterpenoidler Zigofabosid A Siilfat kismi
Fenoller Indigoferin-B and C Alifatik zincir
Fenoller Dalbergiofenol Hidroksil grubu

Fenolik Asitler Anakardik asit, ellagik asit, atranorin | Ureazin aktif bolgesindeki

gallat, gallokatesin ve epigallokatesin

ve bergenin nikel iyonlariyla etkilesime
girer.
Stilbenler Resveratrol -
Stilbenler 2,3,4,4’ Tetrahydroksidihidrostilbene | Hidroksil grubu
Katesinler Epigallokatesin gallat, gallokatesin -
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Tablo 1’in devami

Flavonlar 5,7,4’-Trihidroksi-3’-(3-
hidroksimetilbutil)-3,6 Hidroksil grubu
dimetoksiflavon ve 5,7- dihidroksi-
3’-(2-hidroksi-3-  metil-3-butenil)-
3,6,4’-trimetoksiflavon

Flavonlar Kuersetin Hidroksil grubu

Flavon O-glikozit | Baicalin Ureazin aktif bolgesindeki
tiyol gruplan ile etkilesime
girer.

Flavon O-glikozit | Scutellarin Ureazin aktif bolgesindeki
stlfthidril ~ gruplar1  ile
etkilesime girer.

Flavon C-glikozit | Orientin Seker kismi

Flavanonlar Ponciretin -

Isoflavonoidler

7,8,4’-Trihydroksiisoflavone

Hidroksil grubu

Isoflavonoidler

7,8,4’-Trihydroksi-2-isoflavene

Hidroksil grubu

Kumarinler Kumarin glikozit Seker kismi
Alkaloidler 3’-Hidroksiepiglukoisatisin ve | Hidroksil/karbonil kismi1
epiglukoisatisin

Quinonlar 3-Methoksidalbergione -

Sfingolipidler Ofiamid A ve ofiamid B Seker kismi

Siilfur bilesikleri Iberin ve siilforafan Siilfiir kismi1

Siilfiir bilesikleri | Allicin Ureazin aktif bolgesindeki
SH grubuyla etkilesime
girer.

Diger bilesikler 2-Hexenal -

1.3.6. Ureaz Enziminin Kullanim Alanlar

Ureazin farkli alanlarda kullanimi bulunmaktadir. Tip, gida endiistrisi, giibre ve atik

sular1 gibi yaygin kullanim alanlaridir. Tipta, klinik uygulamalarda iire olglimii bazi

metabolik hastaliklarin teshisinde kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde iireyi yiyecek ve
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meyve sularindan uzaklastirmada kullanilir. Atik sulardaki ve gilibredeki iirenin

doniistiiriilmesinde kullanilir (Cinar vd., 2017).

1.3.7.  Ureaz Aktivite Tayin Yontemleri

Ureaz aktivitesini degerlendirmek i¢in amonyak salmimi, CO2 salimmi veya pH
artisgin1 izleyen testler olmak iizere gesitli yontemler mevcuttur. Her ne kadar iireaz
substratinin dogrudan spektrofotometrik tayini miimkiin olsa da, iireaz i¢in kullanilan
yontemler esas olarak amonyak i¢in Weatherburn veya Nessler reaktifleri veya fenol
kirmizist veya bromotimol mavisi gibi pH indikatorleri kullanilarak iire ayrigmasinin alkali
tiriinlerinin tespitine adanmis fotometriye dayanmaktadir. Bununla birlikte, son zamanlarda,
giimiis ve altin nanopartikiillerin olusturdugu kompleksleri arastiran fotometrik yontemler
gelistirilmistir. Floresan iireaz analizleri i¢in altin nanokiimeler uygulanmistir. Kalorimetrik,
potansiyometrik, radyometrik ve kemiliiminesans bazli iireaz analizlerinin yani sira
enzimatik {ire hidrolizi tirinlerinin kondiiktometrik veya florometrik tespiti ile elektroforez
de literatiirde bildirilmistir (Bzura ve Koncki, 2019).

Ureaz aktivite tayin yontemlerinden yaygin kullanilan bazilar1 sunlardir:

Nessler Yontemi: Sabit zaman noktali bir spektrofotometrik analiz olan
Nesslerizasyon reaksiyonu, amonyagi KI ve Hgl (amonyak renk reaktifi) iceren Nessler
reaktifiyle reaksiyona sokar. Fenol-hipoklorit testinde gézlemlenen yogun mavi renk yerine
(625 nm'de maksimum absorbans), iki ila dort kat daha az yogun turuncu renk gelisir.
Yiiksek hassasiyet gerekmediginde ve hiicresel bilesenlerin miidahalesi olmadiginda bu test

uygundur ¢iinkii hizli ve kolay bir sekilde gergeklestirilebilir (Mobley ve Hausinger, 1989).

Ure %’ (NH4)2CO3
2Hgl, + 4KI + NH," + NaOH

NHzngl:; + H30+ + 4KI + Nal

Sekil 13. Nessler yontemi reaksiyon mekanizmasi

Weatherburn Yontemi: Halen en yaygin olarak kullanmilan amonyak tayin
metodlarindan ve Weatherburn tarafindan gelistirilmis olan bir yontemdir. Ureazin {ireden
belli kosullarda birim zamanda olusturdugu amonyak miktar1 dikkate alinarak {ireaz

aktivitesinin belirlenmesi amaclanmistir. Sodyum hipokloritli ortamda ve sodyum
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nitroprosit esliginde iireazin, iire ile enzimatik reaksiyonu sonucu olusan NHs, fenol ile
tepkimeye girerek mavi renkli bir ¢ozelti olusturmaktadir. 625 nm’de olusan renk

spektrofotometrik olarak ol¢iilmektedir (Kalfa, 2016).

3NH; + 6HOCI NH,ClI R=H veya COO
OH O
R
[Fe(CN);NOT> R
NH,C1 + ' + HCl +H,0
0] NC1
OH ® R
R
. OH-, -HCl
[Fecn,Nop O N o +H0
NCI R

Sekil 14. Indofenol olusum mekanizmasi

Cift Enzim Yontemi: Hastalik teshisi i¢in yapilan tetkiklerde en ¢ok kullanilan
spektrofotometrik yontem c¢ift enzim yontemidir. Olgiilebilir bir 6zellige sahip olmayan
substrat veya {riin i¢in ikinci bir enzim kullanilarak 6Slgiilebilir bir sonug¢ elde edilmeye
calistir.  Ureazin {iriinii  amonyak ve karbondioksit asagidaki birinci reaksiyonda
spektrofotometrik olarak olgiilemez. Ikinci enzimatik reaksiyon sayesinde glutamat
dehidrogenaz enzimi NADH’1 koenzim olarak kullanir ve 340 nm’de reaksiyon takip

edilerek tayin yapilir. (Kirkbir, 2018).

Ure &’ (NH4)2CO3

Glutamat dehidrogenaz . .
NH," + a- Ketoglutarik Asit + NADH » NAD" + Glutamik Asit

Sekil 15. Cift enzim ydntemi reaksiyon mekanizmasi

Potansiyometrik Yontem: Amonyum iyonu iiretimi, amonyum iyonu se¢ici bir elektrot
kullanilarak dogrudan olgiilebilir ve potansiyometrik olarak test edilebilir. Bu yontemin
duyarlilig1 diistiktiir. Bu yontem inhibitorlerden etkilenmez; ancak testte tampon kullanilmaz
ve analiz sirasinda ¢ozeltinin iyonik giicli degisir, bu da bazi iireazlarin aktivitesini

etkileyebilir (Mobley ve Hausinger, 1989).
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Fenol Kirmizis1 Yontemi: Cozelti pH'indaki degisiklikler kolorimetrik pH
indikatorleri ile takip edilebilmektedir. Ure hidrolizi pH artisina neden olur ve bu degisim
fenol kirmizisi gibi bir pH gostergesi varhiginda spektrofotometrik olarak izlenebilmektedir
(Mobley ve Hausinger, 1989).

1.4. Renk Analizi ile Biyoaktivite Calismalari

Calisma sonucunda olusan goriintiilerin bir bilgisayar ya da mikroskop ortamina
aktarilarak, calisma hangi amagla degerlendirilmek isteniyorsa o amaca uygun bir goriintii
analiz programi kullanilarak yapilmasi son yillarda yayginlagmaktadir. Goriintiilerin
analizleri bu programlar ile gerek yapisal olarak gerekse renk degeri olarak belirlenmektedir.
Renk analizi yaparak maddenin biyoaktivite Ozelliginin ortaya konuldugu dogrudan
calismalar yeni gelisim gostermektedir (Iskefiyeli, 2014).

Kolorimetrik yontem kullanilarak fenolik bilesiklerin analizinde c¢alismalar
yapilmistir. Molecularly Imprinted Polymer (MIP) membran iizerinde suyun yapisinda
bulunan fenolikler bilesiklerin analizi bu ¢alismalara 6rnek verilebilir. Membran iizerin de
fenolik bilesenlerin farkli absorbans degeri gostermesi ile bu bilesikler analiz edilmistir
(Sergeyevavd., 2010). Diger bir kolorimetrik ¢alisma da ise ¢alismanin sonunda derisiminin
artisiyla renk degerinin orantili bir sekilde oldugu belirtilen, fenol, bisfenol A, katekol ve
krisol gibi fenolikleri iceren bilesikler kagit lizerine entegre edilen bir enzim lizerine numune
uygulanmis olan ¢alismadir (Ramis vd., 2012). Son zamanlarda yapilan diger caligmalar ise
DPPH' giderme ve FRAP gibi antioksidan tayin yoOntemlerinin renk analizi ile
gelistirilmesidir (Iskefiyeli, 2014).

1.5. “Image J” Renk Ol¢iim Programi

Son yillarda yapilan analizlerin sonucunda elde edilen goriintiilerin bilgisayarlara
aktarilmasi ve iizerlerinde 6l¢iim yapilmasina olanak saglayan programlar gelistirilmistir.
Bu programlarin ¢cogu oldukga pahali programlardir. Bunun yani sira goriintii analizinde ve
gesitli Olgtimlerde kullanilan mevcut ¢alisma igin renk analizinde kullanilan Image J
programi licretsizdir. Farkli alanlarda analiz ¢esitliligi ve {icretsiz olmasindan dolay1r ¢ok

cesitli bilim dallarinda kullanilan bir programdir.
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Sekil 16. Image J programinin gostergesi



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar

Denemelerde kullanilan madde ve malzemeler KTU Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
laboratuvarlar1 ve Hitit Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya Miihendisligi Boliimii
arastirma laboratuvarlarindan temin edildi. Kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalari

gosteren bilgiler Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Denemelerde kullanilan cihazlar

Cihaz Adx Markasi ve Modeli

UV-Vis spektrofotometre Thermo Scientific-Genesys 10s

Analitik terazi Mettler Toledo MS204
Shimadzu ATX 224

pH metre PH-013

Vorteks Dragon Lab-MX-S

Mikropipet (1000 pL) Jencons Sealpette Pro

Mikropipet (100 pL) Hirschmann Labopette

Tablet Ipad-MD525TU/A- 4. Nesil

Kamera Iphone 12/ 12 megapiksel

2.2. Kullamlan Kimyasallar

Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar1 Tablo
3’te verilmistir.

Tablo 3. Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar

Kimyasalin Ad1 Saflik Derecesi Firmasi

Ure %99 Isolab

AgNOs3 %99 Sigma Alderich
Disodyum hidrojen fosfat %99 Sigma Aldirch
Ureaz 1U/mg Sigma

Fenol kirmizisi - Merck

Borik asit %99,8 Uparc
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2.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:

Tablo 4. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar

Cozelti Hazirlanisi
0,05 M NaoHPO, 7,098 g Na;HPO, saf suda ¢oziildii pH’1 6,8 ayarlandi ve
hacmi 1 litreye tamamlanmigtir.

125 mM iire (H2N-CO-NH>) 0,750 g tre 100 mL 0,05 M fosfat tamponunda

¢Oziilmiistiir.

100 mM iire (H2N-CO-NHy) 0,6006 g ire 100 mL 0,05 M fosfat tamponunda

¢Oziilmiistiir.
75 mM iire (HoN-CO-NH,) 0,450 g iire 100 mL 0,05M fosfat tamponunda ¢oziilmiistiir.
50 mM iire (HoN-CO-NH,) 0,300 g iire 100 mL 0,05M fosfat tamponunda ¢oziilmiistiir.
25 mM iire (H2N-CO-NH,) 0,150 g iire 100 mL 0,05M fosfat tamponunda ¢oziilmiistiir.
0,04 mg/mL Fenol Kirmizist 4 mg fenol kirmizisi 100 mL iire (fosfat tamponu ile

hazirlanmis) i¢inde ¢oziilmiistiir.

3 mg/mL iireaz 30 mg iireaz tartilip, 10 mL 0,05 M fosfat tamponunda
¢Oziilmiistiir. (Tartilan enzimin 1/3 oraninda tampon
cozeltisi ile hazirlanmistir.)

5 uM AgNOs [k olarak 1 mM AgNOj; hazirlandi. 17 mg AgNO3 100 mL
saf suda ¢oziildii. Daha sonra ilk olarak 0,1 mM seyreltildi.
0,1 mM AgNOs’te 5 uM AgNO3’e seyreltildi.

50 mM Borik Asit 0,155 g iire 50 mL saf suda ¢oziilmiistiir. Borik asit ile
yapilan ¢aligmalar bu hazirlanan borik asitten seyreltilerek

hazirlanmustir.

