ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DEKSAMETAZON ILACININ ANTiBAKTERIYEL ETKILERININ
ARASTIRILMASI, DNA'YA BAGLANMASININ iN VITRO VE iN SiLiKO ANALIZi

MOLEKULER BiYOLOJI ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZIi

CAGLA ASLAN

MAY IS 2019



ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DEKSAMETAZON iLACININ ANTIBAKTERIYEL ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI, DNA'YA BAGLANMASININ iN VITRO VE iN SiLiKO ANALIZI

MOLEKULER BiYOLOJI ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZIi

Cagla ASLAN

DANISMAN: Dr. Ogr. Uyesi Ebrahim VALIPOUR

ZONGULDAK
Mayis 2019



KABUL:

Cagla ASLAN tarafindan hazirlanan “Deksametazon Ilacinin Antibakteriyel Etkilerinin
Arastirilmasi, DNA' ya Baglanmasimin In Vitro ve In Siliko Analizi” baslikli bu ¢alisma jiirimiz
tarafindan degerlendirilerek Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak oybirligiyle kabul edilmistir.
27/05/2019

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Ebrahim VALIPOUR ~ SZ00000.0.0
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Bolumi

Uye : Dog. Dr. Sevim KARAKAS CELIK
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekuler Biyoloji
ve Genetik Bolumii

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Fahriye ZEMHERI
Bartin Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetlk Bolumu

ONAY:

Yukaridaki imzalarin, ad1 gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim. e ./2019

M

Prof. Dr. Ahmet OZARSLAN

Fen Bilimleri Enstitiisti Miidiirti

i



“Bu tezdeki tiim bilgilerin akademik kurallara ve etik ilkelere uygun olarak elde
edildigini ve sunuldugunu, ayrica bu kurallarm ve ilkelerin gerektirdigi sekilde, bu
calismadan kaynaklanmayan biitiin atiflar: yaptigimi beyan ederim.”

Cagla ASLAN



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DEKSAMETAZON iLACININ ANTIBAKTERIYEL ETKILERININ
ARASTIRILMASI, DNA'YA BAGLANMASININ iN VIiTRO VE iN SiLIKO ANALIZi

Cagla ASLAN

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali

Tez Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Ebrahim VALIPOUR
Mayis 2019, 77 sayfa

Anti-inflamatuar etki gosteren bir ilag olan deksametazon (Dex) diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle bu calismada ilacin DNA ve bazi flora bakteriyel suslari

tizerindeki etkisi arastirildi.

Dex’in DNA kirilmalarina etkisi, slipersarmal plazmid DNA'sinin Dex ile muamele edilmesi
ve ardindan agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. Analiz demir, hidrojen peroksit, askorbik
asit, demir art1 hidrojen peroksit, bakir ve bakir art1 askorbik asit varliginda tekrar edilmistir.
Ek olarak, ilac-DNA etkilesimleri UV-Vis spektrofotometresi ve in siliko ydntemleri
kullanilarak calisilmistir. flacin bazi flora bakteri suslari iizerindeki etkisi, disk difiizyonu ve

stv1 besiyeri seyreltme yontemleri ile arastirilmistir.

Bu in vitro ¢alismada, ilag, siipersarmal DNA'y1 insan plazmasinda bulunanlardan daha yiiksek
konsantrasyonlarda (1700, 170, 17, 1,7 ve 0,42 uM) bile kirmamistir. Dex'in DNA iizerindeki



OZET (devam ediyor)

etkisi, Asc, H202, demir ve bakir varliginda degismedi. Ilacin DNA ile baglanma sabiti, 7256
1/M olarak elde edildi. In siliko analizi, ilacin, -5.84'liik bir baglanma enerjisi ile ¢ift sarmal
DNA’nin mindr oluguna baglandigini, 3 hidrojen bag1 ve hidrofobik baglar yaptigini gdsterdi.
flacin 2264 uM'si, E. cloacae, E. coli, E. faecalis ve P. mirabilis koloni olusturan birimlerini
(CFU) sirasiyla % 10, % 23, % 42 ve % 10 arttirmistir. Ayn1 zamanda, ilacin 1132 uM'si, E.

coli ve E. faecalis'in CFU' sunu sirasiyla % 30 ve % 19 arttirmaktadir.

Sonug olarak, deksametazon, bazi flora bakterilerinde bir artisa neden olurken, in vitro durumda

DNA iizerinde herhangi bir etki gdstermemektedir.

Anahtar Kelimeler: Deksametazon, DNA, E. cloacae, E.coli, E. faecalis, P. mirabilis,

Bilim Kodu: 401.02.00
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Dexamethasone (Dex), a drug with anti-inflammatory effects, is widely used worldwide.
Therefore this study aimed to investigate the effect of the drug on DNA and some flora bacterial

strains.

Effect of Dex on DNA breakages was analyzed by treating of supercoiled plasmid DNA with
Dex and then analysis on agarose gel electrophoresis. The analysis was repeated at the presence
of iron, hydrogen peroxide, ascorbic acid, iron plus hydrogen peroxide, copper and copper plus
ascorbic acid. In addition, the drug-DNA interactions were studied using UV-Vis
spectrophotometer and in-silico methods. Effect of the drug on some flora bacterial strains was
investigated by disc diffusion and broth dilution methods. In this in-vitro study, the drug did
not break the supercoiled DNA at any concentrations even at higher concentrations (1700, 170,
17, 1,7 and 0,42 uM) than those found in human plasma. The effect of Dex on DNA did not
change in the presence of Asc, H20», iron and copper. Binding constant of the drug with DNA
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was obtained as 7256 1/M. In-silico analysis showed bonding of the drug on a minor groove of
double helix DNA by the binding energy of almost -5.84, making 3 hydrogen bonds and
hydrophobic bonds. 2264 uM of the drug increased colony forming units (CFU) of E. cloacae,
E. coli, E. faecalis and P. mirabilis by 10 %, 23 %, 42 % and 10 % respectively. Also, 1132
uM of the drug cause to increase CFU of E. coli and E. faecalis by 30 % and 19 % respectively.
In conclusion, dexamethasone causes an increase in some of the flora bacteria while it does not

show any effect on DNA in in-vitro condition.

Key Words: Dex, DNA, E. cloacae, E. coli, E. faecalis and P. Mirabilis

Science Code: 401.02.00
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Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis ve Proteus mirabilis bize
Zonguldak-TURKIYE ZBEU Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Béliimii tarafindan comertce

kazandirilmastir. Tesekkiirti bir borg biliriz.
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huzur duydugum sevgili ¢alisma arkadaslarim Giilsim Kiibra Giimiis ve Siimeyye Zarf'a

tesekkiir ederim.
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arkamda olan basta babam Yusuf Ziya Aslan ve annem Nazan Aslan olmak iizere canim aileme
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 KORTIiKOSTREOQOIDLER

Kortikosteroidler (KS’ler) bobrek iistii bezlerinden salgilanan endokrin bezlerdir.
Kortikosteroidler; Karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi, santral sinir sistemi, anti -
inflamatuar etki, immiinosupresif etki, kardiyovaskiiler sistem vb. {izerine etkileri vardir
(Palancioglu vd. 2012). Bobrek iistii bezlerinin korteks katmanindan mineralokortikoid,
gonadokortikoid ve glukokortikoidler salgilanmaktadir (Hanttash 2016).

Kortikosteroidler, inflamatuar yanitta yer alan g¢oklu sinyal yollarina miidahale ederek
inflamasyonu kontrol edebilmektedir. Ancak anti - inflamatuar mekanizmalar1 tam olarak
anlasilamamustir. Hasta da glukokortikoid salgilanmasi ya da sentetik glukokortikoid verilmesi
durumunda genelde ilk olarak iltihap bdlgesinde 16kosit ve makrofaj birikiminin baskilanmasi
ve buna bagh olarak da arasidonik asit parcalanmasini bozarak prostoglandin olusumunu
engellemesiyle iltihaplanmayr  durdurdugu, vyani anti-inflamatuar etki  gosterdigi
diistiniilmektedir (Sekil 1.1) (Graziani vd. 2006).
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Sekil 1.1 Anti - inflamatuar etki mekanizmasi (Hanttash 2016).

Lipooksijenaz |— | Hiperoksitler

Hiicre zarinda yayilan glukokortikoidler, hiicre i¢i reseptorii aktive eder ve reseptor - steroid
kompleksi hiicre c¢ekirdegine translokasyona ugrar. Buna baglh olarak speksifik genlerin
ekspresyonlari lizerine transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar. Yani ekspresyonu uyarir ya
da inhibe eder. Gen ekspresyonu i¢in gereken zamana bagli olarak KS’lerin ¢ogunun etkisi
hemen olusmaz birkag saat sonra etkileri gézlenir. Bu klinik agidan ¢ok énemlidir (Kim vd.
2009).

1.2 ANTI - INFLAMATUAR ILAC OLARAK DEKSAMETAZON

Kortikosteroidler, inflamatuar tedavi i¢in yaygin olarak kullanilan bir ilag grubu olarak
bilinmektedir. Histaminler ve prostaglandinler gibi bazi inflamatuar endeksleri inhibe ederek
anti - inflamatuar etkiler saglarlar. Sentetik bir glukokortikoid olarak Deksametazon (Dex),
dogal glukokortikosteroidleri taklit eder ve anti - inflamatuar etki gosterir (Barnes 1999,
Newton 2000, Wong vd. 2018).

Oral kortikosteroidler astimin, inflamatuar eklem bozukluklarinin, gastrointestinal sistemi ve

merkezi sinir sistemini etkileyen hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Van

Staa vd. 2000).



O
Sekil 1.2 Deksametazon’un kimyasal yapis1 (Singh vd. 1994).

Deksametazon C22H29FOs kimyasal formiilli (Sekil 1.2), 392,5 molekiiler agirligi olan uzun
stireli etki gosteren sentetik glukokortikoid ilaglardan biridir. Anti - inflamatuar ve
immiinosiipresan ilag olarak bir¢ok organ sistemleri rahatsizliklarinda kullanilma sebeplerinden
biri Deksametazon ve tiirevlerinin dogal glukokortikoidlerin (kortizon) su ve tuz tutucu yan
etkilerini tasimamasi ve kuvvetli anti - inflamatuar etkilere sahip olmalaridir (Hanttash 2016).
Cizelge 1.1°de goriildiigii gibi daha uzun siire etkili, giiglii anti - inflamatuar etkiye sahiptir
(Palancioglu vd. 2012).

Deksametazon dogal kortizolden ¢ok daha giicliidiir ve neredeyse saf glukokortikoid etkiye
sahiptir. Deksametazon’un 0,75 mg’lik dozu, 20 mg kortizol (hidrokortizon) ve 25 mg kadar
kortizon esdegeridir. Bu nedenle dentoalveolar cerrahide yaygin olarak kullanilmaktadir

(Hanttash 2016).

Cizelge 1.1 Etki stirelerine gore kortikosteroidler (Palancioglu vd. 2012).

. Etki
Anti
inflamatuar Plazma Mineralokort Glukokort
Kortikosteroid Yan Etki Siiresi | Doz Lo R
Etk. P Potansiyeli Potansiyeli
Omrii
Kisa Etkili
Hidrokortizon 1 90 dk 8-12 saat 20 1 1
Kortizon 0,8 60 dk 8-12 saat 25 0,8 0,8
Orta Etkili
Prednisolon 4 | 200dk | 18-36saat | 5 | 08 4
Uzun Etkili
Deksametazon 25 200 dk 36-54 saat | 0,75 0 25-80
Betametazon 25 200 dk 36-54 saat | 0,75 0 25-30




Cizelge 1.2 Deksametazon plazma konsantasyonlart.

Deksametazon Plazma Uygulama yolu Kaynak
Konsantrasyonu
2 ng/ml Deksametazon % 3,78 oral (Kasuya vd. 1984)
% 3,83
5 ng/ml Deksametazon % 1.29 oral (Kasuya vd. 1984)
% 2,64
6 ng/ml Deksametazon % 76,56 UPLC-PDA (Klintip vd. 2016)
Yiiksek performansli
10ng/ml Deksametazon % 119.8 sivi kromatografi (Song vd. 2004)
(HPLC)
25 ng/ ml % 60,50 UPLC-PDA (Klintip vd. 2016)
Deksametazon
Yiiksek performansli
50 ng/ml Deksametazon % 79.4 stvi kromatografi (Song vd. 2004)
(HPLC)
50 ng/ml % 54,30 UPLC-PDA (Klintip vd. 2016)
200 ng/ml Yiiksek performansl
Deksametazon % 88.8 s1v1 kromatografi (Song vd. 2004)
(HPLC)

Deksametazon’un biyolojik yar1 6mrii 36-54 saattir (Singh vd. 1994). Deksametazon’un plazma

derigsimleri yapilan literatiir taramalarinda belirlenmis ve Cizelge 1.2 olarak sunulmustur.

