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KALP iLACI OLAN VERAPAMIL’IN iNSAN FLORA BAKTERILER UZERINE
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Sentetik bir papaverin tiirevi olan Verapamil, ilkemizdeki yiiksek tansiyon ve Kkalp
hastaliklarinin tedavisinde milyonlarca hasta tarafindan yaygin olarak kullaniimaktadir.
Kalsiyum kanal blokorii olan antihipertansif ilaglar kimyasal olarak heterojenite
gosterdiklerinden son yillarda yan etkileri bakimindan iizerinde en cok tartisilan ilag grubu
olmustur. Verapamil-DNA etkilesimini analiz etmek i¢in Verapamil ile siipersarmal plazmid
DNA muamele edilmis ve agaroz jel elektroforezinde analizi yapilmistir. Bu deney askorbik
asit, hidrojen peroksit, demir, demir arti hidrojen peroksit, bakir, bakir art1 askorbik asit
varliginda tekrarlandi. Verapamil-DNA etkilesimleri UV-Vis spektrofotometre yontemi ve in
siliko analizi yapilarak incelenmistir. Verapamil’in bazi insan bagirsak flora bakterileri
tizerindeki etkisine Broth seyreltme metodu ve agar disk difiizyon metodu kullanilarak
bakilmistir. Agaroz jel elektroforez sonuglarma gére Verapamil, siipersarmal plasmid DNA
tizerinde dogrudan herhangi bir hasara neden olmadi ve demir ve bakir kaynakli DNA
hasarlarina karsi da higbir koruma etkisi gostermedi. UV-Vis spektrofotometre analizinde
Verapamil, DNA ile herhangi bir etkilesim gostermedi. Buna karsin, in siliko analizi ilacin 6

hidrojen bagi, hidrofobik etkilesimleri ve -7,3 baglanma enerji degeri ile ¢ift sarmal DNA’nin
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OZET (devam ediyor)

mindr oluguna baglandigimi gosterdi. Enterococcus faecalis'in (gram pozitif susu) ve
Escherichia coli'nin (gram negatif susu) biiyiimesini 9, 18 ve 25 mM ilag¢ derisimleri % 90'a
kadar inhibe etmistir. 9 mM olan ila¢ derisimi iki bakteri susu i¢in hem MIK hem de MBC

degeri olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Verapamil HCL, MIC, MBC, In siliko, E.coli.
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Verapamil, a synthetic papaverine derivative, is widely used by millions of patients for
treatment of high blood pressure and heart diseases in our country. Since antihypertensive
drugs which are calcium channel blockers show chemical heterogeneity, they are the most
discussed drug group in terms of side effects in recent years. In order to analyze Verapamile-
DNA interaction the supercoiled plasmid DNA was treated with Verapamil and analyzed with
agarose gel electrophoresis. This experiment was repeated in the presence of ascorbic acid,
hydrogen peroxide, iron, iron plus hydrogen peroxide, copper, copper plus ascorbic acid.
Verapamil-DNA interactions were investigated by UV-Vis spectrophotometer method and in
silico analysis. The effect of the Verapamil on some human intestinal flora bacteria was
investigated using broth medium dilution method and agar disc diffusion method.
According to the results of agarose gel electrophoresis, Verapamil did not directly cause any
damages on supercoiled plasmid DNA and it showed no protection effect against iron and
copper mediated DNA damages. In the UV-Vis spectrophotometer analysis Verapamil did not

show any interaction with the DNA. In contrast, in-silico analysis showed the drug to bind to



ABSTRACT (continued)
a minor groove of double helix DNA by 6 hydrogen bonds and hydrophobic interactions and
binding energy value of -7.3. The drug inhibit the growth of both Enterococcus faecalis (gram
positive strain) and Escherichia coli (gram negative strain) up to 90% at concentrations of 9,

18 and 25mM. 9mM of the drug was determined as both MIC and MBC value for the two
bacterial strains.

Keywords: Verapamil HCL, MIC, MBC, In silico, E.coli.

Science Code: 401.02.00
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TESEKKUR

Yiiksek lisans tez calismamin gercgeklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan,
kendisine ne zaman danigsam bana kiymetli zamanin1 ayirip sabirla ve biiyiik bir ilgiyle bana
faydali olabilmek i¢in elinden gelenden fazlasin1 yapan, her sorun yasadigimda yanina
¢cekinmeden gidebildigim, giiler yiiziinii ve samimiyetini benden esirgemeyen ve gelecekteki
mesleki hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden faydalanacagimi diisiindigiim
danisman hoca vasfin1 hakkiyla tasiyan Dr. Ogr. Uyesi Ebrahim Valipour’a tesekkiirii bir borg

biliyor ve siikranlarimi sunuyorum.

Lisans ve yliksek lisans egitim hayatimda yardim, bilgi, tecriibe ve giiler yiizleriyle bana
stirekli destek olan basta Prof. Dr. Ender Biiyiikgiizel, Dog. Dr. Sevim Karakas Celik, Dr.
Ogr. Uyesi Tolga Acun ve Dr. Ogr. Uyesi Arzu Erol olmak iizere Molekiiler Biyoloji ve

Genetik boliimiindeki tiim hocalarima tesekkiir ederim.

Calismada kullanildigimiz insan bagirsak flora bakterilerinden Escherichia coli ve
Enterococcus faecalis suslarini bize kazandiran Zonguldak-TURKIYE ZBEU Hastanesi Tibbi

Mikrobiyoloji Boliimii’ne tesekkiir ederim.

Calismamin her asamasinda yanimda olarak manevi desteklerini iizerimden eksik etmeyen,
kendileriyle ¢aligmaktan huzur buldugum, bilgi ve birikimimizi paylastigimiz degerli ¢alisma

arkadaslarim Cagla Aslan ve Siimeyye Zarf’a tesekkiir ederim.
Tiim hayatim boyunca sevgi ve desteklerini lizerimden biran olsun eksik etmeyen, her

ithtiyacim oldugunda siginagim olan, basta annem Aysel Giimiis ve babam Arif Giimiis olmak

lizere tiim aileme sevgi ve siikranlarimi sunuyor onlara ¢ok tesekkiir ediyorum.
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+

Amp . Amfisilin iceren
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CFU : Koloni olusturan tiniteler

dk : Dakika

DNA - Deoksiriboniikleik asit

E.coli : Escherichia coli

E.faecalis : Enterococcus faecalis

Gl : Gastro intestinal

K : Baglanma Sabiti

MBC : Minimum Bakteriyal Konsantrasyon
MIC : Minimum Inhibitér Konsantrasyon
OD : Optik yogunluk

PBS : Phosphate saline buffer

RNA . Riboniikleik asit

ROS . Reaktif Oksijen Tiirleri

VDW : Van der waals

Vera : Verapamil HCL
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 VERAPAMIL HCL

Sentetik bir papaverin tiirevi olan Verapamil, fenilalkilamin gurubu kalsiyum kanal blokorti
ilaglarn prototipidir (Yazan ve Ozer 1993). Verapamil, yiiksek tansiyon, kalp hastaliklari,
migren hastaliklarin, durumlarin ve semptomlarin tedavisinde, kontrol altina alinmasinda,
onlenmesinde ve iyilestirilmesinde kullanilir (Alp vd. 2018). Verapamil voltaj bagiml
kalsiyum kanallarini1 inhibe ederek diiz kas hiicrelerinde ve kalp iletim sistemi hiicrelerinde

Ca’?*’un hiicre icine girisini engelleyerek kalp iletim sistemini etkiler (Yenil 2009).

Milyonlarca hasta su anda hipertansiyon ve diger kardiyovaskiiler problemleri tedavi etmek
icin Verapamil dahil olmak iizere kalsiyum antagonistleri almaktadir. Kalsiyum kanal blokdrii
olan antihipertansif ilaglar kimyasal olarak heterojenite gosterdiklerinden etkilerinde de
farklilik goriildiigli i¢in son yillarda yan etkileri bakimindan iizerinde en ¢ok tartigilan ilag
grubu olmustur. Bununla birlikte asir1 doz Verapamil alimimin, multi organ yetmezligine ve
kanitlanmis antidot tedavisi olmayan, oliimciil zehirlenmelere yol acabildigi goriilmiistiir
(Akinc1 ve Koylii 2013). Oral ve parenteral olarak kullanilan Verapamil HCI, ticari olarak
kapsiil, tablet ve enjeksiyon formlarinda bulunmaktadir (Yenil 2009). Verapamil, kalp
hastalarina oral olarak uygulandigindan, bu ilacin uzun siire boyunca mide bagirsak

sisteminde mikrobiyo ile dogrudan temas edebilecegi diistiniilebilir (Davis ve Lin 2011).

Simdiye kadar, bir¢cok calisma baz1 kimyasal bilesiklerin DNA hasarini indiikleyebilecegini
gostermistir. Bu bilesikler arasinda; L-Dopa, N-asetilsistein, prokarbazin, gentamisin, AZT ve
kloramfenikol gibi bazi ilaglar vardir. Bunlar belirli kosullar altinda ve bir geg¢is metali
Iyonunun varhiginda DNA hasarina yol acgabilir (Roriz ve Moya 2017). Karsinojenez ile
yakindan iligkili olan bazi ilaclar viicutta genotoksik etkilere yol agabilir. Bu nedenle DNA
modifikasyonlarina ve hiicrelerde biiyiik hasara neden olabilirler. Ahmad vd. (2016) MTT

yontemi kullanarak Verapamil ilacinin etkisinin insan embriyonik bobrek hiicrelerinde
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(hek293) yaptiklar1 arastirmada Verapamil’in sitototoksik etkisinin oldugunu ispatladilar
(Ahmad vd. 2016). Grujicic vd. (2007) periferal kan lenfositlerini Verapamil ilaci ile
muamele ederek yaptiklari arastirmada mikroniikleus oraninin arttigini - gosterdiler.
Mikroniikleus ¢ogalmasi ve ilacin genotoksik efektinin oldugunu gostermislerdir (Grujicic vd.
2007). Milosevic vd. (2012) Mikroniikleus testi ve Fish yontemi kullanarak Verapamil
ilacinin insan lenfositleri iizerine etkisini aragtirdilar. Arastirma sonucunda Verapamil’in

yiiksek dozda sitototoksik etkisinin oldugunu gosterdiler (MiloSevi¢ vd. 2011).

Giliniimilize kadar kalsiyum antagonist ilaglarin genotoksisitesi ve/veya sitotoksitesiyle ilgili
yapilmis bazi galismalar bulunmaktadir. ilag ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda suana
kadar, ilacin genotoksik ve sitotoksik etkisini gosteren ornek ¢aligmalar incelenmistir ancak
ilacin DNA ile etkilesiminin analiz ve modellenmesi ve bu ilacin agiz yoluyla kullanildiginda
flora bakterilerinin {izerinde muhtemel etkisi hakkinda herhangi bir bilgiye ulasilamamustir.
Cok yaygin bir sekilde kullanilan bu ilacin genetik materyale saldirmasi durumu, ilag ile DNA
etkilesiminin incelenmesinin goz ard1 edilemeyecek kadar 6nem arz eden bir durum oldugunu
gostermektedir. DNA (Deoksiriboniikleik asit), tiim organizmalar ve bazi virlislerin canlilik
islevleri ve gelismeleri icin gerekli genetik materyalleri tasiyan bir niikleik asittir. Dolayisiyla
antihipertansif, antibiyotik ve antitimoral ilaglarin hedef molekiilii secilmistir (Gokge 2012).
Genetik bilginin saglikli olarak aktarilabilmesi i¢in DNA yapisinin korunmasi son derece
onemli oldugundan cekirdekte DNA hasarini onaran ¢esitli onarim sistemleri yer almaktadir

(Dinger ve Kankaya 2010).

1.2 DNA’NIN YAPISI VE FONKSIYONU

Yasamin kodu olan DNA, anne ve babadan evlatlarina aktarilan genetik bilgilerin
saklanmasia uygun kalitsal bir materyaldir. Birbirini tamamlayan anti paralel iki sarmal
zincirden olusmustur. DNA, her niikleotitinde 2-Deoksiriboz sekeri, bir fosfat grubu ve bir
azotlu baz bulunan, poliniikleotid zincirlere sahiptir. Deoksiriboz sekeri ve fosfat grubu azotlu
bazlara bir iskelet olusturarak onlarin DNA iskeletine dogrudan baglanmasim1 saglarlar

(Toptanci vd. 2016 ). DNA’nin ¢ift sarmal yapis1 sekil 1.1°de gosterilmektedir.



