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Karboksilik Asit Baglantih Tiyazol Tiirevlerinin Laktoperoksidaz Enzimi Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmasi

One Cikanlar:

» Tiyazol grubu tastyan
molekiiller tercih
edildi.

» Tiyazol tlrevlerinin
laktoperoksidaz enzimi
Gzerindeki inhibitor
etkileri incelendi.

« Tiyazol 5-karboksilik
asit en yliksek
inhibitor etkiyi
gosterdi.

Anahtar Kelimeler:
» Laktoperoksidaz
« Tiyazol Turevleri
+ Inhibisyon
e Sigir Siitl

Serpil GERNI*"

OZET:

Bu calismada, karboksilik asit fonksiyonel grubuna sahip tiyazol tiirevlerinin Laktoperoksidaz (LPO)
enzimi iizerindeki inhibitor etkileri detayli olarak incelenmistir. Enzim saflastirma islemi, sigir siitiinden
elde edilen LPO’nun Sepharose 4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kolon kromatografisi ile basarili bir
sekilde izole edilmesiyle gerceklestirilmistir. Inhibisyon ¢alismalarinda substrat olarak 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) kullanilmis ve elde edilen kinetik veriler dogrultusunda,
karboksilik asit igeren tiyazol tiirevlerinin LPO enzim aktivitesini etkili bigimde inhibe ettigi
belirlenmistir. Test edilen bes farkli tiyazol tiirevinin inhibisyon parametreleri degerlendirilmis;
bilesiklerin Ki degerleri sirasiyla 1.734 + 0.810 uM, 1.988 + 0.934 uM, 1.226 + 0.148 uM, 1.128 +
0.053 pM ve 3.818 + 0.264 pM olarak saptanmustir. Yapilan inhibitdr tip analizleri sonucunda yalnizca
2-bromo-tiyazol-5-karboksilik asidin (a) yarismali (kompetitif) inhibisyon mekanizmasi gosterdigi,
diger dort bilesigin ise yarigmasiz (nonkompetitif) inhibitér olarak davrandig: belirlenmistir. Ozellikle
tiyazol-5-karboksilik asit turevi (d), 1.128 £+ 0.053 uM’lik en diisiik Kidegeri ve 2.840 uM’lik ICso
degeri ile caligmada en giiclii inhibitdr etkiyi gosteren bilesik olmustur. Bu sonug, s6z konusu bilesigin
LPO enzimi i¢in potansiyel bir inhibitor aday olarak degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.

Investigation of the Effects of Carboxylic Acid-Linked Thiazole Derivatives on the Lactoperoxidase Enzymel

Highlights:

» Molecules bearing
thiazole groups were
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* The inhibitory effects
of thiazole derivatives
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ABSTRACT:

In this study, the inhibitory effects of thiazole derivatives containing a carboxylic acid functional group on
the lactoperoxidase (LPO) enzyme were investigated in detail. LPO was successfully purified from bovine
milk using Sepharose 4 B-L-tyrosine-sulfanilamide affinity column chromatography. In the inhibition
studies, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) was used as the substrate. Based
on the obtained kinetic data, it was determined that thiazole derivatives bearing a carboxylic acid group
effectively inhibited LPO enzyme activity. The inhibition parameters of five different thiazole derivatives
were evaluated, and their Ki values were determined as 1.734 + 0.810 uM, 1.988 + 0.934 uM, 1.226 +
0.148 pM, 1.128 + 0.053 uM, and 3.818 + 0.264 uM, respectively. Inhibitor type analyses revealed that
only 2-bromothiazole-5-carboxylic acid (a) exhibited a competitive inhibition mechanism, while the
remaining four compounds acted as non-competitive inhibitors. Notably, the thiazole-5-carboxylic acid
derivative (d) demonstrated the strongest inhibitory effect in the study, with the lowest K value of 1.128 +
0.053 uM and an ICso value of 2.840 pM. These results suggest that this compound may serve as a
promising inhibitor candidate for the LPO enzyme.
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GIRIS

Peroksidazlar (POD), genis uygulama potansiyeline sahip oksidorediktaz enzim ailesinin 6nemli
bir tiyesidir ve tiim hiicre tiplerinde yaygin olarak dagilim gostermektedir (Oztekin ve ark., 2019).
Cesitli biyolojik kaynaklardan (bakteriler, mayalar, yiiksek bitkiler, mantarlar, siit ve siit iiriinleri dahil
olmak (izere) elde edilebilen bu enzimler, biyolojik sistemlerde metabolik siire¢ler sonucu olusan ve
oksitleyici 0Ozelliklere sahip olan hidrojen peroksitin (H202) uzaklastirilmasinda kritik bir rol
iistlenirler. Hiicrelerde antioksidan savunma mekanizmalarmin temel bilesenleri olan katalaz ve
peroksidaz enzimleri, H202'nin zararh etkilerini bertaraf ederek hiicresel homeostazin korunmasina
katkida bulunurlar (Almaz ve ark., 2021).