PLA2 arasidonik asit saliniminda gorevli olan enzim fosfolipaz A2’yi engelleyerek aragidonik
asit salinimin1 engeller ve buna bagh olarak hem siklooksijenaz hem de lipooksijenaz yolunu
bloke eder. Bunun sonucunda prostoglandinlerin, 16kotrienlerin sentezi ve notrofillerin birikimi
azalmaktadir (Onder 2016). Deksametazon fosfolipaz A2 enzimini inhibe ederek anti
inflamatuar etki gosterir. Bu nedenle, PONV'nin (Postoperatif bulanti ve kusma)
azaltilmasinda, artroplasti hastalarinda agrinin hafifletilmesinde, dentoalveolar cerrahide, deri
alerjileri, astim ve romatizmal sorunlarin tedavisinde kullanilan ¢esitli formlar1 olan bir ilagtir.
Bu formlar oral, intravendz, intramiiskiiler olarak alinabilirken, gbz damlasi, kulak ve burun

spreyi seklinde kullanilanilabilir (Hanttash 2016, Fan vd. 2018).

Odem gelisimini 6nlemek icin 6zellikle beyin demi tedavisinde, alerjik sokta, spinal kord

basilarinda nasal sprey olarak da kullamilir (Onder 2016).



Yan etkilerine bakildiginda ytliksek dozda ve uzun siire kullanilmalar1 halinde fizyolojik ve
farmakolojik etkilerin siddetlenmesi seklinde ciddi yan etkileri gériiliir. Istah agilmasi ve kilo
alma, huzursuzluk, Hiperglisemi, Diabetes Mellitus, 6dem, menstruasyon diizensizligi,
miyopati, gastrit, vb. birgok yan etkiye sahiptir (Onder 2016). Deksametazon’un kemoterapinin

neden oldugu bulant1 ve kusmanin 6nlenmesinde etkili oldugu rapor edilmistir (Chu vd. 2014).

Cizelge 1.3 Deksametazon ¢oziiciileri.

Coziiciiler Derisim Ozellikleri Kaynak
PBS Tamponu 10 mg / ml (Sun vd. 2015)
Metanol 10 pl (20ng Dex) Kasuya vd. 1984)

Su Coziinmiis Dex mg / ml: (Yu vd. 2007)
0,056

PBS Co6ziinmiis Dex mg / ml: (Yu vd. 2007)
0,057

PBS containing 0,2 % Tween-20 Coziinmiis Dex mg/ml: (Yu vd. 2007)
0,110

PBS containing 1 % SDS Coziinmiis Dex mg/ml: (Yu vd. 2007)
0,896

Calismalarda kullanilan Dex ¢oziiciileri ¢izelge 3’de yer alan literatiir taramalar1 géz 6niinde

bulundurularak belirlenmistir.

Sing ve arkadaslarinin (1994) yapigi ¢calismaya gore tiim Deksametazon konsantrasyonlari fare
- ilag tedavisi ¢aligmalarinda 30 saatlik uygulamada fare kemik iliginin eritrosit hiicrelerindeki
mikroniileus oraninda doza bagl artisin indiiksiyonu yani yiiksek mikroniikleus insidansi

oldugunu gosterir.

Chen ve arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 ¢alismada, Deksametazon, insan yumurtalik kanseri
hiicrelerinde hiicre dis1 matrise yapismayi artirarak kemoterapiye karsi hiicre direncini

arttirdigin1 gostermislerdir.

Yeung ve arkadaslar1 (2004) Deksametazon’un sitotoksik etkisini insan retinal pigment
epithelium (ARPE19 hiicre hatti) iizerinde arastirmiglar ve bu ilacin toksik etkisini tespit

etmislerdir.



Oliveira ve arkadaslar1 (2017) Deksametazon’un, Allium cepa meristematik kok hiicrelerinde
kromozom sapmalari endeksini doza bagli bir sekilde anlamli sekilde arttirdigini géstermistir.
Ek olarak, Queiroz ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan ¢alismanin bulgulari,

hidrokortizonun farelerin kemik iliginde genotoksik aktiviteye sahip oldugunu géstermistir.
1.3 DNA’NIN YAPISI VE FONSIYONU

Canlilarin tiim genetik bilgisini DNA (deoksiriboniikleik asit) igerir. Ilaglarin ve kimyasallarmn
DNA ile etkilesimi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan DNA hasar1 genellikle kanserle
iligkilendirilir (Davis ve Lin 2011). Canliligin siirdiiriilebilmesi igin gerekli islevler, hiicrede
tiretilen proteinlerin genetik kodlar1, proteinlerin miktari gibi tiim bunlar DNA’da planlanir ve

kodlanir (Dursun 2009).

DNA molekiiliinde meydana gelen hasar kanser gibi bir¢ok hastaliga neden oldugu gibi gelecek
nesillere aktarilan genetik bilgide degisikliklere neden olur. Canlilarda meydana gelen DNA
hasarlart DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan diizeltilmektedir. Hasar ve tamir belirli bir
denge halindeyse de bu dengenin bozulmasi durumunda tamir mekanizmalar1 yetersiz olacaktir
ve bu durumda DNA da hiicre 6liimii, kanser, mutasyon gibi kalic1 zararlar meydana gelecektir.
DNA hasar1 ya hasara sebebiyet veren durumlardan uzak durularak ya da hasari onleyici

Onlemler alinarak engellenmelidir (Yildirim 2015).

DNA genetik bilgiyi gelecek nesillere aktaran birbirine anti paralel, sarmal iki uzun polimer
zincirden olusmaktadir. Watson ve Francis Crick agiklamis olduklari bu ¢ift sarmal DNA
molekiilii; 5 - 3 yoniinde seker fosfat omurgasindan olusan iki zincirin birbirine antiparalel

olarak sarilmasiyla meydana gelmis bir yapidir (Sekil 1.3) (Cakmak 2013).

- T
.

Sugar | Phosphate |Sugar| Phosphate |Sugar| Phosphate |Sugar| Phosphate

Sekil 1.3 DNA zincirindeki baz, seker ve fosfat baglari1 (Dursun 2009).



Her bir niikleotitinde 2 - Deoksiriboz sekeri, bir azotlu baz ve bir fosfat grubu bulunmaktadir.
Piirin grubunda Adenin (A) ve guanin (G) yer alirken pirimidin grubunda sitozin (C) ve timin
(T) baz1 yer almaktadir (Sekil 1.4). Adenin ile timin, guanin ile sitozin birbirine hidrojen baglari
ile baglanmaktadir (Toptanci vd. 2016).

Sekil 1.4 DNA'nin Cift sarmal yapist (Dursun 2009).

Cift sarmal yapidaki DNA’nin A, B ve Z olmak iizere 3 degisik sekli bulunmaktadir (Sekil 1.5)
ve kromozomal DNAnin saga yonelik B formunda oldugu diistiniilmektedir (Cakmak 2013).

Sekil 1.5 A, B ve Z DNA yapis1 (Cakmak 2013).

DNA, prokaryotlar da dairesel kromozomlar iginde iken Okaryotlar da ise dogrusal
kromozomlar i¢inde yer alir. Kromozomlardaki genler DNA yapisindadir. Bir hiicrede bulunan

kromozomlar topluluguna genom denilmektedir ve insan genomunda yaklagik 46 kromozom



ve bunlar i¢inde bulunan yaklagik 3 milyar baz ¢ifti bulunmaktadir (Yildirim 2015). DNA nin
iki temel islevi vardir. Bunlardan ilki hiicre bdliinmesi sirasinda kendini kopyalamaktir
(Replikasyon veya duplikasyon da denilir). Kromozomlarin boliinmesi sirasinda kendini
kopyalar ve boliinme sonrasinda yeni hiicrede ayni 6zelliklerin ortaya ¢ikmasi i¢in gereklidir.
Ikincisi Transkripsiyon olarak adlandirilan kendinde toplanan bilgileri RNA’ya (riboniikleik
asit) aktarmaktir. Transkripsiyon RNA’nin DNA kalib1 {izerine senteziyle DNA’daki bilgiler
RNA molekiiliine aktarilir. RNA da toplanan bilgiler ribozomlarda okunur ve protein, enzim
sentezinde kullanilir. Bu siirece ise Translasyon denilmektedir. Tiim bu dongiiye ‘Santral

Dogma’ denilmektedir (1.1) (Dursun 2009).

Translayon
Transkripsivon (1.2)

Protein

DNA {izerindeki biiyiik (major) ve kii¢lik (mindr) oluklar baz ¢iftlerinin dizilisine bagl olarak
olusmaktadir (Sekil 1.6). Her olugun c¢evresi genislik ve yiikseklik olarak farklilik
gostermektedir. Biiyiik oluk 11,6 A genislik ve 8,5 A derinlik gibi daha genis etkilesim alam
icerdiginden ilaglar ve hacimli molekiillerin kolayca bag olusturmasini saglar. Kii¢iik oluklar
derinlikleri 8,2 A kadardir ve daha kiigiik etkilesim alanina sahiptir. Antibiyotikler ve
antikanser ilaclar1 kiiciik molekiiller oldugu i¢in bu kiiciik oluktan baglanti kurarlar (Toptanci
vd. 2016).

Major

Oluk Guanin Sitozin

Omurga boyunca

uzanan negatif yukla
Minor fosfat iyonlar
Oluk

Sekil 1.6 DNA yapisindaki mindr ve major oluklar (Cakmak 2013).



Major ve mindr oluklarla etkilesen molekiiller DNA’ya Van Der Waals baglari ile baglanirlar
ve bu kii¢lik molekiiller DNA fonksiyonlarini bozarak bir hastaligin kontrolii ve tedavisinde bir

ilag roliinii Gstlenirler (Sirajuddin vd. 2013).

1.4 DNA - iILAC ETKILESIMLERI

DNA ile ilag molekiilleri arasindaki etkilesim incelendiginden ilag molekiillerinin DNA’ya
kovalent veya kolavalent olmayan baglanmalar ile etkilestigi goriilmistiir (Sirajuddin vd.
2013).

Kovalent baglanmalarda: DNA ile etkilesime giren molekiil DNA’daki siireglerin
inhibisyonuna ve buna bagli olarak hiicre 6liimiine neden olur. DNA’ya kovalent baglanan
molekiillerin kanser tedavisindeki rolleri, DNA’ya alkil gruplar1 baglamaktir. Bu gérevlerinden
dolay1 alkilleyici ajanlar olarak da adlandirilirlar. Bu alkilasyon ajanlart DNA’ya kovalent
olarak baglanirlar ve bunun sonucunda bazlar da yanlis eslesmeler, yer degistirmeler, yapidan

ayrilan gruplar DNA sentezinin durmasina ya da apaptozise (hiicre oliimiine) neden olur

(Sirajuddin vd. 2013).

Kovalent olmayan baglanmalar: Ilaclarin DNA'ya kovalent olmayan baglanmasi geri
doniisiimliidiir. Ilag metabolizmasi ve potansiyel toksik etkiler géz dniine alindiginda, kovalent
baglanma ile karsilastirildiginda daha fazla tercih edilir. Bununla birlikte, kovalent olmayan
DNA etkilesimli maddeler, DNA konformasyonunu, DNA burulma gerilimini, protein - DNA
etkilesimini kesebilir ve potansiyel olarak DNA iplik kopmalarina neden olabilir (Aleksi¢ ve

Kapetanovi¢ 2014).

DNA ile kovalent olmayan sekilde reaksiyona giren ilaclarin siniflandirilmasi;
1. interkalatorler

2. Kiigtik (mindr) ve biiyiik (major) oluk baglayicilar

3. D1s baglayicilar

1. DNA interkalatorleri

DNA interkalatorleri DNA’ya kovalent olamayan baglarla baglanirken bazlar arasindaki

hidrojen baglari1 par¢calamadan DNA omurgasina dik istiflenen molekiillerdir (Sekil 1.7).



Interkalasyon DNA ¢ift sarmalin stabilize eder, uzatir, sertlestirir ve ¢ozer. Etidyum Bromiir,

Proflavin DNA interkalatorlerine 6rnek olarak verilebilir (Aleksi¢ ve Kapetanovi¢ 2014).

Sekil 1.7 DNA molekiilinde bifonksiyonel interkalatorlerin interkalasyon tipleri: I -
intramolekiiler capraz bag ve II - intermolekiiler capraz bag (Aleksi¢ ve
Kapetanovi¢ 2014).

2. Kiiciik (Minor) ve Biiyiik (Major) oluk baglayicilar

Kiigiik oluk baglayicilari olugun seklini tamamlayan hilal sekline sahiptirler. Bu grupta yer alan
ilaclar aromatik halkaya sahiptir. ilag kiiciik oluga sikica oturur. Netropsin ve Berenil en {inlii
kiiclik oluk baglayici ilaglardandir. Az sayida madde biiyiik oluga baglanmaktadir. DNA olugu
baglayici ilaglarin ¢cogu, hedef olarak kiigiik olugu seger. Bu ilaglar pozitif bir elektrostatik
potansiyele sahip olan yay seklindeki, diizlemsel ve kaynasik olmayan aromatiklerdir (Aleksi¢
ve Kapetanovi¢ 2014).

3. Dis baglayicilar
Bu tip baglanma dogada elektrostatiktir. Baz1 ligandlar, DNA fosfat omurgas1 ile spesifik
olmayan, dis kenar istifleme etkilesimleri olusturabilirler. Bazi metal kompleksleri, harici

baglanma yoluyla DNA ile etkilesime girer (Aleksi¢ ve Kapetanovic¢ 2014).