Sekil 1.1 Soldan saga dogru A, B ve Z DNA’nin ¢ift sarmal yapist sarmal yapisi

DNA omurgasindaki A, T, G, C bazlarinin her biri bir sifre semboliidiir ve olusturduklar dizi
ile genetik bilgiyi kodlarlar. Bu genetik bilgi protein sentezi sirasinda genetik kod araciligi ile
okunarak proteinlerin aminoasit dizilimi belirlenir (Kapgak 2017). Bu esnada DNA’daki bilgi
RNA’ya kopyalanir. Biitiin bu prosesler, DNA’ya baglanabilen ya da onunla etkilesime
girebilen molekiiller tarafindan diizenlenir (Bigen 2011). Deoksiriboz fosfat iskeletinde
meydana gelen kopmalar ise replikasyonu bloke eder. Bu durum asir1 miktarlarda olustugunda
hiicre Sliimiine yol agmaktadir. Her bir insan hiicresinin DNA’sinda giinde yaklasik olarak 10*
adet kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olan hasar meydana gelmektedir (Dinger ve
Kankaya 2010). Replikasyon, transkripsiyon, gibi temel biyolojik olaylarin DNA tamiri ile
sik1 bir iligki i¢erisinde oldugu bilinmektedir. DNA tamir yollarindaki hasarlar, DNA hasarina
neden olan ajanlara kars1 duyarlilik gosteren genetik hastaliklarin molekiiler temelinin
anlasilmasin1 saglamaktadir (Miiftiioglu 2003). Agir hasar olustugunda veya DNA onarim
aktivitesi defektif ise DNA hasar1 kisa silirede replikasyon, transkripsiyon ve protein
sentezinin inhibisyonuna, uzun vadede ise mutasyona ve kromozom anomalilerine sebep
olmaktadir (Dinger ve Kankaya 2010). Genomik DNA’nin biitiinliigi, farkli DNA hasarlarina
neden olan ultraviyole, X-isimlari, kimyasal bilesikler gibi gevresel ajanlar ile siirekli tehdit
altindadir. Hiicresel metabolizmanin yan {irlinii olarak iiretilen serbest radikaller gibi endojen
ajanlar da DNA hasarma neden olmaktadir (Miiftiioglu 2003). Ilaglar kimyasal yapilarina
bagli olarak DNA’nin belli niikleofilik kisimlarina selektivite gosterirler (Toptanci vd. 2016).
Iki zincirin birbirine yaklasti1 dar derin bdlge minér oluk (Sekil 1.2) daha az baglant1 alani
saglar fakat minor oluklarin en yararl 6zellikleri, genellikle korumasiz olduklarindan dolayz,
kiiciik ilag molekiillerinin saldirilarina agik olmalart olmustur. Iki zincirin birbirinden
uzaklastig1 genis s1g bolge olan major oluk (Su 2015) ise birden fazla etkilesim alani gosterir,

buda ilaglarla nispeten daha fazla kuvvetli bag olugturmasini saglamaktadir.
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Sekil 1.2 DNA iizerinde minor ve major oluk.

Klinik kullanimda olan veya metal bazli antikanser ilaglar1 da dahil olmak iizere ileri klinik
caligmalarda bulunan ilaglarin birgogu i¢in DNA birincil hedeftir. Metal komplekslerinin
niikleik asitlerle etkilesim mekanizmasi yogun olarak incelenmistir. DNA'ya baglanan kiigiik
molekiiller, fonksiyonlar1 degistirebilir veya inhibe edebilir, gen ekspresyonunu bozabilir,
cogalmaya miidahale edebilir, hiicre biiylimesinde veya boliinmesinde hayati etkileri
bulunabilir (Topala vd. 2014). Etidyum bromiir (Sekil 1.3) en iyi bilinen DNA
interkalatorlerindendir. DNA ile etkilesen ilaglarin bazilart DNA interkalatorleri gibi bazlarin
arasina girerler daha sonra uygun kosullarda DNA ile etkilesimi DNA zincirinin kirilmasina

sebep olacak olan radikalleri olustururlar (Toptanct vd. 2016).

Sekil 1.3 Etidyum bromiiriin B-DNA’ya interkalasyonu.

DNA onarim sistemleri, canlilarda meydana gelen DNA hasarlarini diizeltmekle gorevlidirler.

Bu onarim sistemlerinin DNA hasariyla dengeli bir sekilde islev gorebilmesi gerekir ancak



dengenin bozulmasi durumunda onarim mekanizmalari yetersiz kalacak ve bu durumda DNA
da hiicre 6liimii, kanser, mutasyon gibi kalic1 zararlar meydana gelecektir. Bu nedenle DNA
hasarini 6nlemek i¢in ya hasara neden olan durumlardan uzak durulmasi ya da hasar1 6nleyici

onlemler alinmasi gerekmektedir (Yildirim 2015).

1.3 OKSIDATIF DNA HASARI

Kararli bir molekiil olan DNA, sponton kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir.
Oksidanlar canli dokularda siirekli kontrollii bir sekilde tiretilir (Stileyman vd. 2018) ancak
reaktif oksijen tlirlerinin artmasi, antioksidan enzim diizeylerinin azalist ve DNA onarim
mekanizmalarinin yetersiz kalma durumlar1 oksidatif DNA hasarlarinin artmasina neden
olmaktadir. Bu oksidanlar elektron alma yetenekleri nedeniyle, hedef molekiiliin yapisini ve
fonksiyonlarim1 degistirerek hiicre zarini, DNA, RNA gibi genetik materyali ve degisik
enzimatik olaylar etkileyerek hiicre hasarina yol actig1 bilinmektedir. Oksidatif hasara bagl
olarak DNA’da, tek ve cift dal kiriklari, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden
diizenlenme) meydana gelebilir (Eken 2017). Bundan dolay1 hiicre 6liimiiniin baslica nedeni
niikleik asitlerin serbest radikaller ile reaksiyona girmesi olarak gosterilebilir (Siileyman vd.
2018) . Kiigiik molekiillerin DNA’ya baglanma galismalar1 ilag-DNA etkilesimlerini anlamak,
klinik uygulamalar i¢in yeni ve etkili ilaclarin gelistirilmesi alanlarinda bilgi sahibi olmak i¢in
oldukca gereklidir. Ayrica klinisyenlerin antihipertansif ilaglarin yan etkilerinden haberdar
olmalar1 hastaya uygun ilag se¢imi ve doz ayarlanmasinda ¢ok onemli yere sahiptir (Alp vd.

2018).

1.4 SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslestirilmemis elektron igeren molekiiller veya
molekiiler fragmanlar olarak tanimlanabilir. Eglesmemis elektronlarin varligi genellikle
serbest bir radikal {izerinde 6nemli derecede reaktivite derecesine neden olur. Oksijenden
tiretilen bu radikaller, canli sistemlerde iiretilen bu tiirlerin en 6nemli smifin1 temsil eder
(Valko vd. 2006). Serbest radikallerin ekzojen kaynaklari ilaglar, metal iyonlari, kirleticiler ve
radyasyondur. Metal iyonlari, H202 ile biyolojik sistemlerde hidroksil serbest radikali ve
metal-oksijen kompleksleri gibi ¢ok reaktif tiirleri tiretmek icin reaksiyona girerler ve sonugta

oksidatif DNA hasar1 olusur (Mercan 2004).



1.5 METAL ARACILI SERBEST RADIKAL OLUSUMU

Demir (Fe) ve Bakir (Cu) gibi gegis metalleri ortaklanmamis elektronlara sahip olmalaria
ragmen serbest radikal sayilmazlar. Ancak reaksiyonlar1 katalizledikleri i¢in serbest radikal
olusumuna yardimci olurlar (Kaya vd. 2019). Canli fonksiyonlar igin gerekli bir eser element
(Uysal 2007) olup insan viicudunda toplam 4g kadar bulunmakta ve eksikliginde ciddi
sorunlarla karsilasilabilmektedir (Akin 2014).

Viicut sivilarinda ve hiicrelerde taginan demirin Gnemli bir kismi sitoplazmada Fe™*’ye
indirgenmektedir. Demirin bu redoks aktivitesi bir taraftan gerekli ve yararli olurken, diger
taraftan fazlaligi durumlarinda olusan serbest demir, viicutta toksik etkiye sebep olan serbest
oksijen radikallerinin olusumuna sebeb olmaktadir (Baltaci 2018). Demir kaynakli serbest
radikal olusumu DNA ve lipit hasarina yol agar (Valko 2006). Bu nedenle demir
konsantrasyonu organizmada daima c¢ok siki kontrol altinda tutulur (Uysal 2007). Bir diger
gecis elementi olan ve serbest radikal olusumunu katalizleyen bakir, bakteriden insana kadar

tiim biyolojik organizmalar i¢in esansiyel iz elementtir (Y1lmaz 2015).

Yetigkin insanlarda ortalama 50-120 mg bulunan bakir, amino asitler, yag asitleri ve
vitaminlerin normal kosullarda gergeklesen metabolizma reaksiyonlarinin vazgegilmez
ogesidir (Akin 2014). Bakir serbest veya kompleks formda divalent katyon olarak
organizmalarin dokularinda bulunabilmekte ve 2 degerlikten 1 degerlige degisebilmektedir
(Kuybu, 2018). Fizyolojik kosullar altinda serbest bakir iyonlari askorbik asit varliginda
hidroksil radikalleri iiretebilirler ve DNA’ya hasar verebilirler (Yokawa vd. 2011).

Asc Asc’ Asc Asc’ Asc

H .

(AB) Cu (AB) Cu'(AB) Cu'(AB) Cu'(Ap) Cu'(AB)
;i» H202 LA» Ho. + Ho-

+ 2H*
Absence of H,0,: 2 O, + 4H" +3 Asc > 2HO® + 2 HO + 3 DHA
Presence of H,0,: 2 H,0, + Asc = 2 HO® + 2 HO™ + DHA

Sekil 1.4 Amiloid-bpeptid (Ab) mevcudiyetinde metal katalizli reaktif oksijen iiretimi; (Asc:
askorbat, DHA: dehidroascorbat).



Sekil 1.4°te amiloid-bpeptid (Ab) mevcudiyetinde metal kaynakli reaktif oksijen tiirleri aktif
olarak —OH f{iretimini indiikleyebilmektedir (Cheignon vd. 2016). Bu nedenle bakir canli
organizmalar i¢in esansiyal bir molekiil olmasinin yani sira kontrol altinda tutunamasi halinde

toksik etki gosterebilmektedir (Aksoy 2009).

1.6 REAKTIF OKSIJEN BOLGELERI (ROS)

Molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen
bolgesi (ROS) olusturma egilimindedir (Altinisik 2006). Reaktif oksijen bolgeleri tarafindan
olusturulan serbest radikaller, yapilarinda en az birer tane eslesmemis elektron bulunduran
reaktif karakterdeki atom veya molekiilleri ifade ederler. Kararsiz yapida olan reaktif oksijen
tiirleri, kararl hale gelmek i¢in hiicrelere saldirarak hiicre bilesenlerine zarar vermek suretiyle

cesitli hastaliklara yol agmaktadirlar (Sezer ve Keskin 2014).
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Dioxygen radical ion ion ion ion
3 e .- e 2- _ e 3- - e 2-
o, O, 05 0, @] ]
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Sekil 1.5 Sirasiyla oksijenin temel halden tek degerlikli indirgenmesiyle ROS olusumu.

Baslica reaktif oksijen tiirleri; sliperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksittir.
Sekil 1.5’te goriildigii lizere oksijen bir elektron alarak indirgenir ve siiperoksit radikalini
olusturur. Iki elektron alarak indirgenmesiyle hidrojen peroksit ve ii¢ elektron alarak
indirgenmesiyle ise yiiksek derecede reaktif olan hidroksil radikalini meydana getirir (Ozcan

vd. 2015).
1.6.1 Siiperoksit Radikali (O;)
Aerobik organizmalara zarar verme potansiyeline sahip stliperoksit radikali, hiicrelerde c¢esitli

indirgenmis elektron tasiyicilarinin ve redoks enzimlerinin oksidasyonu yoluyla olusturulur.

