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Flukonazol, antifungal bir ilag olarak diinya c¢apinda ozellikle iilkemizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. ilacin toksik etkileri hakkinda bazi caligmalar olmasina ragmen,
caligmamiza gore FIu-DNA etkilesimleri ve antibakteriyel etkisi ile ilgili bir g¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, Flukonazol’un oksidatif ve antioksidatif etkileri,
Flukonazol-DNA etkilesimi; UV-Vis spektrofotometresi, agaroz jel elektroforezi ve in siliko
metodu kullanilarak incelenmistir. EK olarak, ilacin bazi insan flora bakteri suslari tizerindeki
etkisi disk difiizyon ve sivi besiyerinde seyreltme yontemleri ile incelenmistir. Ilac,
stipersarmal plazmid DNA iizerinde hidroksil radikallerinin kirma etkisine kars1 bir miktar
koruyucu etki gosterirken; demir, bakir, askorbik asit ve bakir art1 askorbik asit varliginda
DNA iizerinde herhangi bir etki gostermedi. Flukonazol-DNA etkilesiminin UV Titrasyon
metodu ile analizinde, absorbanstaki artig, ilacin DNA ile baz1 etkilesimlere sahip oldugunu

gdstermistir. Bu yontemde ilacin DNA ile baglanma sabiti 179 M olarak elde edildi.



OZET (devam ediyor)

In-siliko analizi, -3.09 baglanma enerjisi ile 3 hidrojen bagi ve hidrofobik baglar yaparak
ilacin siipersarmal DNA'nin mindr oluguna tutundugunu gostererek UV Titrasyon yonteminin
sonucunu dogrulad. Ilacin 24 mM konsantrasyonu, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis,

Enterobacter cloacae ve Escherichia coli suslarmin biiylimesini sirasiyla %35, %22, %20 ve

%20 olarak inhibe etti.

Anahtar Kelimeler: Flukonazol, antibakteriyel, flora, in-siliko.

Bilim Kodu: 401.02.00
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Fluconazole is widely used as an antifungal drug worldwide, especially in our country.
Although there are some studies about the toxic effects of the drug, according to our study,
there is no study about the fluconazole-DNA interactions and its antibacterial effect.
In this study, oxidative and anti-oxidative effects of fluconazole, fluconazole-DNA interaction
were investigated using UV-Vis spectrophotometer, agarose gel electrophoresis and in-silico
method. In addition, effect of the drug on some human flora bacterial strains were studied by
disc diffusion and broth dilution methods. The drug showed some protective effect on
supercoiled plasmid DNA against breaking effect of hydroxyl radicals, while it did not
exhibited any effect on the DNA at presence of iron, cupper, cupper plus ascorbic acid and
ascorbic acid. In the analysis of the fluconazole-DNA interaction by UV Titration method, the
increase in absorbance indicated that the compound had some interactions with the DNA. In

this method binding constant of the drug with DNA was obtained as 179 M. In-silico
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ABSTRACT (continued)
analysis confirmed the result of UV Titration method by showing the bonding of the drug on a
minor groove of double helix DNA by the binding energy of -3.09, making 3 hydrogen bonds
and hydrophobic bonds. 24 mM of the drug inhibited the growth of Enterococcus faecalis,
Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae and Escherichia coli strains as 35%, 22%, 20% and
20% respectively.

Keywords: Fluconazole, antibacterial, flora, in silico.

Science Code: 401.02.00
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TESEKKUR

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum bu calisma, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii Arastirma Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Calismalarim esnasinda yardimlarin1  esirgemeyen basta Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii Baskani Sayin Prof. Dr. Ender Biiyiikgiizel olmak iizere tiim

boliim hocalarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek Lisans Tez calismam boyunca, kiymetli bilgilerini ve engin tecriibelerini zaman
kavrami gozetmeksizin esirgemeden aktarmaya ¢alisan ve bilimsel gelisimimde mevcut tim
olanaklardan faydalanmam i¢in en biiylik gayreti gosteren calisma azmiyle 6rnek aldigim ¢ok
kiymetli Danisman Hocam Dr. Ogretim Uyesi Ebrahim Valipour’a en icten dileklerimle

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Universite hayatimm ilk giiniinden bu yana hi¢ ayrilmadan pek ¢ok giizel anilar biriktirdigim
ve yiiksek lisans egitimim boyunca bana her konuda igtenlikle yardim eden, hayatimda
olduklar1 i¢in ¢ok sansli oldugumu hissettigim ¢alisma arkadaslarim Cagla Aslan ve Glilsiim

Kiibra Giimiis’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim ve hayatim boyunca her an yanimda olan ve beni sonsuz sevgileriyle
kucaklayan basta canim babam Ersin Zarf ve canim annem Naime Zarf olmak iizere biitiin

aile fertlerime sabir ve anlayislarindan dolay1 sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Bu arastirmada kullanilan Escherichia coli (ATCC-25922), Enterococcus fecalis (ATCC-
29212), Proteus mirabilis (ATCC7002) ve Enterobacter cloacae (ATCC 13047) suslarini
bize comertge hediye eden Zonguldak-TURKIYE ZBEU Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji

Boliimiine tesekkiirlerimi sunarim.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 KANDIDA YAPISI VE OZELLIKLERI

Mantar infeksiyonlarinin en ¢ok karsilasilan sebebi olan Kandida tiirleri, maya seklindeki
mantarlardir. Kandida’lar dogumdan itibaren insanin cilt ve mukozalarinda kolonize olabilen
onemli insan patojenleridir (Kavusak 2019). Viicudun bagisiklik sistemi ve patojen olmayan
bagirsak flora bakterileri, Kandida’yr kontrol altinda tutarken, Kandida ise sindirim
sistemindeki varligiyla diger patojen bakterilerin artmasini Onler (Acarkan vd. 2014).
Kolonizasyon durumu viicut direncinin ve fizyolojik dengelerin bozulmasiyla kolaylikla
enfeksiyonlara doniisebilmektedir (Kavusak 2019). Kandida’larin 200’den fazla ¢esidi
bulunur. Bunlarim iginde invazif olmayan deri ve mukoza kandidozuna en sik sebebiyet veren

¢esit Candida albicans’tir (Seyedmousavi vd. 2015).

Kandida tiirleri 3—6 um ¢apinda, tek hiicreli, hiicre duvarlarinda kitin veya selliiloz igeren,
okaryotik mikroorganizmalardir (Dag 2007). Hiicre zan ¢ift katli olup fosfolipid, sfingolipid,
glikoprotein ve sterol igerir. Sterol; ergosterol ve zimosterol yapisindadir. Steroliin %95’ini

kapsayan ergosterol antifungal ilaglar i¢in 6nemli bir hedeftir (Giilat 2013).

1.2 ANTIFUNGAL ILACLARIN GELIiSIiMi

Antifungal ilag kullanimindaki sikinti, karyot yapidaki mantar hiicresine etkili fakat insan
hiicresine etki etmeyen kimyasal maddelerin bulunmasidir. Bu sebeple, insan hiicre zarinda
temel sterol yapi1 kolesterol iken, mantar hiicresinde ergosterol oldugundan giinlimiizde
kullanilan antifungal ilaglarin biiyiik bir kisminin hedefi bu sterol yapidir (Dag 2007). Yakin
zamanlara kadar mantarlarin neden oldugu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilecek

etkin antifungaller bulunmamaktaydi (Bilgin 2005). 1950'lerin sonlarinda kullanilan ilk



poliyen Amfoterisin B bulunmasi sistemik antifungal tedavide doniim noktasi olmustur
(Durmaz 1991).

* 1950°ler Amfoterisin B, Nistatin
e 1960’ 1ar Griseofulvin
o 1970°ler Flusitozin, Klotrimazol, Mikonazol
* [980ler Ketokonazol, Flukonazol, ltrakonazol
* 1990 1ar Lipid Amfoterisin B, Terbinafin
e 2000’ler Ekinokandinlerden; Mikafungin (FK 463), Kaspofungin
Azollerden; Vorikonazol, Posakonazol, Ravukonazol
Polienlerden; Lipozomal Nistatin, Nanosferik Amfoterisin B ve

Sordarinler, Nikomisinler, Pradimisinler

Sekil 1.1 Antifungal ilaglarin yillara gore gelisimi (Bilgin 2005).

1.2.1 Antifungal ilaglarin Simflandirmasi

Mantarlarin neden oldugu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan farkli kimyasal formdaki
antifungal ilaglar; polyenler, azol tiirevleri, antimetabolitler, allilaminler, hiicre duvar
inhibitorleri ve yeni antifungaller olarak sayilabilir (Giilat 2013). Antifungal ilaglarin baglica

hedefi hiicre duvari ve hiicre membranidir (Kavusak 2019).

1.3 AZOL TUREVIi ANTIFUNGALLER

Azol tiirevleri, imidazoller ve triazoller olarak iki sinifa ayrilmaktadir (Giilat 2013). Imidazol
grubu ilaclar azol halkasinda iki nitrojen atomu icerirken triazol sinifi ilaglar, azol halkasinda
liciincii bir nitrojen atomu igerirler (Durmaz 1991). Imidazoller; Ketokonazol, Mikonazol ve
Klotrimazol seklinde alt basliklara ayrilirken, triazoller ise Flukonazol ve Itrakonazol olarak
alt bagliklara ayrilir (Giilat 2013).

Triazollerin imidazolerden {i¢ noktada tistiinliikleri vardir:
1. Daha yavas metabolize edilirler ve daha uzun siire etkilidirler
2. Insan hiicresindeki sterollere daha az etkilidirler ve direkt toksik etkileri zayiftir

3. Endokrin yan etkileri yoktur (inmez 2007).



1.3.1 Azol Tiirevlerinin Etki Diizenegi

Tiim azol tiirevleri, lanosterol-ergosterol sentezinde rol alan bir enzim olan sitokrom P-450
bagimli C14 a-demetilazi inhibe ederek antifungal etki gosterir. Bu antifungal etki sonucunda
sitoplazmik membranin biitiinligii ve fonksiyonlari, besin gegisi ve kitin sentezi kaybolur
dolayisiyla mantarin biiyiimesi inhibe olur (Irmak 2010). Flukonazol’un hedefi olan P-450
enzimi, insan ve diger memelilerde de vardir ve lanosterolden kolesterol yapimi igin

gereklidir (Oncel ve Kegeli 2018).

Ceall Wall Cell Membrane

EfMfiux Pumps

Sekil 1.2 Azollerin etki mekanizmasi (Kutlu 2017).

1.4 FLUKONAZOL (FLU)

Flukonazol, ilk defa 1981°de imidazol cekirdeginin degistirilmesiyle (Inmez 2007)
sentezlenen genis spektrumlu bir bis-triazol tiirevidir. Flu, antifungal ila¢ olarak diinya
genelinde oOzellikle iilkemizde yaygin olarak kullanilmaktadir (Yurtdas 2010). Kandida
tiirlerinin son on yildaki artan insidansinin, fazla flukonazol kullanimi ile iligkili oldugu
belirtilmistir (Dag 2007). Flukonazol molekiilii tasarlanirken imidazol grubunun yerine bir
triazol grubunun kullanilmasi, metabolik degredasyon bolgelerinden birini ortadan kaldirmis
ve ilacin mantarlardaki demetilaz enzimine karsi olan spesifitesini arttirmstir. Ikinci bir
triazol grubunun eklenmesi ise antifungal aktivitenin daha da artmasini saglamistir (Bilgin
2005 ). Flukonazol Candida albicans, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. kefyr, C.
parapsilosis, C. lusitaniae ve C. tropicalis'e etkilidir. C. krusei flukonazole dogal direngli
olup C. glabrata'nin bir¢ok susu da direngli veya az duyarlidir (Oncel ve Kegeli 2018).



] 0
N:/ HO F\:N

F
Sekil 1.3 Flukonazol’un kimyasal yapisi.

flacin kimyasal formiilii CisH12F2NsO seklindedir. Flukonazol’un kimyasal adi “a-(2,4-
Diflorofenil)-a-(1H1,2,4-triazol-1-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-1-etanol”diir (Oncel ve Kegeli
2018). Molekiil agirligr 306.27 olan flukonazol, kristal yapida ve erime derecesi 138-140°C
araligindadir. Beyaz veya beyazimsi tozdur. Suda yavasga, asetonda ve metanolde serbestge
¢ozlinir (Yurtdas 2010). Oral yolla ya da intravendz infiizyon yoluyla uygulanan Flu ilaci,
bagisiklik yetmezligi olan hastalarin neredeyse tiimiinde biitiin kandida enfeksiyonlar1 i¢in
birincil tedavi se¢enegidir (Yurtdas 2010). Oral dozu 50, 100, 150 ve 200 mg'lik tabletler
halindedir. Giinliik doz alim1 50-400 mg’dir. Kandidemi tedavisinde duyarli Kandida tiirleri
i¢in gilinlik max. doz 400 mg'dir fakat Candida glabrata i¢in giinlilk 800 mg doza ihtiyag
duyulabilir. Artan dozlar hastalar tarafindan tolere edilebilmis fakat doz arttikca hepatik ve
diger yan etkilerde artis goriilmiistiir (Koksal ve Aksoy 2008).

Cizelge 1.1 Flukonazol'un Coziictileri.

Coziicii Coziiniirliik(mg/ml) Kaynak
Water 8-10 mg/ml (Yamreudeewong vd. 1993)
Water 5.5 mg/ml (Salerno vd. 2010)
Water(37-C) 7.5 mg/mi (Charoo vd. 2014)
Water(37-C) 8.0 mg/ml (Charoo vd. 2014)
Water(23-C) 5.0 mg/ml (Charoo vd. 2014)
Fosfat tamponu (ph 6.8) %100 (60 dk) (Auti vd. 2015)
Fosfat tamponu (ph 7.4/ 37-C) 6.9 mg/ml (Charoo vd. 2014)
Fosfat tamponu (ph 6.8) 7.82£0.04 (Charoo vd. 2014)
0.1 M HCL 900 ml /150 mg kapsiil (Corréa vd. 2012)
0.IN HCL (ph1.2) %100 (45 dk) (Auti vd. 2015)
0.1 MHCL (23-C) 14.0 mg/ml (Charoo vd. 2014)
Asetat buffer (ph 4.5) %100 (45 dk) (Auti vd. 2015)
Asetat buffer (ph 4.5) 6.91+0.03 (Charoo vd. 2014)
Fosfat tamponu (ph 6.8) %100 (60 dk) (Auti vd. 2015)
Metanol 10 mg /30 ml (Reddy 2012)
0.1 M NAOH (23-C) 5.0 mg/ml (Charoo vd. 2014)




Giinde 200 veya 400 mg Flu alan hastalarda maksimum serum seviyeleri sirasiyla 7.9 ve 15.6
mg / | ve minimum seviyeler sirasiyla 5.0 ve 10.3 mg / 1 olmaktadir. Oral ve intravenoz
uygulama sonrast serum Flu diizeyleri karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmadigi

bildirilmistir (Kami vd. 2001).

Cizelge 1.2 Flukonazol’un kan, serum ve plazma konsantrasyonlart.

Dozu Uygulama yolu Plazma dozu Serum/ Plasma /Kan Kaynak
200mg Oral 4.0 mg/l Serum (Kami vd. 2001)
200 mg Intravensz 13.3 mg/I Serum (Kami vd. 2001)
400 mg Oral 8.7 mg/l Serum (Kami vd. 2001)
400 mg Intravenoz 26.9 mg/I Serum (Kami vd. 2001)
100 mg oral/inravendz 4-8 pg.mL-1 Plazma (Yurtdas 2010)
100 mg Oral 2 mg/l Plazma (Debruyne 1997)
200 mg Oral 6-7 ng /ml Plazma (Al Dgither vd. 2009)

Oral uygulama sonras1 maksimum konsantrasyona bir veya iki saatte erisilir. Plazma
proteinlerine baglanma oran1 diisiik olup, yaklasik % 11-12°dir (Oncel ve Kegeli 2018).
Alman Flu dozunun yaklasik % 80’1 idrarla degismeden, yaklasik % 11’ i ise 1,2,3-triazol ve
2-N-dealkile edilmis bilesik olan metabolitleri seklinde renal yolla atilir. Otuz saat olan
eliminasyon yar1 omrii, renal fonksiyon bozuklugu olan hastalarda daha uzundur ve doz
ayarlamasi gerektirir (Yurtdas 2010). Flu kullanimi ile bildirilen yan etkiler genellikle
gastrointestinal sistemle etkilesimi ile iligkilidir. Abdominal agri, diyare, flatiilans, mide
bulantisi, kusma, 16kopeni, trombositopeni, hiperlipidemi, karaciger enzim degerlerlerindeki
artig gibi ciddi yan etkiler bildirilmistir (Yurtdas 2010). Somchit ve arkadaslarinin 2002’de
yayinladigr “’Sican hepatositlerinde itrakonazol ve Flu kaynakl toksisite: karsilastirmali in
vitro’” c¢alismasinda Flukonazol’un gii¢lii bir P-450 inhibitérii oldugu gosterilmistir. Bu
caligma, Flu ilacinin intrinsik doza bagl toksisiteyi indiikleyebildigini gostermistir. Ayni
aragtirmact ilacin hepatosit hiicrelerinin iizerinde doza ve zamana bagli toksik etkisini

gostermistir (Somchit vd. 2002).