DNA molekiiliinde meydana gelen hasar kanser gibi bir¢cok hastaliga neden oldugu gibi gelecek

nesillere aktarilan genetik bilgide degisikliklere neden olur. Canlilarda meydana gelen DNA
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hasarlar1 DNA tamir mekanizmalar tarafindan diizeltilmektedir (Yildirnrm 2015). Hasar ve
tamir belirli bir denge halindeyse de bu dengenin bozulmast durumunda tamir mekanizmalari
yetersiz olacaktir ve bu durumda, kanser, ndrodejenerasyon gibi dldiiriicii ve tedavi edilemeyen
hastaliklar meydana gelmektedir (Kelly 2008). Ilaglarin ve kimyasal maddelerin DNA ile
etkilesmesi ve bunun sonucu olarak meydana gelen DNA hasarlari genellikle kanserle

iliskilendirilmektedir (Davis ve Lin 2011).

DNA’ya zarar veren ilaglar kanserli hiicrelerin biliylimesini tesvik eder. Bir¢ok kadinin
kullandig1 genotoksik ilaglar onlar da meme kanseri riskini iki katindan fazla olacak sekilde
arttirmustir (Sharpe vd. 2002). Su ana kadar yapilan birgok calismaya bakildiginda prokarbazin,
L-Dopa, kloramfenikol, N-asetilsistein ve gentamisin gibi bazi kimyasal bilesikleri igeren
ilagclar DNA hasarim1 indiikleyebilmistir. Bunlar bir metal iyonunun varliginda ve belirli
kosullarda DNA hasarina yol agabilir (Roriz ve Moya 2017). Bazi ilaglar genotoksik etki
gosterirler ve buna bagli olarak karsinojenezize, DNA hasarina ve sonug olarak hiicre hasarina

neden olurlar (De Oliveira vd. 2017).

1.5 INSAN VUCUDUNDAKI DEMiR-BAKIR

Bakir (Cu) ve demir (Fe) yasamin temel unsurlaridir. Her ikisi de kromozom yapisinin
korunmasinda 6nemli unsurlardir (Bertoncini vd. 2016). Demir ve bakir insan viicudunda
esastir ama ayni zamanda toksik metallerdir. Gerekli olarak bilinirler ancak genetik asir1 yiik
hastaligi, Wilson hastaligi vb. hastaliklar haricinde toksisiteleri ¢ok 1yi bilinmemektedir. Her
iki metal de gecis elemanlaridir. Her iki metal de asir1 zararli oksidan radikallerinin iiretimine
katkida bulunur. Gegis metallerinin bir 6zelligi iki veya daha fazla oksidasyon durumu
sergilemeleridir. Oksitlenmis durumlar Cu*? ve Fe**dir ve indirgenmis durumlar Cu* ve
Fe*2dir. Bu redoks yetenegi onlar1 enerji iiretiminin gesitli asamalarinda yararh kilan seydir.
Ama ayn1 zamanda bu 6zellikleri onlarin zarar verici ROS olusumunu katalize etmelerini saglar

(Brewer 2009).

1.5.1 Demir

Demir canlilarin fonksiyonlart igin 6nemli bir unsurdur (Takatsuka vd. 2011). Oksijen
tasinmasi, DNA, RNA ve protein sentezinde, enerji yapiminda gorev almaktadir. Ayrica pek

cok enzimin yap1 ve fonksiyonu i¢in gereklidir. Demir ferritin proteini araciligiyla depolanir.
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Demir organizma i¢in temel bir element olmas1 yaninda zararli da olabilmektedir. Bu nedenle
canli organizmalar demir homeostazini kontrol eder (Takatsuka vd. 2011). Demir doniismek
i¢in, Oncelikle transferrin ve ferritin denilen kandaki molekiiller tarafindan tasinir. Demir
yeterliligi hem erkek hem de kadinlarda normal aralik % 15 - 45'tir (Brewer 2009). Demir,
oksijen taginmasi ve hiicresel oksidatif metabolizmada rol oynayan temel bir mineraldir, ancak
ayni zamanda ¢evresel bir toksindir. Her ne kadar demir emilimi limitler dahilinde
diizenlenebilse de, demir birikir, ¢ilinkii kaloriler gibi fazla miktarlar1 atmak i¢in homeostatik
bir mekanizma yoktur. Zamanla yiikselen demir depolarmin olas1 toksik etkileri, malignite,
norodejeneratif hastaliklar, diabetes mellitus, enfeksiyonlar ve ateroskleroz dahil olmak {izere
yaygin yaslanma hastaliklarinin patogenezinde rol oynamistir. Yiiksek reaktif demir (Fe*?) ve
nispeten kararli demir (Fe*®) oksidasyon durumlari arasinda geri doniisiimlii bir sekilde
dolagma, reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi bu biyomolekiiller i¢in toksiktir (Zacharski vd.
2000).

1.5.2 Bakir

Bakir tiim biyolojik organizmalar i¢in iz elementtir. Ancak ayni1 zamanda toksik bir etki
gosterebilir (Cervantes-Cervantes vd. 2005). Cekirdekte bakir da bulunur, kromozomlar ve
DNA bazlari, 6zellikle guanin ile yakindan iliskilidir (Li ve Trush 1994).

Kandaki bakir 2 biiyiik havuz olarak diistiniildiigiinde, insan kanindaki bakirmn % 85 - 95i,
seruloplazmin adli bir molekiile kovalent olarak baglanir ve bdylece toksisiteye neden
olmayacag1 anlaminda giivenlidir. Diger % 5 - 15’1 alblimin ve kandaki kii¢iik molekiillere
gevsek bir sekilde baglanir. Bu gevsek olarak bagli olan bakir aslinda serbest bakir dedigimiz
seydir. Serbest bakir ROS olugmasi yoluyla bir oksidan mekanizmasi tarafindan toksisiteye
neden olur. Oksidasyon, lipitler, proteinler ve DNA dahil olmak iizere bircok molekiile zarar
verir. Wilson hastaliginda, kandaki serbest bakir havuzu biiyiik 6l¢iide genislemistir (Brewer
vd. 2009). Daha 6nce yapilan caligmalara gére Cu* fizyolojik pH’ta G ve C bazlarina kuvvetli
bir sekilde baglanir ve buna bagh olarak A - T baz giftlerini bozarak DNA’nin ¢ift sarmal
yapisini bozar (Yokawa vd. 2011). Cervantes ve arkadaslar1 yaptiklar1 (2005) ¢alismaya gore
bakir askorbik asit gibi redoks ajanlarinin varliginda ROS olusumunu arttirir. Askorbik asit ve
Cu*® kombinasyonu verimli bir sekilde hidroksil radikali (+OH) iiretir. *OH bir hidrojen
atomunun DNA omurgast boyunca deoksiribozlardan ¢ikarilmasiyla DNA parcalanmasinin

baslaticisi olarak kabul edilir. Kiigiik boyutu nedeniyle *OH hizla yayilir ve daha sonra DNA
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molekiillerini herhangi bir pozisyonda boler. Cu*? sistemleri tarafindan iiretilen ROS, *OH hem
bakteriyofaj A DNA hem de proteinlerin kimyasal yapisin1 derinden degistirdigini
gostermislerdir. Cu*? komplekslerini igeren DNA hasari ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu, hidrojen

peroksit ve askorbik asit varliginda yapildi (Alipazaga vd. 2009).

1.6 OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres; canli organizmalarda patolojik olarak ya da normal metabolizmada ortaya ¢ikan
serbest radikaller ve bunlara kars1 olan antioksidan savunma sistemindeki dengenin bozulmasi
yani serbest radikallerin iiretimi ile biyolojik sistemin bunlara diren¢ yetenegi arasindaki
dengesizlik durumudur (Esen 2013, Lee vd. 2017). Serbest radikaller DNA, gibi birgok
biyolojik materyale zarar verebilir ve beraberinde immiin sistemde zayiflama, kalp-damar
hastaliklari, kanser gibi birgok hastaliga sebep olabilecekleri yapilan literatiir taramalarinda
gdzlenmistir. Ornegin demirin serbest formlart DNAya saldirmak gibi toksik etkiye neden olur
(Koca ve Karadeniz 2003).

Teorik olarak bakildiginda hiicrede serbest demir bulunmamaktadir. Fakat siiperoksitler
araciligi ile in vivo ortamda stres altinda demir igeren molekiillerden demir serbest forma
dontigiir. Serbestlesen demir reaktif hidroksil radikali (*OH) olusumunu saglayan Fenton
reaksiyonunu katalizler. Hidroksil radikali (*OH), 9-10 sn gibi ¢ok kisa bir yar1 6mriinde
tehlikeli reaksiyonlara neden olabilen hidroksil iyonunun bir formudur. Oksidatif hasar ile sekil
1.8’de de gosterildigi gibi DNA’da baz modifikasyonlari, baz kirikliklari, seker hasar1 veya
DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma meydana gelebilir (Esen 2013).

Oksidatif stres mekanizmalarini ve derecesini tespit etmek hastaliklara neden olan
mutasyonlarin nedenlerini ve yayilmasindaki roliinii anlayabilmek i¢in ekstra Onem

tagimaktadir (Kelly 2008).

1.6.1 Serbest Radikaller

Serbest radikaller son yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran atom veya

molekiillerdir. Demir ve bakir eslesmemis elektrona sahip, reaksiyonlari katalizleyerek serbest
radikal olusumunu etkilerler (Kaya vd. 2019). RNT/RNS ve ROS/ROT reaktif oksijen tiirleri

vardir.
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Reaktif oksijen tiirleri hiicrelerdeki metabolizma ve diger eksojen ¢evresel faktorler tarafindan
fe*2 ve Cu*? gibi gecis metalleri tarafindan katalizlenen redoks dongiisii olarak bilinen bir
siirecle iretilir. ROS'un asir1 iiretimi karbonhidratlar, niikleik asitler, vb. gibi hiicresel
biyomolekiillere zarar verebilir. Bunun sonucunda kanser, iltihaplanma, Alzheimer hastaligi,

kardiyovaskiiler hastalik ve yaslanma gibi birgok hastalik ortaya ¢ikar (Yi vd. 2009).

Bulasici Duayu
Hastaliklar Hazan

Oksidatif
stres
(Artmis
ROS)

Kronik
inflamasyaon
Ve
Otoimmin
Hastaliklar

Maraolojik

Bozukluklar

Sekil 1.8 Oksidatif Stres’in ¢esitli hastaliklara katkis1 (Brieger vd. 2012).

Asagidaki sekil 1.9’da gosterildigi gibi Oz’nin birinci ve ikinci elektronun indirgenme
reaksiyonu ile sirasiyla Oz, H2O2 olusurken ligiincii elektronun eklenmesi ile OHe olusur

(Ozcan vd. 2015).

0 —» Oy—» H:07 ——» OH+ —» H20

Molekiller Siiperoksit Hidrojen  Hidroksil Su
oksijen anyon peroksit radikali

Sekil 1.9 Oksijenin indirgenme reaksiyonu.
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1.6.2 Hidrojen Peroksit (H202)

Serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynar. Fe*? veya diger gegis metallerinin ve siiperoksit
radikalinin varliginda hidroksil radikalini (OH¢) olusturur. Hidrojen peroksit, demir igeren

hiicresel membranlarda da hasara neden olabilir (Kumar vd. 2011).

1.6.3 Hidroksil Radikalleri (OHze)

Hidroksil radikalleri elektrofilik ve son derece reaktif bir radikaldir (Kelly 2008). Negatif yiiklii
DNA’ya Fe*? - Fe*3ve Cu*! - Cu*?iyonlan siirekli bagli bulunmakla birlikte oksidatif strese
maruz kaldiklarinda serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler (Esen 2013).

H,02+ Fe*? — OH++ OH + Fe™........(1)

H,02+ Cu*' — OH++ OH + Cu*......... (2)

H20,+ Fe*® — HOze + H'+ Fe*............ (3)

H.0, + Fe*? — OHes + OH + Fe™.......... 4)

Haber-Weiss reaksiyonlari: demir/bakir katalizli (1) ve (2) numaral reaksiyonlardir. (3) ve (4)
numarali reaksiyonlar ise Fenton reaksiyonlaridir. Oksidatif hasar mekanizmasi bu
reaksiyonlarla gdsterilir. Fenton reaksiyonlari, asidik sartlar altinda Fe* iyonunun H,O; ile
etkilesmesidir ve bunun sonucu hidroksil radikalleri olusmaktadir (Giirtekin ve Sekerdag 2008,

Esen 2013).

Hidrojen peroksitin kendisi dogrudan DNA'y1 oksitleyemez, ancak bir hidroksil radikali
olusturmak i¢in gegis metalleri ile ¢ok hizli reaksiyona girer. OHe, DNA’da etkili olabilmesi
icin DNA’da veya c¢ok yakininda olugmasi gerekmektedir (Park ve Imlay 2003). Hidroksil
radikalleri DNA da bulunan piirin ve pirimidin bazlarinda degisikliklere neden olmaktadir
(Esen 2013).

Oksidatif mekanizmalarla DNA’da olusan hasarlanma tipleri sunlardir: Zincir kirilmasi, DNA-

protein ¢apraz baglarinin olusmasi ve mutajenik etkiye yol agar (Sekil 1.10) (Ozcan vd. 2015).
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Fizyolojik kosullar altinda serbest bakir (Cu) iyonlar1 (1.2) de gosterildigi gibi askorbik asit
veya hidrojen peroksit varliginda hidroksil radikalleri tiretebilirler ve DNA’ya hasar verebilirler
(Yokawa vd. 2011).