Laktoperoksidaz (LPO: EC 1.11.1.7), tim memeli siitiinde dogal olarak bulunan bir peroksidaz
enzimidir (Kalin ve ark., 2022; Bayrak ve ark., 2024). Sitten elde edilen bu peroksidaz enzimi,
tiikiiriik ve gbézyasinda bulunan peroksidazlarla benzer karakteristik 6zellikler sergilemektedir. LPO,
sigir siitiinde ksantin oksidazdan sonra en yiiksek konsantrasyonda bulunan enzimdir (De Wit ve van
Hooydonk, 1996) ve ayni zamanda siitteki temel enzim olarak kabul edilmektedir (Arnold, 1881;
Koksal ve ark., 2016). Yaklasik 78 kDa molekiiler kiitleye sahip olan LPO, H20; ile tiyosiyanatin
(SCN ") hipotiyosiyanite (OSCN ) doniisiimiinii katalize eden tek zincirli, hem igeren bir
glikoproteindir (Abul ve ark., 2023). Ayrica LPO, yenidogan bebeklerin gastrointestinal sistemindeki
savunma mekanizmalarmda kritik bir rol iistlenerek patojenik mikroorganizmalara karsi koruyucu etki
gosteren bir enzimdir (Kavaz ve ark., 2022; Gerni ve ark., 2024).

Tiyazol, elektron veren (-S-) ve elektron alan (C=N) gruplar1 i¢eren bes iiyeli heterosiklik bir
halkadir. Tiyazol halkasi iceren molekiillerin sentezi, tiyazol tiirevlerinin farmasotik ve ziraat
endistrilerindeki yaygin uygulamalar1 ve bu uygulamalarin temelini olusturan biyolojik aktiviteleri
nedeniyle gittikce daha dnemli bir hale gelmektedir (Zhou ve ark., 2015). Tiyazol iskeleti farmasotik
kimyada en ¢ok calisilan farmakofor gruplar1 arasindadir ve bugiin tiyazol ¢ekirdegini iceren birgok
ilag molekiilii bilinmektedir (Singh ve ark., 2022). Tiyazol ¢ekirdegi tasiyan bilesiklerin antimikrobiyal
(Nural 2018; Al-Shemary ve ark., 2023), antikanser (Al-Shemary ve ark., 2023), antioksidan (Alfi ve
ark., 2022), DNA parcalanmas1 (Dogan ve ark., 2021) vb. gibi etkilerin yan1 sira CAs (Sever ve ark.,
2021; Efeoglu ve ark., 2024), AChE (Efeoglu ve ark., 2024), a-glukozidaz (Taha ve ark., 2023), BChE
(Hussain ve ark., 2022; Khan ve ark., 2023) ve a-amilaz (Mor ve ark., 2022) enzim inhibitor aktivitesi
gosterdigi bilinmektedir.

Bu c¢aligmada, karboksilik asite bagli tiyazol tiirevlerinin LPO enzim aktivitesi {lizerindeki
inhibisyon etkileri belirlendi. Karboksilik asite bagli tiyazol tiirevlerinin ICso, Ki degerleri ve
inhibisyon tipi bulundu.

MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan sigir siitli yerel bir marketten temin edilmistir. Amberlit CG-50-NH4+,
CNBEr ile aktive edilmis Sepharose 4B, L-tirozin, stilfanilamid, 2-bromo tiyazol 5-karboksilik asit(a),
2-amino 4-metil tiyazol 5-karboksilik asit(b), 4-metil tiyazol 5-karboksilik asit(c), tiyazol 5-karboksilik
asit(d) ve 2,4-dimetil tiyazol 5-karboksilik asit(e) bilesikleri Sigma-Aldrich'ten ticari olarak temin
edildi.
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Sekil 1. Karboksilik asite bagl tiyazol tiirevlerinin yapilari

LPO Aktivitesinin Olgiimui

LPO enzim aktivitesi, Shindler ve Bardsley (1975) tarafindan olusturulan ve substrat olarak
kullanilan ~ 2,2'-azino-bis  (3-etilbenztiyazolin-6-silfonik  asit) (ABTS)'nin  H,O; tarafindan
oksidasyonu ve renkli bilesigin 412 nm'deki absorbans artiginin belirlenmesine dayanan yontemin bazi
modifikasyonlar1 yoluyla degerlendirildi (Abul ve ark., 2023).