1.5 DNA (DEOKSIRIBONUKLEIK ASIT)

DNA, okaryot canlilarda (bitki, hayvan ve mantar gibi) hiicre ¢ekirdegi iginde bulunurken,
prokaryot canlilarda (bakteri gibi) hiicre sitoplazmasinda yer alir (Kapgak 2017). Canli



organizmalarin evrensel 6zelligi, fonksiyonlarinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan tiim genetik
bilgiyi depolamak, kullanmak ve bir sonraki kusaklara aktarmaktir. Bazi RNA viriisleri
haricinde bunlar gergeklestiren daima DNA molekiilleridir (Kaya vd. 2019). Organizmanin
viicut sekli, organlarin is boliimii ve isleyis sirasi gibi canliligin siirdiiriilebilmesi i¢in gereken
islevleri, hiicrede iiretilen proteinlerin genetik kodlari, proteinlerin miktar: gibi tiim bu olaylar

DNA’da planlanir ve kodlanir (Dursun 2009).

1.5.1 DNA’nin Yapisi ve Fonksiyonu

Organizmanin genetik bilgisini igeren ve kalitimda rol oynayan DNA molekiiliiniin yapisi,
1953 yilinda James Watson ve Francis Crick tarafindan agiklanmistir. DNA molekiilleri 5°
ucundan 3’ ucuna dogru seker fosfat omurgasindan olusan iki zincirin birbiri ekseni etrafinda
birbirlerine antiparalel olarak sarilmasi ile meydana gelen ¢ift sarmal yapidadir (Kaya vd.
2019). Bu yapiya “double helix” yapist denir. Bu iki zincirin baz eslesmesi modelin genetik
acidan 6nemli bir 6zelligidir (Kapcak 2017). Her bir niikleotitde 2-Deoksiriboz sekeri, bir
azotlu baz ve bir fosfat grubu bulunmaktadir (Toptanct vd.). Azotlu bazlar, piirin ve
pirimidinler olarak gruplandirilir ve piirin grubunda Adenin (A) ve Guanin (G) bazlar1 yer
alirken, pirimidin grubunda Sitozin (C) ve Timin (T) bazlart yer almaktadir. Piirin ve
pirimidinler birbirine hidrojen baglar ile baglanmaktadir. A ile T arasinda ikili, G ile C
arasinda {iclii zayif hidrojen baglar1 vardir (inci 2018). Seker ve fosfat birimleri fosfodiester
bagi ile birbirine baglanarak molekiiliin ana omurgasini olustururken, azotlu bazlar ise iki
omurgay1l bir arada tutmaktadir. Kisacasi niikleik asitler bircok yapisal {initenin bir diizen

icinde bir araya gelmesi ile ortaya ¢ikmistir (Bostanct 2016).



Seker-fosfat omurgas

Azotlu bazlar

- Zayif hidrojen badlan T

Fosfat Seker
malekili rmalekili

Sekil 1.4 DNA nin ¢ift heliks yapis1 (Bostanci 2016).

DNA sitildiginda, bazlar arasindaki hidrojen baglart zayif oldugundan, sarmal yapinin
bozularak ikiye ayrilmasi olayma denatiirasyon adi verilir. Yiiksek konsantrasyonda G ve C
iceren DNA, A ve T bulunduran DNA yapisina gore daha yiiksek sicaklikta denatiire
olmaktadir. Denatiirasyondaki durumlarin tersi yonde gergeklesmesi ve ¢ift sarmal DNA’nin
tekrar olusmasina renatiirasyon denir (Topal 2011). Cift sarmal yapidaki DNA’nin A, B ve Z
olmak tiizere 3 degisik sekli bulunmaktadir ve kromozomal DNA’nin saga yonelik B

formunda oldugu diistiniilmektedir (Cakmak 2013).

Sekil 1.5 DNA’nin soldan saga dogru A, B ve Z formu (Cakmak 2013).



Hiicrenin ¢ekirdeginde proteinlere sarilt DNA zincirleri tasiyan yapilara kromozom adi verilir
(Senel 2011). DNA hiicrede kromozomlar i¢inde bulunur. Prokaryotlar da dairesel
kromozomlar i¢inde iken Okaryotlarda dogrusal kromozomlar iginde yer alir.
Kromozomlardaki genler DNA yapisindadir. Bir hiicrede bulunan kromozomlar topluluguna
genom denilmektedir. insan genomunda yaklasik 46 kromozom ve bunlar i¢inde bulunan
yaklagik 3 milyar baz ¢ifti bulunmaktadir (Yildirim 2015). DNA omurgasindaki A, T,G,C
bazlarinin her biri bir sifre semboliidiir ve olusturduklar1 dizi ile genetik bilgiyi kodlarlar. Bu
genetik bilgi protein sentezi sirasinda genetik kod araciligi ile okunarak proteinlerin aminoasit

dizilimi belirlenir (Kapgak 2017).

DNA’nin iki temel gorevi bulunmaktadir. Bunlardan birincisi DNA’nin kendisinin bir
kopyasini yapmasidir ve bu isleme duplikasyon adi verilir. Duplikasyonda hidrojen baglari
acilir ve agikta kalan niikleotitler onceden sentezlenmis niikleotitlerle tamamlanir. Boylece
birbirinin aymis1 iki DNA olusur (Bostanci 2016). ikinci gorevi ise transkripsiyon olarak
adlandirilan kendinde toplanan bilgileri RNA’ ya aktarmaktir. Transkripsiyon RNA’ nin DNA
kalib1 iizerine senteziyle DNA’daki bilgiler RNA molekiiliine aktarilir. RNA da toplanan
bilgiler ribozomlarda okunur ve protein, enzim sentezinde kullanilir. Bu siirece ise
translasyon denilmektedir (Dursun 2009). Genetik bilginin akist DNA-RNA-Protein seklinde
olup, bu akis santral dogma olarak adlandirilir (Y1lmaz , Kaya vd. 2019).

1.5.2. DNA Uzerindeki Major ve Minér Oluklar

DNA {izerindeki biiyiik (major) ve kiigiik (mindr) oluklar baz ¢iftlerinin dizilisine bagli olarak
olugsmaktadir. DNA sarmallarinin birbirine en yakin oldugu noktaya kiigiik oluk ve
birbirlerinden en uzak olduklar1 noktaya da biiylik oluk adi verilir (Kapgak 2017). DNA’daki
major ve minor oluklar; van der Waals, hidrofobik ve hidrojen bagi etkilesimleri ile ilag gibi
etken maddelere ya da proteinlere uygun baglanma yerleri saglarlar (Inci 2018). Biiyiik oluk
11,6 A genislik ve 8,5 A derinlik gibi daha genis etkilesim alam igerdiginden ilaglar ve
hacimli molekiillerin kolayca bag olusturmasini saglar. Kiiciik oluklar derinlikleri 8,2 A
kadardir ve daha kiiciik etkilesim alanina sahiptir. Antibiyotikler ve antikanser ilaglart kiiciik
molekiiller oldugu i¢in bu kiigiik oluktan baglanti kurarlar (Toptanci vd.). Bu baglanma

sonucu DNA’nin fonksiyonlarint bozarlar (Kapgak 2017).



Ber tam tur donis
uA

SekarFosfat
baglanma bolges:

Sekil 1.6 DNA yapisindaki mindr ve major oluklar (Kapgak 2017).

1.6 DNA-ILAC ETKILESIMLERI

Ilaglarin DNA ile etkilesim yollar1 iki sekilde gergeklesir. Birincisi, DNA ile kovalent bag

etkilesimi; ikincisi ise, Kovalent olmayan bag etkilesimidir (Sirajuddin vd. 2013).

1.6.1 Kovalent Bag Etkilesimi

DNA ile kovalent etkilesimler tersinmezdir. Yani DNA proseslerinin tamamen inhibe
olmasina, ardindan da hiicre oliimiine neden olur (Barut 2016). Cis-platin bu grubun
temsilcilerindendir ve yapisindaki kloriir gruplarinin DNA bazlarindaki azot gruplarn ile
etkilesimi sonucu etkisini gosterir. Kovalent baglanan molekiiller, kanser tedavisinde DNA
yapisina alkil gruplar1 baglayarak gorev aldiklart i¢in alkilleyici ajanlar olarak da
adlandirilmaktadir. Bunun sonucunda da yanlis eslesmis bazlar, yer degistirmeler ya da
yapidan ayrilan gruplar nedeniyle DNA sentezi durur ya da apoptozis gergeklesir. Alkilasyon

ajanlari, cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Kapgak 2017).



1.6.2 Kovalent Olmayan Bag Etkilesimi

Kovalent olmayan bag etkilesimleri kendi i¢inde 3 gruba ayrilmaktadir. Bunlar; elektrostatik

etkilesimler, interkalasyon etkilesimler ve oluk baglayicilar (groove binders)’dir.

Elektrostatik etkilesim Interkalasyon etkilegim Yank baglaywcilar

Sekil 1.7 DNA ile kovalent olmayan etkilesim tiirleri (Valipour 2019).

a)Elektrostatik etkilesimler

DNA’nin dis yiizeyinde bulunan guruplarla yapilan etkilesimlerin neredeyse tamami bu
etkilesim tipine dahil olmaktadir. Diger etkilesimlerden zayif olmasina ragmen ilaglarin
biyolojik aktivitelerinde &nemli rol oynamaktadir (Valipour vd. baski). Ornegin; Pt(ll)
kompleksi.

b) interkalasyon etkilesimler

DNA baz giftleri arasina bazi maddelerin yerleserek giiclii bir sekilde baglanmasi olayina
interkalasyon denir. Interkalasyon, DNA’da zincir kirilmasina sebep olur (Bostanci 2016).
Interkalasyona neden olan molekiiller, Topoizomeraz (II) enzimini inhibe ederler. Bu
etkilesim déniisiimlii ya da doniisiimsiiz sekilde gerceklesmektedir. Interkalatdrler antikanser
ajanlar olarak ve DNA boyar madde olarak kullanilabilmektedir. DNA boyar madde olarak
kullanilan etidyum bromiir ve kanser Onleyici madde olarak kullanilan doksorubisin 6rnek

olarak verilebilir (Inci 2018).
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¢) Oluk baglayicilar (Groove Binders)

Ilaglar, son yillarda saptanan ve giiclii bir etkilesim olan oluk baglama yoluyla da DNA ile
kovalent olmayan baglar yaparlar. DNA bosluklarina baglanan, ilaglar gibi kiigiik molekiiller
genelde mindr oluk iizerinden etkilesime girerken protein ve oligoniikleotit gibi daha uzun
molekiillerin major oluk yoluyla DNA’ya baglandiklar1 goriilmiistiir (Valipour vd. baski).
Minor oluk baglayic1 molekiiliine bir 6rnek, floresan DNA boyar madde olan Hoechst

33258°dir (Inci 2018).

DNA, genetik bilginin nesilden nesile aktarilmasini saglayan ve kolay zarar gorebilen bir
molekiildiir (Fidan 2005). Kimyasal madde ve ilacin DNA ile etkilesmesi sonucu DNA’ya
saldirip zarar vermesi genellikle kanserle iligkilendirilir (Davis ve Lin 2011). DNA’ya hasar
veren ilaclar tiimoriin bliylimesini hizlandirir. Genotoksik ilaglari kullanan bir¢ok kadinda
meme kanseri riskinin iki katindan fazla olacak sekilde arttig1 goriilmistiir (Sharpe vd. 2002).
Su ana kadar yapilan birgok calismaya bakildiginda prokarbazin, AZT, L-Dopa,
kloramfenikol, N-asetilsistein ve gentamisin gibi bazi kimyasal bilesikleri iceren ilaglar DNA
hasarini indiikleyebilmistir (Roriz ve Moya 2017). Bu gibi ilaglar genotoksik etki gosterirler
ve buna bagli olarak karsinojenezize, DNA hasarina ve sonug olarak hiicre hasarina neden
olurlar (de Oliveira vd. 2017). DNA molekiiliinde meydana gelen hasar kanser gibi birgok
hastaliga neden oldugu gibi bu olumsuz degisiklikler kendisinden sonra gelen nesillere
aktarilan genetik bilgiyi de degistirebilmektedir (Dikilitas ve Kogyigit 2010). Canlilarda
meydana gelen DNA hasarlart DNA tamir mekanizmalar tarafindan diizeltilmektedir. Hasar
ve tamir belirli bir denge halindeyse de bu dengenin bozulmasi durumunda tamir
mekanizmalar: yetersiz olacaktir ve bu durumda DNA da hiicre 6liimii, kanser, mutasyon gibi

kalic1 zararlar meydana gelecektir (Yildirim 2015).

1.7 OKSIDATIF STRES KAYNAKLI DNA HASARI

Stabil bir molekiil olan DNA, yasam boyunca spontan kimyasal oksidatif hasara
ugrayabilmektedir (Bur¢ak ve Andican 2004). Insan viicudunun her hiicresindeki DNA nin
giinde 10° kez oksidatif hasara maruz kaldig: éne siiriilmektedir. Biyolojik sistemde reaktif
oksijen veya oksijen radikallerinin diizeyi, oksidatif stres olarak tanimlanir (Altuntas 2007).
Reaktif oksijen tiirleri, reaktif azot tiirleri ve reaktif karbonil tiirlerinin DNA’ya zarar veren

radikaller olusturdugu bilinmektedir (Tung 2017). Radikaller farkli mekanizmalar ile DNA
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tizerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-
Protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim lezyonlar ile yaslanma, mutagenezis ve
karsinogenezis patogenezine sebep olmaktadir (Yokus ve Cakir 2002) ve bu durum oksidatif
DNA hasari olarak adlandirilmaktadir (Tung 2017).

1.7.1 Serbest Radikaller

Serbest radikal terimi bagimsiz olarak bir veya daha fazla ortaklanmamis elektronu bulunan
atom veya molekiiller i¢in kullanilmaktadir. Gegis metalleri bakir (Cu), demir (Fe), mangan
(Mn), molibden (Mo) ortaklanmamis elektronlara sahip olmalarina ragmen serbest radikal
sayllmazlar. Ancak reaksiyonlar1 katalizledikleri i¢in serbest radikal olusumuna yardimci
olurlar (Kaya vd. 2019). Serbest radikaller 2 smifa ayrilir. Bunlar; birincisi Oz kaynakli
ROS/ROT lar, ikincisi ise karbon ve kiikiirt kaynaklit RNT/RNS serbest radikalleridir (Kaya
vd. 2019).

1.8 METAL VARLIGINDA SERBEST RADIKAL OLUSUMU

1.8.1 Demir

Kimyasal olarak Fe simgesiyle gosterilen demir yeryiiziinde ¢ok bulunan bir element olup,
canli fonksiyonlari igin gerekli bir eser elementtir (Uysal 1999). Fizyolojik plazma demir
toplam konsantrasyonu (serbest ve bagli) 0.6-1.7 mg/L (11-31 M) arasinda degismektedir
(Letelier vd. 2010). Elektron alip verme 6zelligi nedeniyle oksijen taginmasi, enerji yapimi,
DNA, RNA ve protein sentezinde rol oynar ayrica bir¢ok enzimin yapt ve fonksiyonu i¢in
gereklidir (Uysal 1999).Viicut sivilarinda ve hiicrelerde tasmnan demir, ferrik (Fe*®) veya
ferroz (Fe*?) olmak iizere iki farkli formda bulunmaktadir. Fakat sitoplazmada &nemli bir
kism1 Fe*?’ye indirgenmektedir. Demirin bu redoks aktivitesi bir taraftan gerekli ve yararh
olurken, diger taraftan fazlaligi durumlarinda olusan serbest demir, viicutta toksik etkiye
sebep olan serbest oksijen radikallerinin yapilmasina yol agar(Baltact 2018). Bu nedenle
demir higbir zaman serbest birakilmamaya calisilir. Transferrinle taginir, ferritinde depolanir
ve organizmada demir konsantrasyonu daima g¢ok siki kontrol altinda tutulur (Uysal 1999).
Canlilar i¢in esansiyel fonksiyonlar1 yerine getirecek ama reaktif oOzelliginden dolay1
organizmada hasar olusturmayacak kadar demirin saglanabilmesi i¢in ¢esitli mekanizmalar

gelistirilmistir (Basol vd. 2007).
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1.8.2 Bakar

Kimyasal olarak Cu simgesiyle gosterilen bakir, bakteriden insana kadar tiim biyolojik
organizmalar i¢in esansiyel iz elementtir (Yilmaz 2015). Fizyolojik plazma bakir toplam
konsantrasyonu (serbest ve bagli) 0.9-1.2 mg/L (~14-19 M) arasinda degismektedir (Letelier
vd. 2010). Bakir atomunun {i¢ oksidasyon basamagi vardir: Cu(I), Cu(Il) ve Cu(Ill). Merkez
atomun geometrisi oksidasyon durumuna bagli olarak degisiklik gostermektedir. Cu(0)
bilesikleri kararli degildir ve genellikle ara {irlin olarak olusmaktadir. Sulu ¢ozeltilerde Cu(I)
ve Cu(Il)’nin kararliliklar1 anyonlarin veya diger ligandlarin tabiatina bagl olarak degisir.
Cogu Cu(I) bilesigi Cu(Il) bilesiklerine oksitlenebilir, ancak Cu(III) bilesiklerine oksidasyonu
daha zordur. Bakir kompleksleri genellikle mavi veya yesil renktedir (Inci 2018).