2.4. Yontemin Gelistirilmesi

Yontem gelistirilmesi sirasinda enzim derisiminin belirlenmesi, reaksiyon siiresi,
reaksiyonu durdurmasi igin pipetlenen AgNOs derisimi ve pipetlenme zamani, fenol
kirmizis1 derisimi gibi bazi parametreler calisilmistir. Image J programi igin ¢ekilen
fotograflar kamera (telefon) ile ¢ekildikten sonra JPG formatinda bilgisayara ve Image J
programina atilmigtir. Kullanilan kameranin ¢oziiniirligii 12 megapikseldir.

Enzim Derisimi (IU/mg): Bu ¢alismada kullanilacak enzim derisimi belirlemek igin 8
farkli enzim derisimi ile on c¢alisma yapilmistir. Bu enzim derisimleri sirasiyla 0,3125

mg/mL, 0,625 mg/mL, 1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL, 3 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL ve 20
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mg/mL seklindedir. Enzim ¢dzeltileri, tampon ¢ozeltisi icerisinde hazirlanmistir. Tampon
¢ozeltisi olarak pH’s1 6,8, derisimi 0,050 M olan Na;HPO4 kullanilmistir. Bununla birlikte
substratta (iire) yine ayni tampon igerisinde 100 mM olarak hazirlanmistir. Fenol kirmizisi
ise hazirlanan tire ¢ozeltisi igerisinde derisimi 0,04 mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. 0.
dakikadan baslayarak 40. dakikaya kadar 5 dakikalik aralar ile 570 nm’de absorbans
okumalar gergeklestirilmistir. Calisilan enzim derisimleri arasinda ¢alismamiz i¢in uygun

olan enzim derisimi belirlenmistir.

Tablo 5. Kontrol ve kontrol korii pipetleme prosediirii

Kontrol (K) Kontrol Korii (KK)
Enzim ¢oziiciisii (tampon) - 500 uL
Enzim 500 puL -
Inhibtér ¢oziiciisii (su) 500 uL 500 uL
15 dakika inkiibasyon
Substrat (iire) + fenol kirmizist 500 pL 500 uL

Substrat Derisimi: On denemelerimizde 3 farkli substrat derisimi kullanilmistir. Bu
derisimler 31,25 mM, 62,5 mM ve 125 mM seklindedir. Substrat olarak iire kullanilmistir.
Enzim ¢6zeltisi (IU/mg) (3 mg/mL), tampon ¢ozeltisi icerisinde hazirlanmistir. Tampon
¢ozeltisi olarak pH’s1 6,8, derisimi 0,05 M olan NazHPO4 kullanilmistir. Substrat ¢ozeltileri
de ayn1 tamponda farkli derisimde hazirlanmistir. Fenol kirmizist derisimi ise her susbstrat
cozeltisi ig¢inde 0,04 mg/mL’dir. 30. dakikada 570 nm’de absorbans okumalari
gerceklesmistir.

Fenol Kirmizis1 Derisimi: Yontemimiz i¢in en uygun fenol kirmizisi derigsmini
belirlemek i¢in 3 farkli fenol kirmizisi derisimi se¢ilmistir. Enzim ¢6zeltisi (1U/mg) (3
mg/mL), tampon ¢ozeltisi icerisinde hazirlanmistir. Tampon ¢ozeltisi olarak pH’s1 6,8,
derisimi 0,05 M olan NazHPO4 kullanilmistir. Substrat ¢6zeltisi de ayni tamponda 100 mM
derisimde hazirlanmistir. Hazirlanan 100 mM substrat ¢ozeltisi i¢inde 0,02 mg/mL, 0,04

mg/mL ve 0,08 mg/mL derisim olmak iizere 3 farkli fenol kirmizisi ¢ozeltisi hazirlanmstir.

AgNOs Derisimi:  Yontemimizde mikroplaka iizerinden fotograf c¢ekimi

yapilacagindan belli bir siire sonra reaksiyonu durdurmamiz gerekmistir. Bunun i¢inde
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AgNOs3 4 farkli derisimi ile deneme yapilmistir. Bu dort derisim 5 pM, 50 uM, 250 uM ve
500 uM seklindedir. Enzim ¢6zeltisi (300U/mg) (0,125 mg/mL), tampon ¢ozeltisi i¢erisinde
hazirlanmistir. Tampon ¢ozeltisi olarak pH’s1 6,8, derisimi 0,05 M olan Na2HPO4
kullanilmistir. Substrat ¢ozeltisi de ayni1 tamponda 100 mM derisimde hazirlanmstir.
Hazirlanan 100 mM substrat ¢ozeltisi i¢inde 0,04 mg/mL derisim olmak iizere fenol
kirmizis1 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi ilave edildikten 5 dakika
sonra AgNOg’iin farkli derisimleri pipetlenmis ve AgNOs ¢ozeltisinin kontrol ¢ozeltisinde

absorbansta nasil bir degisim yaptig1 60 dakika boyunca takip edilmistir.

Tablo 6. AgNO3 derisimi belirlemek igin pipetleme prosediirii

Kontrol (K) Kontrol Korii (KK)
Enzim Coziiciisii (Tampon) - 500 uL
Enzim 500 uL -
Inhibtér Coziiciisii (su) 500 puL 500 uL
15 dakika inkiibasyon
Substrat (iire) + Fenol Kirmizisi 500 uL 500 uL
5 dakika sonra
AgNO3 500 pL 500 uL

pH- UV-Vis Absorbans Degerlendirmesi: Bu ¢aligmada enzimatik reaksiyon sonucu
pH artis1 meydana gelmektedir. pH artmasi ile birlikte UV-Vis spektrofotometre cihazinda
okunan absorbans degeri de artmaktadir. pH degistik¢e, pH 6,0’dan baslayarak pH 9,0’a
kadar absorbanstaki degisimin nasil oldugu goézlenmistir. Calisma yapilirken enzimsiz
olarak sadece pH-absorbans degisimi takip edilmistir. Ayrica Image J programinda Kirmizi
(Red)- Yesil (Green)- Mavi (Blue) (RGB) iginden Yesil=Green formatta hesaplamasi
yapilmistir. Sekil 17°de kuyucuk igindeki sayilar kuyucuk igerisindeki ¢ozeltinin pH’s1dur.
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Sekil 17. pH’ya bagli renk degisiminin mikroplakadaki goriintiisii

2.5. Optimizasyon

Optimizasyon yapilirken bu tez igin en ¢ok 6nem arz eden mikroplaka, 1sik kaynagi,

kamera uzaklig1 gibi parametreler dikkate alinmistir.

Tablo 7. Genel pipetleme prosediirii

Kontrol (K) Kontrol Korii (KK)
Enzim Coziiciisii (tampon) - 500 uL
Enzim 500 uL -
Inhibtér Coziiciisii (su) 500 uL 500 uL
15 dakika inkiibasyon
Substrat (iire) + Fenol Kirmizisi 500 pL 500 pL
30 dakika sonra
AgNOs3 500 uL 500 pL

Optimizasyon c¢aligsmalari ise su sekildedir;

Mikroplaka - Isik Kaynagi Etkisi: Bu parametrede mikroplaka, kutu diye belirttigimiz
bir sistem igerisinde, oda kosullarinda beyaz kagit iizerinde ve oda kosullarinda tablet
iizerinde olmak tizere ti¢ farkli ortam 15181 etkisi ¢alisilmistir. Enzim ¢ozeltisi (1U/mg) (3

mg/mL), tampon ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir. Tampon ¢ozeltisi olarak pH’st 6,8,
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derisimi 0,05 M olan Na2HPO4 kullanilmistir. Substrat ¢6zeltisi de ayni tamponda 100 mM
derisimde hazirlanmigtir. Hazirlanan 100 mM substrat ¢ozeltisi i¢inde 0,04 mg/mL derisim
olmak tizere fenol kirmizisi ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi ilave
edildikten 30 dakika sonra 5 uM AgNO3’iin pipetlenmistir. Calisma kontrol ve kontrol korii

ile yapilmistir. 3 calisma i¢inde ayni ¢ozeltiler kullanilmistir.

Sekil 20. Tablet {istii goriintii

Mikroplaka - Isik Kaynag1 Arasindaki Mesafenin Etkisi: Bu parametrede mikroplaka,
kutu diye belirttigimiz bir sistem igerisinde raflar mevcuttur. Mikroplaka yerlestirilen raf ve
sistem tabanin aras1 8 cm.dir. Tabandan 3 farkl yilikseklik olacak sekilde 6l¢timler alinmustir.
Bu olgtimlerde 151k kaynagi olarak kullanilan tablet tabana 0 cm olacak sekilde yerlestirildi,
daha sonra tabandan 2 cm ylikseklikte bir platform konularak tablet yerlestirildi ve son
olarakta tabana 6 cm yiikseklikte bir platform konularak 151k kaynagi yerlestirildi. Isik
kaynag1 tabana 0 cm, Isik kaynagi tabandan 2 cm yiikseklikte ve 151k kaynagi tabandan 6 cm
yiikseklikte olmak tizere 3 6lgiim alinmistir. Ayrica ¢calismada 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100



mM ve 125 mM olmak iizere 5 farkli substrat derisim ile ¢alistlmistir. Sekil 21, Sekil 22 ve
Sekil 23 pipetleme sablonu A’ya gore pipetlenmistir.
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Pipetleme Sablonu-A

K 125 mM:125 mM iire Kontrol, KK 125 mM:125 mM iire Kontrol Korii
K100 mM:100 mM iire Kontrol, KK 100 mM:100 mM iire Kontrol Korii
K 75 mM: 75 mM iire Kontrol, KK 75 mM: 75 mM iire Kontrol Korii
K50 mM: 50 mM iire Kontrol, KK 50 mM: 50 mM iire Kontrol Korii
K25 mM: 25 mM iire Kontrol, KK 25 mM: 25 mM iire Kontrol Korii

Sekil 21. Isik kaynagi ile mikroplaka tabani aras1 0 cm iken mikroplaka goriintiisii
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Sekil 23. Isik kaynagi ile mikroplaka tabani aras1 6 cm iken mikroplaka goriintiisii

Sonuglar degerlendirilirken 3 farkli mesafede 5 farkli derisimin paralellerinin (8 adet
kontrol ve 5 adet kontrol korii) ortalamalari, standart sapmalar1 ve bagil standart sapmalari
kullanilmigtir. Bununla birlikte mikroplaka tamamini temsil etmesi adina mikroplaka farkli
uzakliktaki ve bolgedeki kuyucuklaria pipetlemeler yapilmistir.

Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafenin Etkisi: Bu parametrede mikroplaka, kutu

diye belirttigimiz bir sistem igerisinde raflar mevcuttur. Her rafin aras1 5 cm.dir. Ancak ilk
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raf yiiksekligi mikroplakadan 10 cm yukarisindan baslamaktadir. Isik kaynagi 0 cm de iken
bu olgtimler yapilmistir. Bununla birlikte 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM ve 125 mM
olmak tiizere 5 farkli substrat derigimi ile calisilmistir. Sekil 24, Sekil 25 ve Sekil 26

pipetleme sablonu A’ya gore pipetlenmistir.

Sekil 25. Kamera 20 cm yukarida iken mikroplaka goriintiisii
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Sekil 26. Kamera 25 cm yukarida iken mikroplaka goriintiisii

Sonuglar degerlendirilirken 3 farkli mesafede 5 farkli derisimin paralellerinin (8 adet
kontrol ve 5 adet kontrol korii) ortalamalari, standart sapmalar1 ve bagil standart sapmalari
kullanilmistir. Bununla birlikte mikroplaka tamamini temsil etmesi adina mikroplaka farkli
uzakliktaki ve bolgedeki kuyucuklarina pipetlemeler yapilmistir.

Isik Kaynagiin Parlakliginin Etkisi: Isik kaynagi olarak kullanilan tablet 151k siddeti
%60, %80 ve %100 olmak iizere 3 farkli parlaklikta Slciim alinmstir. Olgiimler kutu
icerisinden gergeklestirilmistir. Kamera mikroplakadan 25 c¢m yukarida iken fotograf

cekilmigtir. Sekil 27, Sekil 28 ve Sekil 29 pipetleme sablonu A’ya gore pipetlenmistir.