LPO’nun saflastirilmasi

LPO enziminin saflastirilmas1 amaciyla kullanilan yontem su sekilde uygulandi: Oncelikle yagsiz
sigir siitli, 4 °C’de 2000 x g kuvvetinde 15 dakika boyunca santrifiij edilerek yag fazi ve tortu
uzaklastirildi. Elde edilen siit 6rnegi, 4,4 g/150 mL oraninda Amberlite CG-50 NH4" iyon degisim
reginesi ile yaklasik 2 saat boyunca muamele edildi (Kumar ve ark., 1995). Re¢ine daha sonra sirasiyla
damitilmis su ve 0.5mM sodyum asetat tamponu (pH 6.8) ile yikanarak iyonik kalintilardan
armdirildi. Eliisyon islemi 2.0 M sodyum asetat ¢ozeltisi (pH 6.8) kullanilarak gergeklestirildi.
Hazirlanan homojenat Sepharose 4B-L-tirozin-siilfanilamid kolonu kullanilarak gerceklestirildi.
Afinite kolonu olarak hazirlanan bu sistem, 10 mM pH 6,8 Na,HPO. cozeltisiyle dengelendi.
Homojenatin kolona uygulanmasini takiben, kolon 400 mL, 25 mM pH 6.8 Na;HPO, ile muamele
edilerek yikandi. Bagli enzimlerin eliisyonu ise NaCl/NaHPO4 cozeltisi (1 M/0.25 M, pH 6.8)
kullanilarak gerceklestirildi ve fraksiyonlar toplandi (Gerni ve ark, 2023; Bayrak ve ark, 2024).

LPO iizerindeki karboksilik asite bagh tiyazol tiirevlerinin inhibisyon ¢calismalari

[a], [b], [c], [d] ve [e] LPO enzim aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkilerini degerlendirmek
amaciyla, spektrofotometrik bir yontem kullanilarak bu molekiillere ait kinetik parametreler (ICso Ve
Ki degerleri) belirlendi. [Cso degeri, enzimin aktivitesini %50 oraninda azaltan inhibitor
konsantrasyonunu ifade etmektedir. %Aktivite - Inhibitdr konsantrasyonu grafikleri iizerinden tiiretilen
denklemler kullanilarak, her bir molekiilin ICso degerleri belirlendi (Kodksal ve ark., 2024). ICso
degerlerinin saptanmasi amaciyla, sabit bir substrat konsantrasyonu varliginda bes farkli inhibitor
konsantrasyonu kullanilarak LPO enzim aktivitesi analiz edildi.

LPO enzim aktivitesi, inhibisyon sabitini (Kj) belirlemek amaciyla bes farkli sabit substrat
konsantrasyonu ve her bir molekiil i¢in {i¢ farkli inhibitér konsantrasyonunda incelendi. Elde edilen
kinetik verilerden Lineweaver-Burk grafikleri olusturulmus ve bu grafikler araciligiyla her bir inhibitor
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molekilunin Ki degeri ile inhibisyon tiirii tespit edildi (Lineweaver and Burk., 1934; Gerni ve ark.,
2023).

BULGULAR VE TARTISMA

Sit, yeni dogan memelileri ve kendisini zararli mikroorganizmalara karsi koruyan cesitli
bilesenleri icermektedir (Koksal ve ark., 2017a). Bu bilesenlerden biri olan laktoperoksidaz (LPO),
oksidorediiktaz aktivitesine sahip olup siitte tanimlanan ilk enzim olma 6zelligini tagimaktadir. Siitte
mevcut olan LPO (EC 1.11.1.7), yenidoganlarin bagirsak ve meme dokularini patojenik
mikroorganizmalara karsi korumanin yani sira, metabolik siireclerde bakteriyel proliferasyonu inhibe
etme ve baskilama islevini de yerine getirmektedir (Korkmaz et al., 2025).