Bakir, hem esansiyel hem de toksik bir elementtir (Aksoy 2009). Bakir viicut fonksiyonlari
acisindan Onemli olmakla beraber Ozellikle sag, deri esnek kisimlari, kemik ve bazi ig
organlarin temel bilesenidir. Birgok enzim ve proteinin yapisinda bulunan bakir, demirin
fonksiyonlarni1 yerine getirmesinde aktivator gorevi ustlenir (Kartal vd. 2004). Bakir
kromatin i¢inde esansiyel bir mikro elementtir ve DNA bazlariyla yakindan iligkilidir; ayni
zamanda hiicrelerde bulunan redoks aktif metal iyonlarindan biridir (Li vd. 2012). Bazi
hastaliklarin nedeni i¢in plazmada yiiksek bakir seviyeleri 6nemlidir (Kuybu 2018). Bakir
konsantrasyonunun kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore ¢ok daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Li vd. 2012). Buna ilaveten bakirin tibbi kullanimlari, biyolojik olarak aktif
ligandlar ve ilaglarin komplekslestirici bir iyonu olarak dikkat ¢ekmektedir (Kuybu 2018). Cu
serbest veya kompleks formda divalent katyon olarak organizmalarin dokularinda
bulunabilmekte ve 2 degerlikten 1 degerlige degisebilmektedir (Kuybu 2018). Bakir, askorbik
asit gibi redoks ajanlarmin varliginda ROS olusumunu arttirir (Cervantes-Cervantes vd.
2005). Fizyolojik kosullar altinda serbest bakir iyonlari askorbik asit varliginda hidroksil
radikalleri tiretebilirler ve DNA’ya hasar verebilirler (Yokawa vd. 2011). DNA oksidasyonu
sirasinda, abasik bolgelerin olusumu, AT — GC ve GC — AT gegisleri gibi mutasyonlar, ¢ift
sarmal kirilmasi ve yeniden diizenlenmeler goriilebilir. Ote yandan, ROS'a maruz kalan
proteinler, amino asit kalintilarmin geri doniisiimsiiz modifikasyonuna neden olarak 1sil
kararliliklarinin artmasi ve biyolojik rollerinin kayb1 gibi konformasyonel degisikliklere yol
acar (Cervantes-Cervantes vd. 2005). Bundan dolay1 da biyolojik olaylar i¢in 6nem teskil
etmektedir (Kuybu 2018).
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1.9 REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

ROS, yapisinda en az bir tane eslenmemis elektron igeren reaktif 6zellikteki atom veya
molekiillere denir (Sezer ve Keskin 2014). Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin en
yaygin kaynagi ise oksijendir (Giirgoze vd. 2007). Oksijenin dis yoriingesine bir veya daha
fazla eslesmemis elektron eklenmesiyle bu molekiil giiglii bir toksine, yani bir serbest oksijen
radikaline doniisiir (G6khan 2007). Oksijen mitokondride, solunum tepkimeleri sonucu suya
dontigiir fakat O2‘nin %2-3 kadar1 suya doniismeyip, O2 kaynakli radikallerin olusmasini
saglar (Biiyiikuslu ve Yigitbas1 2015). Oksijen temelli serbest radikallere 6rnek olarak ROS
verilebilir (Yildogan Beker 2011). Kararsiz yapidaki ROS, kararli hale gelmek i¢in hiicrelere
saldirmakta ve hiicre bilesenlerine hasar vererek cesitli hastaliklara sebep olmaktadir (Sezer
ve Keskin 2014). Notralize edilemeyen ROS kanser gibi ciddi hastaliklarin gelisiminde
onemli rol oynar. Cok kademeli karsinojenezin hem baslamasinda hem de artmasinda ROS’u

isaret eden gilicli bulgular vardir (Ciftgi 2017).

Baslica reaktif oksijen tiirevileri; Stiperoksit radikali (O27), Hidroksil radikali (OHe) ve
Hidrojen peroksit (H202) ‘dir. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu Oy, 2
elektron alarak indirgenmesi sonucu H202, 3. elektronun ilavesi ile yiiksek derecede reaktif
OH- ve 4. elektronun eklenmesi ile H,O meydana gelir (Ozcan vd. 2015).

1.9.1 Siiperoksit radikaleri (02)

Aerobik hiicrelerde O2’in bir elektron alarak indirgenmesiyle olusan ilk iriin Ozdir (Kaya

vd. 2019). Zay1f bir oksidant, gii¢lii bir indirgendir (Altuntag 2007).

1.9.2 Hidrojen peroksit (H203)

H20- bir radikal olmamakla birlikte aktivitesi ve etkileri bakimindan radikallere ¢ok benzer
(Altuntas 2007), OHe iiretiminden 6nemli 6lgiide sorumlu oldugundan ROS smifindadir.

H202, Oz den farkli olarak yagda ¢dziiniir yapisindan dolayr hem meydana geldigi yerden

uzakta hemde Fe*? iceren hiicresel membranlarda hasar olusturabilir (Ozcan vd. 2015).
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H,02 + Fe*2 — «OH + OH—+ Fe*3........(1)
H02+ Cu*! — «OH + OH—+ Cu*2........ (2)
H202+ Fe*® — HOz2+ H* + Fe*? .......... (3)
H20x+ Fe*2 — «OH + OH + Fe*3......... (4)

Haber - Weiss reaksiyonu (1 ve 2 numarali denklemler), H2O2, O>™ ile reaksiyona OHe radikali
girerek olusur (Yildogan Beker 2011). Fenton reaksiyonu (3 ve 4 numarali denklemler) ise,
asidik sartlar altinda Fe*? metalinin H,0 ile tepkimesi sonucu olusur. Bu tepkime sonucu
OHe+ meydana gelir. Demir iyonu, H2O7’in ayrigmasini Kataliz eder ve OHe meydana gelir.
Radikallerin meydana gelisi bir kompleks tepkime zinciri seklindedir. Meydana gelen Fe*3
iyonlar da H2O>’i kataliz ederek H,O ve O2’¢ ayristirir. Demir iyonlar1 ve radikaller de
tepkimelerde meydana gelir. Fe*® iyonunun H,0O; ile tepkimesi Fenton benzeri proses olarak
adlandirilmaktadir (Giirtekin ve Sekerdag 2008).

1.9.3 Hidroksil radikalleri (OHe)

Son derece reaktif radikallerdir ve ROS’larin en giigliistidiirler. Olduk¢a kararsizdir ve ¢ogu
biyolojik molekiil ile hizla ve spesifik olmayan bir sekilde reaksiyona girer (Ozcan vd. 2015).
Niikleusta OHe radikali Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlart sonucu meydana gelir (Altuntas
2007). OHe radikalinin DNA iizerinde etkili olabilmesi i¢in DNA’da veya ¢ok yakininda
meydana gelmesi gerekir. DNA ¢ok sayida (-) yiikli fosfat gruplar igerdiginden, gesitli
katyonlar1 baglama yetenegine sahip biiyiik bir anyon durumundadir. Fe*?*® ve Cu*¥*?
iyonlar1 ya (-) yikli DNA ya siirekli bagli bulunurlar ya da oksidatif stres altinda
proteinlerden ayrilarak DNA’ya baglanirlar. Bu baglanma ile DNA’y1 H2O2 nin hedefi haline

getirirler (Altuntas 2007).
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Sekil 1.8 Serbest radikallerin hiicresel fonksiyonlara olan etkisi (Altuntas 2007).

1.10 ANTIOKSIDAN SAVUNMA MEKANIZMALARI

Serbest radikaller oldukga reaktif 6zellikte olduklarindan hiicre organellerine zarar verebilirler
ve birgok hastalikta rol oynayabilirler (Kaya vd. 2019). Bu hasar, DNA tamir mekanizmalar1
tarafindan tersine ¢evrilmezse, mutasyonlara ve muhtemelen kansere neden olabilir (Tung
2017). ROS’un meydana getirdigi hasarlari 6nlemek i¢in bu reaktif tiirleri elimine edebilecek
veya olusumunu engelleyecek savunma sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da
“antioksidanlar” adi verilir (Karabulut ve Giilay 2016). Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren
bu prooksidanlar1 (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) etkin bir sekilde
indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan iriinlere doniistiiriirler (Ugar 2016).
Boylece oksidatif hasarin DNA’ya olan etkisini ve hiicre boéliinmesindeki anormal artigt

azaltip kansere kars1 koruyucu rol oynarlar (Diindar 2000).

Antioksidan savunma sistemleri, endojen ve eksojen antioksidanlar olarak iki gruba ayrilirlar.
Endojen antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki alt grupta
smiflandirilabilir (Karabulut ve Giilay 2016). Eksojen antioksidanlar, daha ¢ok organizmanin

disaridan aldig1 antioksidanlar bu gruba girer. Enzimlerden sonra viicudun serbest radikal
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zararina karsi ikincil savunma sistemini olustururlar. Vitamin ve ilag olarak kullanilan eksojen

antioksidanlar olmak iizere iki alt grupta siniflandirabilir (Karabulut ve Giilay 2016).

Siiperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Glutatyon peroksidaz (GPx)
Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon Koenzim Q 10
Melatonin | Selenyum
Urik asit L a-lipoik asit
Bilirubin L Transferrin
Albiimin - Seruloplazmin

o-Tokoferol (Vitamin E)

B-karoten (Vitamin A)
Askorbik asit (Vitamin C)
Folik asit (Vitamin B9)

Ksantin oksidaz inhibitdrleri
(allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, lokal anestezikler, kal-
siyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Rekombinant siiperoksit dismutaz

Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktivitey1 artiranlar
(GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albtimin)

Sekil 1.9 Antioksidanlarin yapilarina gore siiflandirilmasi (Karabulut ve Giilay 2016).

1.10.1 Askorbik Asit (C Vitamini)

Askorbik asit (Asc) bircok biyokimyasal reaksiyona katilan, suda ¢6ziinen giiglii antioksidan

bir vitamindir. Bir¢ok fizyolojik fonksiyon igin hayati Onem tasiyan asc insanlarda

sentezlenemedigi i¢in disaridan alinmasi zorunludur (Agirbas vd. 2015). indirgenmis (L-

askorbik asit) ve yiikseltgenmis (dehidroaskorbik asit) olmak iizere iki formu mevcut olup

ikisinin de biyolojik etkisi bulunmaktadir (Y1ldogan Beker 2011).



HOH,C HOH,C

0 +0 0
HO + HQO,

HO

oksidasvon

HO OH O O

Askorbik asit Dehidroaskorbik asit Hidrojen peroksit
Sekil 1.10 Askorbik Asit Oksidasyonu (Karasakal 2007).

Redoks potensiyeli oldugundan, indiren ajan ve serbest radikal yakaliyicisi olarak davranir ve
bir H iyonu vererek serbest radikal zincirini inhibe eder (Karasakal 2007). Boylece
oksidasyonun hiicre metabolizmasina karsi olusturdugu zararh etkileri azaltir (Yildogan
Beker 2011). Asc hem bir antioksidan hem de prooksidan olarak davranir. Asc, uygun bir
ligand (L), bakir iyonlar1 ve oksijen varliginda, L-Cu(l)-Oz, Cu*? tiirleri ve H202’e doniisiir
(Yavasca 2009). Asc’nin oksidasyonunda Cu gibi gecis metallerinin katalizor etkisi bulunur
(Imer vd. 2009). Metal iyonlari, asc’nin dehidroaskorbik aside veya dehidroaskorbik asidin
2,3diketogulonik aside ve diger oksidasyon iiriinlerine oksidasyonunu arttirir. Burada Cu*?
iyonu cok etkilidir. Asc’nin Cu*? iyonu ile oksidasyonundan olusan bir ara kompleks
spektrofotometrik olarak kanitlanmistir (Yildogan Beker 2011). Asc’nin geg¢is metali ve
kompleksleriyle birinci oksidasyon adimi sonucu askorbat radikali olusur (Yildogan Beker
2011).  Genellikle askorbat  diisiik  konsantrasyonlarinda  prooksidan,  yiiksek
konsantrasyonlarda ise antioksidan egilimi gosterir (Yavasca 2009). Asc metal iyonlart ve
metal kompleksler tarafindan oksitlenirken, metal iyonlari indirgenir. Ornegin; Cu(Il),
Cu(l)’e; Fe (II), Fe(Il)’e indirgenir. Metal ve askorbik asit molekiilleri arasindaki baglar
beklenilenden daha zayiftir (Yildogan Beker 2011).

o ;rfﬂlml o CHy0n
CHOH CHOH
— + 2007 — - + 20u* + 2H°
H Ol q 0
Ascorbic acid Dehydroascorbic acid
Ah Du“'l..'ﬂ'l.

Sekil 1.11 Askorbik asitin bakir ile tepkimesi (Cross vd. 2003).
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Pozitif yiiklii metal iyonlari, DNA’daki olas1 bolgelere direk veya dolayli olarak sikica
baglanabilmektedirler (Aksoy 2009). Cu*? iyonlari, daha cok guanin ve sitozince zengin
bolgelerde mevcuttur. Bu iyonlarin polianyonik karakterde olan DNA’nin 6zellikle G bazlarina
yiikksek afinite ile baglandigi ve H»O2 ile etkilesime girerek DNA hasarimi baslattigi
gosterilmistir. Bu nedenle en sik karsilagilan ve mutajenitesi en iyi bilinen baz hasar1 8-
OHdG’dir (Altuntag 2007). Guanin, DNA yapisindaki en diisiik iyonizasyon 6zelligi ile serbest
radikal etkilerine karsi en agik molekiil olarak goze carpar. 8-OHdG, guaninin 8. karbon
atomuna OHe radikali ataklar1 ile meydana gelen modifiye bir bazdir ve DNA replikasyonu
sirasinda GC’den AT’ye doniistime yol actigindan mutasyona tesvik eder. Dolayisiyla, ROS
olusumunu artiran tiim faktorler oksidatif DNA hasarini da arttirabilmektedir (Seyhanli 2008).

8-OHdG seviyeleri iizerine antioksidan takviyesinin pozitif etkileri olabilir. Deneysel hayvan
modellerinde, antioksidan girisimlerle 8-OHdG diizeylerinde azalma goriildiigii saptanmistir
(Seyhanli 2008). ROS ve bunlarin hiicresel yapilar tizerine etkisi hakkinda ¢ok sayida ¢alisma
yapilmasina ragmen bircok hastalifa sebebiyet vermesi ile iligkili bulundugundan hala
glincelligini koruyan bir alandir. Bu yoniiyle yeni ve daha kapsamli arastirmalarin gelecekte

hastaliklarin ve ilaglarin klinigini agiklamada énemli bir rol oynayacagini diisiiniiyoruz.

1.11 MiIKROBiYOM VE MiKROBIYATA

Normal flora, patojenik mikroorganizmalarin kolonizasyonuna ve firsat¢i mikroorganizmalarin
¢ogalmasina kars1 bir bariyer gorevi goriir (Sullivan vd. 2001). Normal flora olarak bilinen
insanlardaki mikroorganizmalarm tamamina “Insan Mikrobiyom Projesi” tarafindan
mikrobiyata olarak adi verilmistir (Siiziik 2015). Bu mikroorganizmalarin genomuna ise
“mikrobiyom” adi verilmektedir (Yiksel Altuntas ve Batman 2017). Bu projenin
calismalarindan elde edilen sonuglar 1s181inda, bagirsak mikrobiyotasinin insan sagliginda ve

birgok hastaligin gelismesinde etkili bir organ oldugunu ortaya koymustur (Siiziik 2015).

1.11.1 Bagirsak Mikrobiyatasi

Insan sagh@ ve gastrointestinal mikroflora baglantis1 son zamanlarda iizerinde ¢ok durulan bir
meseledir (Giirsoy vd. 2005). insan mikrobiyomu, saghigimizla siki sikiya baglantili olan ve tiim
memelilerin bagirsaklarinda yasayan cesitli bakteri, arke, mantar, protozoa ve virlislerden

olusan son derece kompleks bir ekosistemdir (Barko vd. 2018). Dogumda bebegin bagirsaklar
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sterildir (Cogkun 2006). Dogumdan ¢ok kisa bir siire i¢cinde gelismeye baslayan ve tiim yasami
boyunca da orada var olan bu kompleks ekosistem igerisinde yaklagik 10-100 trilyon
mikroorganizmanin  varligi  gosterilmistir (Saka 2017). Dogumdan sonra bagirsak
mikrobiyatasin1  olusturan bakterilerin tiiri ve miktarim etkileyen ¢ok sayida etken
bulunmaktadir. Bu etkenler arasinda dogum sekli (vajinal veya cerrahi), annenin mikrobiyotas,
anne siitli alimi, gebelik yasi, bakterilere ¢cevresel maruziyet, antibiyotik/probiyotik kullanimi ve

beslenme sekli bulunmaktadir (Coskun 2006).