Asc + 2Cu*?_, dehydroascorbate + 2Cu* + 2H*  (Esen 2013) (1.2)

Askorbik asit metal iyonlar1 ve metal kompleksler tarafindan oksitlenirken, metal iyonlari

indirgenir. Ornegin; Cu*?, Cu*’ e; Fe*®, Fe*? ’e indirgenir (Y1ldogan Beker 2011).

Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS) Reaktif Nitrojen Tiirevleri (RNS)
!0, 'OH 0,© H)0, NO ONOO N,05

Protein Hasan

Lipit

(DNA Tamir Enzimler)) Peroksidasyonu
DNA Hasan l akidonik Asit
ve Mutasyon Yagam

|
Deaminaszyon X
8-0x0-dC: MDA Eikosanoidler
8-nitroguanin = — |- (malendialdebi) |
Abazik Bélgeler 4HNE Hicre
Tek Ve Cift Zincir Kinkiiklar (4fkolsimonens)  Deformasyonu
\‘ Kanser —

Sekil 1.10 Oksidatif mekanizmalarla DNA'da olusan hasar mekanizmasi (Altuntas ve Batman 2017)

1.7 ANTIOKSIDANLAR / ANTiOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Insan viicudunu serbest radikallerden veya reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan oksidatif

hasara kars1 korur (Kumar vd. 2011).

Antioksidan takviyesiyle oksidatif hasarin inhibe edilmesi; serbest radikal kaynakli oksidatif
hasarlarin neden oldugu hastaliklarin riskini azaltilabilecegi ve antioksidan takviyesinin
potansiyel saglik fonksiyonuna sahip oldugu iddia edilmistir. Bu ylizden DNA gibi
biyomolekiillerin oksidatif hasarinin inhibitorleri olarak potansiyel aktiviteye sahip olan ¢esitli
sentetik ve dogal antioksidanlarin arastirilmasma biiyiik onem verilmistir (Yi vd. 2009).
Antioksidan savunma sistemleri dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki gruba ayrilirlar

(Sekil 1.11).
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Antioksidanlar

~ I

Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
v Ny BHT, BHA,

Enzimatik Enzimatik olmavan T;T:’;i;ifjg::“
SOD D\ Sentetik maddeler
Katalaz Endajen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatvon rediiktaz Sertiloplazmin [i-Karoten
Glutatyon-S-transferaz~ Bilirubin Askorbik Asit

Ferritin Flavonoidler

Laktoferrin

Urik asit

Haptoglobinler

Albumin

Sekil 1.11 Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Yavager 2011).

Demir alimi ile kolorektal kanser (Alexander vd. 2011), Meme kanseri (Guo vd. 2015),
Ozofagus kanseri (Zhu vd. 2014) ve Akciger kanseri (Xue vd. 2014) gibi ¢oklu kanser riski
arasindaki korelasyonun varligini gésteren bircok ¢alisma vardir. Ek olarak, serum bakir diizeyi
ile akciger kanseri ve rahim agzi kanseri gibi kanserler arasindaki iliskiyi gosteren ¢ok sayida
rapor vardir (Zhang ve Yang 2018). Ayrica, bazi ilaglarin DNA kirilmasina neden olabilecegini
gbsteren birka¢ rapor vardir. Ornegin, resveratrol (Subramaniam vd. 2015), bleomisin
(Kobayashi vd. 1998), kloramfenikol (Ohnishi vd. 2015), N-asetilsistein (Oikawa vd. 1999) ve
prokarbazin (Ogawa vd. 2003). DNA'y1 demir veya bakir varliginda pargalayabilir.

1.8 GASTROINTESTINAL SiSTEMi

Gastrointestinal sistem, insan {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir ve fizyolojik kosullar altinda
dinamik bir dengeyi koruyan karmasik bir mikroorganizma popiilasyonu igerir. Mikrobiyota,
bagirsak biitiinliiglinii gliglendirmek veya bagirsak epitelyumunu sekillendirmek, enerji
toplamak, patojenlere karsi korunmak ve konak immiinitesini diizenlemek gibi bir¢cok fayda
sunmaktadir (Canny ve McCormick 2008). Ayrica bagirsak epitelyum sagligt ve noro

davranigsal gelisim gibi insanlarda hayati 6nem arz eden birgok fizyolojik siireci icermektedir
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(Barko vd. 2018). Mikrobiyal kompozisyondaki (dysbiosis) herhangi bir degisikligin insan
saglig1 tizerinde dogrudan etkisi vardir (Canny ve McCormick 2008). Gastrointestinal sistemin
fonksiyonel ve yapisal olarak normal olmasi saglikli bir yasam i¢in 6nemlidir (Schiller vd.
2005).

Mikrobiyota dogumdan sonra kisa bir siire igerisinde gelismeye baslamaktadir ve yaklasik
olarak 1000 kadar tiiri igermektedir. Mikrobiyota parmak izi gibi kisiler arasinca farklilik
gostermektedir ve bu bireysel farklilik yasam boyu devam eder. Dogumdan hemen sonra
sekillenmeye baslayan bagirsak mikrobiyotasi yas, kisisel aligkanliklar, beslenme sekli ve

cevresel etkenlere bagli olarak sekillenmeye devam eder (Yilmaz ve Altindis 2017).

Son yillarda yapilan bagirsak mikrobiyota ¢alismalarma bakildiginda bagirsak
mikrobiyotasinin insan saghigi ve hastaliklarin gelismesinde énemli bir sistem oldugu Insan
mikrobiyom projesinde ortaya koyulmustur. Mikrobiyomun biyiik bir kismi basta
gastrointestinal sistem olmak lizere deri, agiz, iirogenital vb. bolgelerde yer almaktadir.
Gastrointestinal sistem mikroorganizmalarin yasami igin yeterli yiizeye ve gerekli besin

ogelerine sahiptir (Cetinbas vd. 2017).

400-500 m?’lik bir alana sahip olan bagirsaklarimizda bes yiiz gesit bakteri yasamaktadir ve bu
bakterilerin % 98’1 faydalidir (Koca 2015). Bu faydali flora bakterileri gida sindiriminde gérev
alarak proteinleri aminoasitlere, karbohidratlar1 disakkaritlere ve yaglari da yag asitlerine

dontstiirmektedirler (Soylemez 2018).

Mikrobiyal flora iiyeleri gecici ve kalici flora olarak iki sinifta incelenmektedir. Gegici flora
tiyeleri konakta kisa siire zarfinda bulunan ¢ogunlukla hastalik olusturmayan nadiren patojen
olabilen mikroorganizma toplulugu iken kalic1 flora tiyeleri ise yerlestigi belirli bolgelerden
kisa siireli olarak kalkmig olsa bile o bolgede tekrarli olarak olusabilen, her zaman bulunan
mikroorganizma toplulugudur. Bu kalic1 ve gegici flora liyelerindeki dengesizlik durumu bir
grubun diger grup alaninda yogunlugunun fazla olmasi gesitli hastaliklara neden olabilir.
Bagirsaktaki bakterilerin cesitliligi ve dengesinde ki bozukluklar diger patojen bakterilerin
viicuda hakim olmasma sebep olabilir (Cetinbas vd. 2017). Insan bagirsagi konakginin
bagisiklik sistemi ile birlikte yerlesik olarak bulunan ¢ok sayida kommensal bakteri ile denge

halinde olan bir ekosistem olarak diisiiniilmektedir (Chow vd. 2010)
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Dishiyozis; mikrobiyotada meydana gelen degisim veya bozulmadir ve inflamatuara ve
metabolik rahatsizliklar gibi bircok hastaliga neden olabilmektedir (Siiziik 2015).

Dizbiyozis:
e Faydali organizmalarin kaybi,
e Potansiyel olarak zararli organizmalarin agir1 biiyiimesi ve
e Mikrobiyal cesitliligin kaybolmasi, olarak incelenmektedir ve inflamatuar bagirsak
hastaligi (IBD), obezite, alerjik bozukluklar, insan ve hayvan gastrointestinal

sistemlerinde kolorektal kanser gibi c¢esitli hastaliklarina neden olabilmektedir

(Soylemez 2018).

Bagirsak mikrobiyotas: ile psikiyatrik bozukluklar depresyon, sizofreni, anksiyete gibi
hastaliklar arasinda baglanti oldugu yapilan ¢alismalarda gozlemlenmistir (Evrensel ve Ceylan
2015).

Son yillarda yapilan g¢alismalarda insanlarin gastrointestinal sisteminde bulunan ve flora
bakterileri olarak adlandirilarak belirli bir oranda faydali ve zararli olan gram negatif ve gram
pozitif bakterilerin ¢esitli hastaliklarin belirlenmesi ve tedavisinde O6nemli oldugu ortaya
¢ikmistir. Mikrobiyal disbiyozis (bozulmus bagirsak mikrobiyotasi) floradaki bakterilerin yarar
ve zarar oranindaki dengesizlik siirecidir ve bu siire¢ kanser gibi bir¢ok hastaliga neden
olmaktadir (Altuntag ve Batman 2017). Gastrointestinal enfeksiyonlar ve iiriner enfeksiyonlar
gram negatif bakterilerin etken olarak gorildiigii enfeksiyonlarin basinda gelmektedir.

(Dogantekin vd. 2013).

Oral yol ile ilag alimindan baglayan salinim, ilag dagitiminin en karmagik yoludur. Bu nedenle
oral yoldan verilen bir ilacin etkili olmast i¢in; ilacin gastrointestinal kanalin sivilarinda
¢Oziilmesi ve limende bozulmadan kalmasi, epitel zarin1 gegcmesi ve diisiik oranda ilk gecis
metabolizmasina maruz kalmas: gerekmektedir (Sousa vd. 2008). ilaglarin mikrobiyotaya karsi
kararlilig1 klinik agidan 6nem arz etmektedir: ilag metabolizmada aktif, inaktif ve toksik olarak
farmakolojik etki gosterebilir. ilaglar dogrudan bakterilerle temas edebilir (fitiller gibi).
Maglarin alindig1 doz miktar ve siklik durumuna gére kullanimi, mikrobiyomu kalic1 olarak
degistirebilecegi bilinmektedir (S6ylemez 2018). Bu durum mikrobiyota da degisimlere neden
olabilir ve bu da ilag stabilitelerinin flora bakterileri iizerinde degerlendirilmesinin gerekliligini

gostermektedir (Sousa vd. 2008).
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1.9 BAGIRSAK FLORA BAKTERILERI

Bu calismada incelenilen gram negatif ve gram pozitif bagirsak flora bakterilerinin Escherichia

coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis’in ozellikleri:

1.9.1 Escherichia coli

Dogumdan birkag saat sonra bebeklerin gastrointestinal yoluna yerlesir. Bagirsak florasinin en
¢ok bulunan fakiiltatif anacorubudur (Kaper vd. 2004). Memeli ve insan florasinda dogal olarak
bulunan, spor olusturmayan gram negatif (-) bir bakteridir (Arisoy 2013). Hareketli gram-
negatif basiller iceren Escherichia cinsinin tiirtidiir. Aerobik kosullar altinda 37 °C’de genel
veya segici ortam tizerindeki klinik 6rneklerden kolayca geri kazanilabilir. E. coli suslariin %
901 laktoz pozitiftir (Nataro ve Kaper 1998). Basit besiyerlerinde yalnizca gliserol igeren
besiyerlerinde bile kolaylikla tireyebilirler. 7 - 49 °C sicaklik derecelerinde ve pH 4,5 - 9 arasina
uyum gosterirler ve gogalabilirler. Ideal iireme sicakliklar1 35 - 37 °C’dir. - 20 °C’de yillarca
stoklanabilirler (Bozatli 2019). 1,1 - 1,5 um ¢apinda 2,0 - 6,0 um boyundadirlar (Sekil 1.12).
Spor olusturmamalarina ragmen g¢evresel etkenlere oldukga direnglidirler (Tekin 2018). Birgok
hastaliga neden olacak viriilans 6zelligi vardir (Kaper vd. 2004). Diyare hastaligi, idrar yolu
enfeksiyonlari (IYE) ve menenjit gibi hastaliklara neden olur. Farli 6zelliklere sahip en az alti
farkli patotipe (EPEC, ETEC, EHEC vb.) sahiptir ve patotip icindeki suslar viriilans

Ozellerilerine gore ayirt edilirler (Harrington vd. 2006).

Sekil 1.12 Escherichia Coli’nin SEM goriintiisti (Tekin 2018)

E. coli besiyerinde oval hafif kabarik ve s tipi kolaniler olarak goriiliirler. E. coli viriilans

faktorlerini kodlayan genetik elementler edinmedigi siirece, iyi huylu olarak bulunurlar (Evans
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Jr ve Evans 1996). Smiflandirilmasi yiizeylerindeki antijeni yapilara gore degisir. Patojenik

tiirleri ise hastaligin tiiriine ve viriilans 6zelligine gore siniflandirilir (Omerovic vd. 2018).