Sekil 27. Isik kaynaginin parlakligi %60
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Sekil 29. Isik kaynaginin parlakligi %100

Sonuglar degerlendirilirken 3 farkli mesafede 5 farkli derisimin paralellerinin (8 adet
kontrol ve 5 adet kontrol korii) ortalamalari, standart sapmalar1 ve bagil standart sapmalari
kullanilmigtir. Bununla birlikte mikroplaka tamamini temsil etmesi adina mikroplaka farkli

uzakliktaki ve bolgedeki kuyucuklarina pipetlemeler yapilmistir.
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Enzim Derisimi: Yontem gelistirilmesi sirasinda 3 mg/mL enzim derisiminin uygun
olabilecegi karar verilmis daha sonra 8 farkli enzim derisimi ¢alisilmigtir. Substrat (iire)
derisimi olarak 100 mM kullanilmistir. Fenol kirmizisi derisimi substrat igerisinde 0,04
mg/mL seklindedir. Her enzim derigimi i¢in tekrarli ¢aligmalar yapilmis ve bu ¢alismalarin

standart sapma ve bagil standart sapmalar1 hesaplanmastir.
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Sekil 30. Farkli enzim derisimleri

Substrat Derisimi: 5 farkli substrat derisim calisilmistir. Mikroplaka pipetlemesi

sablon-B’ye gore yapilmustir.
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K 125 mM:125 mM iire Kontrol, KK 125 mM:125 mM iire Kontrol Kori

K 100 mM:100 mM iire Kontrol, KK 100 mM:100 mM iire Kontrol Kori

K75 mM: 75 mM iire Kontrol, KK 75 mM: 75 mM iire Kontrol Korii

K 50 mM: 50 mM iire Kontrol, KK 50 mM: 50 mM iire Kontrol Korii

K 25 mM: 25 mM iire Kontrol, KK 25 mM: 25 mM iire Kontrol Korii

N 1mM BA: 1 mM borik asit numune ¢ozeltisi, NK 1mM BA: 1 mM borik asit i¢in
numune korii

N 0,75 mM BA: 0,75 mM borik asit numune, NK 0,75 mM BA: 0,75 mM borik asit

icin numune kori

N 0,50 mM BA: 0,50 mM borik asit numune, NK 0,50 mM BA: 0,50 mM borik asit

i¢in numune korti

N 0,25 mM BA: 0,25 mM borik asit numune, NK 0,25 mM BA: 0,25 mM borik asit

icin numune kori

N 0,1mM BA: 0,1 mM borik asit numune, NK 0,1mM BA: 0,1 mM borik asit i¢in

numune koru

Sekil 31. Farkli substrat derigimleri

Reaksiyon Sicakligi: Reaksiyon ortami 25°C, 35°C ve 45°C olmak iizere ti¢ farkl
sicaklikta deney gerceklestirilmistir. Calisma kontrol ve kontrol korti ile yapilmistir. Substrat

(ire) derisimi olarak 100 mM kullanilmistir. Fenol kirmizis1 derisimi 100 mM substrat
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icerisinde 0,04 mg/mL seklindedir. Reaksiyon siiresi tamamlandiktan sonra ¢ozeltilerden

mikroplaka pipetleme yapilmistir. Image J de renk analizi ve UV’de okuma yapilmustir.

2.0,0.0.0.0.0.9.9.3
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Sekil 32. Reaksiyon sicakligi (25, 35 ve 45 °C)

Ug sicaklik icinde, kontrol ve kontrol kérii 10 paralel ile ¢alisiimis standart sapmalar

ve bagil standart sapmalar hesaplanmistir.

Mikroplaka Tipinin Etkisi: Diiz ve yuvarlak olmak tizere iki farkli mikroplaka
kullanilarak Image J de dlglimler yapilmistir. Ayni kontrol korii ve kontrol ¢ozeltileri ile
calisilmigtir. Substrat (iire) derisimi olarak 100 mM kullanilmistir. Fenol kirmizisi derisimi

100 mM substrat igerisinde 0,04 mg/mL seklindedir.
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Sekil 34. Yuvarlak dipli mikroplaka goriintiisii
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Iki mikroplaka tipi iginde, kontrol ve kontrol korii 10 paralel ile calisiimis standart

sapmalar ve bagil standart sapmalar hesaplanmistir.

Ortam Isiginin Etkisi: Ortam 1518min etkisi i¢in iki farklt zamanda calismalar
yapilmistir. Bu ¢alismalarin ilkinde mikroplaka kagit tizerinde iken oda igerisinde perdelerin
acik ve kapali olmasi durumunda analizin nasil etkilendigidir. 5 farkli substrat (iire)
derisiminin paralellerinin (8 adet kontrol ve 5 adet kontrol korii) ortalamalari, standart
sapmalar1 ve bagil standart sapmalar1 kullanilmistir. Bununla birlikte mikroplaka tamamini
temsil etmesi adina mikroplaka farkli uzakliktaki ve bolgedeki kuyucuklarina pipetlemeler
yapilmustir. Ikinci ¢alismada ise mikroplaka kagit iizerinde, tablet iizerinde ve kutu igerisinde
olmak iizere ii¢ farkli 151k ortaminda galisma yapilmistir. Kutu igerisinde mikroplaka
karanlik bir ortamda, kagit ve tablet ilizerinde ise oda kosullarindaki 1sik ortaminin
degerlendirilmesi yapilmistir. Substrat (iire) derisimi olarak 100 mM kullanilmistir. Fenol
kirmizisi derisimi 100 mM substrat igerisinde 0,04 mg/mL seklindedir. Sekil 35 ve Sekil 36

pipetleme sablonu A’ya gore pipetlenmistir.

Sekil 35. Perde agik iken fotografi ¢ekilen mikroplaka goriintiisii
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Sekil 38. Oda kosullarinda kagt lizerinde iken fotografi ¢ekilen mikroplaka

goruntusu

Sekil 39. Oda kosullarinda tablet tizerinde iken fotografi ¢ekilen mikroplaka

goruntisu
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Farkli Reaksiyon Kaplarinda Fotograf Alinmasi1 (Kiivet, Ependorf): Farkl
derisimlerde hazirlanan borik asit ile yapilan ¢alismada ¢ozelti UV kiivet ve ependorf
icerisinde iken fotograflari ¢ekilmistir. Substrat (iire) derisimi olarak 100 mM kullanilmistir.

Fenol kirmizisi derigsimi 100 mM substrat icerisinde 0,04 mg/mL seklindedir.

Kontrol 0.05 mM 0,15 mM

nwm
L'_JL_'_*A

|
0.3 mM 05mM ImM  2mM IimM  SmM 10 mM

Sekil 40. Farkli borik asit derisimlerinin ependorf igerisinde goriintiisii

Kontiol 0,05 mM 015 M

03 mM 0.5 mM 1M 2 wM 3aM S M 3 M

Sekil 41. Farkli borik asit derisimlerinin UV kiivet igerisinde goriintiisii

UV kiivet ve ependorfta fotograflari ¢ekilen borik asitin farkli derisimleri i¢in Image
J programindan OGlgiimler alinmis ve her ikisi iginde standart sapma ve bagil standart

sapmalar hesaplanmistir.
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2.6. Validasyon

LOD (Tespit Limiti)- LOQ (Tayin Limiti): Tespit limitinin hesaplanmasinda
kullanilan yontem tekrarli ¢alisilan diisiik derisimlerdeki borik asit testi sonucu hesaplanan
standart sapma degerinin 3 katinin alinmasidir. Tayin limitinin hesaplanmasinda kullanilan
yontem ise tekrarli ¢alisilan diisiik derisimlerdeki borik asit testi sonucu hesaplanan standart
sapma degerinin 10 katinin alinmasidir. LOD ve LOQ ¢alismasi i¢in 0,15 mM derisimde
borik asit tekrarli olarak caligilmistir. Substrat (iire) derisimi olarak 100 mM kullanilmustir.
Fenol kirmizisi derisimi 100 mM substrat igerisinde 0,04 mg/mL seklindedir. Sanco, NMLK
Validation Guide ve Eurachem Method Validation Guide bu hesaplamada referans olarak

kullanilmustir.

=~ T 3 B S

¥

et =

Sekil 42. 0,15 mM borik asit 10 tekrarli ¢alismasi

Tespit Limiti (LOD) = 3 x standart sapma
Tayin Limiti (LOQ) = 10 x standart sapma

Tekrarlanabilirlik: Olgiim tekrarlanabilirligi i¢in borik asit kullanilmistir. Elde edilen
sonug standart sapma olarak degerlendirilmistir. Borik asit derisimi 0,15 mM’dir. Substrat
(iire) derisimi olarak 100 mM kullanilmistir. Fenol kirmizisi derisimi 100 mM substrat
icerisinde 0,04 mg/mL seklindedir. Eurachem method validation guide ve sanco guide

hesaplamada referans olarak kullanilmstir.

Sekil 43. 0,15 mM borik asit mikroplaka tekrarlanabilirlik ¢alismasi

Ayrica tekrarlanabilirliik ¢aligmasi icin eppendorf ve kiivette de tekrarlanabilirlik

calismas1 yapilmustir.
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Sekil 45. 0,15 mM borik asit kiivet tekrarlanabilirlik galismasi

Giinleraras1 Tekrarlanabilirlik: Giinleraras1 Tekrarlanabilirlik i¢in kontrol ¢alismasi
ardisik 3 giin tekrar1 yapilmistir. Substrat (iire) derisimi olarak 100 mM kullanilmistir. Fenol
kirmizisi derisimi 100 mM substrat igerisinde 0,04 mg/mL seklindedir. Elde edilen sonug
standart sapma ve bagil standart sapma olarak degerlendirilmistir. Eurachem method

validation guide ve sanco guide hesaplamada referans olarak kullanilmistir.

GCOoo00000

Sekil 46. Giinleraras1 Tekrarlanabilirlik 1. giin ¢aligmasi

Sekil 47. Giinleraras1 Tekrarlanabilirlik 2. giin ¢alismasi
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Sekil 48. Giinleraras1 Tekrarlanabilirlik 3. giin ¢alismasi

Saglamlik: Saglamlik ¢alismasi igin 25°C, 26°C ve 27°C olmak fizere ardigik 3
sicaklikta deney geceklestirilmistir. Substrat (lire) derisimi olarak 100 mM kullanilmistir.
Fenol kirmizisi derisimi 100 mM substrat igerisinde 0,04 mg/mL seklindedir. Elde edilen

sonug standart sapma ve bagil standart sapma olarak degerlendirilmistir.

. 4 3 .
R e A e > "

Sekil 51. Saglamlik 27°C ¢alismasi
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2.7. Cesitli Numunelerde Gelistirilen Yontem ile Ureaz Aktivitesinin
Belirlenmesi

Gelistirilen ydntem yesil cay ekstresi ve K.T.U Kimya Boliimii 6gretim iiyelerinden
Prof. Dr. Olcay Bekircan tarafindan sentezlenen iki adet yeni tiyadiazol ile galisilmustir.
Yesil ¢ay ekstresi i¢in 20 gr yesil ¢ay 200 mL saf suda 3 saat boyunca bir manyetik karistirici
tizerinde ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen ekstrakt 0,22 um siringa filtreden

gecirilmistir ve analiz edilene kadar +4 °C’de saklanmustir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Enzim Derisimi

Yontem gelistirilirken 8 farkli derisim enzim ¢6zeltisi kullanilmistir. Siire gectikge
absorbans artmustir. Yiiksek enzim derisimlerinde kisa slirede maksimum absorbansa
ulagilmistir. Maksimum absorbansa ulasildiktan sonra absorbansa degerleri sabit kalmis ve
degerlerin sabit oldugu goriilmiistiir. Diisiik enzim derigimlerinde ise absorbansta ¢ok fazla
degisiklik olmamistir. Bu ¢alisma kontrol ve kontrol korii seklinde yapilmustir. Grafik,

stireye kars1 absorbans olarak ¢izilmistir.

20 mg/mL

10 mg/mL

5 mg/mL

3 mg/mL

2,5 mg/mL
1,25 mg/mL
0,625 mg/mL
0,3125 mg/mL

Absorbans

8§

0 10 40

20
Siire (dk)

Sekil 52. Farkli enzim derigimi grafigi

Absorbans degerleri ve siireler birlikte degerlendirildiginde gelistirdigimiz yontemde
enzim derisimi olarak 3 mg/mL olarak belirlenmistir. Literatiirde yapilan baz1 ¢aligmalarda
da bizim ¢aligmamizda oldugu gibi tireaz aktivitesi arttikga absorbans ¢ok hizli artmistir. Xie
ve arkadaglarimin yaptig1 bir calismada, iireaz yoklugunda rengin sar1 oldugu, ilireazin
artmasiyla rengin saridan turuncuya ve kirmiziya dogru kademeli olarak degistigi net bir
renk degisimi gozlenmistir ( Xie vd., 2018). Jannah ve Kim’in yaptig1 ¢calismada ise iireaz

konsantrasyonu arttikga pH’1n arttigini ifade etmislerdir (Jannah ve Kim, 2019)
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3.2. Substrat Derisimi

Yontem gelistirilirken farkli substrat derisimi kullanilmistir. Bu ¢alisma kontrol ve
kontrol korii seklinde yapilmistir. Grafik, substrat (iire) derisimine kars1 absorbans ve Image

J ile elde edilen renk mean degeri olarak ¢izilmistir.

1,200 al o b
1,000 120
0,800 100
& ' % 80
-2 0,600 § 60
0,400 40
0,200 20
0,000 0

0 100 200 300 0 100 200 300

Substrat kons. (mM) Substrat kons. (mM)

Sekil 53. Farkli derisimlerde a) substrat (iire) derisim- absorbans ve b) substrat (iire)

derisim- mean grafigi

Literatiir arastirmalar1 da goz oniinde bulundurularak yaptigimiz ¢aligmada bizim
calismamiz i¢in en uygun substrat derisiminin 100 mM oldugunu tespit ettik. Bunu
degerlendirirken substrat ile enzim reaksiyona girdiginde 30. dakikada okudugumuz
absorbans degeri i¢in en uygun olan substrat derisiminin 100 mM olduguna karar verilmistir.

Tavares ve arkadaglar1 degisen iire derisimine karst yaptig1 calismanin sonucunu iire
derigimi arttik¢a renk koyulugu artmis ve bu durum tireaz aktivitesinin maksimum aktiviteye

ulasana kadar kademeli olarak artmistir seklinde ifade etmislerdir (Tavares, vd., 2021).