Mikroorganizmalar, saglikli bir insanin viicut kitlesinin %]1-2’sini olusturmasina ragmen
(Cetinbag vd. 2017) bagirsaktaki mikroorganizma sayisi, insan viicudundaki hiicrelerin
sayisindan on kat daha fazladir (Soylemez 2018). Insan bagirsaklarmda 400.000’den fazla
bakteri ¢esidinin varligi tespit edilmis olup bunlarin yaklasik 9%98’1 yararli bakteriler olup,
sindirime yardimci rol oynarlar (Saka 2017, Soylemez 2018). Bu iliski simbiyotik bir iliski
ornegidir (Koca 2015).

Insan mikrobiyomunun biiyiik kismi basta gastrointestinal sistem (GIS) olmak iizere deri,
genitoiiriner sistem ve solunum sisteminde kolonize olmustur. GIS, 200 m? gibi genis bir yiizey
alanina sahip olmast ve mikroorganizmalar igin zengin besin igerigi sebebiyle
yerlesim(kolonize) i¢in en uygun ortami saglamaktadir (Bozok vd. 2014). Bagirsak
mikroflorasi, bagirsagin zengin besiyeri igeriginde gelisirken ayni zamanda patojenik
bakterilerin kolonilesmesine engel olmasi gibi birgok fayda saglamaktadir. Boylece konak ile
konake1 arasinda komensal bir iliskisi kurulmus olur (Séylemez 2018). Mikroorganizmalar
gecici veya kalici olarak kolonize olabilir. Gegici floranin gogu hastalik olusturmaz ve konak
misafirligi birkac saat ile birka¢ hafta arasinda degisir. Kalict flora ise devamlilik gdsteren
mikroorganizma toplulugudur. Kalic1 floranin ortadan kalkmasi halinde, gegici flora sayisi

artarak kolonize olur ve patojen 6zellik kazanabilirler (Cetinbas vd. 2017).

Saglikli bireylerde, bagirsak mikrobiyota popiilasyonlariin cesitliligi ve bilesimi bagirsak
homeostazini1 korumak i¢in immiin sistem ile etkilesim halindedir. Bagirsak mikrobiyotasi insan
viicudundaki bir organ gibi hareket ederek, konagmn metabolizma, enerji homeostazisi,
beslenme, bagisiklik sistemi ve nérodavranigsal gelisimi dahil olmak {izere saglik i¢in hayati
oneme sahip bir siirii fizyolojik siirecini etkilemektedir (Barko vd. 2018). Ornegin, proteinleri
aminoasitlere, karbohidratlar1 disakkaritlere ve yaglar1 da yag asitlerine doniistiiriirerek sindirim

sisteminde de rol oynarlar (S6ylemez 2018).
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1.11.2 Simbiyoz ve Disbiyozis

Flora igindeki bakteri gesitliligi kadar popiilasyon dengesi de onem tasimaktadir (Kateeb
2015). Konak ve bagirsak mikrobiyotasi arasindaki dengeli yapiya simbiyoz ad1 verilir (Saka
2017). Mikrobiyata hem sayisal hem de gesitlilik olarak kisinin yasi, diyet aliskanliklari,
yagsam tarzi ve genetik yatkinliklari gibi faktorler sonucu degisikliklere ugrayabilmektedir
(Yiiksel Altuntas ve Batman 2017). Ilaglarin alindig1 doz miktar1 ve kullanim siklig1, dengesiz
beslenme, sezaryen dogum, asir1 hijyen ve siirekli stres gibi etmenlerin mikrobiyomu kalic1

olarak degistirebilmektedir (Soylemez 2018).

SAGLIK

DENGE-HEMOSTZIS

i Digsal Ozellikler

Igsel Ozellikler

Bagirsak Diyet, antibiyotik
Yas, genetik faktorler, Mikrobiyotas: QZ' kullanim,
dogum sekli, gebelik siiresi probiyotik/prebiyotik
! kullanimi, cografik bolge
BOZULMA-DiSBiYOZIiS
HASTALIK

Sekil 1.12 Mikrobiyotaya etki eden i¢ ve dis faktorler (Siiziik 2015).

Mikrobiyotanin yapisinin herhangi bir nedenle degismesi veya bozulmasina disbiyozis olarak
adlandirilir. Glinlimiizde mikrobiyotadan kaynaklanan hastaliklarin temelinde disbiyozisin var
oldugu kabul edilmektedir (Siizilk 2015). Dolayisiyla bu durum insan sagligi agisindan
oldukca 6nem teskil etmektedir. Bozulan bagirsakta patojenlerin sayisi artar, detoksifikasyon

yapacak yararli floranin bulunmamasi sonucu toksik maddeler birikir (Kateeb 2015).

Genel olarak, disbiyoz li¢ baglik altinda incelenir:
1) Faydal1 organizmalarin kayba,
2) Potansiyel olarak zararli organizmalarin asir1 biiylimesi,

3) Mikrobiyal ¢esitliligin kaybolmasi.
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Bu ii¢ olast ihtimal ¢ogu zaman ayni anda gergeklesebilmektedir. Disbiyoz, inflamatuar
bagirsak hastaligi (IBD), obezite, alerjik bozukluklar, Tip 1 diabetes mellitus, otizm, astim,
Parkinson hastaligi, ¢dlyak hastali§i, kardiyovaskiiler hastaliklar, insan ve hayvan
gastrointestinal sistemlerinde kolorektal kanser gibi ¢esitli hastaliklar ile iliskili bulunmustur
(Soylemez 2018).

1.12 BAGIRSAK FLORA BAKTERILERIi

Bagirsak boyunca, mikrobiyotanin miktar1 ve tiirti degiskenlik gosterir. Memeli bagirsaginda
baslica 9 bakteri tiirii bulunmaktadir. Bunlar; Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Fusobacteria, Spirochaetes ve TM7’dir.

Biiyiik ¢ogunlugu olusturan bakteri aileleri Bacteroidetes veya Firmicutes tiiriine aittir

Epitel E.R. itel. Mukus B.:.@r s;rk Caita
viizevi tabakasi liim eni
| |
'I' '|'.
Clostridinm Bacteroides
Lactobacillus Bifidobacteritm
Enterococcus Streptococcus
Enterobacteriacea
Enterococcus
Clostridum
Lactobacillus
Ruminococcus

Sekil 1.13 Bagirsak mikrobiyotasinin epitelden limene degisimi (Siiziik 2015).

Mikroorganizmalarin saglikli bir insanin hayatini siirdiirmesinde 6énemli fonksiyonlari oldugu
gibi, bazen de bagirsaktaki bakterilerin gesitliligi ve dengesinde ki bozukluklar diger patojen

bakterilerin viicuda hakim olmasina yol acabilir (Cetinbas vd. 2017).
1.12.1 Enterobacteriaceae Ailesi
Enterobacteriaceae familyasi, ince ve kalin bagirsakda kolonize olan birgok tiir ve sustan

olusup, patojenik olmayan kommensal mikrobiyota ayrica patojen iiyelerini igerir (Schierack
vd. 2007).
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Enterebacteriaceae ailesinin yada kisaca enterik bakterilerin genel 6zellikleri sunlardir: 0,3-
0,5 mm en ve 1-6mm boyunda (Yazgi 2002), gram negatif basil olmalari, sporsuz olmalari,
peritrik kirpiklerle hareketli veya hareketsiz olmalari, genel kullanim besiyerlerinde kolaylikla
tiremeleri, MacConkey agarda iyi tiremeleri, fakiiltatif tiremeleri (acrop ve anaerop), katalaz
pozitif olmalari, oksidaz negatif olmalari, nitratlar1 nitrite ¢evirmeleri, DNA’da G+C oranlari
%39 — 59 arasinda olmalari, Enterobacteria antijeni (Erwinia cinsi hari¢) bulundururlar

(Yazgan 2010).
Enterebacteriaceae ailesi i¢inde 30’dan fazla cins ve 130’dan fazla tiir bulunmaktadir. Bu 130
tiir bakteriden klinik o6rneklerde en sik izole edilenler Escherichia coli, Enterobacter cloacae,

Proteus mirabilis, Proteus vulgaris’dir (Yazg1 2002).

1.12.1.1 Escherichia coli

Sekil 1.14 Escherichia coli SEM goriintiisii (URL-1).

Escherichia coli, Enterobacteriaceae ailesinde yer alan gram (-), fakiiltatif anaerobik,
hareketli, spor olusturmayan bir ¢omak bakteri tiiriidiir (Turgut 2015). Siv1 kiiltiirlerde hizli
tireyerek, tek basina ya da ¢iftler halinde goriiliir (Omerovic vd. 2018). Optimal iireme 37 °C
ve notral pH’da gercgeklesir fakat 18-44.5 °C ve pH 5-8 araliklarinda daha yavas sekilde
tireme gozlenir. Uremesi sonucu sivi besiyerlerinde homojen bulaniklik gézlenirken, kati
besiyerlerinde diizglin kenarli, 2-3 mm ¢apinda, pigmentsiz S koloniler gézlemlenmektedir
(Tasdemir 2009). Cogu susun genellikle protein yapisinda fimbriya denilen peritrik kirpikleri
vardir bu sayede hareketli bakterilerdir (Al-Dulaimi 2015).
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E.coli, normal bagirsak florasina ait olup patojen mikroorganizmalarin bagirsaklarda
kolonizasyonunu onler ve kalin bagirsak florasi i¢inde bulunan en yaygin tiirdiir (Turgut
2015). Insan bagirsak flora iiyesi olan Escherichia coli, iiriner sistem enfeksiyonlari,
hemolitik tiremik sendrom, pndmoni, sepsis, menenjit, ishal, apse, peritonit, siniizit vb.

enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Duman vd. 2010).

1.12.1.2 Proteus mirabilis
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Sekil 1.15 Proteus mirabilis (URL-2).

Gram(-) bir basil olan Proteus tiirleri, Enterobacteriaceae ailesinin bir iiyesidir. Bu tiirii
familyanin diger gruplarindan ayiran tanimlanmis en 6nemli 6zellikleri, herhangi bir durum
karsisinda kiimelenerek toplu halde biiyimektedirler (Kelesoglu 2010). Proteus’lar gram(-),
kokobasil veya daha biiyiik basil goriiniimiinde, peritrik Kirpikleri sayesinde hareketli, sporsuz
ve kapsiilsiizdiir (Tiirkseven 2018). Bakteriyolojik boyalarla olduk¢a iyi boyanir ve genel
besiyerlerinde kolaylikla iirerler (Uslu vd. 2011).

Proteus cinsi bakteriler, insan ve hayvan bagirsaginda bulunmaktadir. Proteus cinsi su anda
bes tiir igermektedir: P. mirabilis, P. vulgaris, P. penneri, P. myxofaciens ve P. hauseri
(Turkseven 2018). Proteus tiirleri, uygun kosullar altinda; immunolojik enfeksiyonlara ve
cesitli patolojik durumlara yol agmaktadir (Kelesoglu 2010). Proteus larin siklikla iiriner
enfeksiyonlarda, bobrek tasi olusumu ve bobrek tubuluslarinda nekrozlara yol actigi
gosterilmistir (Uslu vd. 2011). Bu tiir enfeksiyonlara P.vulgaris, P.penneri ve P.mirabilis
tiirleri neden olmaktadir. Bununla birlikte P.mirabilis en bilinen patojendir. Bu tiiriin insan

bagirsaginda enfeksiyon yapma orani %25 olarak agiklanmaktadir (Kelesoglu 2010).
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1.12.1.3 Enterobacter cloacae

Sekil 1.16 Enterobacter cloacae (URL-3).

Enterobacter cloacae, Enterobacteriaceae familyasindan gubuk seklinde, fakiiltatif anaerobik
gram negatif bir bakteridir. Bu bakterilerin boyutu 0.3-0.6 x 0.8-2.0 um arasinda
degismektedir. E.coli, 37°C'de optimal sicaklig1 ile mezofilik ortamda yasar ve hareket icin
peritrik flagella kullanir. Bu bakteri oksidaz negatif fakat katalaz pozitiftir (Nishijima 1999).

14 Enterobacter tiirii bulunmaktadir. Bunlar arasinda en sik karsilasilan tiirler E.aerogenes,
E.cloacae, E.agglomerans ve E.sakazakii'dir (Tiirkseven 2018). Bu bakteriler 6zellikle
E.cloacae, bakteriyemi, alt solunum yolu enfeksiyonu, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari,
idrar yolu enfeksiyonlari, endokardit, intraabdominal enfeksiyonlar, septik artrit, osteomiyelit
ve oftalmik enfeksiyonlar gibi ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilen hastane dis1 patojenlerdir

(Yazgan 2010).

E.cloacae, peritrik flagella'yr hareket i¢in kullanir. Flagella, yag dokuyu etkileyerek obezite
ve hepatik yag birikimi ile iligkili olan flagellin proteini tarafindan iretilen ve bakteriyi
hareket ettirici bir organeldir (Munukka vd. 2016).

1.12.2. Enterococcus Ailesi

Enterokoklar tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde bulunan gram(+) koklardir. Enterokok

cinsi iginde 32 tiir olmasina karsin bunlar arasinda Enterococcus faecalis ve Enterococcus
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faecium probiyotik ac¢idan en 6nemli iki tiir olup, insan GIS’in dogal florasinda bulunurlar
(Disgioglu 2014).

1.12.2.1 Enterococcus faecalis

Sekil 1.17. Enterococcus faecalis SEM goriintiisii (URL-4).

Insan bagirsak florasindan en sik izole edilen E.faecalis, ikinci siklikta goriilen tiir E.
faecium’dur (Bulanik 2015). Enterokoklar, yaklagik 1 pum ¢apinda, gram (+), fakiiltatif
anaerob bakterilerdir. Birka¢ istisna disinda hareketsiz, sporsuz, katalaz negatiftir.
Mikroskopta kok yapilart (genellikle diplokok), ¢iftler halinde veya kisa zincir olarak goriiliir
(Herkmen 2015). Enterokoklar 5-50 °C arasinda farkli 1silarda {ireme 6zelliklerine sahiptir.
Optimum tireme 1silar1 42,7 °C, en diisiik iireme 1s1lar1 6,5 °C ve en yiiksek iireme 1silar1 ise
47,8 °C’dir. E. faecalis ve E. faecium 4,6 ila 9,9 pH araliginda iireyebilmektedir. Optimum
iireyebildikleri pH 7,5 dur (Bulanik 2015).