DNA’ya kars1 yiiksek reaktiviteye sahip degildir ancak ROS ve H202 iiretimini igeren



biyokimyasal reaksiyonlarda rol oynar. Ornegin; demir, bakir ve nikel gibi gecis metalleriyle

reaksiyona girerek DNA'nin oksidatif hasarina neden olur (Kelly 2008).
1.6.2 Hidroksil Radikali (OHe)

OH, hidrojen atomlarini soyutlayabilen ve hizli bir sekilde ¢ift baglara ekleyebilen elektrofilik
ve oldukga reaktif bir radikaldir. OH radikali Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile olusur
(Altuntas 2007). OH'!n tim biyomolekiillerle tepkimeye girdigi bilinmektedir ve bunun
sonucu olarak hasart DNA niikleobazlari ile sinirli degildir. Hidroksil radikal saldirisinin
%20'sinin riboz sekerini hedef aldigi yapilan ¢alismalarda tesbit edilmistir. Riboz seker
iinitesine saldiran OH, tek zincir kirikliklarina neden olmasiyla birlikte transversiyon
mutasyonlarina (G—T) yol acarak yetersiz onarim sonrasinda mutajeneze neden olabilir

(Kelly 2008).
1.6.3 Hidrojen Peroksit (H,05)

Serbest radikal olmadig1 halde ROS kapsamina girer ve serbest radikal olusumunda 6nemli
rol oynar. Fe*? veya diger gecis metallerinin ve siiperoksit radikalinin varliginda en giiclii

+2/+3 ve Cu+1/+2

radikal olan hidroksil radikalini olusturur (Ozcan, Erdal vd. 2015). Ornegin; Fe
iyonlar1 oksidatif stres altinda proteinlerden ayrilarak negatif yilikli DNA’ya baglanirlar ve bu
baglanma ile DNA’y1 H,O,’nin hedefi haline getirirler (Altuntas 2007). Sonug olarak, bu tiir
oksidan maddeler kimyasal zincir reaksiyonlar1 baglatarak hiicrelere zarar verebilir (Tung
2017). Bu oksidanlar fazla miktarda oldugunda membrandaki lipidlerin peroksidasyonuna yol
acarak permeabilitenin bozulmasina, dolayisiyla hiicre i¢i iyon dengesizligine neden

olmaktadirlar. Ayrica, proteinlerin, DNA ve RNA gibi molekiillerin yapisin1 bozarak bir¢cok

hastaligin olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar (Sezer ve Keskin 2014).
1.7 DNA ILAC ETKILESIMLERI

DNA ile ilag etkilesim ¢alismalar1 hem etkilesim mekanizmasinin anlasilmasinda hem de yeni
ilaclarin dizayninda ilgi ¢ekici ve dnemli bir konudur. Kiiresel pazarda ragbet géren bu ilaglar
cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde aktif olmasina ragmen, yan etkileri onun potansiyel
etkinligini sinirlamaktadir. Bu nedenle daha etkili ve diisiik toksisiteye sahip olan gecis metal

kompleksleri ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir (Su 2015). Metal iyonlariyla niikleik asitler



arasindaki etkilesimin biyolojik 6nemi oldukga koklii bir ger¢ek haline gelmeye baslamistir.
Niikleik asitlerin baskin rol oynadig1 bir¢ok dogal prosesin metal iyonlar1 varliginda meydana
gelmesi bunlardan bir tanesi olarak s6z edilebilir (Gokge 2012). Toptanct vd. (2016) yapmis
oldugu bir ¢alismada Bleomycinde pirimidin, B-aminoalanin ve B-hidroksiimidazol’un Fe(II)

ile DNA kesim etkisi olan kararl1 bir kompleks olusturdugu goriilmiistiir (Toptanci vd. 2016).
1.8 INSAN SAGLIGI VE GASTROINTESTINAL MiKROFLORA

Insan saglig1 ve gastrointestinal mikroflora son yillarda iizerinde ¢ok durulan bir konudur.
Viicudumuzu paylastigimiz mikroorganizmalarin varligi eskiden beri bilinen bir gergektir.
Ancak yasamimizdaki degisikliklerle birlikte giinlimiiziin insan1 dis diinyada bulunan ve her
giin binlercesi iiretilen kimyasal ajanlarla tanismakta ve binlerce cesit ilaca gastrointestinal
kanal yoluyla maruz kalmaktadir (Ozden 2005). Karsilastigimiz bu yeni molekiiller,
mikroorganizmalar iizerinde cesitli etkilere neden olarak (Bozok vd. 2014) kisinin
gastrointestinal florasinda meydana gelen denge bozuklugu sebebiyle rotaviriis diyaresi,

diyare ve kolon kanseri gibi ¢esitli hastaliklarin olusumuna sebeb olabilir (Giirsoy vd. 2005).
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Sekil 1.6 Mikrobiyotaya etki eden i¢ ve dis faktorler (Siiziik 2015).

Saglikli yasam i¢in gastrointestinal sistemin yapisal ve fonksiyonel olarak normal olmasi
onemlidir (Sekil 1.6). Vicudumuzun en genis ikinci ylizey alanini sindirim sistemi

olusturmaktadir. Sindirim kanal yiizeyi 250-400 m? (Schiller vd. 2005) alandan olusmaktadir.



Oral yol ile de dis diinyayla devamli temastadir (Ozden 2005). Normal mikroflora, potansiyel
olarak patojenik mikroorganizmalarin kolonizasyonuna ve hali hazirda mevcut firsat¢i
mikroorganizmalarin ¢ogalmasina karsi bir bariyer gorevi goriir. Antimikrobiyal ajanlarin
normal mikroflora iizerindeki etkisi ile ilgili ¢ogu calisma bagirsak florasi iizerinde

yapilmustir (Sullivan vd. 2001).

Insan bagirsak mikrobiyotasi, dogumda steril olmasmna ragmen maternal kolonizasyon,
hamilelik siiresi, dogum sekli, beslenme icerigi ve dogumla birlikte antibiyotik kullanim1 gibi
bircok faktoriin, yeni doganin mikrobiyota yapisina etki etmesiyle baslayan mikrobiyata
olusumu iki yasina kadar devam etmekte ve iki yasinda, ¢esitlilik ve say1 olarak bir yetiskin
mikrobiyotasina benzer yap1 kazanmaktadir (Barko vd. 2018). Olusan mikrobiyota bireysel
bir o6zellik gosterir ve parmak izi gibi bireysel farkliligini kisinin tiim yasami boyunca korur
(Siiziik 2015). Insan mikrobiyom projesi, bagirsak mikrobiyota ¢aligmalarindan elde edilen
verilere dayanarak bagirsak mikrobiyotasinin insan saglhiginda ve birgok hastaligin

gelismesinde etkili bir organ oldugunu ortaya koymustur (Stiziik 2015).

Bagirsak mikrobiyotasi (insan bagirsaginda yasayan mikroorganizma toplulugu) 3,3 milyon
bakteri genini, insan genomu ise 20 bin geni ifade eder. Bagirsak florasinda yer alan
bakterilerin yaklasik %981 yararli bakteriler olmakla birlikte gida sindiriminde gorev alarak
proteinleri aminoasitlere, karbohidratlar1 disakkaritlere ve yaglari da yag asitlerine
doniistirmektedirler (Soylemez 2018). Gastrointestinal mikrobiyom, tiim memelilerin
bagirsaklarinda yasayan c¢esitli bakteri, arke, mantar, protozoa ve viriislerden olusur.
Insanlarda ve diger memelilerde yapilan calismalar, gastrointestinal mikrobiyomun enerji
homeostazisi, metabolizmasi, bagirsak epitelyum sagligi, immiinolojik aktivite ve
norodavranigsal gelisimi de dahil olmak iizere, saglik igin hayati 6neme sahip bir dizi

fizyolojik siire¢ icermektedir (Barko vd. 2018).

1.8.1 Bagirsak Mikroflorasi

Bagirsak mikroflorasi, insan fizyolojisinin temel bir bilesenidir, ciinkii gastrointestinal
sistemin patojenik bakteriler tarafindan kolonilesmesine karsi bir engel gorevi goriirler
(Cerniglia ve Kotarski 1999) ve insan viicudundaki metabolik, beslenme, fizyolojik ve
immiinolojik siiregclerde rol alarak (Soylemez 2018) mikrobiyota ile konak¢r arasinda

kommensal bir yasam olusmasin1 saglar. Ayrica mikrobiyota K vitamini sentezleyerek,
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selilozun sindirimini saglayarak ve anjiyogenesiz ile bagirsak-sinir fonksiyonlariin
diizenlenmesinde yardimci olmakla beraber bagirsakta metanogenesiz, asetogenesiz, nitrat
rediiksiyounu ve siilfat rediiksiyonu gibi rediiksiyon reaksiyonlarini da diizenler. Patojen
mikroorganizmalara karsi bariyer olusturmak ve antijenlerin taninmasin1 saglamak gibi

konularda da immiin sisteme yardim etmektedirler (Cetinbas vd. 2017).

Bagirsak mikrobiyotasinin dogumla baglayan seriiveni, ince bagirsaklardan aniise, epitel
tabakadan liimene kadar gegcen yasamla birlikte bir¢cok farkliliklara sahip olmustur. Genel
olarak bagirsak mikrobiyotasinin bu siireglerde ki farkliliklart sekil 1.7°de gosterilmistir. Oral
yol, ilag alimi igin tercih edilen en temel yol olmasina ragmen oral yoldan baslayan salinim,
ila¢ dagitiminin en karmasik yoludur. Bu nedenle oral yoldan verilen bir ilacin etkili olmas1
icin; ilacin (Sekil 1.7a) gastrointestinal (GI) kanalin sivilarinda c¢oziilmesi ve liimende
bozulmadan kalmasi (Sekil 1.7b) epitel zarin1 gegmesi ve minimal ilk gecis metabolizmasina

maruz kalmasi1 gerekmektedir (Sousa vd. 2008).

Mikroorganizmalar kisilerde gegici veya kalici olarak kolonize olabilir; ayrica hastalik da
olusturabilir. Normal mikrobiyal flora iiyeleri; gecici flora ve kalict flora olmak iizere iki
grupta incelenebilir. Gegici floranin ¢ogu hastalik olusturmaz, nadiren patojen olabilir, konak
misafirligi birka¢ saatten birka¢ haftaya degisebilen mikroorganizma toplulugudur. Kalici
flora ise; yerlestigi belirli alanlarda ikamet eder, kisa siireli olarak ortadan kalkmis olsa bile
yeniden olusabilen, siireklilik gosteren mikroorganizma toplulugudur. Kalici flora iiyelerinin
ortadan kalkmasi halinde, gegici flora iiyeleri kolonize olarak, ¢ogalir ve hastalik yapici
ozellik kazanabilirler (Cetinbas vd. 2017). Mikroorganizmalar, saglikli bir insanin viicut
kitlesinin %1-2’sini olusturmaktadir. Buna ragmen insan viicudundaki mikrobiyel hiicre sayisi
insan hiicresinin 10 kat1 kadardir. Insan mikrobiyomunun biiyiik bir kismi basta
gastrointestinal sistem olmak lizere deri, agiz, bogaz, burun ve ilirogenital bolgelerde yer
aldig1 bilinmektedir. Gastrointestinal sistem yaklagik 200 m? gibi genis bir yiizey alanina
sahip olmasi ve mikroorganizmalar i¢in yeterli diizeyde besin 6geleri icermesi nedeniyle
yerlesim i¢in en uygun ortamdir (Cetinbas vd. 2017). Bagirsak duvarina yerlesen bakteri

hiicreleri bagirsaktaki toksin oranini belirleyen 6nemli bir faktordiir (Giirsoy vd. 2005).
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Sekil 1.7 Bagirsak mikrobiyotasinin proksimalden distale (a), epitelden liimene (b), yasa gore
(c) degisimi (Siiziik 2015).
Bagirsak florasinda bulunan bazi bakteriler viicut i¢in zararli olmasina ragmen gastrointestinal
sistem hem zararl bakterilere hem de yararli bakterilere ayn1 zamanda ev sahipligi yapabilme
potansiyeline sahiptir. Saglikl1 gastrointestinal sistemde konak olarak kullanilan insan viicudu
ile bagirsakta bulunan mikroorganizma arasinda capraz diizenleme ile ¢apraz bir iletisim
sistemi vardir. Boylece gastrointestinal sistem saglikli kalarak patojenik bakterilerin asiri
biliylimesini engeller. Bu sekilde konak ile konakg¢1 arasinda komensal bir iligkisi kurulur ve
bakteriler, bagirsagin zengin ortaminda gelisirken konakc¢1 da, bakterilerin sagladigi bir¢ok

fonksiyonel islevlerden yararlanmaktadir (Soylemez 2018).