1.9.2 Enterobacter cloacae

Enterobacteriaceae ailesine ait spor olusturmayan gram negatif (-) bakteri tiiriidiir (Sekil 1.13).
25° ve 37 °C’de iireyebilirler (Buckle 2014). Insan bagirsagi mikrobiyotasindan biri, fakiiltatif
anaerobik bakteri susudur (Lee vd. 2002). Flagellum, adipoz dokuyu etkileyerek obezite ve
hepatik yag icerigi ile iliskili flagellin proteininden iiretildi (Munukka vd. 2016). Insanlarmn ve
hayvanlarin gastrointestinal kanallarinda yasayan komiinite veya patojen kaynagi olmakla
beraber hayvan ve insan patojenleri i¢in dnemli antimikrobiyal direng genlerine sahip oldugu
diistiniilmektedir (Moreira vd. 2009). Ampisilin, amoksisilin vb. antibiyotiklere direnglidir.
Enterobacteriaceae ailesindeki E.cloacae en ¢ok insan klinik 6rneklerinden temin edilebilir
(Davin-Regli 2015).

Sekil 1.13 Enterobacter Cloacae (URL-1)

1.9.3 Enterococcus faecalis

Gram pozitif (+) fakiiltatif anearob bir bakterdir. Optimum biiyiime kosullar1 35 - 37 °C
arasindadir (Sekil 1.14). Vajinal kanalda, bagirsaklarda bulunmakla birlikte diisiik patojenik
potansiyele sahiptir (Arisoy 2013). Hastahanede yatan kisilerde % 80 - 90 oraninda
enfeksiyona neden olurlar. Idrar yolu enfeksiyonlarina, bakteriyemi ve bakteriyel
endokarditlere neden olmalarina ragmen hayvanlarin ve insanlarin gastrointestinal florasina

sahip olan saprofitik bir popiilasyondur (Dutka-Malen vd. 1995, Toledo-Arana vd. 2001). Genis
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pH araliklarina direnebilmeleri onlarin membran dayanikliliklarina asit ve alkalilere karsi

gecirimsiz olmalarindan kaynaklanmaktadir (Vu ve Carvalho 2011).

Bu bakteriler hastane kaynakli bakteriyeminin en yaygin 3. nedeni olarak goriilmektedir
(Dutka-Malen vd. 1995). Enterekok enfeksiyonlariin % 80 - 90’indan E. faecalis sourumludur
(Dupré vd. 2003).

Sekil 1.14 Enterococcus faecalis SEM goriintiisii (URL-2)
1.9.4 Proteus mirabilis

Enterobacteriaceae familyasina ait, gram negatif (-) spor olusturmayan kapsiilsiiz bakterilerdir
(Sekil 1.15) (Kurtoglu vd. 2008). Proteeae ailesinde yer alan ¢ok hareketli ve klasik besiyerinde
tireyebilirler (Uslu vd. 2011). Biitiin tiirleri inhibe edici olmayan kat1 besiyerinde dalga benzeri
biizme hareketi gosterirler (Mordi ve Momoh 2009). Diyabetik olarak en baskin gram negatif
izolatlar1 oldugu bulunmustur (Yah vd. 2007). insan bagirsak florasinin olagan bir iiyesidir ve
burdan ayrildiklarinda enfeksiyona neden olabilirler (Mohammed vd. 2016). Siklikla idrar yolu
enfeksiyonlarma (IYE), neden olabilirler ve bdbrek tast olusumunda etkilidirler (Uslu vd.
2011). Proteus mirabilis, yerel ve sistemik enfeksiyonlar sirasinda klinik laboratuvarlarda

yaygin olarak izole edilen Enterobacteriaceae familyasinin bir tiirdiir (Bonnet vd. 1999).
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Sekil 1.15 Proteus mirabilis (URL-3)
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BOLUM 2

GEREC VE YONTEM

Bu arastirmada Enterobacter cloacae ATCC 13047, Escherichia coli ATCC-25922,
Enterococcus faecalis ATCC-29212 ve Proteus mirabilis ATCC 7002 suslar1 kullanilmustir.
Deksametazon (katalog No: 1042-1) BioVision'dan satin alindi ve test maddesi olarak
kullanildi. Deksametazon’un molekiiler agirhgr 392,46 idi ve kimyasal yapisi sekil 2.1'de
gosterildigi gibiydi.

Sekil 2.1 Deksametazon'un kimyasal yapisi (Singh vd. 1994).

2.1 KULLANILAN CiHAZLAR

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

e Calkalamali inkiibator (Mipro)

e Mikropipet seti (Thermo Scientific- Finnpipette)

e Mikrodalga Firin (Altus ALMD 17B)

e UV-vis spektrofotometre (OptiSen, UV-1800)

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific EC 300XL)
e Elektroforez Tank1 (JUNYI®)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Bio-Print ST4)

e Derin Dondurucu (Altus)
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e Otoklav (Niive, steam art)

e Hassas Terazi (Rad-Wag)

e Laminer Akis Kabini (Niive, LN 090)
e Su Banyosu (Niive Bath nb 20)

e Santrifiij (Niive NF 800R)

e Santrifiij (Elektro-mag)

e Vorteks (Niive NM 110)

2.2 KULLANILAN KIMYASAL MADDELE

2.2.1 Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasalla

e NucleoSpin Plasmid, Plasmid DNA Piirfikasyon Kiti (Macherey-Nagel) (kit igerigi
boliim 2.3°de verilmistir)

e CaCl20,1M

o Gliserol 84 mM

e LB Broth (Luria Broth), (Miller’ s LB Broth) (Conda)

e Amfisilin (10mg/ ml)

e Agaroz (Biomax)

e 1X TAE Tamponu

e % 100’lik Etil Alkol

e Etidyum Bromiir

e Askorbik Asit (40 uM - 60 uM)

e Hidrojen Peroksit (H202) (6mM)

e FeS04(0,03-0,3-1,5-30mM)

e CuCl2(0,2-2-20-40-60 uM)

e PBS(pH7-7)5)

e Distile Su (Ezcacibasi)

26


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/l2542?lang=en&region=TR

2.2.2 Antibakterial Effekt Analizinde Kullanilan Kimyasallar

e Mueller Hinton (Sigma Aldrich)
e Agar
e Distile Su

2.2.3 UV — Vis Spektrofotometre Analizinde Kullanilan Kimyasallar

e EDTA (0,5M)

e Tris (50mM) Sigma

e Tris—EDTA Tamponu ( 0,5 M EDTA 10 ul + 50mM 5 ml Tris)
e Calf Thymus DNA (3,3 mM)

e Sigir Serum Albiimin (BSA) (0,025 g BSA + 5 ml 50 mM Tris)

2.3 PLAZMID DNA HAZIRLANMASI

pUC19 plazmid DNA, daha 6nce plazmid ile transforme edilmis Escherichia coli’nin NEB5a
tiiriinden saflastirildi. NEBSa bakterileri kompetent hiicre haline getirildi. Kompetent NEB5a
bakterileri pUC19 plazmid ile transformasyonu yapilir. Transformasyon sonrasi amfisilin (10
mg / ml) iceren kat1 besiyerine ekildi ve bir gecelik 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Pipet ucu
ile biiylimiis kolonilerden birine temas edildi ve amfisilin i¢eren sivi besiyerine ekim yapilarak
37 °C’de gecelik kiiltiir hazirlandi. pUC19’un transform oldugu NEBS5a bakterilerini igeren sivi
besiyerinden plazmid DNA piirfikasyonu NucleoSpin Plasmid, Plasmid DNA Piirfikasyon Kiti
(Macherey-Nage) kullanilarak yapildi. Kompetent hiicrenin hazirlanmasi ve transformasyon

islemleri asagida belirtilen asamalar ile gerceklestirildi.

Kompetent Hiicre Stogu
1. Stok halinde bulunan NEBa bakterileri kat1 besiyerinde ekim yaparak kiiltiir yenilendi.
Daha sonra yeni kolonilerden LB s1v1 besiyerinde 37 °C’de gecelik kiiltiir hazirlandi.
2. LB siv1 besiyeri gecelik kiiltiir ile inokiile edilip absorbans degeri 0,35 - 0,4’e ulagana
kadar 37 °C ve 120 rpm’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra kiiltiirii iceren erlen buz
icerisinde bekletilerek diger islemlere devam edildi.

3. Gecelik kiiltiirden 5 steril cam tiipe 10 ml koyuldu.
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5000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Siipernatant atildi. Pellet izerine 5 ml 0,1 M CaClz koyuldu. 20 dk 0 °C’de bekletildi.
Ardindan 5000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Siipernatant atildi.

Her bir pellet tizerine 84 mM gliserol igeren 500 ul CaCl, koyuldu.

Olusturulan kompetent hiicre stogu - 80 °C’de depolandi.

Plazmid Transformasyonu

-80 °C’de depolanan kompetent hale getirilmis NEBS5a bakterilerine pUCI19 plazmid

transformasyonu asagidaki sekilde yapildi.

1.

o a0

- 80 °C’den alinan 100 pl kompetent NEB5a bakterileri hafifce karistirildi ve eridikten
sonra lizerine 5 pl pUCI19 plazmidi eklendi ve hafifce karistirildi. Buz igerisinde
gergeklestirilen bu islemde 30 dk 0 °C’de beklendi.

1 dk 42 °C’de su banyosunda beklendi.

2 dk 0 °C’de beklendi.

900 pl taze LB eklendi.

37 °C’ de 125 rpm’de calkalayici inkiibatorde 1 saat inkiibasyona birakildi.

Ardindan amfisilin (50pg / ml) igeren kat1 besiyerine 100 pl yayma ekimi yapildi ve
gece boyu inkiibasyona birakildi. (NEB5a bakterilerinin amfisilin direnci yoktur.
pUC19 plazmid aktarimi gergeklesen bakteriler kat1 besiyerinde tireyebilir). Biiytimiis
kolonilerden birine mikropipet ucu ile temas edildi ve amfisilin igeren s1v1 besiyerine
ekim yapildi. 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Daha sonra bunlardan plazmid

ptirfikasyonu asagidaki asamalar ile yapildi.

Plazmid DNA Piirfikasyonu

Hazirlik asamasi

NucleoSpin Plasmid, Plasmid DNA Piirfikasyon Kiti (Macherey-Nagel) kiti kullanildi. RNase

A’ya 1 ml tampon Al eklendi ve vortekslendi. Sonra ¢ozeltiyi Tampon Al sigesine geri

aktarildi ve iyice karistirildi. Tarih yazildi ve +4 °C’de saklandi. Tampon A4 ve AQ’a belirtilen
oranda % 96 - 100 etanol eklendi (A4’e 6 ml’e 24 ml etanol eklendi. AQ’a 6ml’e 24 ml etanol

eklendi). Tampon A3 ve AW quanidin hidrokloriir (reaktif bilesikler olusturur) igerdiginden,

eldiven takildi. Asagidaki prosediire gore piirfikasyon yapildi.

1.

pUC19’un transform oldugu NEB5a bakteri hiicrelerini igeren gecelik sivi besiyerinden
10 ml alindi. 30 sn 11.000 g’de santrifiij edildi. S1v1 kisim (Siipernatant) olabildigince

alinip uzaklastirildi.
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2. Pellet tizerine 250 pl tampon Al eklendi. Vorteks yapilarak pellet iyice ¢ozdiiriildii.
Higbir hiicre kiimesi kalmamasina dikkat edildi.

NOT: 250 pul tampon A2 eklenmeden 6nce A2’de beyaz bir ¢okelti varsa tamponu 30 -
40 °C’de birka¢ dakika 1sitiniz. lyice karistirp oda sicakligmna (18 - 25 °C) kadar
sogudugunda kullaniniz.

3. 250 pl tampon A2 eklenir ve 6 - 8 kez hafifce alt - {ist edildi. Oda sicakliginda 5 dk
beklendi.

4. 300 pl tampon A3 eklenir. Mavi 6rnekler tamamen belirsizlesinceye kadar hassas bir
sekilde alt - iist edildi.

5. 11000 g’de 10 dk santrifiij edildi (slipernatant temiz degilse bu adim tekrar edilir).

6. 2 ml’lik tiipe kolon yerlestirildi. 5. Asamadaki stipernatant en fazla 750 pl olarak siituna
koyuldu. 1 dk 11000 g’de santrifiij edildi. Kolon tiipe tekrar koyuldu ve kalan lizat
yiiklendi. 1 dk 11000 g’de santrifiij edildi.

7. Onceden 50 °C’de 1s1tilmis 500 ul tampon AW kolonun igine eklendi. 11000 g’de 1 dk
santrifiij edildi. Dipte toplanan atildi. Kolon tiipe geri koyuldu.

8. 600 ul tampon A4 eklendi. 1 dk 11000 g’de santrifiij edildi. Dipte toplanan atildu.

9. 2dk 11000 g’de santriflij edildi. Dipte toplanan atildi.

10. Kolonu 1,5 ml mikrosantrifiij tiiptine yerlestirildi ve 70 °C’de dnceden 1sitilmig 50 pl
AE kolonun tam ortasina eklendi. 70 °C’de 2 dk inkiibe edildi. 1 dk 11000 g de santrifiij
edildi.

11. Dipte toplanan DNA alikotlanarak - 20°de depolandi.

DNA'nin saflig1 ve miktari hem Beer-Lambert Yasasi hem de agaroz jel (% 1) elektroforezi ile
analiz edildi. Piirfikasyon ile elde edilen DNA konsantrasyonu OD 260: 0,008 i¢in 8 pg/ ml’dir.