3.3. Fenol Kirmizis1 Derisimi

Calismamizdaki renk doniisiimii takibi, fenol kirmizisinin pH degisimine bagl olarak
sartdan pembeye doniisen renk degisimi ile saglanmistir. Literatiire bakildiginda bu yontem
i¢in en uygun fenol kirmizisi derisiminin 0,04 mg/mL oldugu goriilmiistiir. Calismamiz i¢in
en uygun fenol kirmizisi derisimini i¢in 3 farkli derisim ile deneme yapilmistir. Bu ¢calisma

kontrol ve kontrol korii seklinde yapilmistir. Siireye kars1 absorbans grafigi ¢izilmistir.
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2,45
1,95
= 0,08 mg/ml
o 145 0,04 mg/mL
2 002mg/mL
Q0
< 0,95
0,45
-0,05 &
0 20 gire (dK) 40 60

Sekil 54. Farkli derisimlerde fenol kirmizisi i¢in absorbans-siire grafigi

Absorbans degerleri ve siireler birlikte degerlendirildiginde gelistirdigimiz yontemde

fenol kirmizisi derisimi olarak 0,04 mg/mL olarak belirlenmistir.

3.4. AgNOs Derisimi

Calismamizda renk doniisiimii takibi yapilmistir. Ancak ¢alisma enzimatik devam
eden bir reaksiyon oldugu i¢in belirli bir siirede reaksiyonu durdurmamiz gerekmistir. Bunun
icin iyi bir {ireaz inhibitorii olan AgNOs3 kullanilmistir. Farkli derisimlerde AgNO3
pipetlendikten sonra siireye karsi verdigi absorbans degerleri takip edilmistir. Bu ¢alisma

kontrol ve kontrol korii seklinde yapilmistir.

0,9 ,

08
0,7
506
< 05
S804
0,3
0,2
0,1

0 10 20 30 40 50 60
Siire (dk)

Sekil 55. Farkli derisimlerde ilave edilen AgNOs i¢in absorbans-siire grafigi
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Grafikten de anlasildig1 {izere kullandigimiz en diisiik AgNO3 derisiminin reaksiyonu
durdurdugu goriilmiistiir. 5. dakikada AgNOs3 ilave edildikten sonra seyrelmeye bagl olarak
absorbansta diisme meydana gelmistir. Tiim kontrol, kontrol korii, numune ve numune kort
icin aym prosediir uygulanacagindan, en diisik AgNO3 derisiminin absorbansi
sabitlediginden 5 puM AgNOs pipetlenmesine karar verilmistir. Yiiksek c¢ozliniirliikli
kolorimetrik immiinosensor gelistirmek i¢in yapilan ¢alismada farkli metaller ile denemeler

yapilmus iireaz i¢in en etkili metal inhibitoriin Ag*? oldugu tespit edilmis (Xie vd., 2018).

3.5. pH- UV-Vis Absorbans ve Renk Degeri Degerlendirmesi

pH arttik¢a renk saridan pembeye dogru koyulagmistir. pH’a bagli renk degisimi hem

absorbans olarak degerlendirilmis hem de Image J programinda degerlendirilmistir.

1,40
1,20
1,00

» 0,80

C

5+

£ 0,60

(@)

38
< 040

0,20

0,00

pH

6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5

Sekil 57. pH- ImageJ mean (Yesil) degisimi grafigi
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pH’daki degisiklige bagli absorbans ve mean degerinde nasil bir degisim oldugunu
belirlemek i¢in bu ¢alisma yapilmustir. pH artip renk koyulastikca UV-Vis’de absorbans
degeri artmistir. Image J programinda ise tersi bir durum séz konusu olup pH artip renk
koyulastikga Mean degerinde azalma olmustur. Her iki grafikte de sigmoidal davranis

gorilmistir.

3.6. Mikroplaka - Isik Kaynag Etkisinin Degerlendirilmesi

Mikroplaka, ortam 15181 etkisi degerlendirmek i¢in kutu igerisinde, oda kosullarinda
beyaz kagit tlizerinde ve oda kosullarinda tablet {izerinde olmak iizere farkli ortamlarda
fotograflar1 ¢ekilmistir. Fotograflar, Image J programinda 3 farkli renk platformlarinda
degerlendirilmesi yapilmistir. Bu renk platformlar1 Yesil=Green, Mavi=Blue ve (R+G+B)/3
seklindedir. Bu degerlendirilmeler yapilirken standart sapma ve bagil standart sapma
degerleri kullanilmigtir. Ayrica spektrofotometrede absorbans degerleri alinip standart
sapma ve bagil standart sapmalar1 hesaplanmistir. Kontrol (K) ve kontrol korii (KK) i¢in her
renk platformu ve ortam icin ayr1 ayri standart sapmalar (std sapma) ve bagil standart

sapmalar (bagil std sapma) hesaplanmustir.

KK- Std Sapma KK- Bagil std sapma
7 6,11 6 5,39
6 5
5
4

4 3,55 )
3 ) 1,61
2 1,16 1,08
11 o002 ! 0.5
o L || L ._

Abs Kutu Yesil Kagit Yesil Tablet Yesil Abs Kutu Yesil Kagit Yesil Tablet Yesil

Sekil 58. Yesil renk platformunda kontrol koriiniin standart sapma ve bagil standart

sapma grafikleri
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KK-Std Sapma KK- Bagil std sapma
7 10 8,48
6 8
5
6

4
3 4 2,50
) 179 5| 108 1,23 .
11 o002 0 .
0 Abs Kutu Mavi Kagit Mavi  Tablet

Abs Kutu Mavi Kagit Mavi Tablet Mavi Mavi

Sekil 59. Mavi renk platformunda kontrol koriiniin standart sapma ve bagil standart

sapma grafikleri

KK- Std Sapma KK- Bagll std sapma

7 596 6 5,36
6 5
5 4
4 3,08

' 3
8 1,50
2 117 21 108 '

1 0,60
1 o002
0 0
Abs Kutu Kagit Tablet Abs Kutu Kagit Tablet
(R+G+B)/3 (R+G+B)/3 (R+G+B)/3 (R+G+B)/3 (R+G+B)/3 (R+G+B)/3

Sekil 60. (R+G+B)/3 renk platformunda kontrol koriiniin standart sapma ve bagil
standart sapma grafikleri

Kontrol korii i¢in hem renk platformu hem de ortam 15181 etkisi agisindan
degerlendirilmistir. Renk platformlarina gore standart sapmalar degerlendirildiginde en
diisiik standart sapmanin Yesil platformunda oldugu goézlenmistir. Ayni sekilde bagil
standart sapmalarda da Yesil platformu en diisiik degere sahiptir. Bunlara bagli olarak
platform olarak bizim calismamiz i¢in Yesil platformunun daha uygun olduguna karar
verilmistir. Ayrica ortam 15181 etkisi agisindan degerlendirildiginde ise kutu diye
isimlendirdigimiz sistem hem standart sapma hem de bagil standart sapma agisindan daha

uygun oldugu tespit edilmistir.
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K- Std Sapma K- Bagil std sapma
5 417 14 12,36
4 12
3,07 10

3 8
2 6
1 0,71 4 2,89

0,005 . 2 0,48 0,68 .
0 [

Abs Kutu Yesil Kagit Yesil Tablet Yesil Abs Kutu Yesil Kagit Yesil Tablet Yesil

Sekil 61. Yesil renk platformunda kontroliin standart sapma ve bagil standart sapma

grafikleri
K- Std Sapma K- Bagil std sapma
6 5,13 ! 5,86
5 6
4,14
4 5
4
3
) 1,89 3 1,98
2
- I T o 0,92 I
0 ’ o L |
Abs Kutu Mavi Kagit Mavi Tablet Mavi Abs Kutu Mavi Kagit Mavi Tablet Mavi

Sekil 62. Mavi renk platformunda kontroliin standart sapma ve bagil standart sapma

grafikleri

K- Std Sapma K- Bagil std sapma
5 4,22 6 4,91
4 3,39 S
3 4

3

2 ) 1,86

0,80
1 0.005 1 0,48 0,44
0 0

Abs Kutu Kagit Tablet Abs Kutu Kagit Tablet
(R+G+B)/3 (R+G+B)/3 (R+G+B)/3 (R+G+B)/3 (R+G+B)/3 (R+G+B)/3

Sekil 63. (R+G+B)/3 renk platformunda kontroliin standart sapma ve bagil standart

sapma grafikleri

Kontrol hem renk platformu hem de ortam 15181 etkisi agisindan degerlendirilmistir.
Renk platformlarina gore standart sapmalar degerlendirildiginde en diisiik standart sapmanin

Yesil platformunda oldugu goézlenmistir. Ayni sekilde bagil standart sapmalarda da ise
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(R+G+B)/3 platformu en diisiik degere sahiptir. Hem kontrol korii hem de kontrol agisindan
ikili bir degerlendirme yaptigimizda ise Yesil platformunun yontemimizde degerlendirme
platformu olarak daha uygun oldugu tespit edilmistir. Ayrica ortam 15181 etkisi agisindan
degerlendirildiginde ise kutu diye isimlendirdigimiz sistem hem standart sapma hem de bagil
standart sapma agisindan daha uygun oldugu tespit edilmistir.

Mikroplaka - 1s1k kaynag etkisi i¢in genel bir degerlendirme yaptigimizda en uygun
ortamin kutu igerisinde ve Image J programinda Yesil renk platformu olduguna karar

verilmistir. Bundan sonraki renk degerlendirmesi ¢aligmalar1 kutu igerisinde yapilmustir.

3.7. Mikroplaka - Isik Kaynag1  Arasindaki = Mesafenin
Degerlendirilmesi

Mikroplaka yerlestirilen raf ve sistem tabanin arasi 8 cm.dir. Tabandan 3 farkli
yiikseklik olacak sekilde olglimler alinmistir. Tabanin zeminine tablet altina platform
koyulmadan zemine direkt koyulmasi 0 cm olarak isimlendirilmistir. Daha sonra tablet altina
2 cm ve 6 cm’lik platform koyularak dl¢iimler alinmistir. Her {i¢ ylikseklik icin 25 mM, 50
mM, 75 mM, 100 mM ve 125 mM olmak tizere 5 farkli substrat derisimi ile ¢alisilmustir.
Degerlendirme yapilirken 100 mM standart sapmasi (std sapma) ve bagil standart sapmast
(bagil std sapma) ve 5 farkli derisiminin ortama standart sapmasi ve bagil standart sapmasi
kullanilmistir. Her iki degerlendirmede de kontrol (K) ve kontrol korii (KK) i¢in Image J

programinda Yesil renk platformu standart sapma ve bagil standart sapma hesaplanmustir.

K- std sapma K- bagil std sapma
3,00 -
4,00 1 3,49 3,48 2,41 2,35
3,50 4 2,50 1 '
3,00 2,00 A
2,50 -
; 1,50 A 1,25

2,00 - 1,84
1,50 - 1,00
1,00 4 0,50 1
0,50 A 0,00
0,00 0Ocm 2cm 6cm

Ocm 2cm 6cm Mikroplaka- Isik Kaynagi Arasindaki

Mikroplaka- Isik Kaynag: Arasindaki Mesafe Mesafe

Sekil 64. Yesil renk platformunda kontroliin 100 mM substrat derisimi i¢in standart

sapma ve bagil standart sapma grafikleri
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KK- std sapma KK- bagil std sapma

7,00 1 6,50 3,50 1 3,11
6,00 3,00 A
5,00 _ 250 A 2,35
4004 37 3,48 s00d 178
3,00 ~ 1:50 -
2,00 4 1,00 A
1,00 A 0,50 -
0,00 0,00
0cm 2cm 6cm 0cm 2cm 6cm
Mikroplaka- Isik Kaynagi Arasindaki Mesafe Mikroplaka- Isik Kaynagi Arasindaki
Mesafe

Sekil 65. Yesil renk platformunda kontrol koriintin 100 mM substrat derigimi igin
standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

K- std sapma K- bagil std sapma
4,00 - 3,78 3,00 - 240
3,50 1 2,92 2,50 A '
3,00 A 2,51 200 - 1,92
2,50 - ’ 1,59
2,00 4 1,50 -
1,50 A 1,00 A
1,00 -
050 1 0,50
0,00 0,00
0cm 2cm 6cm 0cm 2cm 6cm
Mikroplaka- Isik Kaynagi Arasindaki Mesafe Mikroplaka- Isik Ka¥"3§1 Arasindaki
Mesafe

Sekil 66. Yesil renk platformunda kontroliin tiim substrat derisimi i¢in ortalama

standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

KK- std sapma KK- bagil std sapma
7,00 + 6,24
6.00 5,60 3,50 1 2,98
) 4,92 3,00 - 536 2,68
5,00 - 250 - ,
4,00 b 2’00 n
3,00 1 150 -
2,00 1 1,00
1,00 ~ 0,50 -
0,00 0,00
Ocm 2cm 6cm 0cm 2cm 6cm
- Isik Kaynagi Arasindaki Mesafe Plate- Isik Kaynag1 Arasindaki Mesafe

Sekil 67. Yesil renk platformunda kontrol koriiniin tiim substrat derigimi i¢in

ortalama standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

100 mM substrat (iire) derisimi i¢in kontrol standart ve bagil standart sapma agisindan

degerlendirildiginde en uygun mikroplaka - 1s1k kaynagi arasindaki mesafenin 0 cm oldugu
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goriilmistiir. 100 mM substrat (iire) derisimi i¢in kontrol korii standart ve bagil standart
sapma agisindan degerlendirildiginde ise en uygun mikroplaka - 1s1k kaynagi arasindaki
mesafenin standart sapmaya gore 6 cm, bagil standart sapmaya gore ise 0 cm oldugu
gorilmistiir.