Daha once literatiirde LPO inhibitorii olarak test edilen bazi bilesiklerin (hidrazin, stilfanilamid,
tiyazol, metil benzoat, fenolik bilesikler) LPO inhibitorii oldugu tespit edilmistir (Koksal ve ark.,
2017b; Korkmaz 2022; Kavaz ve ark.,, 2022; Abul ve ark., 2023; Gerni ve ark.,
2024). Ancak literatiirde karboksilik asite bagl tiyazol bilesiklerinin LPO iizerindeki inhibitdr etkisini
inceleyen hicbir calisma bulunmamaktadir. Elde edilen bu veriler dogrultusunda, karboksilik asit
iceren tiyazol tiirevlerinin LPO enzim aktivitesi {lizerindeki etkilerine ait parametreler saptandi

(Cizelge 1).

Cizelge 1. Bilesiklerin LPO enzim fizerine inhibisyon sonuglar1

Bilesikler 1Cs0 (UM) Ki (uM) inhibisyon Tipi
a 2.214 1.734 £ 0.810 Yarismali
b 3.705 1.988 +0.934 Yarismasiz
c 1.184 1.226 £ 0.148 Yarismasiz
d 2.840 1.128 £ 0.053 Yarismasiz
e 2.483 3.818 £ 0.264 Yarismasiz

@), (b), (c), (d), (e) bilesiklerin farkli konsantrosyonlarda aktiviteleri 6l¢lilmiis ve bu verilere
dayanarak cizilen grafiklerden ICso degerleri saptanmustir (Sekil 2). Bu degerler sirasiyla (a) 2.214 UM,
(b) 3.705 uM, (c) 1.184 uM, (d) 2.840 uM ve (e) 2.483 uM olup, ilgili tiyazol molekillerine aittir
(Cizelge 1).
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Sekil 2. LPO enziminin karboksilik asite bagli tiyazol tiirevlerinin Aktivite(%)-[inhibitér] grafikleri
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Aktivite Olglimlerinden elde edilen verilerle gizilen Lineweaver-Burk egrileri (Sekil 3)
araciligiyla, karboksilik asite bagli tiyazol tdrevlerinin K degerleri ve inhibisyon tirleri tespit
edilmistir. Tiyazol molekillerine ait K; degerleri (a), (b), (c), (d) ve (e) i¢in sirasiyla 1.734 + 0.810
MM, 1.988 £ 0.934 uM, 1.226 + 0.148 pM, 1.128 + 0.053 pM ve 3.818 = 0.264 pM olarak
belirlenmistir (Cizelge 1). 2- bromo tiyazol 5-karboksilik asit (a) molekiilii yarismali inibisyon tipi
gosterirken, diger molekiiller yarigmasiz inibisyon tipi gdstermistir.
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Sekil 3. LPO enziminin karboksilik asite bagl tiyazol tiirevleri i¢in 1/V ve 1/[S] grafikleri

Literatlirde tiyazol tiirevlerinin ¢esitli enzimler iizerindeki inhibitér etkilerine dair bir¢ok
calisma bulunmaktadir. Ornegin, Efeoglu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada tiyazol-
naftokinon hibrit bilesiklerinin karbonik anhidraz (CA) ve kolinesteraz (ChE) enzimleri Uzerindeki
inhibitor aktiviteleri degerlendirilmistir; bu bilesiklerin butirilkolinesteraz (BChE) i¢in 45.03-84.43
nM, asetilkolinesteraz (AChE) icin 26.12-98.42 nM, hCA 1 i¢in 67,86-161,60 nM ve hCA Il igin
55.27-87.48 nM araliginda Ki degerlerine sahip oldugu bildirilmistir (Efeoglu ark. 2024). Benzer
sekilde, Biger ve arkadaslari, 4-fenil-2-aminotiyazol tiirevlerinin AChE ve CA izoenzimlerine kars1
nanomolar diizeyde gii¢lii inhibitor etkiler gdstermistir (Bicer ve ark., 2024). Diger bir ¢alismada,
Sever ve arkadaglar1 tiyazol bazli yeni bilesiklerin aldoz rediiktaz enzimi lzerindeki etkilerini
arastrmig; bu bilesiklerin mikromolar diizeyde giiclii inhibitér aktiviteye sahip oldugunu ve
etkinliklerinin referans inhibitor kuersetin ile karsilastirilabilir oldugunu ortaya koymustur (Sever ve
ark., 2020). Her ne kadar bu enzimlerin biyolojik rolleri LPO enzimiyle farklilik gdsterse de, soz
konusu ¢aligmalar tiyazol iskeletinin genel inhibitor potansiyelini agik¢a ortaya koymakta ve bu
bilesiklerin genis bir biyolojik etki yelpazesinde degerlendirilebilecegine isaret etmektedir.