2.4 ILAC SOLUSYONUN HAZIRLANMASI

BioVision’dan piire olarak alinan Deksametazon 1 g (catalog 1042-1) pudra kullanildi. 2 mg
Dex, 1 ml phosphate saline buffer (PBS) igerisinde molaritesi 5 mM olacak sekilde ¢ozdiiriildii
ve ilag yogunlugu farkli konsantrasyonlara (1700 uM - 170 uM - 17 uM - 1,7 uM ve 0,42
uM) PBS ile seyreltilerek hazirlandi.

Flora bakterileri ile olan ¢alismada Dex Mueller Hinton sivi besiyerinde 2264, 1132, 566,
283,08 ve 141,5uM konsantrasyonlarinda ¢ozdiiriildi.
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UV — Vis Spektrofotometre flac — DNA analizinde Dex, (4 mM) Tris - EDTA tamponunda

¢ozdiiriildii.

UV — Vis Spektrofotometre Ilag - BSA (Si1gir Serum Albiimin) analizinde Dex, (4 mM) Tris

tamponunda ¢ozdiiriildii.

2.5 DEKSAMETAZON’UN DNA UZERINDEKI KIRMA AKTIiVITESI

Dex’in DNA kirma aktivitesini incelemek amaciyla, 0,247 uM bp pUC19 plazmid DNA, farkli
konsantrasyonlardaki Dex (1700 uM - 170 uM - 17 uM - 1,7 uM ve 0,42 uM) ile PBS
ortamida muamele edilmistir. 45 dk 37 °C’de inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonrasi
reaksiyon karisim1 % 1°lik agaroz jel elektroforezinde 90 volt’ta 55 dk boyunca yiiriitildi. Daha
sonra jel goriintiileri jel doc cihazinda analiz edildi. Dex’in olmadig1 ayn1 miktarlardaki pUC19
plazmid DNA, PBS (pH: 7,5) ortaminda kontrol olarak kullanild: (Valipour vd. baskida).

2.6 DEKSAMETAZON’UN H:02 VARLIGINDA DNA UZERINDEKiI KESME
AKTIVITESI

0,247 uM bp pUC19 plazmid DNA, oksidatif ajan olarak 6 mM HO; varliginda Dex’in farkli
konsantrasyonlari (1700 uM - 170 uM - 17 uM - 1,7 uM ve 0,42 uM) ile 45 dk 37 °C’de
muamele edildi. Inkiibasyon sonras: reaksiyon karisimi % 1°lik agaroz jel elektroforezinde 90
volt’ta 55 dk boyunca yiiriitiildii. Daha sonra jel gériintiileri jel doc cihazinda analiz edildi. Ayni
miktarda pUC19 plazmid DNA ve yine ayn1 miktarda pUC19 plazmid DNA ile 6 mM H:0:
iceren kontroller kullanildi. Kontrollerde Dex kullanilmadi (Valipour vd. baskida). Calismada
kullanilan H202’nin kontrolii katalaz testi ile yapilmistir. Katalaz pozitif bir bakteri olan E. coli

bakteri kolanileri tizerine birka¢ mikrolitre H2O2 damlatild1 ve gézlem yapildi.

2.7 DEKSAMETAZON’UN ASKORBIK ASIT VARLIGINDA DNA UZERINDEKI
KESME AKTIiVITESI

0,247 uM bp pUC19 plazmid DNA, indirgeyici bir ajan 40 uM Asc (askorbik asit) varliginda

Dex’in farkli konsantrasyonlari (1700 uM - 170 uM - 17 uM - 1,7 uM ve 0,42 uM) ile 45 dk

37 °C’de muamele edildi. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon karisimi % 1°lik agaroz jel
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elektroforezinde 90 volt’ta 55 dk boyunca yiiriitiildii. Daha sonra jel goriintiileri jel doc
cihazinda analiz edildi. Dex’in bulunmadig1 ayn1 miktarda pUC19 plazmid DNA ile 40 uM Asc
iceren kontrol ile sadece pUC19 plazmid DNA, kontrol olarak kullanildi. (Valipour vd.
baskida).

2.8 DEMIiR KAYNAKLI DNA HASARI UZERINE DEKSAMETAZON’UN ETKISI

2.8.1 Deksametazon’un Farkh Konsantrasyonlarinin FeSO: ile DNA Etkilesimi Uzerine
Etkisi

Dex’in demire kars1 DNA tizerindeki koruyucu ve / veya kirici etkisini incelemek amaciyla Ul-
Haq ve arkadaslar1 (2012) tarafindan kullanilan prosediir temel alindi. 1,5 mM FeSO4 bulunan
ortamda 0,247 uM bp pUC19 plazmid DNA farkli konsantrasyonlardaki Dex (1700 uM - 170
uM - 17 pM - 1,7 uM ve 0,42 uM) ile 1 saat 37 °C’de muamele edildi. Inkiibasyon sonras1
reaksiyon karisimi % 1’lik agaroz jel elektroforezinde 90 volt’ta 55 dk boyunca yiiriitiildi. Daha
sonra jel goriintiileri jel doc cihazinda analiz edildi. Aym1 miktarda pUC19 plazmid DNA
kontrol olarak kullanild1 (Valipour vd. baskida).

2.8.2 Deksametazon’un Farkh Konsantrasyonlarimin FeSO4 + H202 ile DNA Arasindaki
Etkilesimi Uzerine EtKisi

Dex’in FeSO4 + H202 ile DNA arasindaki reaksiyondan kaynaklanan hidroksil radikaline karsi
koruyucu etkisini incelemek amaciyla Ul-Haq ve arkadaslar1 (2012) tarafindan kullanilan
prosediir temel alind1. FeSO4 + H202 bulunan ortamda 0,247 uM bp pUC19 plazmid DNA farkli
konsantrasyonlardaki Dex (1700 uM — 170 uM - 17 uM - 1,7 uM ve 0,42uM) ile 1 saat 37
°C’de muamele edildi. inkiibasyon sonrasi reaksiyon karisimi % 1°lik agaroz jel
elektroforezinde 90 volt’ta 55 dk boyunca yiiriitiildi. Daha sonra jel goriintiileri jel doc
cihazinda analiz edildi. Ayn1 miktarda pUC19 plazmid DNA kontrol olarak kullanildi. Ayn1
miktarda pUC19 plazmid DNA, 1,5 mM FeSOs + 6 mM H2O> kontrol olarak kullanilmistir
(Valipour vd. baskida).
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2.8.3 Deksametazon’un FeSO4 (30 MM - 0,3 mM — 0,03 mM) + H20:2 ile DNA Arasindaki
Etkilesimi Uzerine EtKisi

17 uM Dex’in FeSOs4 + H20: ile DNA arasindaki reaksiyondan kaynaklanan hidroksil
radikaline kars1 koruyucu etkisini incelemek amaciyla Ul-Haq ve arkadaslar1 (2012) tarafindan
kullanilan prosediir temel alindi. Reaksiyonda Dex’in plazma konsantrasyonlar1 Cizelge 2’de
yer alan veriler géz oniinde bulundurularak, Dex plazma konsantrasyonu 17 pM olarak
belirlendi. Demirin viicut konsantrasyonlar1 (30 mM — 0,3 mM — 0,03 mM) FeSO4 + 6 mM
H>0> bulunan ortamda 0,247 uM bp pUC19 plazmid DNA 17 uM Dex ile 1 saat 37 °C’de
muamele edildi. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon karisimi % 1’lik agaroz jel elektroforezinde 90
volt’ta 55 dk boyunca yiiriitiildii. Daha sonra jel goriintiileri jel doc cihazinda analiz edildi. Ayni
miktarda pUC19 plazmid DNA kontrol olarak kullanildi (Valipour vd. baskida).

2.9 BAKIR KAYNAKLI DNA HASARI UZERINE DEKSAMETAZON’UN ETKIiSi

2.9.1 Deksametazon’un Farkh Konsantrasyonlarimmin, CuClz + Askorbik Asit ile DNA
Arasindaki Etkilesimi Uzerine Etkisi

Dex’in bakir varliginda DNA kirilmasi iizerindeki etkisini analiz etmek i¢in 60 pM CuClz + 60
uM Asc bulunan ortamda 0,247uM bp pUC19 plazmid DNA farkli konsantrasyonlardaki Dex
(1700 uM — 170 uM - 17 uM - 1,7 uM ve 0,42 uM) ile 37 °C’de 45 dk muamele edildi.
Inkiibasyon sonrasi reaksiyon karisimi % 1°lik agaroz jel elektroforezinde 90 volt’ta 55 dk
boyunca yiiriitiildii. Daha sonra jel goriintiileri jel doc cihazinda analiz edildi. pUC19 plazmid
DNA ile 60 uM CuCl; kontrol olarak kullanildi. 1700 uM Dex, pUC19 plazmid DNA ile 60
uM CuCl: kontrol olarak kullanildi. Yine pUCI19 plazmid DNA kontrol olarak kullanilmistir
(Yokawa vd. 2011).

2.9.2 Deksametazon’un CuCl2 (40 pM - 20 pM -2 pM - 0,2 pM ) + Askorbik Asit ile DNA
Arasindaki Etkilesimi Uzerine Etkisi

17 uM Dex’in bakir varliginda DNA kirilmasi tizerindeki etkisini analiz etmek igin plazma

konsantrasyonlar1 Cizelge 1.2°de yer alan veriler géz 6niinde bulundurularak, Dex plazma

konsantrasyonu 17 upM olarak belirlendi. Bakirin viicuttaki konsantrasyonlarina gore
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belirlenmig CuClz (40 uM - 20 uyM -2 uM — 0,2 uM ) + 40 uM Asc bulunan ortamda 0,247
uM bp pUCI19 plazmid DNA, 17 uM Dex ile 37 °C’de 45 dk muamele edildi. inkiibasyon
sonrast reaksiyon karisimi % 1°lik agaroz jel elektroforezinde 90 volt’ta 55 dk boyunca
yiiriitiildii. Daha sonra jel goriintiileri jel doc cihazinda analiz edildi. Ayn1 miktarda pUC19
plazmid DNA, kontrol olarak kullanildi (Yokawa vd. 2011).

2.10 DEKSAMETAZON’UN FLORA BAKTERILERI UZERINE ETKIiSi

2.10.1 Deksametazon’un Enterobacter cloacae'nin Biiyiimesi Uzerine EtKisi

Farkli Dex konsantrasyonlarini (2264 uM baslangi¢ konsantrasyonu ile iki katli bir seyreltme
olusturarak yapilan seri diliisyonlar) igeren Mueller Hinton siv1 besiyeri hazirlandi. McFarland
0,5 olacak sekilde Enterobacter cloacae’nin gecelik kiiltiirii ile inokiile edildi ve 37 °C’de 48
saat 150 rpm’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Bundan sonra kiiltiiriin iiremesi
UV - goriiniir spektrofotometre (Optizen 2120 UV) ve CFU (koloni olusturan tiniteler) sayimi1
kullanarak tayin edildi. Ek olarak, Mueller Hinton agar {izerinde 2264, 1132, 566, 283,08 ve
141,5 uM Dex igeren steril diskler kullanilarak deney tekrarlandi (Alatas 2011, Valipour vd.
baskida). Mueller Hinton agar iizerinde Enterobacter cloacae susu yayma yontemi ile ekildi.
Ardindan disk kullanilmadan 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM Dex konsantrayonlar1 4
kontrol olacak sekilde 10 pl halinde araliklarla damlatildi. 37 °C’de gece boyu inkiibasyona
birakildi. Mueller Hinton agar iizerinde Enterobacter cloacae susu yayma yontemi ile ekildi ve
Enterobacter cloacae susunun amfisilin direncine amfisilinli (amp®) disk yontemi ile

bakilmaistir.

2.10.2 Deksametazon’un Escherichia coli'nin Biiyiimesi Uzerine EtKkisi

Farkli Dex konsantrasyonlarini (2264 uM baslangi¢ konsantrasyonu ile iki katli bir seyreltme
olusturarak yapilan seri diliisyonlar) igeren Mueller Hinton sivi besiyeri hazirlandi. McFarland
0,5 olacak sekilde Escherichia coli’nin gecelik kiiltiirii ile inokiile edildi ve 37 °C’de 48 saat
150 rpm’de calkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Bundan sonra kiiltiiriin iiremesi
UV-goriiniir spektrofotometre (Optizen 2120 UV) ve CFU (koloni olusturan iiniteler) sayimi
kullanarak tayin edildi. Ek olarak, Mueller Hinton agar iizerinde 2264, 1132, 566, 283,08 ve
141,5uM Dex igeren steril diskler kullanilarak deney tekrarlandi (Alatas 2011, Valipour vd.
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baskida). Mueller Hinton agar iizerinde Escherichia coli susu yayma yontemi ile ekildi.
Ardindan disk kullanilmadan 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM Dex konsantrayonlar1 4
kontrol olacak sekilde 10 pl halinde araliklarla damlatildi. 37 °C’de gece boyu inkiibasyona
birakildi. Mueller Hinton agar {izerinde Escherichia coli susu yayma yontemi ile ekildi ve

Escherichia coli susunun amfisilin direncine amfisilinli (amp*) disk yontemi ile bakilmistir.