Enterococcus tiirlerinin ¢ogu insanin gastrointestinal sisteminin normal florasidir. Insandan
Klinik olarak izole edilen enterokoklarin ¢ogu (%80-90) E. faecalis ve E. faecium’dur, bunlar
enterokok enfeksiyonlarinin %5-10’unda bulunurlar. Diger Enterokok tiirlerine daha az
siklikla rastlanir (Discioglu 2014). Ozellikle immun sistemi zayiflamis kisilerin endojen
florasindan kaynaklanarak intra-abdominal veya pelvik infeksiyonlar, menenjit, bakteriyemi

gibi ¢esitli infeksiyonlara sebep olabilmektedirler (Agus vd. 2006).
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1 KULLANILAN ARAC VE GERECLER

e UV-Vis Spektrofotometre (OptiSen, UV-1800)

e Otoklav (Niive, steam art)

e Mikrodalga Firin (Altus, Almd 17B)

e Inkiibatér (THERMO SCIENTIFIC, 866-9-thermo)
e Calkalayici Inkiibatdr (Mipro)

e Elektroforez Cihazlar1 (horizontal) (Thermo)

e -20°C ve 4°C Buzdolabi (Bosch)

e Hassas Terazi (Radwag, AS 220.R2)

e Jel Goriintiileme Sistemi (VILBER, E-BOX- VX2)
e Laminer Akis Kabini (Core, LN 090)

o Santrifiij (Elektro-mag)

e Santrifiij (Niive NF 800R)

e Su Banyosu (Niive Bath NB 20)

e Vorteks (Niive NM 110)

e Mikropipet seti (Thermo Scientific- Finnpipette)

2.2 KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
2.2.1 Elektroforez icin Kullanilan Kimyasallar
e NucleoSpin Plasmid, Plasmid DNA Piirfikasyon Kiti (Macherey-Nagel)

e Gliserol (84 mM)
e Etanol (%100)
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e Fosfat Tamponu (5 mM)

e LB Broth (Luria Broth), (Miller’s LB Broth) (Conda)
e CaCl2(0,1 M)

e H202 (6 mMM)

e Askorbik Asit (0,0185- 6 mM)

e FeSOs(1,5-30-0,3-0,03 mM)

e CuCly(60- 40 -20-2-0,2 uM)

e Distile Su (Ezcacibasi)

e 1X Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) Tamponu

e Agarose (Biomax)

e Ethidium Bromide
2.2.2 Besiyeri Hazirlamak I¢in Kullanilan Kimyasallar
e Agar
e Mueller Hinton Besiyeri (Sigma Aldrich)
e Amfisilin (10mg / ml)

2.2.3 Fosfat Tamponu Hazirlamak I¢in Kullanilan Kimyasallar

e 0,0272 g KH2PO4
e (,0348 g K2HPO4

2.2.4 50X TAE Buffer Hazirlamak i¢in Kullamlan Kimyasallar

e 242 g Tris base

e 57,1 ml Glicial Asetik Asit

e 37,29 Na:EDTA.2H.0

e H2Oile 1 litreye tamamlanir (ph 8-8.5)
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2.2.5 UV - Vis Spektrofotometre Analizinde Kullanilan Kimyasallar

0,5MEDTA

e Tris (50 mM), Sigma

e Tris— EDTA Tamponu

e 3,3 mM Calf Thymus DNA
e Sigir Serum albiimin (BSA)

2.3 FLUKONAZOL’UN HAZIRLANMASI

Flukonazol’un saf hali Sigma-Aldrich (PHR1160-1G) firmasindan satin alindi ve test maddesi
olarak kullanildi. Flukonazol’un molekiiler agirligi 306,27 g/mol idi ve kimyasal yapis1 Sekil
2.1°de gosterildigi gibidir. Saf flukonazol 5 mM fosfat tamponu (ph 7,5) igerisinde vorteks
yapilarak ¢ozdirtildii. Maksimum derisimi 24 mM olan bu ¢ozeltiden farkl

konsantrasyonlarda ilag yogunlugu (8800, 880, 88, 44 ve 22 uM) hazirlandi.
N
(/ \N N/Nxﬁ

F

Sekil 2.1 Flukonazol’un kimyasal yapisi

2.4 DNA’NIN HAZIRLANMASI

DNA’nin hazirlanmas1 i¢in gereken kompetent hiicre hazirlama, transformasyon ve

purfikasyon asamalari asagida anlatilan prosediire gore sirastyla yapildi.
2.4.1 Kompetent Hiicre Hazirlama

Oncelikle plazmid DNA piirfikasyonu i¢in Escherichia coli’nin NEB5o susu kompetent hiicre
haline getirildi ve pUC19 plazmidi bu kompetent hale getirilmis susa transforme edildi.
NEB5a susun kompentent hale getirmek igin 20 ml sivi kiiltiir hazirland1 ve otoklavlandi.

Steril kabin igerisinde kat1 besiyerindeki NEB5a susu 6ze ile siv1 kiiltiire ekilirek inkiibasyona
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birakilidi. Ertesi giin bir tane 50 ml’lik erlende LB Broth (Luria Broth) sivi besiyeri, bir tane
0,1 M CaCl> ve bir tane 100 ml’lik erlende LB kati besiyeri hazirlanarak otoklavlandi.
Otoklav sonras1 LB s1v1 besiyerine gecelik NEBSa susu ekildi ve inkiibasyona birakildi. LB
kat1 besiyeri icerisine amfisilin eklendi ve petrilere dokiilerek donmaya birakildi. Daha sonra
inkiibasyondan alinan gecelik NEB5a susu spektorofotmetrede 550 nm ‘de OD’sine bakilarak
0,35-0,4 arasinda olacak sekilde ayarlandi. Bu agsamadan sonra buz tistiinde ¢alisildi. 50 mI’lik
kiltir 10’ar ml seklinde 5 tiipe ayrildi. Bu tiipler 5000 rpm de 5 dk santifiiriij edildi, sivi
fazlar atilarak pelletle ¢alismaya devam edildi. Pelletin tstiine 5 ml 0,1 M CaCl; eklendi ve
20 dk 0°C’de bekletildi. Bu asamada pellet vortekslemeden nazik¢e ¢ozdiiriilmeye calisildi.
20 dk inkiibasyonun ardindan 5000 rpm de 5 dk santifiiriij edildi, siv1 fazlar atilarak pelletle
calisgmaya devam edildi. Pelletlerin iistiine 500 ul CaCl, + 84 mM gliserol eklendi ve pellet
vortekslemeden nazik¢e c¢ozdiiriildii. Bu tiipler 100°er pl seklinde 1,5 ml’lik santifiirij

tiiplerine aktarildi ve -80°C’ye kaldirildi. Boylece komptent hiicre stogu olusturulmus oldu.

2.4.2 Transformasyon

Hazirlanan kompetent hiicre stogundan bir tane buz istiine alinarak steril kabin igerisinde
calismaya baslandi. 5 ml plazmid (pUC19) kompetent hiicre iizerine aktarildi, hafifge
karistirildi ve 30 dk 0°C’de beklendi. Arkasindan 1 dk 42°C’de beklendi ve bu agsamada tiipe
hassas davranilmalidir. Daha sonra 2 dk 0°C’de beklendi ve yine bu asamada tiipe hassas
davranilmalidir. Daha sonra tiipiin i¢ine 900 pl taze besiyeri eklendi ve 1 saat boyunca
37°C/125 rpm‘de inkiibasyona birakildi. En son olarak da amfisilinli kat1 besiyeri tizerine 100
ul yayma ekimi yapildi ve bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Bu asamada transform
olan bakterileri segmek i¢in yapildi. NEBSa susunun amfisilin direnci olmadigindan sadece
pUC19 plazmid aktarimi gergeklesen yani transform olan bakteriler kati besiyerinde
tireyebildi. Ureyen kolonilerden biri alindi, amfisilin igeren s1v1 besiyerine ekim yapildi ve 37
°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu suslardan plazmid piirfikasyonu
asagidaki asamalar takip edilerek yapildi. Kalan transform bakteriler 100’er pl seklinde
aliquotlanarak -80°C’ye kaldirildu.
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2.4.3 pUC19 Plazmid DNA Piirfikasyonu

NucleoSpin Plasmid, Plasmid DNA Piirfikasyon Kiti (Macherey-Nagel) kullanilarak plazmid
DNA saflastirildi.

Piirfikasyon 6ncesi hazirlik:

1. Tampon A2’de bir ¢okelti varsa sise birka¢ dk 30-40°C’de inkiibe edilerek iyice
karistirildi.

2. RNase’a 1 ml Al tampon eklendi ve vorteks yapildi. Daha sonra sisenin tamami Al
soliisyonu igerisine geri aktarildi ve iyice karistirildi (tarih yazilirak +4’de saklandi).

3. A4 ve AQ soliisyonlarina % 96-100’1likk etanol eklendi. 12 ml A4 ve 6 ml AQ
soliisyonlarina sirasiyla 48 ml ve 24 ml etanol eklendi.

4. AW soliisyonu 50°C’de su banyosunda bekletildi.

5. AE soliisyonu 70°C’de 1s1tild1.

Piirfikasyon agamast:

50 ml LB siv1 besiyeri hazirlandi1 ve otoklavlandi. Otoklav sonrasinda sivi besiyerine 500 ul
amfisilin eklendikten sonra -80°C stogundaki transform bakterilerden bir tane alinarak ekim
yapildi ve bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Ertesi giin gecelik kiiltiirde tireyen pUC19
hiicreleri adaptasyon ve cok sayida plasmid kopya sayis1 elde etmek amaciyla bir gece daha
inkiibasyona birakildi. Bunun i¢in 100 ml’lik LB sivi besiyeri hazirlanip otoklavlandi.
Otoklav sonrasi gecelik kiiltiirden 1000 pul pUC19+1000 pl amfisilin eklenerek inkiibasyona
birakildi.

e Kiiltiir inkiibasyondan alind1 ve 10’ar ml seklinde tiiplere paylastirildi.

e Tiipler 15 dakika boyunca 11.000 g’de santifiirlij yapildi. Santifiiriij sonrasi
slipernatant atildi ve kalan sivi pipetle ¢ekilerek atildi.

e Pellet iizerine 250 pl Al soliisyonu eklendi ve vortekslenerek pellet tamamen
¢ozdiiriildii. Daha sonra 250 ul A2 soliisyonu eklendi ve hafifce karistirilarak oda
sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakildi (mavi renk gézlemlenir).

e Inkiibasyon sonrasinda 300 ul A3 soliisyonu eklendi ve mavi renk belirsizlesene kadar
hafifge alt st edildi. Tipler 11.000 g’de 10 dk santifiiriij edildi (slipernatant temiz

degilse bu agama tekrar edildi).
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e 2 ml tiipe kolon yerlestirildi ve tlizerine 750 pl siipernatant eklendi. Tiipler 11.000 g’
de 1 dk santifiiriij edildi. Santifiirij sonrasi kolonun alt kisminda siv1 atild1 ve kolon
tiipe geri yerlestirildi.

e Kolonun iizerine 50°C’de 1sitilmisg 500 ul tampon AW eklendi ve 11.000 g’ de 1 dk
santiflirlij edildi. Santifiiriij sonras1 dipteki s1vi atildi ve kolon tiipe geri yerlestirildi.

e Kolonun iizerine 600 ul A4 soliisyonu eklendi ve 11.000 g’de 1 dk santifiiriij edildi.
Santifiirlij sonras1 dipte kalan siv1 atilarak kolon tiipe geri yerlestirildi. Tiipler 11.000
g’de 2 dk santifiiriij edildi ve dipte kalan s1v1 atild1.

e Kolon kisimlart 1,5 mI’lik santifiiriij tiipiine yerlestirildi. 70°C’de 6nceden 1sitilmis 50
ul AE soliisyonu kolonun tam orta kismina eklendi ve 70°C’de 2 dk inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi tiipler 11.000 g’de 1 dk santifiiriij edildi. Plasmid DNA’lar bir
yerde toplandi ve 100’er ul seklinde aliquotlanarak — 20°C’ye kaldirildu.

DNA'nin safligi ve miktar1 hem lambert beer yasast hem de % 1’lik agaroz jel elektroforezi
ile analiz edildi. Piirfikasyon ile elde edilen DNA konsantrasyonu 260 nm’de 0,008 i¢in 8
pg/ml’dir.

2.5 FLUKONAZOL’UN DNA UZERINE OLAN KIRMA AKTIiVITESI

2.5.1 Flukonazol Konsantrasyonlarinin DNA Uzerine Etkisi

Flu'un DNA'ya zarar verme derecesi siipersarmal DNA (pUC19 plazmid DNA) iizerinden
degerlendirildi. Bu amagla 0,247 uM bp pUC19 plazmid DNA’lar flukonazolun farkli
konsantrasyonlar1 (8800-880-88-44-22 uM) ile 37°C de 45 dakika muamele edildi.
Flukonazol ile muamele edilmemis pUC19 plazmid DNA da kontrol amagh kullanildi.
Inkiibasyon sonrasi, reaksiyon karisimlart % 1°lik agaroz jel elektroforezinde 90 V’da 55
dakika boyunca yiiriitiildii. Gorlintiileme igin DNA bantlar1 (siipersarmal, sirkiiler, dogrusal)

etidyum bromiir ile boyanarak Jel Doc cihazinda analiz edildi.

2.5.2 Flukonazol’un Askorbik Asit (Asc) Varhginda DNA Uzerine Etkisi

Flu'un Asc varliginda DNA'y1 kirma veya koruma yetenegini anlamak i¢in, Fluun farkli

konsantrasyonlar: (8800-880-88-44-22 uM), 0,0185 mM Asc varliginda 0,247 uM bp plazmid
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pUC19 DNA ile muamele edildi. Reaksiyon pcr tiipleri igerisinde gerceklestirildi. Bu tiiplere
ek olarak, kontrol amagli bir tiipte Flu bulunmay1p diger biitiin hersey miktarlar1 dahil aynidir.
Ikinci kontrol tiipii ise sadece DNA'ya sahiptir. Reaksiyon tiipleri 37°C de 45 dakika boyunca
muamele edildi ve % 1’lik agaroz jel elektroforezinde 90 V’da 55 dakika boyunca yiiriitiilerek

sonuglar Jel Doc cihazinda analiz edildi.

2.5.3 Flukonazol’un H202 Varhginda DNA Uzerine EtKkisi

Sekil 2.2 Kanli Agar ve Muller Hinton kat1 besiyerlerindeki E.coli bakteri kolonileri iizerine
H20: damlatilmas.

Katalaz enzimi H20.‘i pargalar ve ortamda O agiga cikarir. E.coli katalaz pozitif bir
bakteridir ve Hata! Basvuru kaynag bulunamadi..’de gosterildigi gibi koloniler iizerine
H20, damlatildiginda katalaz enzimi H20- ‘i pargalayarak hava kabarciklar1 olusturdu yani O3
aciga cikardi. Kontrol amagli yapilan bu islem kullanilan H202’nin saglam oldugunu

gostermektedir.

0,247 uM bp pUC19 plazmid DNA, oksidatif ajan olan 6 mM H>0O; varliginda flukonazolun
farkli konsantrasyonlarini ( 8800-880-88-44-22 uM ) ile 37°C de 1 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonras1 % 1°lik agaroz jel elektroforezinde 90 V’da 55 dakika boyunca
yuriitiilerek sonuglar Jel Doc cihazinda analiz edildi. Flu ile muamele edilmemis ayni

miktarda DNA ve H20: igeren ornekler kontrol amagli kullanildi.
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2.6 DNA UZERINDE DEMIR KAYNAKLI HASARA FLUKONAZOL’UN ETKIiSi

2.6.1 Flukonazol’un Demir (FeSO4) Varhginda DNA ile Etkilesimi Uzerine Etkisi

0,247 uM bp plazmid DNA, 1,5 mM demir varliginda flukonazolun farkli konsantrasyonlari
(8800-880-88-44-22 uM) ile muamele edildi. Kontrol olarak sadece DNA kullanildi.
Reaksiyon tiipleri 37°C de 1 saat boyunca inkiibe edildi ve % 1°lik agaroz jel elektroforezinde
90 V’da 55 dakika boyunca yiiriitiilerek sonuglar Jel Doc cihazinda analiz edildi.

2.6.2 Flukonazol’un Demir ve H202 Varhiginda DNA ile Etkilesimi Uzerine Etkisi

Oksidatif ajanlara kars1 Flu’un DNA iizerindeki koruyucu veya kirici etkisini incelemek igin
Ul-Haq ve digerleri (2012) tarafindan kullanilan prosediir takip edildi. 0,247 uM bp pUC19
plazmid DNA, 1,5 mM demir ve 6 mM H2O; varliginda Flu’un farkli konsantrasyonlari
(8800-880-88-44-22 uM) ile muamele edildi. Bu tiiplere ek olarak, kontrol amagli bir 6rnekte
Flu bulunmayip diger biitiin hersey miktarlar dahil aynidir. ikinci kontrol 6rnegi ise sadece
DNA'ya sahiptir. Reaksiyon tiipleri 37°C de 1 saat boyunca inkiibasyona birakildi ve % 1°lik
agaroz jel elektroforezinde 90 V’da 55 dakika boyunca yiiriitiilerek sonuglar Jel Doc

cihazinda analiz edildi.

2.6.3 Flukonazol’un Farkh Konsantrasyonlardaki Demir ve H202 Varhginda DNA ile
Etkilesimi Uzerine Etkisi

Konsantrasyonu sabit tutulan Flu (88 uM)’un demirin farkli konsantrasyonlart (30— 0,3— 0,03
mM) varliginda DNA {izerindeki koruyucu veya kirict etkisini incelemek i¢in Ul-Haq ve
digerleri (2012) tarafindan kullanilan prosediir takip edildi. Demirin bu oranlarini secerken
insan viicudunda bulunan demir araligma (0.6-1.7 mg/L) dikkat edildi (Letelier vd. 2010).
Flu’un molar konsantrasyonlar1 Cizelge 1.2°deki degerler g6z Oniine alinarak hesaplandi.
0,247 uM bp pUC19 plazmid DNA, demirin 30— 0,3— 0,03 mM konsantrasyonlar1t ve 6 mM
H>0> varliginda Flu’nun 88 uM konsantrasyonu ile muamele edildi. Kontrol olarak sadece
DNA kullanildi. Reaksiyon tiipleri 37°C de 1 saat boyunca inkiibe edildi ve % 1’lik agaroz jel
elektroforezinde 90 V’da 55 dakika boyunca yiiriitiilerek sonuclar Jel Doc cihazinda analiz
edildi.
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2.7 DNA UZERINDE BAKIR KAYNAKLI HASARA FLUKONAZOL’UN ETKIiSi

2.7.1 Flukonazol’un Bakir (CuCl2) Varhginda DNA ile Etkilesimi Uzerine Etkisi

Flu’un CuCl; varliginda DNA'y1 kirma veya koruma yetenegini anlamak i¢in, 0,247 uM bp
plazmid DNA, 60 uM CuCl> varliginda Flu’nun farkli konsantrasyonlar: (8800-880-88-44-22
uM) ile muamele edildi. Bakirin bu orani segilirken insan viicudunda bulunan bakir araligina
(0.9-1.2 mg/L) dikkat edildi (Letelier vd. 2010). Ek olarak, kontrol amagli bir 6rnekte Flu
olmayip diger biitiin hersey aymdir. Ikinci kontrol 6rnegi CuCl,, Asc ve DNA icermektedir.
Ugiincii kontrol ornegi ise sadece DNA igermektedir. Reaksiyon tiipleri 37°C de 1 saat
boyunca inkiibe edildi ve % 1’lik agaroz jel elektroforezinde 90 V’da 55 dakika boyunca

yiriitiilerek sonuglar Jel Doc cihazinda analiz edildi.