1.8.2 Antimikrobiyal Ajanlarin Mikrobiyata Uzerine Etkisi

Antimikrobiyal ajanlarin terapodtik olarak veya profilaksi olarak uygulanmasi, konaker ile
normal mikroflora arasindaki ekolojik dengede bozulmalara neden olur. Mikrofloradaki
bozukluklar, maddelerin 6zelliklerine, emilimine ve eliminasyon yoluna baglhdir (Sullivan
vd. 2001). Bir ilacin mikrobiyotaya kars1 stabilitesi klinik olarak 6nemlidir: metabolizma bir
ilac1 farmakolojik olarak aktif, inaktif veya toksik hale getirebilir. Ornegin, 1993'te bakteriyel

fermentasyonla toksik bir ila¢ metabolitinin iiretildigi bir ila¢ etkilesimi nedeniyle on sekiz
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oliim yasandi (Sousa vd. 2008). Dolayisiyla, bu ¢alismanin amaci bu alana kapsamli bir genel
bakis sunmaktir; gastrointestinal mikrobiyota, ila¢ substratlari ve metabolik mekanizma
caligmalarinin 6nli ag¢ilmali ve daha fazla incelemeler yapilarak elde edilen yaklagimlar
tartisilmalidir. Mikrobiyotanin yapisinda herhangi bir nedenden o6tiirii olusan degisim veya
bozulma disbiyozis olarak adlandirilir. Disbiyozis olusumu, kiside ciddi metabolik ve
inflamatuvar rahatsizliklara sebeb olarak bir¢ok hastalifin ortaya c¢ikmasina zemin

hazirlamaktadir (Siiziik 2015).

Genel olarak, disbiyoz 3 farkli baslik altinda incelenir: Bunlar faydali organizmalarin kaybi,
potansiyel olarak zararli organizmalarin asir1 biiytimesi ve mikrobiyal ¢esitliligin kaybolmasi
seklindedir. Bu ii¢ olasi ihtimal karsilikli olarak birbirlerinden etkilenmezler ve ¢ogu zaman
ayn1 anda, {i¢ ihtimal birden gerceklesebilmektedir. Disbiyoz, inflamatuar bagirsak hastaligi,
obezite, alerjik bozukluklar, tip 1 diabetes mellitus, otizm, insan ve hayvan gastrointestinal
sistemlerinde kolorektal kanser gibi cesitli hastaliklart meydana getirebilir (Soylemez 2018).
Mikroorganizmalarin saglikli bir viicudun yasamina devam etmesinde 6nemli rolleri oldugu,
bazen de enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢iktiklar1 bilinmektedir (Cetinbas vd. 2017).
Ayrica ilaglar fitiller veya lavmanlar seklinde rektal uygulama yoluyla bakterilerle dogrudan
temas edebilir. Bu durumda, mikrobiyota aracili metabolizma firsatlarinin artmasi bagirsak
bakterileri tizerinde ilag stabilitelerinin degerlendirilmesinin énemini arttirmistir (Sousa vd.
2008).

Son yillarda yapilan calismalar, bagirsak mikrobiyomunun optimum saglik durumu i¢in
onemini ortaya koymustur. Ilaglarin alindig1 doz miktar1 ve siklik durumuna gére kullanimi,
dengesiz beslenme, sezaryen dogum, asir1 hijyen ve siirekli stres gibi etmenlerin mikrobiyomu
kalic1 olarak degistirmekte oldugu bilinmektedir ayrica agizdan alinan gidalar ile saglikli
mikrobiyata lizerinde etkisi olan bakteri kolonizasyonu arasinda bakteri ¢esitliligi ve dengesi
acisindan da net bir iligki vardir (Soylemez 2018). Bagirsaktaki bakterilerin c¢esitliligi ve
dengesinde ki bozukluklar diger patojen bakterilerin viicuda hakim olmasina sebep olabilir
(Cetinbag vd. 2017). Gastrointestinal kanal dis diinyadan beslenme yoluyla gelen patojen
mikroorganizma, kimyasal ajanlara ve diyet kaynakli antijenlere kars1 devamli bir savunma
halindedir. Viicudun bu savunma sistemi hayatta kalmamizi saglamaktadir (Ozden 2005).
Gastrointestinal bagisiklik sisteminin verecegi yanitt ¢ok iyi belirlemesi gerekmektedir.
Mukozal bagisisiklik sisteminin diizenlenmesindeki bir bozukluk veya eksiklik yangi, alerji,

otoimmun hastaliklar gibi bir¢ok rahatsizligin ortaya c¢ikmasina yol agar. Gastrointestinal
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kanal immiin sistem fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in viicuda oranla genel immun

sistemin %70’den fazlasini bulundurmaktadir (Ozden 2005).

Gram negatif bakterilerin etken olarak goriildiigli enfeksiyonlarin basinda gastrointestinal
enfeksiyonlar ve iiriner yangi gelmektedir. Toplum kokenli sepsisler i¢cin de onemli bir
kaynak olusturan toplum kokenli iiriner yangilarin en sik goriilen etkeni Escherichia coli

(E.coli)’dir (Dogantekin ve ark. 2013).

1.8.3 Escherichia coli

Gram (-), az hareketli, 2-6 3m. boyunda (Alatas 2011), ¢ubuk sekilli, fakiiltatif anaerob bir
bakteri tiiriidiir. Memeli ve insan bagirsak florasinda dogal olarak bulunur (Arisoy 2013).
Bazi kiiltiirlerinde koklara benzer (Sekil 1.8), bazi kiiltiirlerinde ise daha uzun flamanl
sekilleri gortilebilir. Sporsuzdurlar ve genel kullanim besiyerinde trerler. E.coli, normal
bagirsak floras1 iiyelerinden olup bagirsaklarda enterit, enterokolit gibi enfeksiyonlar

olusturabilirler (Alatag 2011).

Sekil 1.8 E.coli’nin elektron mikroskobu ile goriintiisii (Wong, Chen vd. 2015).

Escherichia coli, kalin bagirsagin normal florasinin ortak bir tiyesidir. Bu bakteriler viriilans
faktorlerini kodlayan genetik elementler edinmedigi siirece, iyi huylu olarak kalirlar (Evans Jr
ve Evans 1996). Flagella ve fimbria igeren bakteriyel ylizey yapilari, yapisma isleminde
onemli faktorler olarak tanimlanmistir. E.coli'nin yiizey hidrofobikligi, yiizey yapilari ifade
edildiginde artar ve daha sonra ek islemlerine yardimci olabilir. Bu baglhilik faktorlerinin tiimii
serotipler veya suslar arasinda degisiklik gosterir ve biiylime kosullarmma ve hiicrenin

fizyolojik durumuna bagl olarak degisebilir (Rivas vd. 2006).
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1.8.4 Enterococcus faecalis

Gram (+), fakiiltatif anearob (Sekil 1.9) bir bakteridir. Bagirsaklarda, agiz boslugunda,
vajinal kanalda dogal olarak bulunmaktadir ve bu bdlgelerde diisiik patojenik potensiyele

sahiptir (Arisoy 2013).

Sekil 1.9 E.faecalis hiicresinin taramali elektron mikroskopisi ile goriintiisii (Arisoy 2013).

Enterococcus faecalis dogada her yerde bulunur ve gastrointestinal sistem, diski, kan, idrar,
su ve fermente gidalar dahil olmak tizere gesitli nislerden izole edilmistir (He vd. 2018).
Enterokoklarin bakteriyemiye, iiriner sistem enfeksiyonlarina, endokardine, yumusak doku
enfeksiyonlarina neden olduklar1 gosterilmistir. Bu bakteriler kalp kapakg¢iklarina ve bobrek

epitel hiicrelerine tutunma yetenegine sahiptirler (Yildirim 2007).
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

Bu calismada insan bagirsak flora bakterilerinden olan Escherichia coli ATCC-25922 ve
Enterococcus faecalis ATCC-29212 suslart Zonguldak-TURKIYE ZBEU Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Boliimii tarafindan temin edilmistir. Verapamil HCL (katalog No: 2811) olarak
Acros Organics'den pudra halinde Eczane’den ise ¢dzelti halinde Isoptin® IV (5 mg/2 ml)
satin alindi ve test maddesi olarak kullanildi. Her 2 ml’lik ampulde 5 mg Verapamil
hidrokloriir igeren Isoptin® IV (5 mg/2 ml)’in yardimec1 maddeleri sodyum kloriir ve
enjeksiyonluk damitik sudur. Yogun derisim gereken deneylerde Verapamil’in pudra formu
daha diisiik derisimlerin gerekli oldugu deneylerde ise ampul kullanimi tercih edildi.
Verapamil HCL’nin molekiiler agirligi 491,07 g / mol’diir ve kimyasal yapis1 sekil 2.1°de

gosterilmistir.

CH;0 ?N ?HS OCH3
CH;0 C(CH2)3NCH2CH: OCH; « HCI
|

CH(CH3)2

Sekil 2.1 Verapamil HCL nin kimyasal yapis1 (C27H38N204+HCI).
2.1 KULLANILAN ARAC VE GERECLER

2.1.1 Cahismada Kullanilan Cihazlar

e Inkiibatdr (Thermo Scientific, 866-9-thermo)

e Calkalamal1 Inkiibatdr (Mipro)

e Mikropipet seti (Thermo Scientific- Finnpipette)
e Mikrodalga Firin (Altus ALMD 17B)

e UV-vis spectrophotometer (OptiSen, UV-1800)
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Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Bio-Print ST4)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific EC 300XL)
Elektroforez Tanki (JUNYI®)

Derin Dondurucu (Bosch)

Otoklav (Niive, steam art)

Hassas Terazi (Rad-Wag)

Laminer Flow Cabinet (Niive, LN 090)

Su Banyosu (Niive bath nb 20)

Buzdolabi (Bosch)

Santrifiij (Niive NF 800R)

Santrifiij (Elektro-mag)

Vorteks (Niive NM 110)

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

NucleoSpin Plasmid, Plasmid DNA Piirfikasyon Kiti (Macherey-Nagel)
CaCl,0,1 M

Gliserol 84 mM

Amfisilin (10mg/ml)

Agaroz (Biomax)

1X TAE Tamponu

% 99’luk Etil Alkol

Etidyum Bromiir

Askorbik Asit (40 uM - 60 uM)
Hidrojen Peroksit (H,O,) (6mM)
FeSO, (0-03-0,3-1,5-30 mM)
CuCl; (0,2-2-20-40- 60 uM)
PBS (pH 7- 7,5)

Miiller hinton Sigma Aldrich

LB Broth Sigma Aldrich

Agar

Distile Su (Ezcacibasgi)
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EDTA (0,5 M)

Tris (50 mM) Sigma

Tris— EDTA Tamponu (0,5M EDTA 10 ul + 50 mM 5 ml Tris)
BSA (Sigr Serum albiimin) (0,025 g BSA + 5 ml 50 mM Tris)

2.2 VERAPAMIL’IN ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE ANALIiZi

2.2.1 Plazmid DNA’nin Hazirlanmasi

NEB5a bakterileri kompetent hiicre haline getirildi ve vektéor pUCI19 aktarimi yapildi.