2.10.3 Deksametazon’un Enterococcus faecalis'in Biiyiimesi Uzerine EtkKisi

Farkli Dex konsantrasyonlarini (2264 uM baslangi¢ konsantrasyonu ile iki katli bir seyreltme
olusturarak yapilan seri diliisyonlar) igeren Mueller Hinton siv1 besiyeri hazirlandi. McFarland
0,5 olacak sekilde Enterococcus faecalis’in gecelik kiiltiirii ile inokiile edildi ve 37 °C’de 48
saat 150 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Bundan sonra kiiltiiriin iiremesi
UV-goriiniir spektrofotometre (Optizen 2120 UV) ve CFU (koloni olusturan iiniteler) sayimi1
kullanarak tayin edildi. Ek olarak, Mueller Hinton agar iizerinde 2264, 1132, 566, 283,08 ve
141,5 uM Dex igeren steril diskler kullanilarak deney tekrarlandi (Alatas 2011, Valipour vd.
baskida). Mueller Hinton agar {izerinde Enterococcus faecalis susu yayma yontemi ile ekildi.
Ardindan disk kullanilmadan 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM Dex konsantrayonlari
4 kontrol olacak sekilde 10 ul halinde araliklarla damlatildi. 37 °C’de gece boyu inkiibasyona
birakildi. Mueller Hinton agar iizerinde Enterococcus faecalis susu yayma yontemi ile ekildi
ve Enterococcus faecalis susunun amfisilin direncine amfisilinli (amp™) disk yontemi ile

bakilmustir.

2.10.4 Deksametazon’un Proteus mirabilis’in Biiyiimesi Uzerine Etkisi

Farkli Deksametazon konsantrasyonlarini (2264 uM baslangi¢ konsantrasyonu ile iki katli bir
seyreltme olusturarak yapilan seri diliisyonlar) igeren Mueller Hinton sivi besiyeri hazirlandi.
McFarland 0,5 olacak sekilde Proteus mirabilis’in gecelik kiiltiirii ile inokiile edildi ve 37 °C’de
48 saat 150 rpm’de ¢alkalamali inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Bundan sonra kiiltiiriin
tiremesi UV-goriiniir spektrofotometre (Optizen 2120 UV) ve CFU (koloni olusturan iiniteler)
saymmi kullanarak tayin edildi. Ek olarak, Mueller Hinton agar tizerinde 2264, 1132, 566,
283,08 ve 141,5uM Dex iceren steril diskler kullanilarak deney tekrarlandi (Alatas 2011,
Valipour vd. baskida). Mueller Hinton agar tizerinde Proteus mirabilis susu yayma yontemi ile
ekildi. Ardindan disk kullanilmadan 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM Dex
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konsantrayonlar1 4 kontrol olacak sekilde 10 pl halinde araliklarla damlatildi. 37 °C’de gece
boyu inkiibasyona birakildi. Mueller Hinton agar {izerinde Proteus mirabilis susu yayma
yontemi ile ekildi ve Proteus mirabilis susunun amfisilin direncine amfisilinli (amp*) disk

yontemi ile bakilmistir.
2.11 DEKSAMETAZON’UN DNA’YA BAGLANMASININ ANALIZi

2.11.1 UV- Vis Tarama Yoluyla Deksametazon’un DNA’ya Etkisi

3,3 mM Calf Thymus DNA, Tris - EDTA tamponunda (0,5 molar EDTA’dan 10 ul alinir ve 50
mM Tris’den 5 ml alinip karistirilir) hazirlandi. Ayni tamponda 4 mM Dex ¢ozdiiriildi. 1 cm
kuvars kiivetler kullanildi. 220 — 320 nm dalga boyunda DNA sabit tutularak, DNA {izerine 5

dk inkiibasyon siiresi ile 2 pl Dex titre edildi ve dl¢lim alindi.

Kanakis ve arkadaslarinin (2009), Marty ve arkadaslarinin (2009) yaptiklari ¢alismalar goz
oniinde bulundurularak k baglanma sabitini hesaplamak igin veriler asagidaki denkleme (2.1)

gore ele alinir:

1 1 1 1

_ n — (2.1)
A—A0 Aoco— A0 K(Aw —A0) Cligand

A0 DNA’nn ilk absorbans degeridir. Aco DNA-Dex doymus halinin absorbans degeridir. A

farkli Dex konsantrasyonlarinda kaydedilen absorbanstir. C ligand = Dex.

2.11.2 in-siliko Yoluyla Deksametazon - DNA Etkilesimi

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 dizisi (PDB ID: 1BNA) Protein Veri Bankasindan (https://www.rcsb.org/) 3D formu
alinmis ve yerlestirme hesaplamalari i¢in daha da degistirilmistir. Ligand = Dex, PubChem (
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) veri bankasindan alinmis ve yerlestirme hesaplamalari i¢in
daha da degistirilmistir. Makromolekiil = DNA ve ligand = Dex, 3D yapilar1 PDB formatinda
kaydedilir. DNA ve Dex dosyalari AutoDock programi kullanilarak hazirlandi. Yazilim
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kullanilarak, su molekiilleri silinmistir. DNA'ya polar hidrojen atomlar1 eklendi ve polar
olmayan hidrojen atomlar1 birlestirildi. Makromolekiil — ligand hazirlanmasi, Grid, Docking,
Analysis ve Discovery basamaklar1 program iizerinde gergeklestirildi. DNA, x * y * z
yonlerinde (50, 50, 100) grid noktalarinin sayis1 bulunan bir kutu i¢ine alindi. Auto Dock'da
uygulanan Lamarckian genetik algoritmalari, yerlestirme hesaplamalarini yapmak igin
kullanilmistir. Analysis basamagiin ardindan Discvery basamaginda DNA ile ila¢ etkilesimi

analiz edilmistir (Silva vd. 2016).
2.12 DEKSAMETAZON’UN PROTEIN iLE ETKILESIMININ ANALIZi

2.12.1 UV — Vis Tarama Yoluyla Deksametazon’un Sigir Serum Albumin (BSA) ile
Etkilesimi

2,9 mM BSA Tris tamponunda (0,025 g BSA 5 ml Tris (50 mM) tamponunda ¢6zdiirtildii)
hazirlandi. Ayni tamponda 4 mM Dex ¢ozdiiriildii. 1 cm kuvars kiivetler kullanildi. 210 — 350
nm dalga boyunda BSA sabit tutularak, BSA tizerine 5 dk inkiibasyon siiresi ile 2 pl Dex titre

edildi ve Ol¢iim alindi.

Kanakis ve arkadaslarinin (2009), Marty ve arkadaslarinin (2009) yaptiklari ¢alismalar goz
oniinde bulundurularak k baglanma sabitini hesaplamak i¢in veriler agagidaki denkleme (2.1)

gore ele alinir:

11 N 1 1 (2.)
A—A0 Ao — A0  K(Aoco — A0) Cligand

A0 BSA’nm ilk absorbans degeridir. Aco BSA-Dex doymus halinin absorbans degeridir.

A farkli Dex konsantrasyonlarinda kaydedilen absorbanstir. C ligand = Dex
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 DEKSAMETAZON’UN DNA UZERINDEKI KIRMA AKTIiVITESI

Farkli konsantrasyonlarda Dex (1700, 170, 17, 1,7 ve 0,42 uM) ile muamele edilmis

stipersarmal plazmid DNA, muamele edilmemis DNA'ya kiyasla agaroz jel elektroforezinde

degisiklik gostermedigi sekil 3.1°de gosterilmektedir.

Sekil 3.1 pUC19 plazmid DNA'sinin (0,247 uM bp) Dex ile muamele edilmesi ve % 1°lik
agaroz jel elektroforezinde analiz. a, b, c, d ve e sirastyla 1700, 170, 17, 1,7 ve 0,42
uM Dex’i temsil eder.

3.2 DEKSAMETAZON’UN H202 VARLIGINDA DNA UZERINDEKiI KIRMA
AKTIVITESI

Farkli konsantrasyonlarda Dex konsantrasyonlar1 ile muamele edilmis silipersarmal plazmid

DNA, muamele edilmemis DNA' ya kiyasla H>O> varliginda agaroz jel elektroforezinde

degisiklik gostermedi (Sekil 3.2). Jelde meydana gelen kirllma H202’nin ortamda tepkimeye
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girip hidroksil radikali olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Dex’in bu kirma iizerinde etkisi

yoktur.

Sekil 3.2 pPUC19 plazmid DNA' sinin (0,247 uM bp) Dex ve sabit 6 mM H.O> ile muamele
edilmesi ve % 1’lik agaroz jel elektroforezinde analizi. a, b, ¢, d ve e sirasiyla 1700,
170, 17, 1,7 ve 0,42 uM Dex’1 temsil eder.

Calismada kullanilan H202 nin kontrolii katalaz testi ile yapilmistir. E. coli katalaz pozitif bir
bakteridir ve koloniler iizerine H.O, damlatilinca katalaz enzimi H»O2’i parcalar ve hava
kabarciklart olusur (Sekil 3.3). Oksijen c¢ikisi olur. Olusan hava kabarciklart H>O2’nin

giivenilirligini gosterir

Sekil 3.3 H202’nin kontrolii katalaz testi. (a) Kanli agardaki E. coli bakteri kolonisinde okla
gosterilen yerlere H2O2 damlatilmistir. (b) E. coli bakteri kolonisinde okla gosterilen
yerlere H2O2 damlatilmistir. Olusan hava kabarciklar1 gézlemlenmektedir.
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3.3 DEKSAMETAZON’UN ASKORBIK ASIiT VARLIGINDA DNA UZERINDEKI
KIRMA AKTIVITESI

Farkli konsantrasyonlarda Dex (1700, 170, 17, 1,7 ve 0,42 uM) ile muamele edilmis siiper
sarmal plazmid DNA, muamele edilmemis DNA'ya kiyasla agaroz jel elektroforezinde
degisiklik gostermedi (Sekil 3.4). DNA'nin sadece Asc ile muamele edilmesi DNA'ya zarar
vermedi. Dex konsantrasyonlarinin higbiri, siipersarmal DNA tizerinde, indirgeyici bir madde

olarak Asc varliginda kirilma yaratmadi.

Sekil 3.4 pUC19 plazmid DNA'sinin (0,247 uM bp ) Dex ve sabit 40 uM Asc ile muamele
edilmesi ve % 1’lik agaroz jel elektroforezinde analizi. a, b, c, d ve e sirasiyla 1700,
170, 17, 1,7 ve 0,42 uM Dex’i temsil eder.

3.4 DEMIR KAYNAKLI DNA HASARI UZERINE DEKSAMETAZON’UN ETKIiSi

3.4.1 Deksametazon’un Farkh Konsantrasyonlarimn FeSOusile DNA Etkilesimi Uzerine Etkisi

pUC19 plazmid DNA's1, 1700, 170, 17, 1,7 ve 0,42 uM Dex ve 1,5 mM FeSO4 ile muamele
edilip inkiibe edildiginde, higbir DNA kirilmas1 meydana gelmedi (Sekil 3.5). Dex FeSQOusile
reaksiyona girip DNA’y1 kiran hidroksil radikalleri olugturmadi.
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Sekil 3.5 pUC19 plazmid DNA'sinin (0,247 uM bp) Dex ve sabit 1,5 mM FeSO, ile muamele edilmesi
ve % 1’lik agaroz jel elektroforezinde analizi. a, b, ¢, d ve e sirasiyla 1700, 170, 17, 1,7 ve
0,42 uM Dex’i temsil eder. R, L ve S baglar sirastyla relax (sirkiiler), linear (dogrusal) ve
stipercoil (slipersarmal) plazmid DNA'd1r.

3.4.2 Deksametazon’un Farklh Konsantrasyonlarinin FeSOs+ H202ile DNA Arasindaki
Etkilesimi Uzerine EtKkisi

Stipersarmal pUC19 plazmid DNA'sinin sabit bir FeSOs (1,5 mM) + 6 mM H.0O>
konsantrasyonu ile muamele edilmesi, DNA'nin siipersarmal (siipercoil) formunu, kirtlmalar
nedeniyle sirkiiler (relax) forma ve dogrusal (linear) forma dondstiirdii (Sekil 3.6). Dex
konsantrasyonlarinimn higbiri, DNA'y1, H20> ile FeSO4 arasindaki etkilesimden kaynaklanan

DNA'ya zarar veren hidroksil radikallerine kars1 korumadi.

Sekil 3.6 PUC19 plazmid DNA’sinin (0,247 uM bp), Dex, sabit 1,5 mM FeSO, ve sabit 6 mM H,0>
ile muamele edilmesi ve % 1 lik agaroz jel elektroforezinde analizi. a, b, ¢, d ve e sirasiyla
1700, 170, 17, 1,7 ve 0,42 uM Dex’i temsil eder. R, L ve S baglar1 sirasiyla relax (sirkiiler),
linear (dogrusal) ve siipercoil (siipersarmal) plazmid DNA'dur.
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3.4.3 Deksametazon’un FeSO4 (30 mM - 0,3 mM - 0,03 mM) + H20: ile DNA Arasindaki
Etkilesimi Uzerine Etkisi

DNA'nin, artan konsantrasyonlarda (30 - 0,3 — 0,03 mM) FeSOs ile muamele edilmesi, 30 mM
FeSO4'tin DNA'nin tamamen kaybolmasina neden oldugunu ve Dex’in bu tahribata karsi

koruyucu bir etkisinin olmadigimi gostermistir (Sekil 3.7).