2.7.2 Flukonazol’un Farkh Konsantrasyonlardaki Bakir Varhginda DNA ile Etkilesimi

Uzerine Etkisi

Bu reaksiyonda Asc kullanilmadigi i¢in Cu(ll) olarak kalir ve Flu’nun Cu(ll) varliginda
DNA’y1 kirma veya koruma etkisi incelenmistir. 0,247 uM bp plazmid DNA, CuClz’nin farkli
konsantrasyonlari (40- 20- 2— 0,2 uM) varliginda Flu’nun 88 uM konsantrasyonu ile muamele
edildi. Bakirin bu oranlar1 segilirken insan viicudunda bulunan bakir araligina (0.9-1.2 mg/L)
dikkat edildi (Letelier vd. 2010). Kontrol olarak sadece DNA kullanildi. Reaksiyon tiipleri
37°C de 1 saat boyunca inkiibe edildi ve % 1’lik agaroz jel elektroforezinde 90 V’da 55

dakika boyunca yiiriitiilerek sonuglar Jel Doc cihazinda analiz edildi.

2.8 FLUKONAZOL’UN GRAM NEGATIF (ESCHERICHIA COLI, ENTEROBACTER
CLOACAE VE PROTEUS MIRABILIS) VE GRAM POZITIF (ENTEROCOCCUS
FAECALIS) FLORA BAKTERILERI UZERINE ETKIiSi

Bu ¢alismada kullanilan flora bakterileri sunlardir:
Escherichia coli ATCC-25922

Enterococcus fecalis ATCC-29212

Proteus mirabilis ATCC7002

Enterobacter cloacae ATCC 13047
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flacin hazirlanmast:

Flu’un 24 mM konsantrasyonu i¢in tartim yapildi ve erlen igerisindeki Mueller Hinton sivi
besiyerine aktarilip manyetik karistirici tizerinde ¢oziinmeye birakildi. Coziinen Flu 0,2
um’lik filtreden gegirilerek steril edildi. Ardindan farkli Flu konsantrasyonlarini igeren
Mueller Hinton besiyerleri (24mM baslangi¢ konsantrasyonu ile iki kat1 seklinde seyreltilerek

yapilan seri diliisyonlar) hazirlandi.

Calisilan tiim malzemelerin strelligine 6zen gosterildi. Biitlin malzemeler deneyden Once
otoklav yapilip steril edildi. Calisma, kabin igerisinde steril kosullarda yiiriitiildii. Calisilan
malzemelerden yada ellerden gelecek herhangi bir kontaminasyon olmamasina 6zen

gosterildi.

2.8.1 Flukonazol’un Enterobacter cloacae Susu Uzerine Etkisi

Flukonazol’un farkli konsantrasyonlarini igeren (24, 12, 6, ve 3 mM) Mueller Hinton sivi
besiyeri hazirlanip mcfarland 0,5’e¢ ayarlanacak sekilde bakteri siispansiyonu ile asilama
yapildi. Test tiipleri, 24 saat boyunca 37 °C'de 150 rpm'de inkiibe edildikten sonra susun
tiremesi UV-Vis spektrofotometre (Optizen 2120 UV) ve CFU (koloni olusturan birim)

sayimi kullanilarak incelendi.

Ek olarak, susun iiremesi Mueller Hinton kati besiyeri {izerinde Flu konsantrasyonlarini
(24, 12, 6, ve 3 mM) igeren steril diskler kullanilarak tekrarlandi. Kontrol amagli Mueller
Hinton kat1 besiyeri {izerine sus ekimi yapildiktan sonra Amp™ diskler yerlestirilerek bir gece

inkiibasyona birakild1.

2.8.2 Flukonazol’un Escherichia coli Susu Uzerine Etkisi

Flukonazol’un farkli konsantrasyonlarini igeren (24, 12, 6, ve 3 mM) Mueller Hinton sivi
besiyeri hazirlanip mcfarland 0,5’e ayarlanacak sekilde bakteri siispansiyonu ile agilama
yapildi. Test tilipleri, 24 saat boyunca 37 °C'de 150 rpm'de inkiibe edildikten sonra susun
tiremesi UV-Vis spektrofotometre (Optizen 2120 UV) ve CFU (koloni olusturan birim)

sayimi1 kullanilarak incelendi.
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Ek olarak, susun tiremesi Mueller Hinton kat1 besiyeri iizerinde Flu konsantrasyonlarini (24,
12, 6, ve 3 mM) igeren steril diskler kullanilarak tekrarlandi. Kontrol amacgli Mueller Hinton
kat1 besiyeri lizerine sus ekimi yapildiktan sonra Amp* diskler yerlestirilerek bir gece

inkiibasyona birakildi.

2.8.3 Flukonazol’un Enterococcus faecalis Susu Uzerine Etkisi

Flukonazol’un farkli konsantrasyonlarini igeren (24, 12, 6, ve 3 mM) Mueller Hinton sivi
besiyeri hazirlanip mcfarland 0,5’e ayarlanacak sekilde bakteri siispansiyonu ile agilama
yapildi. Test tiipleri, 24 saat boyunca 37 °C'de 150 rpm'de inkiibe edildikten sonra susun
tiremesi UV-Vis spektrofotometre (Optizen 2120 UV) ve CFU (koloni olusturan birim)

sayimi kullanilarak incelendi.

Ek olarak, susun iiremesi Mueller Hinton kat1 besiyeri lizerinde Flu konsantrasyonlarin ( 24,
12, 6, ve 3 mM) igeren steril diskler kullanilarak tekrarlandi. Kontrol amacgli Mueller Hinton
kat1 besiyeri lizerine sus ekimi yapildiktan sonra Amp® diskler yerlestirilerek bir gece

inkiibasyona birakild1.

2.8.4 Flukonazol’un Proteus Mirabilis Susu Uzerine Etkisi

Flukonazol’un farkli konsantrasyonlarini igeren (24, 12, 6, ve 3 mM) Mueller Hinton sivi
besiyeri hazirlanip mcfarland 0,5’e ayarlanacak sekilde bakteri siispansiyonu ile asilama
yapildi. Test tiipleri, 24 saat boyunca 37 °C'de 150 rpm'de inkiibe edildikten sonra susun
tiremesi UV-Vis spektrofotometre (Optizen 2120 UV) ve CFU (koloni olusturan birim)

sayimi1 kullanilarak incelendi.

Ek olarak, susun tiremesi Mueller Hinton kat1 besiyeri iizerinde Flu konsantrasyonlarini ( 24,
12, 6, ve 3 mM) igeren steril diskler kullanilarak tekrarlandi. Kontrol amagli Mueller Hinton
kat1 besiyeri lizerine sus ekimi yapildiktan sonra Amp® diskler yerlestirilerek bir gece

inkiibasyona birakilda.
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2.9 FLUKONAZOL’UN DNA VE PROTEINE BAGLANMA OLASILIGININ ANALIZi

2.9.1 UV Titrasyon Metodu ile Flukonazol’un DNA’ya Baglanma AKktivitesinin

Ol¢iilmesi

Flu ve DNA’nin etkilesimi sonucu yap1 ve konformasyonda meydana gelen degisiklikleri
arastirmak i¢in UV-Vis Spektrofotometre cihazinda spektrofotometrik titrasyon metodu

kullanilarak yapild.

Tim Slgimler, Tris-EDTA tamponu kullanilarak yapildi. 10 pl 0,5 M EDTA’dan alinir ve 5
ml Tris (50 mM) ile karigtirilarak tampon hazirlandi. Flu, ayni tampon igerisinde
¢oziindiiriilerek maksimum derisimi olan 24 mM ile ¢alisildi. 3,3 mM Calf thymus DNA’da
bu tampon igerisinde hazirlandi. Daha sonra DNA iyice pipetaj ve vorteks yapilarak 1 cm’lik
kuvars kiivetlere 600 pl eklenerek spektroda oOl¢iim alindi. Tris-EDTA tamponunda 260
nm’de Calf Thymus DNA’nin pik degeri beklenilen sekildeydi. DNA i¢in 6lgiim alindiktan
sonra test tlipiiniin dstiine hazirlanan Flu konsantrasyonu (24 mM) eklendi ve 5 dk
inkiibasyonun ardindan absorbsiyon sonucu kaydedildi. Bu isleme totalde 17 kez devam
edildi. DNA’nin tizerine ilacin titre edilmesi sonucu UV-Vis Spektrofotometre’de kaydedilen

absorbsiyon verilerinden asagidaki 2.1 kullanilarak baglanma sabiti (K») hesaplandi.

1 1 1 1
A-Ao Aw-Ao K(Aco—Ao) Cligand

(2.1)

Bu formiilde; Ao, ligand yoklugunda 260 nm'de DNA’nin absorbansidir. Aco, DNA ve
Flu'nun doymus halinin son absorbans degeridir. A, farkli Flu konsantrasyonlarinda

kaydedilen absorbans degeridir. Ciigand iSe flukonazole aittir (Kanakis vd. 2009).

2.9.2 UV Titrasyon Metodu ile Flukonazol’un Proteine (BSA) Baglanma Aktivitesinin

Olciilmesi
Flu ve BSA (Sigir Serum Albumin)’nin etkilesimi sonucu yapist ve konformasyonunda

meydana gelen degisiklikleri gozlemlemek i¢in UV-Vis Spektrofotometre cihazinda
spektrofotometrik titrasyon metodu kullanilarak yapildi.
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Protein olarak, sigir serum alblimin (BSA) kullanildi. Serum albiiminler, 6zellikle dolagim
sisteminde ¢esitli ligandlarin yayilmasi ve taginmasit gibi bir¢cok fizyolojik fonksiyona sahip

olan baslica en 6nemli protein bilesenleridir (Wani vd. 2017).

24 mM Flu ve 2,9 mM BSA’nin hazirlanmasinda Tris (50 mM) tamponu kullanildi. 0,025 g
BSA+5 ml Tris tamponu igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. BSA nin 220-320 nm dalga boylari
arasindaki degisimleri izlendi. BSA’nin pik degeri istenilen gibiydi ve baseline alinarak
deneye baslandi. BSA nin iistiine hazirlanan Flu konsantrasyonu (24 mM) eklendi ve 5 dk
inkiibasyonun ardindan absorbsiyon sonucu kaydedildi. Bu isleme totalde 10 kez devam
edildi. BSA’nin iizerine ilacin titre edilmesi sonucu UV-Vis Spektrofotometre’de kaydedilen

absorbsiyon verilerinden asagidaki 2.2 kullanilarak baglanma sabiti(Ky) bulundu.

11 1 1
A-Ao Aw-Ao K(Aco—Ao) Cligand

(2.2)

Bu formiilde; Ao, ligand yoklugunda BSA’nin absorbansidir. Aco, BSA ve Flu doymus halinin
son absorbans degeridir. A, farkli Flu konsantrasyonlarinda kaydedilen absorbans degeridir.
Cligand ise flukonazole aittir (Kanakis vd. 2009)

2.10 FLUKONAZOL’UN DNA’YA BAGLANMASININ iN-SiLIKO ANALIiZ iLE
INCELENMESI

In-siliko analizi i¢in, UCSF Chimera programi (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera), AutoGrid4
ve AutoDock4 giris yapilarini hazirlamak igin kullanildi. AutoGrid4 ve AutoDock4'le birlikte
ilac ve DNA dizisi arasinda kor yerlestirme hesaplamalar1 yapmak ve uygulamak igin
kullanildi. B-DNA (PDB ID: 1BNA) kristal yapis1 Protein Veri Bankasindan indirildi. Ilacin
3D yapist PubChem veri tabanindan SDF formatinda indirildi ve PDB formatina
doniistiiriildii. PDB formatindaki makromolekiil (DNA) ve ligand (ilag) dosyalar1 AutoGrid,
AutoDock, Analyze ve Discovery programi kullanilarak hazirlandi. Kompleks sistem, x * y *
z yonlerinde (50, 50, 100) grid kutusu i¢ine alindi. Auto Dock'da uygulanan Lamarckian
genetik algoritmalari, yerlestirme hesaplamalarini yapmak i¢in kullanildi. Tiim hesaplamalar,
isletim sistemi olarak MS Windows 10 Intel CORE 15 tabanli bir bilgisayarda yapildi
(Shahabadi vd. 2016).
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BOLUM 3
BULGULAR
3.1 FLUKONAZOL’UN DNA UZERINE OLAN KIRMA AKTIVITESI
3.1.1 Flukonazol Konsantrasyonlarinin DNA Uzerine Etkisi
Flu'nun farkli konsantrasyonlar1 (8800-880-88-44-22 pM) ile muamele edilmis siipersarmal

plazmid DNA, islenmemis DNA'ya kiyasla agaroz jel elektroforezinde Sekil 3.1.°de
gosterildigi gibi degisiklik gostermedi.

Sekil 3.1 pUC19 plazmid DNA'sinin (0,247 uM bazlar) Flu ile muamelesi ve agaroz jel
(% 1) elektroforezinde analizi. a,b,c,d ve e sirasiyla Flukonazol’un (FLU) 8800-
880-88-44 ve 22 uM konsantrasyonlarint temsil eder. Tim testler fosfat
tamponunda yapildi.

3.1.2 Flukonazol’un Askorbik Asit (Asc) Varhiginda DNA Uzerine Etkisi
Flu’un farkli konsantrasyonlari, indirgeyici bir madde olan askorbik asit varliginda

siipersarmal DNA {izerinde kirilma yaratmadi ve Sekil 3.12.’de gosterildigi gibi, DNA'nin
sadece askorbik asit ile muamele edilmesi DNA'ya zarar vermedi.
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DNA
ASC
FLU

Sekil 3.1 pUC19 plazmid DNA'nin (0,247 uM bazlari) asc varliginda Flu ile muamelesi ve
agaroz jel (% 1) elektroforezinde analizi. a,b,c,d ve e sirasiyla Flukonazol’un (FLU)
8800-880-88-44 ve 22 uM konsantrasyonlarmi temsil eder. Asc sabit
konsantrasyonu 0,0185 mM'dir.

3.1.3 Flukonazol’un H202 Varhiginda DNA Uzerine Etkisi

Oksidatif bir ajan olan H2O. varliginda siipersarmal yapidaki DNA’ y1 OH radikalleri
kirmistir fakat Flu buna karsi koruma saglamistir. Sekil 3.3. .’de gosterildigi gibi 6zellikle

flukonazolun en yiiksek derisimi kirilmaya kars1 koruma saglamistir.

Sekil 3.3 pUC19 plazmid DNA'sinin (0,247 uM bazlar1) H202 varliginda Flu ile muamelesi
ve agaroz jel (% 1) elektroforezinde analizi. a,b,c,d ve e sirasiyla Flukonazol’un
(FLU) 8800-880-88-44 ve 22 uM konsantrasyonlarini temsil eder. H202'nin sabit
konsantrasyonu 6 mM idi.
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3.2 DNA UZERINDE DEMIR KAYNAKLI HASARA FLUKONAZOL’UN ETKIiSi

3.2.1 Flukonazol’un Demir Varhginda DNA ile Etkilesimi Uzerine Etkisi

Flukonazol, Sekil 3.4.> de gosterildigi gibi DNA ve demir etkilesimi {izerine herhangi bir
pozitif (koruma) ya da negatif (tetikleme) etki gostermemistir.

Sekil 3.4 Flu’un demir varliginda DNA ile etkilesimi iizerine etkisi. DNA, pUC19 plazmid
DNA (0,247 uM bazlan) idi. Flu’un konsantrasyonlar sirasiyla 8800-880-88-44 ve

22 uM’y1 temsil eden a, b, ¢, d ve e olarak gdsterilmistir. FeS04’un konsantrasyonu
1,5 mM idi.

3.6.2 Flukonazol’un Demir ve H202 Varhginda DNA ile Etkilesimi Uzerine Etkisi

Siipersarmal PUC19 plazmid DNA’nin demir (1,5 mM) ve H202 (6 mM) varliginda,
kirilmalar nedeniyle sirkiiler forma ve dogrusal forma doniistiigii gézlenmistir. Flu, H202 ve
FeS0; arasindaki etkilesimden kaynaklanan ve DNA'ya zarar veren hidroksil radikallerine
kars1 koruma saglamistir. Sekil 3.5°de gosterildigi gibi, Flu’nun farkli konsantrasyonlarindaki

bu koruma jel bantlarindan agik¢a anlasilmaktadir.