Tiim substrat (lire) derigimleri i¢in kontrol standart ve bagil standart sapma igin
degerlendirildiginde en uygun mikroplaka - 1s1k kaynagi arasindaki mesafenin 0 cm oldugu
gorilmistiir. Kontrol korii, standart ve bagil standart sapma tiim substrat (iire) derisimleri
i¢in degerlendirildiginde ise en uygun mikroplaka - 1s1k kaynagi arasindaki mesafenin O cm

oldugu goriilmiistiir.

0,500 a 70,000 b
0,450 65,000
0,400 60,000
0,350 55,000
0,300 50,000
§ 0,250 5 45,000
0,200 = 40,000 e () CIM
0,150 35,000
0,100 30,000 —2cm
0,050 25,000 6cm
0,000 20,000
0 50 100 150 0 50 100 150
Ure derisimi mM Ure derisimi mM

Sekil 68. Farkli derigsimlerde a) substrat (iire) derisimi- absorbans ve b) substrat (iire)

derisimi- mean grafigi (Mikroplaka - 1s1k kaynagi arasindaki mesafe)

Mikroplaka - 151k kaynagi arasindaki mesafe i¢in genel bir degerlendirme yaptigimizda
en uygun mesafenin Image J programinda Yesil renk platformunda O cm olduguna karar

verilmistir.

3.8. Isik Kaynagimin Parlakhiginin Degerlendirilmesi

Isik kaynagi olarak kullanilan tablet 151k siddeti %60, %80 ve %100 olmak tizere 3
farkli parlaklikta 6l¢iim alinmistir. Her ii¢ parlaklik siddeti icin 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100
mM ve 125 mM olmak tizere 5 farkli substrat derisimi ile calisilmistir. Degerlendirme
yapilirken 100 mM standart sapmasi (std sapma) ve bagil standart sapmasi (bagil std sapma)
ve 5 farkli derisimin ortalama standart sapmasi ve bagil standart sapmasi kullanilmistir. Her
iki degerlendirmede de kontrol (K) ve kontrol korii (KK) i¢in Image J programinda Yesil
renk platformu standart sapma ve bagil standart sapma hesaplanmistir. Isik siddeti %60, %80
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ve %100 grafikler iizerinde sirasiyla parlaklik 60, parlaklik 80 ve parlaklik 100 olarak ifade

edilmistir.
K-std sapma K- bagil std sapma

6 4

c 4,89 3,07
3

4

2,62 1,75

3 1,84 2 1,25

2
1

0 0

Parlakhk 60 Parlakhk 80 Parlakhk 100 Parlaklik 60 Parlaklik 80 Parlakhk 100

Sekil 69. Yesil renk platformunda kontroliin 100 mM substrat derisimi i¢in standart

sapma ve bagil standart sapma grafikleri

KK-std sapma KK-bagil std sapma
6 25 2,30
4,85 ' 2,09
5 4,57 5 1,79
4 3,71
1,5
3
2 1
1 0,5
0 0
Parlaklik 60 Parlakhk 80 Parlakhik 100 Parlaklik 60 Parlakhk 80 Parlakhik 100

Sekil 70. Yesil renk platformunda kontrol koriintin 100 mM substrat derigimi igin

standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

K-std sapma KK-bagil std sapma

4 3,38 2.5 2,08
3 2,51 2,65 2 1,59 1,67

15
2

1
1 05
0 0
Parlakhik 60 Parlakhik 80 Parlakhk 100 Parlaklik 60 Parlaklhik 80 Parlaklhik 100

Sekil 71. Yesil renk platformunda kontroliin tiim substrat derisimi i¢in ortalama

standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri
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K-std sapma KK-bagil std sapma
6 1o 25 2,36 2,25
' 472
) 1,85

S 4,03 2

4 15

3
1

2

1 0,5

0 0

Parlakhk 60 Parlakhk 80 Parlakhk 100 Parlakhik 60 Parlakhk 80 Parlakhk 100

Sekil 72. Yesil renk platformunda kontrol koriiniin tiim substrat derigimi i¢in

ortalama standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

100 mM substrat (iire) derigimi igin kontrol ve kontrol korii i¢in standart ve bagil
standart sapma agisindan degerlendirildiginde 151k kaynaginin parlakliginin %60 en uygun
parlaklik oldugu goriilmiistiir.

Tiim substrat (lire) derisimleri i¢in kontrol ve kontrol korii i¢cin standart ve bagil
standart sapma i¢in degerlendirildiginde en uygun 151k kaynaginin parlakliginin %100

oldugu goriilmiistiir.

05 al 70000 b
0.4 60,000
50,000
g 03 § 40,000 = Parlaklik %60
< 02 = 30,000 e Parlaklik %80
01 20,000 e Parlaklik %100
' 10,000
0 0,000
0 50 100 150 0 50 100 150
Ure derisimi mM Ure derisimi mM

Sekil 73. Farkl derisimlerde a) substrat (iire) derisimi- absorbans ve b) substrat (iire)

derigimi- mean grafigi (Isik kaynaginin parlakligi)

Isik kaynaginin parlakligi i¢in diger parametreler ile birlikte genel bir degerlendirme
yaptigimizda Image J programinda Yesil renk platformunda en uygun parlakligin parlaklik

%60 olduguna karar verilmistir.
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3.9. Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafenin Degerlendirilmesi

Mikroplaka - kamera arasindaki mesafede kutu igerisindeki her rafin aras1 5 cm.dir ve
ilk raf yiiksekligi mikroplakadan 10 cm yukarisindan baslamaktadir. 3 farkli mesafede 6l¢tim
alimmistir. Bu 6lgtimler kamera 15 cm, 20 cm ve 25 cm yukarida seklindedir. Her ti¢ mesafe
icin 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM ve 125 mM olmak tizere 5 farkli substrat derisimi ile
calisilmistir. Degerlendirme yapilirken 100 mM standart sapmasi (std sapma) ve bagil
standart sapmasi (bagil std sapma) ve 5 farkli derisiminin ortama standart sapmasi ve bagil
standart sapmasi kullanilmistir. Her iki degerlendirmede de kontrol (K) ve kontrol korii (KK)
icin Image J programinda Yesil renk platformu standart sapma ve bagil standart sapma
hesaplanmistir. Mikroplaka - kamera arasindaki mesafe grafikler tizerinde sirasiyla 15 cm,

20 cm ve 25 cm olarak ifade edilmistir.

K- std sapma K- bagil std sapma
8,00 - 6.46 5,00 1 4,30
6,00 - 4,00 A
4,00 4 3,09 300 1 2,04
1,84 2,00 -
2,00 - 1,25
0,00 0’00
,15 cm 20cm _25 cm 15¢cm 20cm 25¢cm
Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafe Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafe

Sekil 74. Yesil renk platformunda kontroliin 100 mM substrat derisim i¢in standart

sapma ve bagil standart sapma grafikleri

KK- std sapma KK- bagil std sapma

8,00 1 6,86 5,00 -
3,86
6,00 A1 4,00 A
352 3,71 3,00 ~
4,00 A ’
2,00 1 1,65 1,79

2,00 1 1,00 1
0,00 0,00

15cm 20cm 25¢cm 15cm 20 cm 25¢cm

Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafe Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafe

Sekil 75. Yesil renk platformunda kontrol koriintin 100 mM substrat derisim igin

standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri



6,00 1

4,00 -

2,00 4

0,00
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5,63 K-std sapma

3,35
2,51

15cm 20cm 25cm
Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafe

4,00 -
3,00 ~
2,00 A
1,00

0,00

K- bagil std sapma

Ill

15cm 20cm 25¢cm
Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafe

Sekil 76. Yesil renk platformunda kontroliin tiim substrat derigim i¢in ortalama

standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

8,00 - KK- std sapma

6,30
6,00 -

455 4,92

4,00 A
2,00 ~
0,00

15cm 20cm 25cm

Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafe

4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

KK- bagil std sapma

2,99

2,13 2,36

15¢cm 20cm 25 cm
Mikroplaka - Kamera Arasindaki Mesafe

Sekil 77. Yesil renk platformunda kontrol koriiniin tiim substrat derisim i¢in

ortalama standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

100 mM substrat (iire) derisimi igin kontrol i¢in mikroplaka - kamera arasindaki

mesafe standart ve bagil standart sapma agisindan degerlendirildiginde mikroplaka - kamera

arasindaki mesafe olarak 25 cm en uygun mesafe oldugu goriilmiistiir. Kontrol korii i¢in ayn1

degerlendirme yapildiginda ise 20 cm en uygun degerdir. Kontrol korii i¢in standart sapma

ve bagil standart sapma degerleri 20 ve 25 cm i¢in yakin degerlerdir.

Tiim substrat (lire) derigimleri i¢in kontrol standart ve bagil standart sapma icin

degerlendirildiginde 100 mM substrat derisiminde oldugu gibi mikroplaka - kamera

arasindaki mesafenin 25 cm oldugu gortilmistiir. Kontrol korii igin yapilan hesaplamalarda

ayni sekilde 100 mM ile kontrol korii degerleri ile benzerlik gostermistir. Kontrol korii i¢in

20 cm en uygun degerdir ancak 20 ve 25 cm i¢in standart sapma ve bagil standart sapma

degerleri yakin degerlerdir.
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05
s a 80,000 b
04 70,000
0,35 60,000
03 _ 50,000
§ obzg g 40,000
’ 30,000 —15¢cm
0,15
o1 20,000 —20cm
0,05 10,000 =—25cm
0 0,000
0 50 100 150 0 50 100 150

Ure derisimi mM Ure derisimi mM

Sekil 78. Farkli derisimlerde a) substrat (iire) derisimi- absorbans ve b) substrat (iire)

derisimi- mean grafigi (Mikroplaka - kamera arasindaki mesafe)

Mikroplaka - kamera arasindaki mesafe i¢in diger parametreler ile birlikte genel bir
degerlendirme yaptigimizda Image J programinda Yesil renk platformunda en uygun

mesafenin 25 cm olduguna karar verilmistir.

3.10. Reaksiyon Sicakhiginin Degerlendirilmesi

Sicaklik degerlendirilmesi i¢in 3 farkli reaksiyon sicakligi ile calisilmistir. Bu
sicakliklar 25°C, 35°C ve 45°C seklindedir. 10 paralel seklinde kontrol ve kontrol korii ile

calisilmis ve her sicaklik ig¢in ayri ayri standart sapma ve bagil standart sapmasi

hesaplanmuistir.
K-std sapma K-bagil std sapma
4 4
3 3
2 2
1 1
0 0 .
250C 350C 450C 250C 350C 450C

Sekil 79. Kontroliin farkli sicakliklar i¢in standart sapma ve bagil standart sapma

grafikleri
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KK-std sapma KK-bagil std sapma
6
4
2
I I I B
0
250C 350C 450C 250C 350C 450C

Sekil 80. Kontrol koriiniin farkl sicakliklar i¢in standart sapma ve bagil standart

sapma grafikleri

Kontrol i¢in reaksiyon sicakligi standart ve bagil standart sapma acisindan
degerlendirildiginde en uygun sicakligin 25°C oldugu goriilmustiir. Kontrol kort igin bu
sicaklik 45°C"dir.

Reaksiyon sicakligi icin diger parametreler ile birlikte genel bir degerlendirme
yaptigimizda numunelerde lireaz aktivitesi ya da iireaz inhibitdr aktivitesi ¢aligmalarinda
kontrol benzeri enzimli reaksiyon karigimlarmin yogun kullanilmast nedeniyle Image J
programinda Yesil renk platformunda en uygun sicakligin 25°C olduguna karar verilmistir.

Yo6ntem oda sicakliginda giivenilir bir sekilde kullanilabilecektir.

3.11. Mikroplaka Tipinin Etkisinin Degerlendirilmesi

Diiz ve yuvarlak tabanli olmak tizere iki farkli mikroplaka ile galisilmistir. Bu
calismada mikroplaka tabanin analiz sonucuna etkisine bakilmistir. Bunun igin 10 paralelli
kontrol ve kontrol ¢ozeltileri kullanilmistir. Her iki taban tipi i¢in ayr1 ayr1 standart sapma

ve bagil standart sapmas1 hesaplanmustir.

K-std sapma K-bagil std sapma
15 1 0,92
) 0.8 0,63
0,6
05 0,4
0,2
0 0
Yuvarlak Diiz Yuvarlak

Sekil 81. Kontroliin farkli mikroplakadaki standart sapma ve bagil standart sapma
grafikleri
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KK-std sapma KK-bagil std sapma
2 0,8 0,74
15 0,54

15 1,15 0.6 '

1 0,4
0,5 0,2

0 0

Diiz Yuvarlak Diiz Yuvarlak

Sekil 82. Kontrol koriiniin farkli mikroplakadaki standart sapma ve bagil standart

sapma grafikleri

Image J programinda Yesil renk platformunda, kontrol ve kontrol korii i¢in mikroplaka
tipi standart ve bagil standart sapma ag¢isindan degerlendirildiginde en uygun mikroplakanin

diiz tabanli mikroplaka oldugu gériilmiistiir.