Plazmid aktarimi ger¢eklesen bakteriler amfisilin (10 mg/ml) igeren kati besiyerine ekildi

(overnight 37°C). Normalde NEB5a bakterilerinin amfisiline karsi direngliligi yoktur bu

nedenle sadece plazmid trasnsformasyonunun gergeklestigi NEBSa bakterileri iireme

yapabilecektir. Ureme olan kolonilerden 6ze ile 6rnek alindi ve amfisilin igeren sivi

besiyerine ekim yapilarak gecelik kiiltiir (37°C) hazirlandi. Gecelik kiiltlir sonrasinda

pUC19’un transform oldugu NEBS5a hiicrelerini igeren sivi besiyerinden plazmid DNA

izolasyonu yapildi. Bu islemler asagida yer alan protokoller takip edilerek gergeklestirilmistir.

NEBS5a bakterilerinden kompetent hiicre hazirlanmast;

250 ml’lik erlende 50 ml LB s1v1 besiyeri hazirlandi ve otoklav yapildi.

Steril olan s1v1 besiyerlerine NEB5a ekimi yapildi.

37°C’de calkalayici inkiibatdrde (125 rpm) gece boyunca inkiibasyona birakildi.
OD degeri 0,35 veya 0,4 oldugunda erlen steril buzlu ortama alinda.

5 ayn tiipe 10 ml olacak sekilde paylastirildi ve 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi
ve siipernetand uzaklastirildi.

5ml 0,1 M CaCl; pellet iizerine eklendi ve hafifce karigtirildi.

Daha sonra 20 dakika, 0°C buzlu ortamda bekletildi.

5000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapild1 ve siipernetand uzaklastirildi.

Uzerine 500 ul CaCl, 84 mM gliserol eklendi.

Her tiip 1,5 mI’lik ependorf tiiplerine 100’er pl paylastirildi.

Depolanmak iizere -80’e kaldirildi.

NEBS5a bakterilerine pUC19 plazmid transformasyonu;

Plazmid transformasyonu i¢in -80’den NEB5a kompotent hiicreleri alindi.
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- Kompotent hiicre iizerine 5 pl plazmid aktarildi ve yavasca karistirildi.

- 0°C’de 30 dakika bekletildi.

- Sonrasinda ependorf tiipleri 1 dakika boyunca 42°C sicakliktaki su banyosuna
koyuldu.

- Tekrar 0°C’de 2 dakika bekletildi.

- Uzerine 900 ul LB besiyeri eklendi ve 37°C, 125 rpm’de 1 saat boyunca calkalayici
inkiibatore birakildi.

- Daha sonra transform olan plazmidlerin belirlenmesi i¢in 100 ml’lik amfisilin i¢eren
kat1 besiyerlerine ekim yapildi.

- Tranforme olan bakterilerde koloni halinde iireme goriilmiistiir.

Plazmid DNA saflastirma islemi NucleoSpin®Plasmid piirifikasyon protokolii takip edilerek
gerceklestirilmistir. Bu protokole gore;

- pUC19 plazmid DNA’larin bulundugu gecelik kiiltiir her bir tiipe 7 ml olmak tizere
paylastirildi.

- 15 dakika, 11000 rpm de santrifiij yapilir, stipernetand dokiildii.

- Pellet iizerine 250 ul Al soliisyonu (I ml Al soliisyonu RNase’a eklenerek
vortekslendi ve tekrar A1l sisesine aktarilir) eklendi ve hi¢ pellet kalmayincaya kadar
vortekslendi.

- Daha sonra iizerine 250 pul A2 soliisyonu eklendi.

- Asag yukan hafifge karistirilarak oda sicakliginda 5 dakika beklenir bu esnada
sollisyonun rengi maviye dondii.

- Sonrasinda fiizerine 300 pl tampon madde olarak A3 eklenir ve mavi renk
belirsizlesene kadar hafifce alt-iist edildi.

- 11000 rpm, 10 dakika santrifiij yapildi.

- Daha sonra DNA baglama asamasinda ependorf tiiplerine siitun yerlestirildi.

- Uzerine 750 ul siipernetand eklenir.

- 1 dakika, 11000 rpm’de santrifiij yapildi.

- Kolondan siiziilen soliisyon atilir ve kalan lizat siituna tekrar eklenerek islem
tekrarlandi.

- Daha sonra yikama asamasina gegilir. Bu asama i¢in 6nceden 50°C’de 1sitilmis olan
Ao sollisyonundan 500 pl eklendi.

- 11000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi ve pellet atildi.
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- 600 pl tampon A4 eklendi.

- 1dakika, 11000 rpm’de santrifiij yapild1 ve dipte toplanan atildu.

- Yikama soliisyonunun kolondan tamamen uzaklasmasi igin tekrar 11000 rpm’de 2
dakika santrifiij yapildi1 ve dipte toplanan kisim atildu.

- Sonrasinda kolon 1.5 ml’lik mikro santrifiij tlipiine yerlestirildi.

- Uzerine énceden 70°C’de 1sitilmis AE soliisyonundan 50 pl eklendi.

- 70°C’de 2 dakika inkiibasyona birakildu.

- Son olarak 1 dakika, 11000 rpm’de santrifiij yapildi ve dipte toplanan DNA’lar

biraraya getirildi.

Saflastirma ve DNA miktarini belirleme tayini i¢in Beer-Lambert yasas1 ve agaroz jel (% 1)

elektroforezi ile analiz yapilmistir.

2.2.2 Verapamil’in Kirma Aktivitesi

Verapamil, Verapamil-Asc ve Verapamil-H;O,’nin DNA {izerine etkisi incelenmistir.
Verapamil’in DNA hasar potansiyelini belirlemek i¢in 0,247 uM pUCI19 plazmid DNA 45
dakika boyunca 37°C'de 5 mM - 1,85 mM - 0,185 mM — 0,0185 mM - 0,00185 mM —
0,000185 mM Verapamil konsantrasyonlar1 ile muamele edildi. Deney, hem oksidatif bir ajan
H202 (32 uM) hem de bir indirgeyici ajan olan askorbik asit (0,0185 mM) varliginda
tekrarland1. Inkiibasyondan sonra, reaksiyon karisimlar1 %1°lik agaroz jel elektroforezinde 90
voltta 55 dakika boyunca yiiriitiildii, ardindan etidyum bromiir ile boyama gerceklestirildi.
Deneylerin tiimii, phosphate saline buffer (PBS) (pH = 7,5) yapildi (Cervantes-Cervantes vd.
2005).

2.2.3 Demir Aracith DNA Hasar1 Uzerine Verapamil’in EtKisi

Verapamil'in oksidatif maddeye karsi DNA {izerindeki koruyucu etkilerini incelemek i¢in Yi
vd. (2009) tarafindan kullanilan prosediir takip edilerek 0,247 uM bp pUC19 plazmit DNA,
farkli yogunluk miktarlarinda Verapamil (5 mM — 1,85 mM — 0,185 mM — 0,0185 mM —
0,00185 mM - 0,000185 mM), 1,5 mM FeS0, ve 12 mM H,0, ile muamele edildi. Daha
sonra, 37°C'de 1 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Ek olarak, negatif kontrol olarak
Verapamil hari¢ her seyi iceren bir tiip kullanilirken pozitif konrol olarak sadece DNA

kullanilmustir.
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Ayrica deney 0,611 uM Verapamil, farkli demir konsantrasyonlariyla (FeS04 30 - 0,3 — 0,03
mM) ve 6 mM H,0, varliginda tekrarlanmigtir. Verapamil’in kanda bulunan derisimi (Winek
vd. 2001) ve demirin plazma seviyesi (Letelier vd. 2010) gz Oniine alinarak bahsi gegen

derisimler se¢ilmistir.

2.2.4 Bakir Aracil DNA Hasar1 Uzerine Verapamil’in Etkisi

Deneyin bu kismi Yokawa vd. (2011) kullandig1r yontem takip edilerek 0,247uM pUCI19
plazmid DNA’s1 60 uM CuCl; ve 60 uM Asc varliginda 5 mM — 1,85 mM — 0,185 mM —
0,0185 mM — 0,00185 mM — 0,000185 mM Verapamil ile 37°C'de 45 dakika siire muamele
edildi. Daha sonra reaksiyon karigimi 90 voltta 55 dakika boyunca %l'lik agaroz jel
elektroforezinde analize tabi tutuldu. Deney 0,611 uM Verapamil, 0,611 uM Asc ve bakirin
farkli derisim varhiginda (40 — 20 — 2 — 0,2 uM) tekrarlandi. Bu boliimde ¢ kontrol
kullanilmistir. Birincisi hi¢bir maddeyle muamele edilmemis plazmid DNA, ikincisi sadece
CuCl; (60 uM) ile muamele edilmis plazmid DNA ve son olarak {igiincii kontrolde plazmid
DNA ilag disindaki maddelerle muamele edilmistir. Verapamil’in kanda bulunan derisimi
(Winek vd. 2001) ve bakirin plazma seviyesi (Letelier vd. 2010) goz 6niine alinarak bahsi
gecen derisimler secilmistir. Tiim testler PBS (pH 7,4) tamponda yapild.

2.3 UV-VIiS SPEKTRO iLE VERAPAMIL’IN BAGLANMA OZELLIGININ ANALIiZi

UV-Vis spektrometresi (OptiSen UV-1800) sahip oldugu yiiksek hassasiyet, basitlik, yeniden

kullanilabilirlik ve ¢ok yonliiliik gibi 6zellikleri nedeniyle en ¢ok kullanilan tekniklerdendir
(Su 2015).

2.3.1 Verapamil’in DNA’ya Baglanma Aktivitesinin UV Tarama Yontemi ile

incelenmesi

Bu ¢aligmada Verapamil ve calf timus DNA arasindaki etkilesim UV-Vis spektrofotometre ile
arastirtlmistir. Dorraji ve Jalali’nin (2013) kullandig1 metod takip edilerek calf timus DNA 50
mM Tris-HCI ve 1 mM EDTA igeren tamponda (pH 7,4) ¢oziildii, {izerine Verapamil
soliisyonu ekleyerek UV-Vis Spektrofotometre cihazinda UV taramasi 225-300 nm dalga
boylar1 arasinda yapildi ve absorbsiyon spektrumunda olusan degisiklikler izlendi. Her

eklenen Verapamil sollisyonundan sonra kiivet 5 dk inkiibasyona birakildi.
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1 _ 1 4 1 1 (2.1)
A—A0 Ao — A0  K(Aoo — A0) [Vera]

Baglanma sabitinin (K) degeri, 2.1 numarali denkleme gore 260 nm'de DNA
absorpsiyonundan elde edildi, burada A0, Verapamil'in yoklugunda 260 nm'de DNA'nin
absorbsiyonudur; Aco, Verapamil'in varliginda nihai emilimdir. A, Verapamil-DNA’nin
absorbansidir. Absorbans degerlendirme Olgtimlerinde pH 7,4'te calf timus DNA
konsantrasyonu 3,3 mM’da sabit tutulurken, Verapamil derisimi 0,16 mM ve 1,6 mM

arasinda degiskenlik gostermistir.

2.3.2 Verapamil’in BSA’ya Baglanma Aktivitesinin UV Tarama Yontemi ile incelenmesi

Bu ¢alismada Verapamil ve BSA proteini arasindaki etkilesim UV-Vis spektrofotometre ile
arastirllmistir. Dorraji ve Jalali (2013) kullandigi metod takip edilerek BSA (0,5 g/l) proteini
50 mM Tris-HCI tamponunda (PH 7,4) ¢oziildi, lizerine Verapamil soliisyonu eklenerek UV-
Vis Spektrofotometre cihazinda UV taramasi 220-320 nm dalga boylar1 arasinda yapildi ve
absorbsiyon spektrumunda olusan degisiklikler izlendi. Her eklenen Verapamil
sollisyonundan sonra kiivet 5 dk inkiibasyona birakildi. Baglanma sabitinin (K) degeri, 2.1
numaralt denkleme gore 280 nm'de DNA absorpsiyonundan elde edildi, burada AO,
Verapamil'nin yoklugunda 260 nm'de DNA'nin absorbsiyonudur; Aco, Verapamil'in varliginda
nihai emilimdir. A, Verapamil-BSA’nin absorbansidir. Absorbans degerlendirme
olgtimlerinde pH 7,4'te BSA derisimi 2,4mM’da sabit tutulurken, Verapamil derisimi 0,16

mM ve 1,6 mM arasinda degiskenlik gostermistir.