DNA
FLU
H,0.

272

FeSO,

Sekil 3.5 Flu’'un demir ve H20. varliginda DNA ile etkilesimi iizerine etkisi. Flu'un
konsantrasyonlar1 sirasiyla 8800-880-88-44 ve 22 uM’y1 temsil eden a, b, ¢, d ve e
olarak gosterilmistir. FeS04 ve H2O2’nin konsantrasyonu sirasiyla 1,5 mM ve 6
mM idi.
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3.2.3 Flukonazol’un Farkh Konsantrasyonlardaki Demir ve H202 Varhginda DNA ile
Etkilesimi Uzerine Etkisi

Stipersarmal pUC19 plazmid DNA’nin demirin artan konsantrasyonlar1 (0,03-0,3-30 mM) ve
H20. (6 mM) varliginda, kirilmalar nedeniyle sirkiiler ve dogrusal forma doniistiigii Sekil
3.6.°da gozlenmistir. Ozellikle demirin 30 mM konsantrasyonu DNA'min tamamen
kaybolmasina neden olmustur. Flu’un 88 puM konsantrasyonun bu hasara kars1 koruyucu bir

etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

Sekil 3.6 Flu’un farkli konsantrasyonlardaki demir ve H20O2 varliginda DNA ile etkilegimi
tizerine etkisi. Flu’un 88 pM konsantrasyonu c¢ olarak gosterilmistir. FeS04
konsantrasyonlar1 ise sirastyla 30, 0,3 ve 0,03 mM'yi temsil eden a, b ve ¢ olarak
gosterilmistir. H202 konsantrasyonu 6mM idi

3.3 DNA UZERINDE BAKIR KAYNAKLI HASARA FLUKONAZOL’UN ETKISi

3.3.1 Flukonazol’un Bakir Varhginda DNA ile Etkilesimi Uzerine Etkisi

Stipersarmal pUC19 plazmid DNA’nin, CuClz ve indirgeyici bir madde olan askorbik asit
varhiginda hem sirkiiler hem de dogrusal forma doniistigii Sekil 3.7.’de gbzlenmistir. Asc ve
CuCl; arasindaki etkilesimin DNA’ya verdigi hasara karsi Flu koruyucu etki saglayamamustir.
Asc olmadan CuCl: ile Flu muamele edildiginde DNA'y1 etkilemedi ve flukonazol DNA'y1

kirmak i¢in CuCl.'yi tetiklememistir.
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Sekil 3.7 pUCI19 plazmid DNA'sinin (0,247 pM bazlar1) CuCI2 varliginda Flu ile muamele
edilmesi ve agaroz jeli (% 1) elektroforezinde analizi. Flu konsantrasyonlari
sirastyla 8800-880-88-44 ve 22 uM’y1 temsil eden a, b, ¢, d ve e olarak
gosterilmistir.

3.3.2 Flukonazol’un Farkh Konsantrasyonlardaki CuClz Varhginda DNA ile Etkilesimi

Uzerine Etkisi

Flu’un 88 puM derisimi, DNA ve farkli konsantrasyonlardaki bakirin (60, 40, 20 ve 2 uM)
etkilesimi tizerine Sekil 3.8’de gosterildigi gibi herhangi bir pozitif (koruma) ya da negatif

(tetikleme) etki gostermemistir.

Sekil 3.8 pUC19 plazmid DNA'sinin (0,247 uM bazlar) farkli konsantrasyonlardaki CuClz
varhiginda Flu ile muamele edilmesi ve agaroz jeli (% 1) elektroforezinde analizi.
Flu’un 88 uM konsantrasyonu c olarak gosterilmistir. CuCl2'nin konsantrasyonlari
strastyla 60, 40, 20 ve 2 uM temsil eden a, b, ¢ ve d olarak gosterilmistir.
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3.4 FLUKONAZOL’UN GRAM NEGATIF (ESCHERICHIA COLI, ENTEROBACTER
CLOACAE VE PROTEUS MIRABILiIS) VE GRAM POZITiF (ENTEROCOCCUS
FAECALIS) FLORA BAKTERILERI UZERINE ETKIiSi

3.4.1 Flukonazol’un Enterobacter cloacae Susu Uzerine EtKisi

Flu’un maksimum derisimi (24 mM), Enterobacter cloacae susu iizerine inhibitor etki

gosterdi. Ilacin maksimum konsantrasyonu (24 mM) ile muamele edilen kiiltiir yogunlugunda

%20 azalma olmustur.

Sekil 3.9.°da goriildiigi lizere Yyiiksek konsatrasyondan diisiik

konsantrasyonlara dogru gidildik¢ce bakterinin liremesi iizerindeki inhibitor etki daha az

goriilmektedir.

Sekil 3.9 A) Enterobacter cloacae'nin Flu’nun farkli konsantrasyonlarini igeren Mueller
Hinton s1v1 besiyerinde goreceli tiremesi. B) Her konsantrasyon (24 mM,12 mM,6
mM,3 mM ve kontrol) li¢ tekrarli sekilde yapilmistir.

120
100

(o]
o

S
o

relative iireme %
N (o))
o o

o

|

Enterobacter cloacae

111

0,00 mM
(kontrol)

24 mM 12 mM

Flukonazol konsantrasyonu

Sekil 3.10 Enterobacter cloacaenin Flu’nun farkli konsantrasyonlarmi igeren besiyerinde
goreceli tiremesi. Grafikde %100 olarak gosterilen tireme 2,72E-21 hiicre sayisini
gostermektedir.
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Sekil 3.11 Enterobacter cloacae 'nin standart lireme grafigi.

Kontrol amagli yapilan, Mueller Hinton kati besiyeri iizerine yerlestirilen amp™ disklerin
cevresinde halkasal zon gozlemlenmedi. Sekil 3.12.’de gosterildigi gibi Mueller Hinton kati
besiyeri tizerinde Flu konsantrasyonlarini (24 mM, 12 mM, 6 mM ve 3 mM) igeren steril

disklerin ¢evresinde halkasal bir bolge gozlenmedi.

Sekil 3.12 Steril diskler kullanilarak Enterobacter cloacae’nin Mueller Hinton agarli kati
besiyeri iizerinde iiremesi. 0, 1, 2, 3 ve 4 seklinde etiketlenmis olan petriler
igerisindeki disklerin Flu konsantrasyonlar1 sirasiyla kontrol, 24 mM,12 mM,6
mM ve 3 mM idi.
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3.4.2 Flukonazol’un Escherichia coli Susu Uzerine EtKisi

Flu’un maksimum derisimi (24 mM), Escherichia coli bakterisi iizerine inhibitor etki
gosterdi. Ilacin maksimum konsantrasyonu (24 mM) ile muamele edilen kiiltiir yogunlugunda
%20 azalma olmustur. Sekil 3.13.’de gorildigi tizere Yyiiksek konsatrasyondan diisiik
konsantrasyonlara dogru gidildik¢e bakterinin iiremesi iizerindeki inhibitor etki daha az

goriilmektedir.

e e ay

Sekil 3.13 A) Escherichia coli‘nin Flu’un farkli konsantrasyonlarini igeren Mueller Hinton
s1vi besiyerinde goreceli tiremesi. B) Her konsantrasyon (24 mM,12 mM,6 mM,3
mM ve kontrol) ii¢ tekrarli sekilde yapilmistir.
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Sekil 3.14 Escherichia coli ‘nin Flu’un farkli konsantrasyonlarini igeren besiyerinde géreceli
iremesi. Grafikde %100 olarak gosterilen tireme 0,7645E+15 hiicre sayisi
gostermektedir.
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Sekil 3.15 Escherichia coli 'nin standart tireme grafigi.

Kontrol amagli yapilan, Mueller Hinton kati besiyeri iizerine yerlestirilen amp™ disklerin
cevresinde halkasal zon gozlemlendi. Sekil 3.16.’da gosterildigi gibi Mueller Hinton kati
besiyeri iizerinde Flu’un konsantrasyonlarint (24 mM,12 mM,6 mM ve 3 mM) iceren steril

disklerin ¢evresinde herhangi bir zon gozlenmedi.

Sekil 3.16 Steril diskler kullanilarak Escherichia coli 'nin Mueller Hinton agarli kat1 besiyeri
iizerinde liremesi. 0, 1, 2, 3 ve 4 seklinde etiketlenmis olan petriler icerisindeki
disklerin Flu konsantrasyonlar1 sirasiyla kontrol, 24 mM,12 mM,6 mM ve 3 mM
idi.
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3.4.3 Flukonazol’un Enterococcus faecalis Susu Uzerine EtKisi

Flu’un maksimum derisimi (24 mM), Enterococcus faecalis bakterisi tizerine inhibitor etki
gosterdi. lacin maksimum konsantrasyonu (24 mM) ile muamele edilen kiiltiir yogunlugunda
%35 azalma olmustur. Sekil 3.17.’de gorildigi tizere yiiksek konsatrasyondan diisiik
konsantrasyonlara dogru gidildik¢e bakterinin iiremesi tizerindeki inhibitor etki daha az

goriilmektedir.

Sekil 3.17 A) Enterococcus faecalis‘in Flu'nun farkli konsantrasyonlarini igeren Mueller
Hinton sivi besiyerinde goreceli tiremesi. B) Her konsantrasyon (24 mM,12
mM,6 mM,3 mM ve kontrol) ii¢ tekrarl sekilde yapilmistir.
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Sekil 3.18 Enterococcus faecalis ‘nin Flu’un farkli konsantrasyonlarini igeren besiyerinde
goreceli liremesi. Grafikde %100 olarak gosterilen lireme 0,5E+22 hiicre sayisini
gostermektedir.
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Sekil 3.19 Enterococcus faecalis 'in standart tireme grafigi.

Kontrol amagl yapilan, Mueller Hinton kati besiyeri tizerine yerlestirilen amp™® disklerin
cevresinde halkasal zon gozlemlendi. Sekil 3.20.’de gosterildigi gibi Mueller Hinton kati
besiyeri lizerinde Flu’un konsantrasyonlarini (24 mM,12 mM,6 mM ve 3 mM) igeren steril

disklerin ¢evresinde herhangi bir zon gozlenmedi.

Sekil 3.20 Steril diskler kullanilarak Enterococcus faecalis 'in Mueller Hinton agarli kati
besiyeri tizerinde iiremesi. 0, 1, 2, 3 ve 4 seklinde etiketlenmis olan petriler
igerisindeki disklerin flukonazol konsantrasyonlar1 sirasiyla kontrol, 24 mM,12
mM,6 mM ve 3 mM idi.
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3.4.4 Flukonazol’un Proteus mirabilis Susu Uzerine Etkisi

Flu’un maksimum derisimi (24 mM), Proteus bakterisi iizerine inhibitdr etki gosterdi. ilacin
maksimum konsantrasyonu (24 mM) ile muamele edilen kiiltiir yogunlugunda %22 azalma
olmustur. Sekil 3.21.’de goriildiigli lizere yiiksek konsatrasyondan diisiik konsantrasyonlara

dogru gidildikge bakterinin liremesi tizerindeki inhibitor etki daha az goriilmektedir.

Sekil 3.21 A) Proteus mirabilis’in Flu’un farkli konsantrasyonlarint igeren Mueller Hinton
s1v1 besiyerinde goreceli tiremesi. B) Her konsantrasyon (24 mM,12 mM,6 mM,3
mM ve kontrol) ii¢ tekrarli sekilde yapilmistir.
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Sekil 3.22 Proteus mirabilis’in Flu’un farkli konsantrasyonlarini igeren besiyerinde goreceli
iiremesi. Grafikde %100 olarak gosterilen iireme 2,037E+22 hiicre sayisini
gostermektedir.
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Sekil 3.23 Proteus mirabilis’in standart tireme grafigi.

Kontrol amagli yapilan, Mueller Hinton kati besiyeri tizerine yerlestirilen amp™ disklerin
cevresinde halkasal zon gozlemlendi. Sekil 3.24’de gosterildigi gibi Mueller Hinton kati
besiyeri iizerinde Flu’un konsantrasyonlarint (24 mM,12 mM,6 mM ve 3 mM) iceren steril

disklerin ¢evresinde herhangi bir zon gozlenmedi.

Sekil 3.24 Steril diskler kullanilarak Proteus mirabilis’in Mueller Hinton agarli kati besiyeri
iizerinde tiremesi. 0, 1, 2, 3 ve 4 seklinde etiketlenmis olan petriler icerisindeki

disklerin Flu konsantrasyonlar1 sirasiyla kontrol, 24 mM,12 mM,6 mM ve 3 mM
idi.
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3.5 FLUKONAZOL’UN DNA VE PROTEINE BAGLANMA OLASILIGININ ANALIZi

3.5.1 UV Titrasyon Metodu ile Flukonazol’un DNA’ ya Baglanma Aktivitesinin Olciilmesi

UV-Vis spektrofotometre de DNA iizerine Flu titrasyonu ile yapilan 6l¢timde Flu-Absorbans
grafigi elde edilen verilere gore ¢izilmistir. UV titrasyon metodu ile yapilan ¢alismanin
sonucunda Sekil 3.25°de gosterildigi lizere absorbansta artis gézlemlendi. Absorbans artist,

Flu ile DNA’nin etkilesimini gostermektedir.

Flu concentration

215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320
wave

Sekil 3.25 DNA iizerine Flu'un titre edilmesi sonucu elde edilen Absorbans-Dalga boyu grafigi.

Baglanma sabiti (Kb) 179,05 1/M olarak Sekil 3.26’da verilen grafik egiminden
hesaplanmistir. Kb sabitine gore Flu DNA’ nin yiizeyinde bir yere zayif sekilde baglanmistir.
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Sekil 3.26 DNA iizerine Flu’un titre edilmesi sonucu elde edilen Absorbans-Flukonazol grafigi.

3.5.2 UV Titrasyon Metodu ile Flukonazol’un Proteine (BSA) Baglanma Aktivitesinin

Ol¢iilmesi

UV-Vis spektrofotometre de BSA iizerine Flu titrasyonu ile yapilan dlgiimde Flu-Absorbans
grafigi elde edilen verilere gore ¢izilmistir. UV titrasyon metodu ile yapilan ¢alismanin
sonucunda Sekil 3.27’gosterildigi tizere Flu absorbans degerini etkilememistir. Absorbansta

artts olmamasi Flu ile BSA arasinda bir etkilesim olmadigi Sekil 3.28.”de gosterilmektedir.

]\ Flu concentration

=i

215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320
wave

Sekil 3.27 BSA iizerine Flu’un titre edilmesi sonucu elde edilen Absorbans-Dalga boyu grafigi.
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Sekil 3.28 BSA iizerine Flu’un titre edilmesi sonucu elde edilen Absorbans-Flukonazol grafigi.

3.6. FLUKONAZOL’UN DNA’YA BAGLANMASININ IN-SIiLiIKO ANALIiZ iLE
INCELENMESI

En disiik baglanma enerjisine sahip docking konformasyonundan biri alinmistir. Ciinkii

enerjisi diislik olan daha kuvvetli baglanmaktadir.

Insiliko analiz programi sonucunda; baglanma enerjisinin -6 ve elektrostatik enerjisinin -
3,09°dir. Sekil 3.30°daki gibi DG10, DC11, DA17, DG16, DC15 ve DG14 niikletitleri ile bag
yapti. Sekil 3.31.°de yapilan hidrofobik etkilesimler gosterilmistir. Sekil 3.29.’da gosterildigi
gibi 3 tane hidrojen bagi kurulmustur. Mindr oluklarla mesafenin uygun olmasindan dolay1
flukonazol bu kisma tami tamma otururak hidrojen bagi kurulmasina izin verir. Analiz

sonucunda cIRMS (hata pay1)’nin 0.0 oldugu goériilmistiir.
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Sekil 3.30 Flukonazol ve DNA arasinda kurulan hidrojen baglarinin in siliko analiz
programinda gosterimi.