3.12. Ortam Isiginin Etkisinin Degerlendirilmesi

Ortam 15181 etkisi degerlendirilirken iki farkli ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalardan
ilki beyaz bir kagit iizerinde laboratuvar perdeleri acik ve kapali olmak {izere fotograflari
¢ekilip 100 mM substrat derisimi ve 5 farkli substrat derisimlerinin ortalama standart sapma
ve bagil standart sapmalar1 hesaplanmistir. Tiim hesaplamalar konrtol ve kontrol korii igin

ayr1 ayr1 hesaplanmistir.

19.80 - K- std sapma 19.68 K-bagll std sapma
19,60 1 44,00 - 42,23
19.40 A 42,00 A
19,20 - gggg ]
19,00 A 18,92 36.00 4 35,28
18,80 - 34,00 A
18,60 1 32,00 -
18,40 30,00 -
perde acik perde kapal perde acik perde kapah

Sekil 83. Kontroliin 100 mM substrat derisimde perde acgik ve perde kapali i¢in

standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri
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KK-std sapma KK-bagil std sapma

11,60 - 11,49 12,40 - 12,33
11,40 A 12.20 1
11,20 A

4 12,00
11,00 11,80
10,80 - 10,66 11,80 -
10,60 A
10,40 - 11,60 -
10,20 11,40

perde acik perde kapah perde acik perde kapah

Sekil 84. Kontrol koriiniin 100 mM substrat derisimde perde agik ve perde kapali

icin standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

1970 - K- std sapma K-bagil std sapma

’ 19,68 50,00 -
19,68 A 000 39,14
19,66 1 40,00 1 31,65
19,64 - 30,00 -
19,62 19,61 20,00 -
19,60 -

10,00 -

19,58 -
19,56 0,00 -

perde acik perde kapah perde acik perde kapali

Sekil 85. Kontroliin tiim substrat derisimi perde agik ve perde kapali igin ortalama

standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

KK-std sapma KK-bagil std sapma
1450 1 14,11 20,00 -
14,00 - 15,60
15,00 A 12,87
13,50 A
13,00 12,77 10,00 4
12,50 J 5,00 -
12,00 - 0,00
perde acik perde kapalh perde acik perde kapali

Sekil 86. Kontrol koriiniin tiim substrat derisimi perde agik ve perde kapali i¢in

ortalama standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

Ikinci yapilan ¢alismada ise kutu diye isimlendirdigimiz kapali ortam, mikroplakanin

direkt tablet istii ve mikroplakanin kagit iistii seklinde fotograf ¢ekimleri yapilmistir. Bu
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calismada ayni1 ¢ozeltiler kullanilmis ve kontrol ve kontrol korii i¢in 10 paralel ¢alisma

yapilmistir.
K- Std Sapma K- Bagil std sapma
- 14 -
5 417 0 ] 12,36
4 -
3,07 10 -
3 1 8 -
2 - 6 4
1 0,71 4 2,89
0,005 24 048 0,68 ._
0] 0 L—mm —
Abs Kutu Kagit Tablet Abs Kutu Kagit Tablet

Sekil 87. Kontroliin i¢in standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

KK-Std Sapma KK-Bagil std sapma
6 1 5,39
6,11 5
355 o
' 3 .
24 108 1,61
0,002 o 14 - 055
’ [ ] 0
Abs Kutu Kagit Tablet Abs Kutu Kagit Tablet

Sekil 88. Kontrol koriiniin igin standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri

Ik ¢alisma olan kagit {izerinde perde agik ve perde kapali standart sapmalar ve bagil

standart sapmalar g6z 6niinde bulunduruldugunda hem 100 mM substrat (iire) derisimi hem

de tiim derigimler i¢in en uygun ortam perde acik ikendir. Bu calismada kontrol korleri i¢inde

perde acik calismas1 daha uygundur.

Ikinci calismada ise kutunun en uygun ortam oldugu goriilmiistiir. Standart sapmalar

ve bagil standart sapmalar, en uygun kutu olmak iizere sirasiyla kutu, tablet ve kagit tizerinde

yapilan ¢alismalarin uygunlugunu gostermistir.

3.13. Farkh Reaksiyon Kaplarinda Olciim Alinmasi (Kiivet, Ependorf)

Bu ¢alismanin amact mikroplaka bulunmadigi ortamlarda kiivet veya ependorf

icerisindeki c¢ozeltiler i¢in en uygun reaksiyon kabinin belirlenmesidir. Bunun i¢in borik
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asitin farkli derisimlerdeki kiivet ve ependorf icerisinde fotograflar1 ¢ekilmistir.
Calismamizin temelinde mikroplaka bulundugu igin mikroplaka, kiivet ve ependorfun
birlikte karsilastirilmasi yapilmistir. Karsilastirma yapilirken farkli derisimlerdeki borik

asitlerin standart sapma ve bagil standart sapmalar1 kullanilmistir.

std sapma bagil std sapma
5 - 4,64 6 - 5,65
4 S
3 41 2,95
5 1,64 177 31
2

1 L 0,88
0 o LI

mikroplaka ependorf kiivet mikroplaka ependorf kiivet

Sekil 89. Borik asitin farkli reaksiyon kaplarindaki 6l¢iim sonucu standart sapma ve

bagil standart sapma grafikleri

0,600 a 200,000 b
180,000
! %
0:500 160,000 Y@
0,400 140,000
" 120,000
-2 0,300 % 100,000
S 80,000 W= Plate
0,200 60,000 @it Ependorf
01100 40’000 @ [ {ivet
20,000 | g
0,000 0,000 a—n |
0 2 4 6 8 10 12 0 5 10 15
Borik Asit derisimi mM Borik Asit derisimi mM

Sekil 90. Borik asitin a) spektrofotometrede ve b) farkli reaksiyon kaplarindaki

Ol¢iim grafikleri

Image J- Yesil platformunda yapilan hesaplamalar sonucunda tezin temelini olusturan
mikroplakadan sonra fotograf ¢ekimi i¢in Standart sapma ve bagil standart sapmalara gore

en uygun ortam kiivetler olmustur.

3.14. LOD- Limit of Detection (Tespit Limiti) — LOQ- Limit of
Quantification (Tayin Limiti)

LOD ve LOQ i¢in enzimli ve substratli karisimda inhibitor olarak 0,15 mM borik asit
kullanilmistir. Caligma 10 paralelli olarak yapilmastir.
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Tablo 8. UV-Vis ve Image J LOD-LOQ tablosu

Parametreler UV (Abs) Renk Degeri (Mean)
Ortalama 0,529 172,49
Standart Sapma (s) 0,011 2,63

%Bagil Standart Sapma 2,170 1,53

3s 0,034 7,90

10s 0,115 26,33

LOD (%Inh) 59 4,2

LOQ (%inh) 19,8 13,8

Borik asit numune korlerinde absorbansta ¢ok fazla degisiklik yapmamaktadir. Bunun
sebebi borik asit ilk protonunu pH 9,2’te vermektedir. Ornegin; 50 mM borik asitin pH
degeri 6,3 Olclilmiistiir. Yeni gelistirilmis yOntemle iireaz inhibitorii Ol¢limlerinde
%inhibisyon LOD ve LOQ degerleri spektrofotometrik yonteme gore daha diisiik

bulunmustur.

3.15. Tekrarlanabilirlik

0,15 mM borik asit 10 paralelli olarak ¢alisilmistir. Bu derisim i¢in UV-Vis,
mikroplaka, ependorf ve kiivette alinan Ol¢iimler igin tekrarlanabilirlik tablosu
olusturulmustur.  Tekrarlanabilirlik kontrol limitleri standart sapmanin 3 kati ile
belirlenmistir. Analiz sonuglarina bakildiginda hesaplanan tekrarlanabilirlik kontrol limiti
i¢inde oldugu goriilmiistiir.

Tablo 9. Tekrarlanabilirlik tablosu

Deney Ortami Ortalama | Std Sapma | Bagil std 3* Std ort+(3*std | ort-(3*std
sapma sapma sapma) sapma)
uv 0,529 0,01 2,17 0,03 0,564 0,495
Mikroplaka 172,492 2,63 1,53 7,90 180,391 164,592
Ependorf 75,506 5,59 7,40 16,76 92,263 58,750
Kiivet 57,031 4,05 7,10 12,15 69,185 44,877
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3.16. Giinlerarasi Tekrarlanabilirlik

Giinleraras1 Tekrarlanabilirlik i¢in 3 giin ardisik bir sekilde calisma yapilmistir. Bu
degerlendirmelerde substrat (iire) derisimi olarak 100 mM kullanilmistir. Fenol kirmizisi
derisimi 100 mM substrat igerisinde 0,04 mg/mL seklindedir. 10 paralel ile ¢aligilmis ayni
cozeltiler kullanilmistir. 3 giin i¢in ayr1 ayri standart sapma ve bagil standart sapma ve 3

giinli ortalama standart sapmalar1 ve bagil standart sapmalar1 hesaplanmistir.

0.28 Giinlerarasi Tekrarlanabilirlik-UV-Vis 45,000 Giinlerarasi Tekrarlanabilirlik- Image J
0,275 o/—‘\‘
40,000 /‘\
0,27
g g
30,265 8 35,000
2 p
g 02 30,000
< 0,255 '
0,25 25,000
0 1 Giin 2 3 4 0 1 G 3 4
Sekil 91. Giinleraras1 Tekrarlanabilirlik icin UV-Vis ve Image J grafikleri
5 K-Standart sapma 10 K-Bagil standart sapma
4
g 1,74 1,80 179 1,77
1 [o,004 0,02 0,01 0,01 I I I I
0
104 'QA '04 & a,@?s a,@?s ﬁs &
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Sekil 92. Giinleraras1 Tekrarlanabilirlik i¢in kontroliin standart sapma ve bagil

standart sapma grafikleri
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Sekil 93. Giinleraras1 Tekrarlanabilirlik i¢in kontrol kdriiniin standart sapma ve bagil

standart sapma grafikleri
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3.17. Saglamhk

Saglamlik ¢alismasi i¢in ardisik 3 sicaklik kullanilmistir. Bu sicakliklar 25°C, 26°C ve
27°C seklindedir. Kontrol ve kontrol korii 10 paralel olarak ¢alisilmustir.

Saglamlik- UV-Vis 140,000 Saglamlik-image)
0.85 120,000
" 0,8 ./'.\. 100,000 '/./.
c
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— c
2 07 S 60,000
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Sekil 94. Saglamlik icin UV-Vis ve Image J grafikleri
5 K- std sapma 5 K- bagil std sapma
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Sekil 95. Kontrol saglamlik icin standart sapma ve bagil standart sapma grafikleri
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Sekil 96. Kontrol korii saglamlik i¢in standart sapma ve bagil standart sapma

grafikleri
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3.18. Gerg¢ek Ornek Uygulamalar:

Yesil cay ile farkli derisimlerde yapilan ¢alismanin sonucu spektrofotometrede ve
Image J programi ile degerlendirilmistir. Stok ¢ozelti %100 kabul edilmis seyreltmeler bu
cozeltiye gore yapilmistir. Su ile seyreltilen %75°lik ¢ozeltide her iki yontemde inhibisyon

hesaplamas1 yapilmustir.

% inhibisyon

90,00 1
50,00 | 72,57 72,44
70,00 A I I

60,00 -
50,00 A
40,00 A
30,00 A
20,00 -
10,00 -
0,00

uv imageJ

Sekil 97. Yesil ¢ay ekstraktinin %75°1ik ¢ozeltisinin spektrofotometre ve Image J ile

hesaplanan % inhibisyon degerleri
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Sekil 98. Yesil cay ekstraktinin spektrofotometre ve Image J ile hesaplanan %

derisim- % inhibisyon grafigi
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Cizilen bu grafigi gére %50 inhibisyon yaptiran % derisim degeri hesaplanmistir.

Sentetik numuneler 5 mM derisimde hazirlanmistir. Daha sonra her iki numune i¢inde

spektrofotometrede ve Image J programi ile degerlendirilmis ve % inhibisyonlari

hesaplanmustir.

20
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10
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pPTSA- % inhibisyon

11,65
10,58 .
uv imageJ

Sekil 99. 5mM pTSA sentetik maddesinin spektrofotometre ve Image J ile

20
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14
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onNn O

hesaplanan % inhibisyon degerleri

4CTSA- %inhibisyon

17,5
I 13,71
uv imageJ

Sekil 100. 5SmM 4CTSA sentetik maddesinin spektrofotometre ve Image J ile

hesaplanan % inhibisyon degerleri



4. SONUCLAR

Bu calisma halihazirda bulunan bir yontemin daha ekonomik ve pratik bir yolla
yapilmasini saglamak amaciyla yapilmistir. Gelistirilen yontem ile daha az kimyasal ve daha
ucuz ekipman ile deney sonuca ulagilmistir. Yapilan yontemin gelistirilmesi, optimizasyon
ve validasyon ¢aligmalarinda olumlu sonuglara ulasilmistir.

Xie ve arkadaslart yaptiklari deneylerde, enzimatik ¢oklu renk iiretimine ve akill
telefonla basit sinyal okumaya dayali 6nerilen kolorimetrik platformun uygulanabilirligini
dogrulamistir. Yine bizim ¢alismamizda oldugu gibi Xie ve arkadaslar1 da killi telefon ve
Image J ile elde edilen degisim egilimi UV-vis spektrumlarindan gézlemlenenlerle iyi bir
uyum i¢inde oldugunu gdstermistir (Xie, vd., 2018).