2.4 IN SILIKO ANALIZi ILE MODELLEME CALISMASI

In-siliko analizi i¢in, UCSF Chimera programi (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera), AutoGrid4
ve AutoDock4’e giris yapilarini hazirlamak i¢in kullanildi. DNA sekansi (PDB ID: 1BNA)
Protein Veri Bankasindan elde edildi. Verapamil HCL yapisi

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ veri tabanindan elde edildi ve Discovery studio yazilimi

tarafindan pdb formatina doniistiiriildii. Makromolekiill (DNA) ve ligand (ilag) dosyalari
AutoDock4 programi kullanarak hazirlandi. Baglanma bolgesinde ligand igin olasi bir

konformasyon ve oryantasyon elde etmek icin kenetleme yapildi. Yazilim kullanilarak,
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DNA'ya polar hidrojen atomlar1 ilave edildi ve polar olmayan hidrojen atomlar1 birlestirildi.
Kompleks sistem, x * y * z yonlerinde (50 * 50 * 100) grid araligi bulunan bir kutu igine
alinarak Auto Dock4'de wuygulanan Lamarckian genetik algoritmalari, yerlestirme
hesaplamalarint yapmak i¢in kullanildi (Hemachandran vd. 2016). Yerlestirme aramasi
tamamlandiktan sonra en iyi yerlestirme en diisiik yerlestirilmis enerji ile segilmistir.
Kompleks DNA'nin Verapamil konformasyonu ile etkilesimi Discovery molekiiler

goriintiileyici kullanilarak analiz edildi.

2.5 ANTIBAKTERIYAL ETKIi

Bu amag igin, insan flora bakterilerinden olan gram pozitif bakteri Enterococcus faecalis ve

gram negatif bakteri Escherichia coli kullanilmastir.

2.5.1 Verapamil’in Escherichia Coli Uzerine Etkisi

Sulandirma metodu yoluyla yapilan deney icin farkli Verapamil konsantrasyonlarini 0,75 mM
—15mM -9 mM — 18 mM — 25 mM igeren Mueller Hinton besiyeri hazirland1. Bir gece
once hazirlanmis ve 37°C’de tiremeye birakilmig olan Escherichia coli siispansiyonundan 0,5
McFarland standartlarina gore ayarlama yapilarak inokiile edildi ve 37°C’de 48 saat boyunca
calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Daha sonra bakteri ireme yogunlugu UV
spektrofotometre (OptiSen UV-1800) yontemi ve CFU (koloni olusturan iiniteler) sayisi seri
seyreltme metodu kullanilarak belirlendi.

Verapamil’in deney kosullarinda bakteri iiremesini engelleyen en diisiikk derisim MIC
(minimum inhibisyon derisimi) degeri olarak belirlendi. MBC (minimum bakterisidal
derisimi) degerinin belirlenmesi i¢in MIC degeri ve daha yiiksek derisim igeren kiiltiirler
Mueller Hinton kat1 besiyerine aktarilarak, 37°C'de, 24 saat inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin

oliimiine sebeb olan en diislik derisim MBC degeri olarak belirlendi.

Ek olarak, Verapamil’in antibakteriyal etkisi disk diflizyon metodu ile tekrarlanan deneyde
Escherichia coli ekili olan Mueller Hinton agar iizerinde 0,75 mM — 1.5 mM — 9 mM - 18
mM — 25 mM Verapamil igeren steril diskler kullanarak (Valipour vd. baskida), disklerin
etrafinda olusan zonlara gore degerlendirildi (Alatas 2011). Kontrol grubu olarak amfisilin

iceren ve hicbir madde igcermeyen disk numuneleri kullanildi.
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2.5.2 Verapamil’in Enterococcus Faecalis Uzerine Etkisi

Sulandirma metodu yoluyla yapilan deney i¢in farkli Verapamil konsantrasyonlarini 0,75 mM
—15mM -9 mM - 18 mM — 25 mM igeren Mueller Hinton besiyeri hazirlandi. Bir gece
onceden hazirlanmis ve 37°C’ de iiremeye birakilmis olan Enterococcus faecalis’den 0,5
McFarland standartlarina gore ayarlama yapilarak inokiile edildi ve 37°C’de 48 saat boyunca
calkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Daha sonra bakteri iireme yogunlugu UV
spektrofotometre (OptiSen UV-1800) yontemi ve CFU (koloni olusturan tiniteler) sayisi seri
seyreltme metodu kullanilarak belirlendi. Biiylimeyi engelleyen en diisiik ilag konsantrasyonu
MIC olarak belirlendi. MBC degerinin belirlenmesi igin MIC degeri ve daha yiiksek derisim
iceren kiiltiirler Mueller Hinton kat1 besiyerine aktarilarak, 37°C'de, 24 saat inkiibasyona

birakildi. Hiicrelerin 6liimiine sebeb olan en diisiik derisim MBC degeri olarak belirlendi.

Ek olarak, Verapamil’in antibakteriyal etkisi disk difiizyon metodu ile tekrarlanan deneyde
Enterococcus faecalis ekili olan Mueller Hinton agar tizerinde 0,75 mM — 1,5 mM — 9 mM —
18 mM — 25 mM Verapamil igeren steril diskler kullanarak (Valipour vd. baskida), disklerin
etrafinda olusan zonlara gore degerlendirildi (Alatas 2011). Kontrol grubu olarak amfisilin

iceren ve hicbir madde igermeyen disk numuneleri kullanildi.
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 VERAPAMIL’IN ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE ANALIZi

3.1.1 Verapamil, Verapamil-Asc ve Verapamil-H,O,’nin DNA Uzerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda Verapamil (5 — 1,85 — 0,185 — 0,0185 — 0,00185 — 0,000185 mM)
ile muamele edilen ¢ift zincirli stipersarmal plazmit DNA {izerinde ilacin bir etkilesimin
bulunmadigt muamele edilmemis plazmit DNA ile birlikte yiiriitilen agaroz jel
elektroforezinde agikca goriilmektedir (Sekil 3.1). Ayrica sekil 3.2°de indirgeyici bir ajan olan
askorbik asit ile ve sekil 3.3’de oksitleyici bir ajan olan H,O, ile muamelesi sonucunda

Verapamil’in DNA {izerinde hasara neden olmadig1 acik¢a goriilmektedir.

Sekil 3.1 pUCI19 plazmit DNA ile farkli Verapamil konsantrasyonlart muamele edilmistir.
%1°lik agaroz jel elektroforez sonucuna gore a, b, c, d, e, f sirasiyla 5 — 1,85 —
0,185 - 0,0185 - 0,00185 — 0,000185 mM Vera, Verapamil’i temsil eder.
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Sekil 3.2 Farkli konsantrasyonlarda Verapamil ile muamele edilen DNA’ya ek olarak 0,0185
mM Askorbik asit eklenmistir. %1°lik agaroz jel elektroforez sonucuna gore a, b, c,
d, e, f sirasiyla 5 — 1,85 - 0,185 - 0,0185 — 0,00185 — 0,000185 mM.

C

Sekil 3.3 Farkli konsantrasyonlarda Verapamil ile muamele edilen DNA’ya ek olarak 32 uM
H202 ile analiz yapilmistir. %1°lik agaroz jel elektroforez sonucuna gore a, b, ¢, d,
e sirastyla32-16-1,6 -0,8 - 0,2 uM.

3.1.2 Demir Aracih DNA Hasar1 Uzerine Verapamil’in Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda Verapamil (5 — 1,85 — 0,185 — 0,0185 - 0,00185 — 0,000185 mM)
ile muamele edilen ¢ift zincirli slipersarmal plazmit DNA iizerinde olusan demir kaynakli
hasar Verapamil tarafindan onlenememistir. Yiritilen agaroz jel elektroforezi sonuglarina
gore Verapamil’in demir kaynakli hasar iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 acikga
goriilmektedir (Sekil 3.4, 3.5, 3.6). Yalmizca Fell ile yapilan muamele sonucunda da
Verapamil ve Fell’nin DNA iizerinde degisiklige sebeb olacak bir etkilesime girmedigi Sekil
3.6’da gosterilmektedir.
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DNA
Vera
Fell
H202

Sekil 3.4 Farkli konsantrasyonlarda bulunan Verapamil ile 1,5 mM Fell + 12 mM H202’nin
DNA iizerine olan etkisi. %1’lik agaroz jel elektroforez sonucuna gore a, b, c, d, e,
f sirastyla 5 — 1,85 - 0,185 - 0,0185 — 0,00185 — 0,000185 mM.

DNA
Vera
Fell
H202

Sekil 3.5 0,611 uM Verapamil ile Fell derisimleri + 6 mM H202’nin DNA iizerine olan
etkisi. %1°lik agaroz jel elektroforez sonucuna gore a, b, ¢ sirasiyla 30 mM, 0,3
mM ve 0,03 mM.
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Sekil 3.6 Farkli konsantrasyonlarda bulunan Verapamil ile 30 uM Fell’nin DNA iizerine olan
etkisi. %1°lik agaroz jel elektroforez sonucuna gore a, b, c, d, e sirasiyla 32 — 16 —
16-0,8-0,2 uM.

3.1.3 Bakir Aracili DNA Hasar1 Uzerine Verapamil’in Etkisi

Farkl1 konsantrasyonlarda Verapamil (5 — 1,85 — 0,185 — 0,0185 — 0,00185 — 0,000185 mM)
ile muamele edilen ¢ift zincirli siipersarmal plazmit DNA iizerinde olusan bakir kaynakli
hasar Verapamil tarafindan onlenememistir. Yiiriitilen agaroz jel elektroforezi sonuglarina
gore Verapamil’in bakir kaynakli hasar {izerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 acikga
goriilmektedir (Sekil 3.7, 3.8). Yalnizca Cull ile yapilan muamele sonucunda da Verapamil ve
Cull’nin DNA iizerinde degisiklige sebeb olacak bir etkilesime girmedigi sekil 3.9°da

gosterilmektedir.
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Sekil 3.7 Farkli konsantrasyonlarda bulunan Verapamil ile 60 uM Cull + 60 pM Asc’in DNA
iizerine olan etkisi. %1°lik agaroz jel elektroforez sonucuna gore a, b, c, d, e,
sirastyla 5 — 1,85 - 0,185 — 0,0185 — 0,00185 — 0,000185 mM.

DNA
Vera
CuCI2
Asc

Sekil 3.8 Farkli konsantrasyonlarda bulunan Cull ile 0,611uM Verapamil + 0,611uM Asc’in
DNA iizerine etkisi. %1’lik agaroz jel elektroforez sonucuna gore a, b, c, d sirasiyla
40-20-2-0,2 uM CuClI2’1 temsil eder.
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Sekil 3.9 Farkli konsantrasyonlarda bulunan Verapamil ile yalnizca 20uM Cull’nin DNA
iizerine olan etkisi. %1’lik agaroz jel elektroforez sonucuna gore a, b, c, d, e
sirastyla 32 -16-1,6 - 0,8 — 0,2 uM.

3.2 UV-ViS SPEKTRO iLE VERAPAMIL’IN BAGLANMA OZELLIGININ ANALIiZi

3.2.1 Verapamil’in DNA’ya Baglanma Aktivitesi

UV-Vis tarama yontemiyle incelenen Verapamil-DNA etkilesimlerinde spektrofotometre
sonucunda elde edilen verilere gore absorbans - dalga boyu grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.20).
Deney, DNA {izerine Verapamil titre edilerek gergeklestirilmistir. Dalga boyu araligi 225-300
nm arasindadir. Verapamil’in DNA’ya baglanmadigi Verapamil’in ayrt DNA’nin ayri pik
vermesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu sonuca gore DNA 260 nm de pik vermis ki bu DNA’nin pik
degeridir. Verapamil ise 230-235 nm dalga boylarinda pik vermistir. Bu dalga boylarida
Verapamil’in kendi dalga boylaridir. Boylece Verapamil’in DNA ile etkilesime girmedigi

anlasilmstir.
=
1.2 B _g
1 £
£
0,8 | 5,
0.6 =
g 04 8
< 0.2 E
0 14
-0.2 i
-0.44
-0.6
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wave

Sekil 3.10 DNA-Verapamil absorbans dalga boyu grafigi.
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Sekil 3.11 DNA-Verapamil etkilesimine gore olusturulan grafik.