57



Hydrophobicity

3.00
2.00
1.00
0.00
-1.00
-2.00

R aS

Sekil 3.31 Flukonazol ve DNA arasindaki hidrofobik etkilesimlerin in siliko modellemesi.
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BOLUM 4

TARTISMA

DNA, hiicresel fonksiyon icin gerekli olan tiim genetik bilgiyi igeren ve yasam siirecinde
onemli bir rol oynayan genetik materyaldir (Aslanoglu ve Oge 2005). Bu genetik materyalin
molekiiler biitiinligiinde endojen veya ekzojen kaynakli faktorlerin etkisiyle meydana gelen
tim degisiklikler DNA hasar olarak adlandirilir. Tiim insan hiicresindeki DNA, giinde yaklagik
10.000 kez hasara maruz kalir (Fidan 2005) ve bu hasar mutasyon, kanser, yaslanma ve hiicre
olimi ile sonuglanan durumlara sebep olur (Atmaca ve Aksoy 2009). Kiigiik molekiillerin
DNA ile baglanma etkilesimi hem terapétik hem de bilimsel nedenlerden dolay1 ilgi ¢ekicidir.
Bu etkilesimler ayrica DNA'nin yeni yapilarin1 ve DNA sarmalindaki dizilime 6zgii farkliliklart
tespit etmek icin de kullanilabilir. DNA baglanma etkilesimlerini incelemede, elektroforez ve
UV absorbsiyon yontemleri genel kullanilan yontemler arasindadir (Aslanoglu ve Oge 2005).
Siipersarmal plazmid DNA'nin belirlenen kimyasal madde ile inkiibasyonu ardindan yapilan
agaroz jel elektroforezi, kimyasallarin neden oldugu DNA hasarimi plazmid yapi iizerinde
belirlemek i¢in kullanilan ucuz ve hizli yontemlerden biridir (Schmidt vd. 1999). DNA negatif
yiiklidiir ve elektrik alana yerlestiginde anota dogru hareket eder. DNA’nin gociine; elektrik
alanin giicli, tampon ve agaroz jelinin yogunlugu ile DNA’nin biiyiikligii etki eder (Barut
2016). Bir plazmid DNA 6rnegi bu yontemle analiz edildiginde, farkli plazmid formlarna ait
farkli bantlar g6zlenebilir (Schmidt vd. 1999). Jelde gozlenen farkli bant yapilari; siipersarmal
(siipercoil), sirkiiler (relax) ve dogrusal (linear) DNA formlarmna aittir. pUC-19 plazmid
DNA'sinin dogal yapist siipersarmaldir. Sirkiiler form, iki sarmalin herhangi birindeki herhangi
bir kirilma sonucu gozlenirken; dogrusal form, her iki sarmalda ayni pozisyonda meydana gelen
kirilma sonucu iki ucu agik bir yapt gozlenir (Moreno vd. 2007). Kiigiik molekiillerin plazmid
DNA ile etkilesimi siipersarmal formdaki DNA’y1 gevsetebilir veya kirabilir bu durum hareket
hizin1 azaltmaya sebep olur (Barut 2016). Boylece dogrusal formun agaroz jelde gogii
stipersarmal formdan daha yavas iken sirkiiler formdan daha hizli gerceklesir (Moreno vd.
2007). Bu galismada, Flu’'nun oral veya intravendz uygulanmasi sonucunda insan serum

seviyesindeki konsantrasyonlar1 dikkate alinarak molariteleri hesaplanmistir. Calismamizda,
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stipersarmal pUC19 plazmid DNA Flu’nun farkli konsantrasyonlar1 ile muamele edildiginde
higbir degisiklik gozlenmedi ve siipersarmal DNA {iizerinde herhangi bir kirllma etkisi
olmamistir. Calismamiza gore Flu, siipersarmal DNA'y1 insan plazmasinda bulunma
seviyesinden birka¢ kat daha yiiksek konsantrasyonlarda bile (8800-880-88-44 ve 22 uM)
kirmadig1 gozlenmistir. Aksine, Flu ilacinin hepatosit hiicrelerinin {izerinde doza ve zamana
bagli toksik etkisinin oldugu gosteren birkag ¢alisma rapor edilmistir (Somchit vd. 2002). Fucic
vd. (2008) tarafindan yayinlanan ¢alismada, transplasental olarak 12 mg / kg'lik bir doza maruz
kalan gen¢ ve yenidogan hayvanlarda mikroniikleus (MN) sikliginda anlamli bir artig
gosterilmistir. Ek olarak, Yiizbasioglu vd. (2008) tarafindan yayimlanan calismada, insan
lenfositlerinde kromozom aberasyonunda, kardes kromatid degisiminde ve MN testleri
sonucunda Flu'nun klastojenik ve aneugenik etkiler yaptigi gosterilmistir. Bu arasgtirmanin
sonucu Onceki rapor edilen ¢aligmalarla ortlismediginden, bize gore Flu’un metabolitlerinin,
DNA ve mikrotiibiil proteinlerinin iizerine etkisiyle ilgili oldugunu diisiinmekteyiz. Bu yiizden
daha fazla caligmaya ihtiya¢ vardir. Bazi ilaglar, belirli kosullar altinda ve metal iyonlarinin
varliginda DNA hasarina yol agabilir (Roriz ve Moya 2017). Kimyasal karsinogeneziste,
metallerin aracilik ettigi oksidatif DNA hasari 6nemli rol oynar (Mercan 2004). Kararsiz
yapidaki hidroksil radikalleri, kararli hale gelebilmek icin DNA’ya saldirir (Sezer ve Keskin
2014). DNA’da bu radikaller sonucu meydana gelen degisiklikler kanser gibi ciddi hastaliklarin
gelisiminde biiylik rol oynar (Cift¢ci 2017). Bu ¢alismada bakir ve demirin insan fizyolojik
plazma konsantrasyonlar1 dikkate alinarak molarite hesaplar1 yapilmistir. Flu’un plazmid
DNA'ya kars1 davranigt Cu-Asc varliginda herhangi bir etki olusturmazken, H,O»-Fe arasindaki
etkilesimden kaynaklanan OHe radikallerinin olusmasin1 engelleyerek koruma saglamistir.
Bleomisin (Kobayashi vd. 1998), N-asetilsistein (Oikawa vd. 1999) ve prokarbazin (Ogawa vd.
2003) gibi ilaglarin DNA'y1 demir veya bakir varliginda kirdigini gosteren birkag ¢alisma rapor
edilmistir. Bu gibi DNA’ya hasar veren ilaglarin aksine, Flu yiiksek konsantrasyonlarda bile,
demir ya da bakir tetikleyerek siipersarmal plasmid DNA’da herhangi bir kirilmaya neden
olmamistir. Ek olarak, Flu fenton reaksiyonlar1 sonucu olusan son derece kararsiz ve zararli

hidroksil radikallerinin DNA’da kirik olusturmasina kars1 koruyucu etki gostermistir.

DNA-ilag etkilesimi sonucu ilacin veya DNA molekiillerinin absorbans 6zelliklerinde meydana
gelen degisiklikleri tespit etmek igin UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi en yaygin ve en uygun
yoldur (Aleksi¢ ve Kapetanovi¢ 2014). DNA'min UV-Vis absorpsiyon spektrumu, UV
bolgesinde genis bir bant araligina (200-350 nm) sahip olup 260 nm'de maksimum pik

vermektedir. Bu da pilirin ve pirimidin gruplarindaki kromoformik gruplarin bir sonucudur
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(Aleksi¢ ve Kapetanovi¢ 2014). DNA’nin absorbsiyon 6zellikleri; teshiste, miktar tayininde ve
safliginin degerlendirilmesinde kullanilabilir. 260 nm’deki absorbans, izole edilmis niikleotitler
icin en biiytik, tek iplikli DNA ig¢in orta, ¢ift iplikli DNA i¢in ise en kiigiiktiir (Barut 2016).
Genel olarak, kii¢iik bir molekiil DNA ile etkilesime girdiginde ve yeni bir yap1 olusturdugunda,
absorbansta ve bandin pozisyonunda degisiklikler meydana gelmelidir. Bu degisiklik,
hiperkromizm ve hipokromizm olarak tanimlanan DNA'nin ¢ift sarmal yapisina iliskin spektral
ozellikleridir (Shahabadi ve Hadidi 2012). ila¢ interkalasyon yoluyla etkilesiyorsa, ilaca ait
aromatik kromofor gruplar ile DNA’ya ait baz gruplar1 arasindaki baglanma nedeniyle, ilacin
spektrumunda hipokromik (absorbans degerinde azalma) ve batokromik (kirmiziya kayma) etki
gozlenir (Kapgak 2017). Hiperkromik etki, denatlirasyon sonrast DNA'nin absorbansinin
artmasina neden olur. DNA c¢ift sarmalinin denatiire edici ajanlarla islenmesi durumunda, ¢ift
sarmal yapiy1 birarada tutan etkilesim kuvvetinin bozulmasi sonucu rasgele iki tek iplik¢ik
halinde ayrilir. Bu durumda bazlar serbest hale gectiginden aralarindaki etkilesim azalir ve UV
absorbans1 artar. Sonu¢ olarak, tek sarmalli DNA (ss-DNA) ic¢in absorbans, ayni
konsantrasyonda ¢ift sarmalli DNA (ds-DNA) i¢in olandan % 40 daha yiiksek olacaktir
(Aleksi¢ ve Kapetanovi¢ 2014). Flu’un UV-Vis spektrofotometresinde DNA ile etkilesimine
bakildiginda R* = 0,9053 ve Kb=179,05 1/M olarak bulunmustur. Baglanma sabiti tipik klasik
interkalatorler icin gdzlemlenenden diisiiktiir. Ornegin; Etidyum bromiir-DNA kompleksi icin
Kb 7 x 10" M7e esittir. Hesaplanan bu deger Flu-DNA etkilesiminin zayif bir baglanma
oldugunu gostermektedir. Interkalasyon etkilesimleri igin gereken Kb degeri olan 10%°dan daha
diisiik baglanma sabiti gostermesi bilesiklerin oluga baglanma yolu ile etkilesim yaptig
anlamma gelmektedir (Barut 2016). Sonug olarak Flu-DNA etkilesimi sonucu absorbansdaki
artisin (hiperkromik etkinin) goriilmesi, ilacin DNA ile oluk baglayic1 olarak bir etkilesim
yaptigin1  gostermektedir. Diger etkilesimlerden zayif olmasina ragmen ilaglarin biyolojik
aktivitelerinde 6nemli rol oynamaktadir (Valipour vd. baski). Serum albiimini, ila¢ ligandlarini
ve metabolitlerini baglamada yiiksek bir afiniteye sahiptir. Ligandlar albiimine zayif veya giiclii
olmak tizere iki sekilde baglanmaktadir. Zayif baglanmis ligandlar zayif dagilim ve hizh
eliminasyona sahipken, giiclii bagli ligandlar ise plazmadaki serbest ligand miktarini azaltir
(Wani vd. 2017). Flu'un UV-Vis spektrofotometrede BSA’ya baglanma aktivitesinin
analizinde, ila¢g absorbans degerinde herhangi bir degisim olusturmamistir. Dolayisiyla Kb
degeri hesaplanamamistir. Sonug olarak, absorbansta degisim olmamasi Flu ile BSA arasinda

bir etkilesim olmadigini gostermektedir.
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In siliko modelleme calismalar;, molekiiler biyoloji ve ilag kesiflerinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu yiiksek oranda otomatiklestirilmis docking bilgisayar programlarinin
kullanilmasi, kompleksin olusumu hakkinda bilgi vermekten baska, baglanma tarzinin tahmin
edilmesine de yardimci olur. Kiiglik molekiiller ve DNA arasindaki baglanma afinitesi,
molekiiler docking caligmalar1 sayesinde kolayca elde edilebilir (Shahabadi vd. 2016).
Spektorofotometrede, Flu-DNA etkilesimi sonucu hiperkromik etkinin goriilmesi bilesigin
DNA’nin yiizeyine oluk baglayict olarak tutundugunu diisiindiirmiistiir. In siliko analiz
programi sayesinde, ilacin -3.09 baglanma enerjisi ile 3 hidrojen bagi ve hidrofobik baglar
sayesinde siipersarmal DNA'nin mindr oluguna tutundugunu gostererek UV Titrasyon

yonteminin sonucunu dogruladi.

Insan bagirsak mikrobiyotas1 hayati éneme sahip bir siirii fizyolojik siirecini etkilediginden
mikrobiyal kompozisyondaki herhangi bir degisikligin (disbiyozis) insan sagligi iizerinde
dogrudan etkisi vardir (Barko vd. 2018). Antibakteriyel efekt calismamizda, Flu’un maksimum
oral doz alim1 sonrasi ince bagirsaktaki hacmi (105 £ 72 mL ve 54 + 41 mL) dikkate alinarak
ilag derigsim hesab1 yapilmistir (Schiller vd. 2005). Flu hastalara oral yoldan (50, 100, 200 ve
400 mg) verildiginde, gastrointestinal sistemdeki mikroorganizma popiilasyonu ile uzun siire
dogrudan temas edebilecegi disiiniilir. Flu'un maksimum konsantrasyonu (24mM) ile
muamele edilen Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli ve Proteus
mirabilis flora bakterilerinin iireme yogunlugunda sirasiyla %35, %20, %20 ve %22 azalma
gozlenmistir. Yiiksek konsatrasyondan diisiik konsantrasyonlara dogru gidildik¢e bakterinin
iremesi Uzerindeki inhibitor etki daha az goriilmektedir. Baliklar iizerinde yapilan bir
caligmada, E.faecalis ile desteklenmis diyetin kontrol beslemesine kiyasla proteaz ve lipaz
aktivitelerini anlamli derecede arttirdigini ortaya koymustur. Dahasi, E. faecalis takviyesi
bagirsakta propiyonik ve butirik asit {iretimini 6nemli dlglide arttirirken, asetik asit iretiminde
anlamli bir fark gozlenmemistir (Allameh vd. 2017). Flu ile muamele edilen E.faecalis kiiltiir
yogunluklarinda azalma gozlendiginden, Flu’un proteaz ve lipaz gibi kesici enzimleri artirici
etkisinin olmadigim diisiindiirmektedir. Ulseratif kolit’li hastalar {izerinde yapilan bir
caligmada, bagirsak mikrofloralarinda azalmis miktarda E.coli bakterisi goriilmiis ve bu da
tilseratif kolit’li hastalarda eklem tutulumuna yol agtig ile iligskilendirilmistir (Koca 2015). Flu
ile muamele edilen E.coli kiiltiir yogunluklarinda azalma gozlendiginden, Flu kullanan iilseratif
kolit’li hastalarm bu olumsuz etkiyi gdz niinde bulundurmalari gerekir. insanlarda E.cloacae
insidansindaki artis obezite ile iliskilendirilmistir (Fei ve Zhao 2013, Keskitalo vd. 2018). In

vitro ¢aligmalar flagellin tarafindan indiiklenen adipositlerde, adipositlerden artan lipoliz ve
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gliserol sekresyonuna bagl trigliserit sentezini artirarak hepatik yag birikimini arttirabilecegini
gosterdi (Munukka vd. 2016). Flu ile muamele edilen E.cloacae kiiltiir yogunluklarinda azalma
gozlendiginden, Flu’un obezite tesvik edici etkisinin olmadigmi diisiindlirmektedir. Flu’un
maksimum derisimi ile muamele edilen Proteus mirabilis flora bakterisinin kiiltir
yogunlugunda meydana gelen azalmanin bagirsak florasinda cesitli hastaliklara sebebiyet
verecegi diistiniilmektedir. Dolayisiyla, bu konu hakkinda daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Flukonazol, klinikte sik kullanilan triazollerdendir. Oral yolla ya da intravendz infiizyon
yoluyla uygulanan Flu, bagisiklik yetmezligi olan hastalarin neredeyse tiimiinde biitiin
kandida enfeksiyonlari i¢in birincil tedavi se¢enegidir (Yurtdas 2010). Calismamiza gore Flu
tek bagma ve indirgeyici bir ajan olan Asc varliginda herhangi bir etki olusturmazken,
oksidatif bir ajan olan H202 varliginda OH radikallerine karsi koruyucu etki gostermistir.
DNA’ya hasar veren ilaglarin aksine, Flu yiiksek konsantrasyonlarda bile, demir ya da bakiri
tetikleyerek siipersarmal plazmid DNA iizerinde herhangi bir kirilmaya neden olmamustir.
Hatta fenton reaksiyonlar1 sonucu olusan hidroksil radikallerinin DNA’da kirik olusturmasina
karst koruyucu etki gostermistir. Spektorofotometrede, Flu-DNA etkilesimi sonucu
hiperkromik etkinin goriilmesi ilacin DNA’nin yiizeyine oluk baglayict olarak tutundugunu
diisiindiirmiistiir. In siliko analiz programi sayesinde, Flu-DNA arasinda kurulan hidrojen
baglari, DG10, DC11, DA1l7, DG16, DC15 ve DG14 niikleotitler ile bag kurmasi ve
hidrofobik etkilesimler gosterilerek spektrofotometrede ¢ikan sonuglarin dogrulugu kontrol
edilmis oldu. Spektorofotometrede, Flu ile BSA arasinda bir etkilesim olmadigini
gozlemlenmistir. Flu’'un maksimum konsantrasyonu (24mM) ile muamele edilen
Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli ve Proteus mirabilis flora
bakterilerinin iireme yogunlugunda sirasiyla %35, %20, %20 ve %22 azalma gozlenmistir. In
vitro ¢alismamizda ilacin DNA’y1 kirmamasina ragmen daha once rapor edilen in vivo
deneylerde  kromozom  kirilmasinin  ilacin  metabolitlerininden  kaynaklandigini
diisiindiirmektedir. Dolayisiyla bu ilacin metabolitleri ile ilgili daha fazla calismaya ihtiyag
duyulmaktadir. Bu calisma; yeni gelistirilen bircok ilacin, DNA ile etkilesimlerinin

aydinlatilmasi siirecine dnciiliik etmeyi saglayacaktir.
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