Yontem gelistirilmesinde enzim derisimi ¢alismasinda farkli enzim derigimleri
calisilmis ve bizim calismamiza en uygun olan enzim derisimi siire ve verdigi renk siddeti
acisindan degerlendirildiginde en uygun derisimin 3 mg/mL.’dir. Substrat derisimi
belirlenirken farkli substrat derisimleri ile c¢alisilmig ayrica literatiir referans alinarak en
uygun substrat (iire) derisiminin 100 mM oldugu bulunulmustur. Yontemin temelinde
bulunan fenol kirmizis1 derigimi belirlenirken ilk olarak literatiir taramasi yapilmistir. Bu
arastirma sonucunda ¢aligsmalarda fenol kirmizisi derisimi 0,04 mg/mL oldugu goriilmiistiir.
Calismamizin temelinde renk degerlendirmesi oldugu fenol kirmizisinin farkli derisimi ile
de deneme yapilmistir. Yapilan analiz sonucu literatiir ile uyumlu olarak en uygun derisimin
0,04 mg/mL oldugu goriilmiistiir. Reaksiyonu belli bir siirede durdurmak i¢in AgNO3
kullanilmigtir. AgNO3’lin ¢ozeltiye pipetleme zamani ve derigimi tizerine g¢aligmalar
yapilmistir. AgNO3 pipetlendiginde ¢ozeltide seyrelme oldugu igin renkte agilma olmasina
ragmen renk sabit kalmigtir.  AgNOs derisimlerinden reaksiyonu durdurarak ¢ozelti rengini
stabil tutan derisim olarak 5uM, siire olarak ise substrat pipetlemesinden 30 dakika sonra
icin AgNQOz’iin pipetlemesinin bizim ¢alismamiz i¢in en uygun derisim ve siire oldugu
goriilmiistiir.  Renk siddetinin degismesinin temelinde pH degisimi oldugu icin pH ile renk
siddetinin nasil degistigi gézlenmistir. Bunu yaparken once spektrofotometrede pH-Abs
grafigi ¢izilmistir, daha sonra ise ayni ¢alisma mikroplaka ile yapilmis ve pH-Mean grafigi
cizilmistir. pH-Abs grafigi gibi pH-Mean grafiginde de pH’a bagl renk doniigiimiiniin
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Optimizasyon yapilirken mikroplaka, 1sik kaynagi, kamera uzakligi gibi farkli

parametreler calisiimustir. Tlk olarak mikroplaka - 151k kaynag etkisine bakilmistir. Burada
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kutu diye isimlendirdigimiz sistem, oda 1s18inda mikroplaka kagit istiinde ve tablet {istiinde
olmak tiizere li¢ farkli etki bakilmistir. Image J programinda bulunan farkli renk
platformlarinda Yesil, Mavi ve (R+G+B)/3 veriler girilerek kor ve kontrol korii i¢in standart
sapma ve bagil standart sapma degerleri hesaplandi. En diisiik standart sapma degeri olan
kontrol korii i¢in Yesil renk platformunda 1,16, bagil standart degeri 0,55 olarak
bulunmustur. Ayni ¢alisma i¢in en diisiik kontrol standart sapmas1 Yesil renk platformunda
0,71 iken, en diistik kontrol bagil standart sapma 0,44 ile (R+G+B)/3 renk platformuna aittir.
Ancak sonuglar birlikte degerlendirildiginde en uygun renk platformunun Yesil, oda 15181
kag1t iistii, oda 15181 tablet {istii ve kutu degerlendirildiginde ise kutunun bu ¢alisma icin en
uygun oldugu goriilmiistiir. Daha sonraki hesaplamalarin hepsinde Yesil renk platformu
kullanilmigtir. Mikroplaka -1s1k kaynagi arasindaki mesafe belirlenirken 5 farkli substrat
derigimi ile 0,2 ve 6 cm uzakliklar ile belirlenmistir. 5 farkli substrat derisiminin ortalama
kontrol standart sapma ve bagil standart sapmasi sirasiyla en diisiik 0 cm’de 2,51 ve 1,59
iken, kontrol korii i¢in standart sapma ve bagil standart sapmalari sirasiyla en diisiikk 0 cm’de
4,92 ve 2,36 seklindedir. 100 mM fire derisimi igin kontrol standart sapma ve bagil standart
sapmasi sirastyla en diisiik 0 cm’de 1,84 ve 1,25 iken, kontrol korii i¢in standart sapma en
diisiik 6 cm de 3,48 ve bagil standart sapmasi ise 0 cm’del,78 seklindedir. Sonuglar birlikte
degerlendiginde en uygun mikroplaka-isik kaynagi arasindaki mesafe 0 cm’dir. Isik
kaynaginin parlakligi i¢in 151k kaynagi olarak kullanilan tabletin 151k parlakligi %60, %80 ve
%100 olmak fiizere ti¢ farkli parlaklik degerlendirilmistir. 5 farkli substrat derisiminin
ortalama kontrol standart sapma ve bagil standart sapmasi sirastyla en diisiik %60 parlaklikta
2,51 ve 1,59 iken, kontrol korii igin standart sapma en diisiik %100 parlaklikta 4,03 ve bagil
standart sapmalar1 yine %100 parlaklikta 1,85’tir. 100 mM {ire derisimi i¢in kontrol standart
sapma ve bagil standart sapmasi sirasiyla en diisiik %60 parlaklikta 1,84 ve 1,25, ve 100 mM
tire derigimi i¢in kontrol korii i¢in standart sapma ve bagil standart sapmasi sirasiyla en
diistik %60 parlaklikta 3,71 ve 1,79 seklindedir. En uygun parlaklik degeri %60 parlakliktir.
Mikroplaka - kamera arasindaki mesafede kutu igerisinde mikroplakadan 15 cm, 20 cm ve
25 cm olmak iizere li¢ farkli yiikseklik se¢ilmistir. 5 farkli substrat derisiminin ortalama
kontrol standart sapma ve bagil standart sapmasi sirastyla en diisiik 25 cm mesafede 2,51 ve
1,59’dur, kontrol korii i¢in bu mesafe 20 cm olup standart sapma ve bagil standart sapmasi
sirastyla 4,55 ve 2,13 seklindedir. 100 mM {ire derisimi i¢in kontrol standart sapma ve bagil
standart sapmasi sirasiyla en diisiik 25 cm mesafede 1,84 ve 1,25tir. Kontrol korii igin ise

tiim kontrol koriinde oldugu gibi bu mesafe 20 cm olup standart sapma ve bagil standart
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sapmasi sirastyla 3,52 ve 1,65 olarak bulunmustur. Kontrol korleri i¢in 20 cm ve kontrol i¢in
25 cm standart sapma ve bagil standart sapmalar1 diisiik olsa da 25 cm’deki standart sapma
ve bagil standart sapma degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiis bunun i¢in mikroplaka -
kamera arasindaki mesafe 25 cm olarak se¢ilmistir. Reaksiyon sicakligr i¢in 25°C, 35°C ve
45°C ¢ farkli sicaklik kullanilmigtir. 100 mM substrat derisiminde 10 paralel ile
calisilmistir. Kontrol i¢in standart sapma ve bagil standart sapma sirasiyla 25°C’de 2,08 ve
2,75 olarak bulunmustur. Kontrol korii igin ise 45°C’deki standart sapma ve bagil standart
sapmalar1 1,67 ve 0,78 olmak iizere daha kiigiiktiir. Yontemin daha pratik ve uygulanabilir
olmasi i¢in en uygun sicaklik olarak 25°C belirlenmistir. Mikroplaka tipinin etkisi i¢in diiz
ve yuvarlak dipli olmak tizere iki farkli mikroplaka kullanilmistir. Kullanilan iki
mikroplakanin hem kontrol hem de kontrol korii standart sapma ve bagil standart sapmalari
birbirine yakindir ancak diiz diplinin degerleri daha diisiiktiir. Kontroliin standart sapmalar1
diiz ve yuvarlak dipli mikroplaka i¢in sirasiyla standart sapmalar1 0,66 ve 1,08, bagil standart
sapmalar1 ise 0,63 ve 0,92 seklindedir. Diiz ve yuvarlak dipli mikroplaka i¢in, kontrol
koriiniin sirasiyla standart sapmalar1 1,15 ve 1,58, bagil standart sapmalar ise 0,54 ve
0,74’tiir. Yuvarlak diplinin standart sapma ve bagil standart sapmasinin biiyiik ¢ikmasina en
onemli etken fotograf ¢ekiminde yuvarlak diplide golge olusumudur. Ortam 15181 etkisi
degerlendirilirken iki farkli calisma yapilmistir. ilk calismada mikroplaka kagit iizerine
konulup laboratuvar perdeleri agik ve kapali sekilde fotograflar1 ¢ekilmis ve yine farkl
substrat derisimlerinin ve 100 mM substrat derisimi igin standart sapma ve bagil standart
sapmalar hesaplanmigtir. Kagit tizerinde yapilan bu ¢alismada 5 farkli substrat derisiminin
ortalama kontrol standart sapma ve bagil standart sapmasi kontrol i¢in perde agik iken 19,61,
perde kapali iken 19,68 ve bagil standart sapmalari ise 31,65 ve 39,14’tiir. Kontrol korleri
icin bu degerler standart sapmalar perde acik iken 12,77 perde kapali iken 14,11 ve bagil
standart sapmalari ise sirasiyla 12,87 ve 15,60 seklindedir. 100 mM {ire derisimi i¢in kontrol
standart sapma ve bagil standart sapmasi perde agik ve kapali iken 18,92 ve 19,68dir, bagil
standart sapmalari ise 35,28 ve 42,23’tiir. Bu degerler kontrol korii i¢in perde agik iken
11,49, perde kapali iken 10,66 ve bagil standart sapmalari ise 11,80 ve 12,33 tiir. Ortam 15181
etkisinin diger calismasi olan kutu, kagit ve tablet iistii ¢aligmalarinda 100 mM iire
derisiminde 10 paralel ile yapilan ¢alismada standart sapma ve bagil standart sapmalarin
degerlendirilmesi sonucu en uygun ortamin sirastyla kutu, tablet {istii ve kagit iistii oldugu
goriilmiistiir. Kontrollerin standart sapmalar1 0,71, 3,07 ve 4,17 seklinde iken bagil standart
sapmalar1 0,68, 2,89 ve 12,36’dir. Kontrol korleri i¢in bu degerler standart sapmalar 1,16,
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3,55 ve 6,11seklindedir, bagil standart sapmalart ise 0,55, 1,61 ve 5,39’dur. Perde agik veya
kapali iken mikroplaka altinda bir 151k kaynagi olmadan alinan sonuglarin diger ortamlara
gore alman sonuglara gore ¢ok verimli oldugunu sodyleyemeyiz. Tiim bu sonuglar
degerlendirildiginde kutunun bu c¢aligma i¢in en uygun ortam oldugu sonucuna
vartlmaktadir. Farkli reaksiyon kaplarinda o6l¢iim alinmasi bunun igin mikroplaka
bulunmadigi ortamlarda ependorf veya spektrofotometre kiiveti igerisindeki sonuglar
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme i¢in iireaz inhibitorii olarakta bilinen borik asitin farkli
derisimleri kullanilmis ve mikroplaka, ependorf ve kiivet i¢in ortalama standart sapma ve
bagil standart sapmalar hesaplanmistir. Mikroplaka i¢in standart sapma 1,64, ependorf igin
4,64 ve kiivet i¢in 1,77°dir. Bagil standart sapmalar ise mikroplaka igin 0,88, ependorf igin
5,65 ve kiivet icin 2,95’tir. Bu sonuglara gére mikroplakanin bulunmadigr durumlarda
ependorf kadar yliksek standart sapma ve bagil standart sapma degerine sahip olmayan
kiiveti analiz sonucu degerlendirilmesi i¢in kullanabiliriz.

Validasyon ¢alismalarinda LOD-LOQ, tekrarlanabilirlik, giinlerarasi tekrarlanabilirlik
ve saglamlik caligmalar1 yapilmistir. LOD ve LOQ degerleri yeni gelistirilen kolorimetrik
yontem (%4,1 ve %13,8) ve spektrofotometrik yontem (%5.,9 ve %19,8) i¢in kiyaslamali
olarak degerlendirildiginde yeni yontemle daha diisiik inhibisyon degerlerinde olgiim
yapilabilecegi goriilmektedir. Inhibitdrlerin ICso degerleri (%50 inhibisyon) her iki ydntemle
giivenle Olciilebilir. Ancak Kj degerlerinin belirlenmesinde spektrofotometrik yontemde
%20 inhibisyon, yeni kolorimetrik yontemde %14 inhibisyon gosteren inhibitor
derigimlerinin altinda ¢alisitlmamalidir. Tekrarlanabilirlik, hem spektrofotometrede yapilan
analiz i¢in hem de mikroplaka i¢in ayri ayr1 hesaplanmistir. Bununla birlikte ependorf ve
spektrofotometre ig¢inde tekrarlanabilirlik degerlendirilmesi yapilmistir. Tim g¢alismalar
tekrarlanabilirlik igerisindedir. Giinlerarasi Tekrarlanabilirlik i¢in tek derisimde 10 paralel 3
farkli glinde calisilmig ve {i¢ giiniin standart sapmalar1 bagil standart sapmalar1 ve tiim
giinlerin ortalamalar1 hesaplanmigtir. Hesaplanan degerlere giinler aras1 Tekrarlanabilirlik
acisindan bu ti¢ giin birbirleri ile uyumludur ve sonuclar uygundur. Saglamlik i¢in ise aym
giin igerisinde ardistk ¢ sicakliktaki (25°C, 26°C, 27°C) degisim gobzlenmistir.
Spektrofotometrede ve Image J degerleri birbirleri ile paralel davranis gostermistir. Yapilan
bu ¢alismaya gore en uygun sicaklik 25°C’dir.