Sekil 3.11°de 260 nm dalga boyunda 6l¢iim alinarak olusturulan DNA-Verapamil etkilesim
garfiginde Verapamil’in derisiminin 1,6 mM’a kadar arttirilmasina ragmen herhangi bir
degisim olmamustir. Bu durum Verapamil’in DNA ile etkilesime girmedigini acikca

gostermistir.

3.2.2 Verapamil’in BSA’ya Baglanma Aktivitesi

UV-Vis spektrofotometre 1ile analizi yapilan BSA-Verapamil absorbans grafigi
spektrofotometre sonucunda elde edilen verilere gore ¢izilmistir (Sekil 3.12). Deney, BSA
iizerine Verapamil titre edilerek gerceklestirilmistir ve 280 nm’de Verapamil’in BSA ile

etkilesime girdigi goriilmektedir.

215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325
wave

Sekil 3.12 BSA-Verapamil’in absorbans dalga boyu grafigi.
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Sekil 3.13 BSA-Verapamil etkilesimine gore olusturulan grafik.

Sekil 3.13’e bakildiginda etkilesim sonucu absorbans degerlerinde artis goriilmektedir. Buna
gore baglanma sabiti degeri (K) = 2,45%10°M" dir. K tutunma sabitine gore absorbans artist

Verapamil-BSA etkilesimini gostermektedir.
3.3 1IN SILIKO ANALIZi iLE MODELLEME CALISMASI

Baglanma paterni, Verapamil’in bilinen 3D yapisinin DNA ile etkilesimini tahmin etmek igin
AutoDock4.0 kullanilarak analiz edildi. Ligand (verapamil) ve makromolekiil (DNA) girdi
olarak verildi ve Verapamil’in konformasyonel enerjisini bulmak i¢in esnek yerlestirme
yapildi. Burada galigan her bir AutoDock4 sadece bir baglanma konformasyonu ongérmekle
kalmaz, ayn1 zamanda Kcal/mol'de baglanma serbest enerjisi ve pM'de tahmini bir inhibitor

konsantrasyon (Ki) i¢in bir deger belirtir.

Sonug olarak, ligand (verapamil) minér oluga baglanarak hedef DNA’ya oturmustur (Sekil
3.14). Verapamil’in baglanma enerji degeri —7,3'dir. Hata paymi gosteren cIRMS degeri
0,0’dir. Verapamil, DNA’ya 6 yerden hidrojen bagi kurarak baglanmistir (Sekil 3.15b) ve
mindr oluga oturmustur. Yerlestirme sonuglarima gore DC3, DA6, DT7, DG22 ve DT20
niikleotidleriyle etkilesimde bulunulmustur. Hidrofobik etkilesiminin varligi da sekil 3.15a’da

gosterilmistir.
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(a) Verapamil HCL nin 3D yapasi

(¢) Verapamil DNA etkilesiminin in siliko modellemesi

(b) BNA1’in 3D vapisi

Sekil 3.14 (a) Verapamil HCL nin pdb formati; (b) DNA’nin pdb formati; (¢) DNA'nin minér
oluk tarafi ile Verapamil’in molekiiler yerlestirme perspektifi.

Hydrophobicity

3.00
2.00 0
1.00
0.00

-1.00

-2.00

-3.00

(@) (b)

Sekil 3.15 (a) Verapamil HCL ve DNA arasindaki hidrofobik etkilesim; (b) Hidrojen
baglanma etkilesiminin molekiiler modellenmesi.
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3.4 ANTIBAKTERIYAL ETKI
3.4.1 Escherichia Coli Uzerine Verapamil’in Etkisi
Sulandirma metodu ile yapilan antibakteriyal deneyi sonuglarina goére en yogun olan ii¢

konsantrasyonlarda (25mM — 18mM — 9mM) ilacin antibakteriyal etki gostererek iiremeyi
durdurdugu saptanmustir (Sekil 3.16). MIC degeri 3. Tiip (9 mM) olarak belirlendi.

i) N

Sekil 3.16 E.coli kiiltiirlerine sulandirma metodu ile yapilan antibakteriyal iireme. 5, 4, 3, 2 ve
1. Test tiiplerinin konsantrasyonlar sirasiyla 0,75 — 1,5 — 9 — 18 — 25 mM’dur.
Kontrol tiipiinde ilag bulunmamaktadir. Deney ii¢ tekrarli gerceklestirilmistir.

MBC degerini belirlemek igin ise 1. 2. ve 3. test tiiplerinden numune alinarak kati besiyerine
ekim yapildi. 3. test tiipiindeki derisim bakteri hiicrelerini 6ldiirdiigi (Sekil 3.17) igin 9mM
MBC degeri olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.17 E.coli’nin MBC degerini belirlemek i¢in yapilan kati besiyeri.

Disk difiizyon metodu ile yapilan deneyde Verapamil’in konsantrasyonlarini igeren disklerin
etrafinda zon goriilmemistir (Sekil 3.18). Steril bos diskler kullanarak Mueller Hinton agara
ekilen Escherichia coli hiicrelerinin biiylimesi 0, 1, 2, 3, 4 ve 5 ile etiketlenmis olan
bolgelerde bulunan disklerin tizerine sirasiyla 0 — 0,75 — 1,5 — 9 — 18 — 25 mM Verapamil
konsantrasyonlart eklenmistir. Bu nedenle Verapamil’in Mueller Hinton kati besiyerinde

E.coli Giremesine karsi antibakteriyal etki gostermedigi anlasilmistir.

Sekil 3.18 Disk metodu ile E.coli iizerinde antibakteriyal lireme. Sagdaki resim farkli
konsantrasyonlarda Verapamil ile muamele edilmis, sol resimde kontrol olarak
(amfisilin) kullanilmistir.
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Sekil 3.19 Farkli Verapamil konsantrasyonlari iceren besiyeri ortamlarinda Escherichia
coli’nin relatif biiylimesi. A, B, C, D, E sirasiyla 25 — 18 — 9 — 1,5 — 0,75
mM’dir.

Sekil 3.19’te 25 mM ilag¢ konsantrasyonu Escherichia coli iiremesini %92 engellerken 18 mM

ve 9 mM konsantrasyonlarinda bu oran %96 - %97 arasindadir. %100°liik kontrol siitununda

E.coli bakteri sayis1 9,1 18E+14 olarak belirlenmistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20 Escherichia coli susunun standart tireme grafigidir.
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3.4.2 Enterococcus Faecalis Uzerine Verapamil’in Etkisi

Sulandirma metodu ile yapilan antibakteriyal deneyi sonuglarima gore en yogun olan
konsantrasyonlarda (25mM — 18mM — 9mM) ilacin antibakteriyal etki gostererek iiremeyi
durdurdugu saptanmustir (Sekil 3.21). MIC degeri 3. Tiip (9 mM) olarak belirlendi.

Sekil 3.21 E.faecalis kiiltiirlerine sulandirma metodu ile yapilan antibakteriyal iireme deneyi.
5,4, 3, 2 ve 1. Test tiiplerinin konsantrasyonlari sirastyla 0,75 - 1,5—-9 - 18 — 25
mM’dir. Kontrol tiiplinde ilag bulunmamaktadir. Deney ii¢ tekrarli olarak
gergeklestirilmistir.

MBC degerini belirlemek igin ise 1. 2. ve 3. test tiiplerinden numune alinarak kati besiyeri

ekimi yapildi. 3. test tiipiindeki derisim bakteri hiicrelerini 6ldiirdiigii (Sekil 3.22) i¢in 9 mM

MBC degeri olarak kabul edilmistir.

Sekil 3.22 E.faecalis’in MBC degerini belirlemek igin yapilan kati besiyeri.
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Disk difiizyon metodu ile yapilan deneyde Verapamil konsantrasyonlarini igeren disklerin
etrafinda zon goriillmemistir. Sekil 3.23°de steril bos diskler kullanarak Mueller Hinton agara
ekilen Enterococcus faecalis hiicrelerinin biiylimesi. 0, 1, 2, 3, 4 ve 5 ile etiketlenmis olan
bolgelerde bulunan disklerin tizerine sirasiyla 0 — 0,75 — 1,5 — 9 — 18 — 25 mM Verapamil
konsantrasyonlart eklenmistir. Bdylece Verapamil’in Mueller Hinton kati besiyerinde

E.faecalis iiremesine karsi antibakteriyal etki gostermedigi anlagilmistir.

Sekil 3.23 Disk metodu ile E.faecalis iizerinde antibakteriyal tireme. Sagdaki resim farkli
konsantrasyonlarda Verapamil ile muamele edilmis, sol resimde kontrol olarak
(amfisilin) kullanilmistir.

Enterococcus faecalis
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Sekil 3.24 Farkli Verapamil konsantrasyonlar1 igeren besiyeri ortamlarinda Enterococcus
faecalis’nin relatif biiytimesi. A, B, C, D, E sirasiyla 25 — 18 -9 - 1,5 - 0,75
mM’dir.
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Sekil 3.24°de 25 mM ila¢ konsantrasyonu Enterococcus faecalis iiremesini %95 engellerken
18 mM ve 9mM konsantrasyonlarinda bu oran %92-97 arasindadir. %100’liikk kontrol
stitununda E.faecalis bakteri sayis1 9,88E+21 olarak belirlenmistir (Sekil 3.25).

Enterococcus faecalis

y=2E-22x+0,2061 .

Absorbans (OD 600

0 2E+21 4E+21
Hucre Sayisi

Sekil 3.25 Enterococcus faecalis susunun standart tireme grafigi.
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BOLUM 4

TARTISMA

Bu calismada, in vitro ortamda Verapamil'in farkli bakir ve demir konsantrasyonlari
tarafindan indiiklenen pUC19 plazmid DNA zincir kirilmas: tizerindeki etkisini agikliyoruz.
DNA ve proteinler reaktif oksijen bdolgeleri tarafindan iiretilen serbest radikallere karsi
hassastirlar. Ornegin, OH radikali, bir hidrojen atomunun DNA omurgasi boyunca
deoksiribozlardan ¢ikarilmasiyla DNA parcalanmasinin baslaticisi olarak kabul edilir. Kiiciik
boyutu nedeniyle radikal hidroksil hizla yayilir ve daha sonra DNA molekiillerini herhangi bir
pozisyonda bdler. Boylece DNA zincirinde kirikliklar ve hasar meyadana gelir. DNA ¢ift
zincir konformasyonunun bozulmasi, azot bazlarmin kimyasal modifikasyonu gibi farkl
seviyelerde yapisal hasara ugrayabilir (Cervantes-Cervantes vd. 2005). Serbest radikaller
kanser gibi bircok hastaliga yol agmaktadir. Antioksidanlar ise hasar Oncesi radikal
olusumunu onlemelerinin yaninda, olusmus oksidatif hasari onararak, ¢esitli reaktif ara
tirtinleri noétralize eder ve okside biyomolekiillerin indirgenmesini saglarlar (Siileyman vd.
2018). DNA hasarinin, siipersarmal pUC19 plazmid DNA'sinin agik dairesel ve dogrusal
DNA formlarina doniistiiriilmesiyle Olgiilebilecegi bilinmektedir. Hasar gormemis pUC19
plazmid DNA’s1 siipersarmal formda, tek zinciri hasar gérmiis olan pUC19 plazmid DNA’s1
acik halkasal formda ve son olarak her iki zincirde de hasar meydana gelmis olan plazmid
DNA dogrusal formda bulunur (Jun vd. 2007). Tim bu bilgilerden yararlanarak DNA
tizerinde ki hasar potansiyeli pUC19’un elektroforez jel goriintiileri okunarak belirlenmistir.
Bu nedenle ¢alisgmamizda analiz edilen plazmid DNA'nin agaroz jel elektroforezi, etidyum
bromiir ile boyandiktan sonra bir UV aydinlatici altinda incelenerek pUC19 DNA’nin kirilma
etkinligi, Verapamil’in bakir ve demir varliginda siipersarmal DNA'y1 (SC) agik dairesel
forma (OC) ve dogrusal forma (L) doniistiirme yetenegiyle belirlenmistir. Bu arastirmada
siipersarmal pUC19 plazmid DNA Verapamil ile etkilesim gdstermemistir. Insan
plazmasindaki Verapamil derisimi 0,09 — 0,36 mg/I'dir. Verapamil’in molar konsantrasyonu
(5-1,85-0,185 - 0,0185 - 0,00185 - 0,000185 mM) insan plazmasindaki derisime gore