LPO enzimi tizerindeki inhibitdr etkileri degerlendirmeye yonelik literatiirde gesitli molekiil
smiflartyla yapilmis ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Ornegin, Koksal ve arkadaslari, tiyazol,
pirimidin, piridin, izoksazol ve tiadiazol gruplarini iceren sekonder siilfonamit tiirevlerini sentezlemis
ve bu bilesiklerin LPO iizerindeki in vitro inhibitdr etkilerini incelemistir. Elde edilen bulgulara gore,
bu bilesiklerin Kj degerleri 1.096 x 1072 ile 1203.83 pM arasinda degismekte olup, inhibitor
potansiyellerinin olduk¢a genis bir aralikta dagildigi goriilmistiir (Koksal ve ark., 2017b). Korkmaz
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 2-amino tiyazol turevlerinin LPO (zerindeki etkilerini analiz etmis
ve bu tdrevlerin 0,39 + 0.05-0.67 + 0.06 uM araliginda degisen Ki degerleriyle giiclii inhibitor
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Ozellikler gosterdigini bildirmistir (Korkmaz 2022). Benzer sekilde, Koksal ve arkadaglari tarafindan
yiiriitiilen bir diger ¢aligmada, bazi karnasol ve karnosik asit tiirevlerinin LPO enzimine kars1
inhibisyon parametreleri degerlendirilmis ve bu bilesiklerin Ki degerleri 34.64 + 1.93 ile 392.9 + 59.3
puM arasinda bulunmustur (Koksal ve ark., 2024). Ayrica Korkmaz ve ekibi, baz1 fenolik antrakinon
tirevlerinin LPO enzimi tizerindeki inhibitor etkilerini arastirmis ve bu bilesiklerin 0,4964 + 0,042 ile
2.0907 + 0.1044 uM arahiginda degisen K degerleri ile rekabetci inhibitorler oldugunu raporlamistir
(Korkmaz ve ark., 2025). Bu baglamda, yiiriittigiimiiz calismada elde edilen 1.128 + 0.053 puM ve
3.818 + 0.264 uM arahigindaki K; degerleri, literatiirde bildirilen bir¢ok giiglii inhibitorle benzer
diizeyde olup, tiyazol tirevlerinin LPO enzimi Gzerindeki inhibitdr potansiyelini bir kez daha teyit
etmektedir. Bu sonuglar, tiyazol temelli bilesiklerin LPO inhibitorleri olarak degerlendirilmesinde
onemli bir katki saglamaktadir.

SONUGC

Bu ¢alisma, karboksilik asit fonksiyonel grubu igeren tiyazol ttrevlerinin LPO enzimi tUzerindeki
inhibitor etkilerini sistematik olarak degerlendiren 6zgilin bir enzim inhibisyon arastirmasidir. LPO
enzimi, siit, tiikkiirtik ve gdzyas1 gibi viicut sivilarinda dogal olarak bulunan, oksidorediiktaz sinifina ait
bir enzim olup, basta patojen mikroorganizmalara karsi olmak iizere ¢esitli antimikrobiyal savunma
mekanizmalarinda kritik rol iistlenmektedir. Bu biyolojik 6nemi nedeniyle LPO, gida giivenligi,
kozmetik formiilasyonlar1 ve saglik sektoriindeki uygulamalarda biyolojik katki maddesi olarak genis
bir kullanim alanma sahiptir. Calismada, karboksilik asit grubu tasiyan bes farkl tiyazol tiirevi LPO
enzimi ile etkilestirilmis ve inhibitor etkileri detayli olarak incelenmistir. Elde edilen bulgular,
Ozellikle tiyazol 5-karboksilik asit tirevinin diisik Ki degeriyle en giliglii inhibisyon etkisini
gosterdigini ortaya koymustur. Literatiirde karboksilik asit iceren tiyazol tiirevlerinin LPO enzimine
kars1 inhibitor etkilerini inceleyen bir ¢alismaya daha Once yer verilmemis olmasi nedeniyle bu
arastirma, literatiire 6ncli ve 6zgiin bir katki sunmaktadir. Bu kapsamda, tiyazol tirevlerinin LPO
iizerindeki etkilerinin daha genis bir molekiill yelpazesiyle arastirilmasi, inhibitor etki
mekanizmalarmim molekiiler modelleme ve docking caligmalariyla desteklenmesi ve elde edilen
bilesiklerin in vivo sistemlerde dogrulanmasina yonelik ileri caligmalar yapilmasi onerilmektedir.

Cikar Catismasi
Makalede herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi olmadigini beyan eder.
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