Yeni gelistirdigimiz yontemde en ideal ortam ve sartlar su sekildedir: 25°C’de kutu
icerisinde 151k kaynagi 0 cm’de ve parlakligi %60, mikroplaka-kamera uzakligi 25 cm ve

diiz dipli mikroplaka kullanilmasidir. Renk degerlendirilmesi yaparken en uygun Image J
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renk platformu Yesil ‘dir. Image J ‘de hesaplama yaparken w=54, h=54 ve Area=2292
degerleri kullanilmistir.

Gergek numuneler numune olarak yesil ¢ay ekstrakti ve sentetik maddeler
kullanilmistir. Yeni gelistirilen yontem bu iki tip numunenin iireaz inhibisyon seviyesini
6lgmek amaciyla kullanilmistir. Yesil ¢ay ekstrakti ile yapilan ¢alismada %75 dersimdeki %
inhibisyon degerleri spektrofotometre ile 72,57 bulunurken Image J programi ile 72,44
olarak hesaplanmistir. Iki yontem arasinda bu derisim arasinda hesaplanan % inhibisyonlari
standart sapmasi 0,096 olarak hesaplanmistir. % derisim- % inhibisyon grafigine %50
inhibisyon degeri iki yontem ile de hesaplanmis bu yesil ¢ay ekstrakti igin % derisim olarak
verilmigtir. Bu degerlerde spektrofotometre cihazi ile yapilan yontem i¢in 54 iken Image J
ile yapilan hesaplamada 47 bulunmustur. Bu sonuclara gore iki yontem arasinda uyumluluk
oldugu gorillmistir. 5 mM, pTSA numunesinin %inhibisyon sonuglar1 spektrofotometre
ile yapilan yontem ile 10,58 bulunurken Image J programi ile 11,65 olarak hesaplanmustir.
ACTSA numunesinin 5 mM’lik derisimi i¢in %inhibisyon sonuglari1 spektrofotometre ile
yapilan yontem ile 17,5 bulunurken Image J programi ile 13,71 olarak hesaplanmustir.
Bulunan degerler goz 6niinde bulunduruldugunda iki yontem arasinda uyumluluk vardir.
Ancak sonuglara gore yesil ¢ay ekstraktindaki uyumun sentetik numunelere gore daha fazla

oldugu goriilmektedir.



5. ONERILER

Bu c¢alismada yeni gelistirilen iireaz aktivite tayin yontemi halihazirda bulunan bir
yontemin daha ekonomik ve pratik bir yolla yapilmasini saglamak amaciyla yapilmistir.
Gelistirilen yontem ile daha az kimyasal, daha ucuz ekipman ve daha kisa siire ile deneyin
gerceklestirilebilecegi sonucuna ulasilmistir.

Cikan sonuglara bakildiginda gelistirilen yontem uygulanilarak spektrofotometre
kullanmadan iireaz aktivite testinin rahatlikla yapilabilecegi goriilmiistiir. Dolayisiyla
spektrofotometreye gerek duymadan sadece mikroplaka, fotograf makinesi / kamera / cep
telefonu ve renk 6l¢tim programi (Image J) kullanilarak tireaz testi her laboratuvar ortaminda
ve laboratuvar bulunmayan ortamlarda kolaylikla yapilabilir. Bununla birlikte farkli bir
6l¢clim programi olan Adobe Color, Image J programi yerine kullanilabilir.

Gelecekte gelistirilen yontem ile yapilan g¢alismalarin degerinin artmasi ve tez
kapsaminda bu yontem kullanilarak yapilan ¢aligmalarin olumlu sonug vermesinden dolay1
daha sonraki zamanlarda bu yontemin uygulanmasinda Ki karsilasilabilecek sorunlar ortadan
kaldirilarak daha kapsamli ¢aligmalar yapilacaktir. Benzer ¢aligma gida ve ilag analizi gibi
caligmalar i¢in gelistirilebilir ve bu yaklasimla baska renkli enzim aktivite tayin yontemleri
denenebilir.

Yeni gelistirilen yontem ¢esitli numunelerde hem {ireaz aktivitesi dl¢iimlerinde hem

de iireaz inhibisyon kapasitesi 6l¢limlerinde giivenle kullanilabilir.



6. KAYNAKLAR

Benjamin, S. & Pandey, A., 2000. Panoroma of lipases in bioindustry, Biotech International,
5,11-13.

Berg, J. M., Tymoczko, J., & L., Stryer, L., 2014. Biyokimya, Palme Yayinevi.

Bzura, J. & Koncki, R., 2019. A mechanized urease activity assay, Enzyme and Microbial
Technology, 123: 1-7.

Ciurci, S., Benini, S. & Mangana, S. 1999. Structural Properties of Nickel lons in Urease,
Coordination Chemistry Reviews, 190-192:331-335.)

Copeland, R.A., 2000. Enzymes: a pratical Introduction to structure, mechanism, and data
analysis, New York.

Cmar, E., Ercan, S., & Giilesci, N., 2017. Lewatit Partikiiline Ureaz Enziminin
Immobilizasyonu, Batman University Journal of Life Sciences, 7:2/2

Ding, Y., 2006. Ureaz Enziminin Baz1 Tibbi Bitkiler Tarafindan Inhibisyonu, Istanbul
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Goziikara, M. E., 2011. Biyokimya, 5. Baski, Nobel Tip Kitabevi.

Guidance document on analytical quality control and method validation procedures for
pesticides residues analysis in food and feed, 2015, Sante (Sanco)/11945.

Hassan, S.T.S., & Zemlicka M., 2016. Plant-Derived Urease Inhibitors as Alternative
Chemotherapeutic Agents, Arch. Pharm. Chem. Life Sci., 349, 507-522.

Iskefiyeli Z., 2014. Damlatma Ile Yeni DPPH ve FRAP Antioksidan Tayin Y®&ntemlerinin
Gelistirilmesi Ve Uygulanmasi, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisti, Doktora Tezi, Trabzon.

Jannah, F. & Kim, J., 2019. pH-sensitive colorimetric polydiacetylene vesicles for urease
sensing, Dyes and Pigments, 169, 15-21.

Kalaycioglu, L., Serpek, B., Nizamlioglu, M., Baspmar, N., & Tiftik, A.M., 2006.
Biyokimya, Nobel Yaymn Dagitim, Ankara, 975-591-131-6.

Kalfa, A., 2016. Yeni Sentezlenmis Bazi Triazol Bilesiklerinin Ureaz Inhibisyonu
Potansiyellerinin Kinetik Olarak Ve Molekiiler Modellemeyle Incelenmesi,
Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.



77

Kayacik, O., 2019. Pulicaria Dysenterica’dan Elde Edilen Oziitlerin Antioksidan Ozellikleri
Ve Enzim Inhibitér Potansiyellerinin Degerlendirilmesi, Selguk Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, Konya.

Kayastha, A. M. & Das, N. 1999. A Simple Laboratory Experiment for Teaching Enzyme
Immobilization with Urease, Biochemical Education, 27:114-117.

Keha, E. & Kiifrevioglu, 0.1, 2018. Biyokimya, Aktif Yayinevi, Erzurum.

Kirkbir, Z., G., 2018. Yeni Sentezlenmis 1,2,4- Merkapto Triazol Bilesiklerinin Ureaz
Aktivitesi Uzerine Etkisinin In Vitro Ve In Silico Olarak Incelenmesi, Karadeniz
Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, Trabzon.

Korkmaz, H., Tmkili, N., Ozen, T. & Giider, A., 2015. Biyokimya-I Ders Notlari, Ondokuz
Mayis Universitesi Yayinlari, Samsun.

Krajewska, B., 2009. Ureases I. Functional, catalytic and kinetic properties: A review,
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 59: 9-21.

Krajewska, B., Zaborska, W. & Leszko, M. 2001. Inhibition of Chitosan-immobilized
Urease by Slow-Binding inhibitors: Ni* F~ and Acetohydroxamic Acid, Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic,14:101- 1009.

McDonald,A.,G., & Tipton,K.,F,. 2014. Fifty-five years of enzyme classification: advances
and difficulties, The FEBS Journal, 281:583-592.

Mobley, L., T., & Hausinger, R.,P., 1989. Microbial Ureases: Significance, Regulation, and
Molecular Characterizationt, Microbiological Reviews, 53:1, 85-108.

Murray, R.K., Granner, D.K., Mayes, P.A., Ersoz, B., Dikmen, N., Mentes, G., & Ozgiinen,
T., 1993. Harper’in Biokimyasi, Baris Kitapevi, 978-975-953-311-3.

Nelson, D., L., & Cox, M., M., 2020. Lehninger Biyokimyanin Ilkeleri, Palme Yaymevi,
Ankara.

Oner, E., 2022. Nitril Fonksiyonellenmis N-Heterosiklik Karben Onciilleri ve Karben
Kompleksleri Sentezi: Enzim Inhibisyon, Antikanser Aktivite ve DNA Baglanma
Ozellikleri, Mersin Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, Mersin.

Ozmen, D., H., 2015. Hiyaluronidaz Enzim Inhibitorleri, Istanbul Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Qin, Y., & Cabral, J.,M.S., 2002. Properties and Applications of Urease, Biocatalysis and
Biotransformation, 20 (1), 1-14.

Ramis S., Alkasir J., Ornatska M. & Andreescu S., 2012. Colorimetric Paper Bioassay for
the Detection of Phenolic Compounds, Analytical Chemistry, 84, 9729- 9737.



78

Sergeyeva T.A., Gorbach L. A., Slinchenko O.A., Goncharova L.A. Piletska O.V., Broyko
0.0., Sergeeva L.M. & Elska G.V., 2010. Towards Development of Colorimetric
Test Systems for Phenols Detection Based on Computationally Designed
Molecularly Imprinted Polymer Membrans, Materials Science and Engineering C,
30, 431- 436.

Sirko, A., & Brodizk, R., 2000. Plant ureases: Roles and regulation, Acta Biochimica
Polonica, 47:4, 1189-1195.

Solomons, G.T.W., Fryhle, C.B., Okay, G., & Yildirir, Y., 2002. Organik Kimya, Literatiir
Yayincilik, 975-8431-87-0.

Stefano, B., 2000. Structure and Function Relationship of Urease and Cytochrome c-553
from Bacillus Pasteurii, The Universty of York Faculty of Science, A Thesis the
Degree of Doctor of Philosophy pp.16-36.

Stingl, K., & Reuse D., H., 2005. Staying alive overdosed: How does Helicobacter pylori
control urease activity?, International Journal of Medical Microbiology, 295:307—
315.

Sumner, J.B., 1926. The Isolation and Crystallization of the Enzyme Urease, Journal of
Biological Chemistry, 69: 435-441.

Sahin, Y., 2013, Giresun Yoresindeki Baz1 Yenilebilir Bitkilerin Farkli Coziiciilerdeki
Ekstrelerinin Anti-Ureaz Aktivitelerinin Incelenmesi, Giresun Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti, Yiiksek Lisans Tezi, Giresun.

Tan, L., Su, J., Wu, D., Yu, X., Su, X,, Su, Z., He, J., Wu, X., Kong, S., Lai, X., Lin, J., &
Su, Z., 2013. Kinetics and Mechanism Study of Competitive Inhibition of Jack-Bean
Urease by Baicalin, The ScientificWorld Journal, 2013:9.

Tavares, M.C., Oliveira, K. A., Fatima, A., Coltro, W.K.T., & Santos, J.C.C., 2021. Paper-
based analytical device with colorimetric detection for urease activity determination
in soils and evaluation of potential inhibitors, Talanta, 230-122301.

The Fitness for Purpose of Analytical Methods-A Laboratory Guide to Method Validation
and Related Topics, 2014, Eurachem.

Upadhyay, L.S.B., 2012. Urease inhibitors: A review, Indian Journal of Biotechnology
11(4):381-388.

Validation of chemical analytical methods, 2009, Nmkl Procedure.
Xie, W., Lei, L., Tian, M., Zhang, Z., & Liu, Y., 2018. A high-resolution colorimetric

immunoassay platform realized by coupling enzymatic multicolor generation with
smartphone readout, Analyst, 143, 2901-2907



79

Ziyan, E., 1998. Polifenol Oksidaz Enziminin Ankara Armudu (Pyrus Communis)’ndan
Izole Edilmesi, Saflastirilmasi ve Kinetik Ozelliklerinin Incelenmesi. Ankara
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara.



OZGECMIS

Corum Anadolu Lisesi’nde 06grenimini tamamladi. 2006 yilinda Karadeniz
Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiine kayit yaptirdi. 2011
yilinda bu boliimden Kimyager iinvaniyla mezun oldu. Bir yil Karadeniz Teknik
Universitesi'nde yabanci dil egitimi ald1 ve aym1 Universite de Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dalinda Yiksek Lisans Programina basladi. 2015 yilinda Yiiksek
Kimyager iinvaniyla mezun oldu. 2018 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda doktora egitimine basladi ve halen egitimi
devam etmektedir. 2017 yilinda Hitit Universitesi Bilimsel Teknik Uygulama ve
Arastirma Merkezinde Ogr. Gér. olarak calismaya basladi ve halen gorevini devam

ettirmektedir. Ingilizce bilmektedir.
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