hesaplanmistir (Winek vd. 2001). Ayrica Verapamil konsantrasyonunun insan plazmasinda
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stipersarmal DNA’y1 kirmadigi belirlenmistir. Verapamil’in DNA {iizerine oksidatif hasara
sebeb olacak bir etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda alinan
Verapamil ile saf DNA muamele edilmis ve bunun sonucunda Verapamil’in tek basina cift
zincirli stiper sarmal pUC19 plazmis DNA {izerinde bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir.
Verapamil, ne indirgeyici bir ajan olan askorbik asit ile ne de oksitleyici bir ajan olan hidrojen
peroksit ile DNA iizerinde hasara neden olmamistir. Hidrojen peroksit (H,O;), zayif bir
oksitleyici ajandir. Hiicre zarini gizlice gegebilir; Hiicre i¢inde olduktan sonra, hidroksil
radikalleri olusturmak i¢in Fe(I) ve Cu(Il) iyonlar1 ile reaksiyona girebilir ve bdylece
oksidatif stres olusumuna yol acarak hiicre hasarina sebebiyet verebilir (Golla ve Bhimathati
2014). H,0, ve Fell molaritesinin yapilan literatiir taramasi1 sonucunda sirasiyla 5-25 mM ve
ImM olarak kullanilmis oldugu belirlenmistir (Li vd. 2018). Buna gore ¢alismada kullanilan
H,0;, oran1 6 mM ve Fell orani 1,5 mM olarak ayarlanmistir. Verapamil’in pUC19 plazmid
DNA'sin1 Fenton reaktifi tarafindan iiretilen hidroksil radikallerinin zararl etkilerinden
koruyabilme kabiliyetinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alisma sonucunda Verapamil’in oksidatif
hasar1 koruyucu veya indiikleyici bir etki gostermedigi anlasilmistir. Bakir canli
organizmalarda en bol bulunan ikinci gegis metalidir ve askorbik asit gibi redoks ajanlarinin
varliginda askorbik asit ve Cull kombinasyonuyla etkili bir sekilde -OH {ireterek oksidan
iiretimini arttirir. Askorbik asit ile Cull tepkimeye girdiginde -OH ve Cul’in olustugu dnceki
caligmalarda rapor edilmistir (Hsu ve Li 2002, Yokawa vd. 2011). Bu durum Cu(Il)/Cu(l)
redoks tepkimesi ve Asa/Cu(Il) tarafindan desteklendiginde ciddi anlamda DNA zincir
kirikliklarina sebebiyet vermektedir (Subramaniam vd. 2015). Giris kisminda bahsedilen
Amiloid-bpeptid (Ab) mevcudiyetinde metal kaynakli reaktif oksijen tiirleri aktif olarak -OH
tiretimini indiikleyebilmektedir (Cheignon vd. 2016) ancak Verapamil’in boyle bir aktivitesi
goriilmemektedir. Ayrica Asa/Cu(Il) aracili DNA hasarina karsida Verapamil’in koruma
yetenegi bulunmamisgtir. Calismadan elde edilen sonuglar, reaktif oksijen bolgeleri tarafindan
pUC19 DNA'sina verilen hasarlarin kapsaminin ve niteliginin, {iretici sisteme ve kendi basina
biyomolekiillere zarar vermeyen bir metal iyonu olan Cu (II)'nin varligina baglh oldugunu
gostermektedir. Bakir, hiicrelerde bulunan en redoks aktif metal iyonlarindan biridir ve
kromatin ile yakindan iliskilidir (Li vd. 2012). H,O,, Cu (Il)/Asc ve Cu (Il), DNA iizerinde
biiyiik bir etkiye neden oldugu Cerventas vd. (2005) yaptig1 ¢alismada gosterilmistir. Ayrica
demir ve bakir iyonlari, Haber-Weiss ve/veya Fenton reaksiyonlari yoluyla reaktif oksijen
tiirlerinin olugmasina yol acabilir (Letelier vd. 2010). Milosevic vd. (2012) Mikroniikleus testi
ve Fish yontemi kullanarak Verapamil ilacinin insan lenfositleri lizerine etkisini arastirdiklari

calisma sonucunda Verapamil’in yliksek dozda sitototoksik etkisinin  oldugunu
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gostermislerdir. Bu nedenle, In vitro ortamda gergeklestirmis oldugumuz bu calisma
metabolizmaya girmemis olan Verapamil’in DNA’ya zarar verememesine atfedilecek
sonuglar kapsamina uygun degildir (Singh vd. 1994). Boylece Verapamil metabolitlerinin,
DNA ve mikrotiibiil proteinleri iizerindeki etkilerini analiz etmek i¢in daha fazla ¢alismaya

ihtiya¢ duyulmaktadir.

UV-Vis tarama yontemiyle incelenen Verapamil-DNA etkilesimlerinde Verapamil’in
DNA'’ya baglanmadigi sekil 3.10’da Verapamil’in ayri DNA’nin ayr1 pik vermesiyle ortaya
cikmistir. Bu sonuca gére DNA 260nm de pik vermis ki bu DNA’nin pik degeridir.
Verapamil ise 230-235nm dalga boylarinda pik vermistir. Bu dalga boylarida Verapamil’in
kendi dalga boylaridir. Her iki maddede de hicbir degisim gozlenmemistir. Bu nedenle zay1f
baglanma egilimini ifade eden (K) baglanma sabitine gore 2.1 numarali denkleme veriler
girildiginde sonu¢ anlamsiz ve negatif ¢ikmaktadir. Verapamil DNA’ya baglanmadig: i¢in
denklem bize saglikli bir K sabiti degeri verememektedir. Verapamil DNA ile etkilesime
girmemesine ragmen BSA proteinine tutunmustur. Bu durum sekil 3.12°de BSA-Verapamil
absorbans-dalga boyu grafiginde agik¢a goriilmektedir. (2.1) numarali denkleme gore veriler
yerine yazildiginda Verapamil’in BSA proteinine baglanma sabiti (K) : 2,45*10° bulunur. Bu
durum dogrusal ¢ikan Verapamil-BSA absorbans grafigi (Sekil 3.13) ile desteklenmektedir.
Nitekim Verapamil BSA proteini ile etkilesime girerek BSA proteininin yapisini bozmus ve

absorbans degerinin yiikselmesine sebeb olmustur.

In siliko ¢alismasinda van der waals (VDW) enerjilerinin pozitif degeri ligandin aktif bolgeye
iyi uymadigin1 gosterir (Hemachandran vd. 2016). Ancak c¢alismanin sonucunda, VDW
kuvvet enerjilerinin, DNA molekiiline iyi uyan Verapamil i¢in olduk¢a negatif oldugu
gosterilmektedir. Sonug olarak Verapamil’in DNA’ya baglanma potansiyeli vardir ve DNA'ya

yonelik Verapamil ¢alismalarinin arttirtlmasina ihtiyag duyulmaktadir.

Caligmamizda Verapamil’in en yogun ii¢ derisimi E.coli lizerinde ciddi bir antibakteriyal etki
gostermistir. Ulseratif kolitli hastalarda eklem bulgularinin klinik ve laboratuvar dzelliklerinin
incelendigi calismada; eklem tutulumlu {ilseratif kolit hastalarinin bagirsak floralarinda
azalmis miktarda Eschericha coli bakterilerinin bulundugu tespit edilmistir. Sonug olarak,
bagirsak mikroflora kompozisyonunun immuniteyi degistirmek yolu ile {ilseratif kolitli
hastalarda eklem tutulumuna yol agtigi ortaya cikmaktadir (Koca 2015). Diisik doz

Verapamil alimlarinda (1,5 ve 0,75 mM) E.coli iiremesi {izerine antibakteriyal etki
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goriilmemistir. Aksine kontrol grubu ile karsilagtirildiginda %5 ve %8 oranlarinda E.coli
tireme miktarlarinda artis goriilmektedir. E.coli tarafindan ifade edilen kolisin proteinleri
benzer tiirlerdeki bakteriyel biiyiimeyi inhibe ederler (Omerovic vd. 2017). E.coli
miktarindaki bu artis kollisin protein miktarinda da artisa sebeb olacagi icin bagirsak
homoestazin1 bozmasi kag¢inilmaz bir durumdur. Calisma sonucuna gore ise yiiksek doz
Verapamil kullanimmin E.coli hiicrelerini 6ldiirdiigii, diisik doz Verapamil kullaniminin ise
E.coli tiremesini arttirdigi goriilmektedir. Ayrica gram pozitif bakteri olarak kullanilan
E.faecalis biiyiimesi {izerine Verapamil’in etkisi incelendiginde yiiksek dozdan diisiik doza
kadar tiim doz araliklarinda E.faecalis bakterilerinin tiremesinin engellendigi gorilmiistiir.
Sonuglarimiza gore en yogun ii¢ ila¢ derisiminin E.faecalis iizerinde antibakteriyal etkisi
oldukca yiiksektir. 1,5 ve 0,75mM derisimlerinin etkisi ise ilag yogunluguna bagli olarak
azalmigtir. Ancak yinede %11-%9 arasinda antibakteriyal etki gostermistir (Sekil 3.24). MIC
degeri olarak iiremenin olmadig1 en diisiik derisime sahip olan deney tiipli kabul edilirken
MBC degerini belirlemek i¢in liremenin goriilmedigi tiim deney tliplerinden numuneler
alinarak Mueller Hinton kat1 besiyerine ekim yapilmistir. Bdylece bakteri iiremeleri
engellenen suslar kati besiyerinde kendini gosterecektir fakat Verapamil derisimi bakteri
suslarin1 6ldiirmiigse kati besiyerinde iireme goriilmeyecektir. Bu sekilde bakteri suslarini
oldiiren minimum derisim 9mM olarak belirlenmistir. Verapamil bu iki bakteri suslarinin
normal biiylime siireclerini etkileyerek bagirsak homoestazinda bozulmaya yol agar. Bu
durum gastrointestinal sistemde dengenin bozulmasina yol agarak disbiyoz olusumuna neden
olmaktadir. Disbiyoz olusumu ise mikrobiyotanin yapisinda herhangi bir nedenle meydana
gelen degisim veya bozulma olarak bilinir. Boylece kiside ciddi metabolik ve inflamatuvar
rahatsizliklarin ortaya ¢ikmasi ve bircok hastaligin olusmasina zemin hazirlanmasi
kacinilmazdir (Stizik 2015). Disk difiizyon metoduyla yapilan c¢aligmada Verapamil’in
bakteri suslarmma karsi antioksidatif bir etki gostermedigi ortaya g¢ikmistir. Sivi ortamda
Verapamil antioksidatif etkisini gosterirken kati besiyeri ortaminda disk difiizyon yontemiyle

herhangi bir etki goriilmemistir.
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BOLUM 5

SONUC

Kalp ilac1 olan Verapamil’in, DNA ile etkilesiminin in vitro ve in siliko analizinin ayrica
insan flora bakterileri tizerine olan etkisinin arastirildigi bu ¢alismada kayda deger bulgular
elde edilmigtir. Bulgular, Verapamil’in DNA ile etkilesiminin incelendigi elektroforez jel
calismalarinda Verapamil’in DNA {iizerine dogrudan veya dolayli olarak bir etki géstermedigi
aciklamaktadir. Ancak makromolekiil (DNA) ve ligand (verapamil) etkilesimini similasyon
ortaminda gergeklestiren in siliko ¢aligmasina gore Verapamil’in 6 hidrojen bagi kurarak
DNA’nin minér oluklarina baglanabilecegi tespit edilmistir. Verapamil’in insan bagirsak flora
bakterileri tiizerine olan antibakteriyal etkisinin ise ciddi boyutta yiiksek oldugunu
gdstermistir. In Vvitro ortamda gergeklestirilen bu deneylerin antibakteriyal etki disinda hiicre
tizerine olan olumsuz etkilerinin belirlenmesi amaciyla ilave ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica Verapamil’in DNA ile ilgili calismalarinin ilave yontemlerle
desteklenmesine hatta Verapamil metabolitlerinin DNA etkilesiminin arastirilmasina ihtiyag

vardir.
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