DNA
Dex
H202
FeSO4

Sekil 3.7 Dex’in demir varliginda DNA kirilmasi tizerindeki etkisi. DNA, pUC19 plazmid DNA (0,247
uM bp) idi. H,O, konsantrasyonu 6 mM idi. FeSO4 konsantrasyonlari, 30, 0,3 ve 0,03 mM idi.
Dex c: 17 uM’dir. R, L ve S baglar1 sirasiyla relax (sirkiiler), linear (dogrusal) ve siipercoil
(stiipersarmal) plazmid DNA'dir.

3.5 BAKIR KAYNAKLI DNA HASARI UZERINE DEKSAMETAZON’UN ETKIiSi

3.5.1 Deksametazon’ un Farkh Konsantrasyonlarmin, CuClz + Askorbik Asit ile DNA
Arasindaki Etkilesimi Uzerine Etkisi

CuCl; askorbik asit ile DNA iizerinde kirilmalara neden olmustur. DNA hem relax (sirkiiler)
hem de linear (dogrusal) forma doniistirmistiir (Sekil 3.8). 6. Kuyucukta goriildiigi gibi CuCly
tek bagina DNA iizerinde kirilmaya neden olmamustir. 7. Kuyucukta goriildiigii gibi Dex, CuCl;

ile askorbik asit gibi tepkimeye girmemis ve hidroksil radikali olusturmamustir.
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Sekil 3.8. pUC19 plazmid DNA'sinin (0,247 uM bp) sabit 60 uM CuCly, sabit 60 uM askorbik asit ve
Dex ile muamele edilmesinin % 1’lik agaroz jel elektroforezinde analizi. Dex
konsantrasyonlari sirastyla 1700, 170, 17, 1,7 ve 0,42 uM’yi temsil eden a, b, ¢, d ve e olarak
gosterilmistir.

3.5.2 Deksametazon’un CuCl2 (40 pM - 20 uM — 2 uM - 0,2 uM ) + Askorbik Asit ile DNA
Arasindaki Etkilesimi Uzerine Etkisi

DNA’nin siipersarmal yapist indirgeyici bir madde olan askorbik asit ve CuCl; viicut
konsantrasyonlar1 varliginda hem relax (sirkiiler) hem de linear (dogrusal) forma
dontistirmistiir (Sekil 3.9). Dex, DNA'y1 kiran CuClz ve Asc kaynakli hidroksil radikallerine

kars1 korumadi.

Sekil 3.9 pUC19 plazmid DNA'sinin (0,247 uM bp) sabit 40 pM Asc, Dex ve CuCl, (40 uM - 20 uM —
2 uM — 0,2 uM) konsantrasyonlari ile muamele edilmesinin % 1’lik agaroz jel
elektroforezinde analizi. Dex c: 17 pM plazma konsantrasyonunda idi.
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3.6 DEKSAMETAZON’UN ENTEROBACTER CLOACAE'NIN BUYUMESI UZERINE
ETKISI

Dex’in konsantrasyonlarmin higbiri (2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5uM), Enterobacter
cloacae iiremesi iizerinde herhangi bir inhibitér etki gostermedi, aksine Enterobacter
cloacae’nin iiremesi iizerinde kiigiik bir uyarict etki gosterdi (Sekil 3.10). Yiiksek
konsantrasyonlu (2264uM) ilagla muamele edilen kiiltiir, hiicre yogunlugunu % 10 arttird:
(Sekil 3.11). Dex konsantrasyonlari i¢eren disklerin ¢evresinde herhangi bir zon gézlenmedi
(Sekil 3.12 a). Disk yontemine alternatif olarak yapilan Dex konsantrasyonlarini igeren
halkalarda da tiremenin oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.13). Amfisilinli disk yontemi (amp™)

ile diskler etrafinda da tiremenin oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 3.12 b). Enterobacter

cloacae’nin standart tireme grafigi sekil 3.14’de gosterilmektedir.

Sekil 3.10 (a) Mueller Hinton siv1 besiyerinde farkli konsantrasyonlardaki Dex’in Enterobacter
cloacae ile muamele edilmesi. 1-2-3-4-5 sirayla 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5
uM Dex konsantrasyonlari idi. (b) tiglii tekrar1 gostermektedir.
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Sekil 3.11 Enterobacter cloacae’nin farkli konsantrasyonlarda Dex igeren sivi besiyerinde
goreceli biiytimesi. A-B-C-D-E sirasiyla 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM Dex
temsil etmektedir. Grafikte % 100 olarak gosterilen lireme 2.71E+19 hiicre sayisini

gostermektedir.

Sekil 3.12 (a) Steril diskler kullanarak Enterobacter cloacae Mueller Hinton kati besiyerinde
goreceli bliylimesi. 0, 1, 2, 3, 4 ve 5 ile etiketlenmis olan plaka yarilarinda bulunan
disklerin Dex konsantrasyonlari sirasiyla 0, 141,5, 283,08, 566, 1132, 2264 uM’dur.
(b) Enterobacter cloacae’nin amfisilinli disk yontemi (amp*).
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Sekil 3.13 Enterobacter cloacae Mueller Hinton kati besiyerinde goreceli biiyiimesi. Dex
konsantrasyonlar1 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM idi.
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Sekil 3.14 Enterobacter cloacae susunun standart iireme grafigi.

3.7 DEKSAMETAZON’UN ESCHERICHIA COLI'NIN BUYUMESI UZERINE ETKIiSi

Dex konsantrasyonlarinin higbiri (2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM), Escherichia coli
tiremesi lizerinde herhangi bir inhibitor etki gostermedi, aksine Escherichia coli’nin iiremesi
tizerinde kii¢iik bir uyarict etki gosterdi (Sekil 3.15). Yiiksek konsantrasyonlu (2264 uM) ilagla
muamele edilen kiiltiir, hiicre yogunlugunu % 23, (1132 uM) ilagla muamele edilen kiiltiirde
ise hiicre yogunlugu % 30, oraninda artt1 (Sekil 3.16). Dex konsantrasyonlarini igeren disklerin
cevresinde herhangi bir zon gozlenmedi (Sekil 3.17 a). Disk yontemine alternatif olarak yapilan
Dex konsantrasyonlarini igeren halkalarda da tiremenin oldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.18).
Amfisilinli disk yontemi (amp™) ile diskler etrafinda iiremenin olmadigi halkalar goriilmektedir

(3.17 b). Escherichia coli 'nin standart tireme grafigi sekil 3.19°da gosterilmektedir.
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Sekil 3.15 (a) Mueller Hilton s1vi besiyerinde farkli konsantrasyonlardaki Dex’in Escherichia
coli ile muamele edilmesi. 1-2-3-4-5 sirayla 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM

Dex konsantrasyonlari idi. (b) liglii tekrar1 gostermektedir.
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Sekil 3.16 Escherichia coli’nin farkli konsantrasyonlarda Dex igeren sivi besiyerinde goreceli
bliylimesi. A-B-C-D-E sirasiyla 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM Dex temsil
etmektedir. Grafikte % 100 olarak gosterilen lireme 7,6735E+14 hiicre sayisini

gostermektedir.
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Sekil 3.17 (a) Steril diskler kullanarak Escherichia coli Mueller Hinton kat1 besiyerinde
goreceli bliylimesi. 0, 1, 2, 3, 4 ve 5 ile etiketlenmis olan plaka yarilarinda bulunan
disklerin Dex konsantrasyonlari sirasiyla 0, 141,5, 283.08, 566, 1132 ve 2264 uM
idi. (b) Escherichia coli’nin amfisilinli disk yontemi (amp*).

Sekil 3.18 Escherichia coli’nin Mueller Hinton kati besiyerinde goreceli biiyiimesi. Dex
konsantrasyonlar1 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM idi.
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Sekil 3.19 Escherichia coli susunun standart iireme grafigi
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3.8 DEKSAMETAZON’UN ENTEROCOCCUS FAECALIS’NIiN BUYUMESI UZERINE
ETKISI

Dex’in konsantrasyonlarinin hicbiri (2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM), Enterococcus
faecalis iiremesi tizerinde herhangi bir inhibitér etki gostermedi, aksine Enterococcus
faecalis’nin tliremesi {iizerinde kiigiikk bir uyarici etki gosterdi (Sekil 3.20). Yiiksek
konsantrasyonlu (2264 uM) ilacla muamele edilen kiiltiir, hiicre yogunlugunu % 42, (1132 uM)
ilagla muamele edilen kiiltiirde hiicre yogunlugu % 19, oraninda artti (Sekil 3.21). Dex
konsantrasyonlari igeren disklerin ¢evresinde herhangi bir zon gézlenmedi (Sekil 3.22 a). Disk
yontemine alternatif olarak yapilan Dex konsantrasyonlarini igeren halkalarda da iiremenin
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.23). Amfisilinli disk yontemi (amp®) ile diskler etrafinda

tiremenin olmadig: halkalar goriilmektedir (Sekil 3.22 b). Enterococcus faecalis’in standart

tireme grafigi sekil 3.24’de gosterilmektedir.

Sekil 3.20 (a) Mueller Hilton besiyerinde farkli konsantrasyonlardaki Dex’in Enterococcus
faecalis ile muamele edilmesi. 1-2-3-4-5 sirayla 2264, 1132, 566, 283,08 ve
141,5uM Dex konsantrasyonlari idi. (b) ti¢lii tekrar1 gostermektedir.
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Deksametazon konsantrasyonlari

Sekil 3.21 Enterococcus faecalis’in farkli konsantrasyonlarda Dex igeren sivi besiyerinde
goreceli biiylimesi. A-B-C-D-E sirasiyla 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM Dex
temsil etmektedir. Grafikte % 100 olarak gosterilen tireme 5,5745E+21 hiicre
sayisin1 gostermektedir.

Sekil 3.22 (a) Steril diskler kullanarak Enterococcus faecalis Mueller Hinton kati besiyerinde
goreceli biiylimesi. 0, 1, 2, 3, 4 ve 5 ile etiketlenmis olan plaka yarilarinda bulunan
disklerin Dex konsantrasyonlar1 sirasiyla 0, 141,5, 283,08, 566, 1132 ve 2264 uM
idi. (b) Enterococcus faecalis’in amfisilinli disk yontemi (amp®).
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Sekil 3.23 Enterococcus faecalis Mueller Hinton kati besiyerinde goreceli bityiimesi. Dex
konsantrasyonlar1 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM idi.
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Sekil 3.24 Enterococcus faecalis susunun standart tireme grafigi.

3.9 DEKSAMETAZON’UN PROTEUS MIRABILIS’IN BUYUMESI UZERINE ETKISi

Dex’in konsantrasyonlarinin higbiri (2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM), Proteus mirabilis
tiremesi lizerinde herhangi bir inhibitor etki gostermedi, aksine Proteus mirabilis’in tiremesi
tizerinde kiigiik bir uyarici etki gosterdi (Sekil 3.25). Yiiksek konsantrasyonlu (2264 uM) ilagla
muamele edilen kiiltlir hiicre yogunlugunu % 10 arttird1 (Sekil 3.26). Dex konsantrasyonlari
iceren disklerin g¢evresinde herhangi bir zon gozlenmedi (Sekil 3.27 a). Disk yontemine
alternatif olarak yapilan Dex konsantrasyonlarimi iceren halkalarda da iiremenin oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 3.28). Amfisilinli disk yontemi (amp™) ile diskler etrafinda tiremenin
olmadigi halkalar goriilmektedir (Sekil 3.27 b). Proteus mirabilis standart tireme grafigi sekil
3.29°da gosterilmektedir.
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Sekil 3.25 (a) Mueller Hilton sivi besiyerinde farkli konsantrasyonlardaki Dex’in Proteus
mirabilis ile muamele edilmesi. 1-2-3-4-5 sirayla 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5

uM Dex konsantrasyonlari idi. (b) tiglii tekrar1 gosterir.
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Sekil 3.26 P.mirabilis *in gesitli konsantrasyonlarda Dex igeren besiyerinde goreceli biiytimesi.
A-B-C-D-E sirasiyla 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM Dex temsil etmektedir.
Grafikte % 100 olarak gosterilen iireme 1,84E+22 hiicre sayisini gostermektedir.

51



Sekil 3.27 (a) Steril diskler kullanarak P.mirabilis Mueller Hinton kat1 besiyerinde goreceli
bliylimesi. 0, 1, 2, 3, 4 ve 5 ile etiketlenmis olan plaka yarilarinda bulunan disklerin
Dex konsantrasyonlar1 sirasiyla 0, 141,5, 283,08, 566, 1132 ve 2264 uM idi. (b)
P.mirabilis’in amfisilinli disk yontemi (amp®).

Sekil 3.28 P.mirabilis Mueller Hinton kati besiyerinde goreceli biliyiimesi.  Dex
konsantrasyonlar1 2264, 1132, 566, 283,08 ve 141,5 uM idi.
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Sekil 3.29 P.mirabilis susunun standart iireme grafigi.

3.10 UV- VIS TARAMA YOLUYLA DEKSAMETAZON’UN DNA’YA ETKIiSi

UV spektrofotometrede DNA iizerine Dex titrasyonu ile yapilan 6lgiimde Deksametazon-
Absorbans grafigi elde edilen verilere gore bilgisayar ¢izimi ile gosterilmistir (Sekil 3.30). UV
spektrofotometrede yapilan ¢alismada Dex, DNA’ya tutunmustur. Kb 7256 1/M olarak bulunur.
Kb degerine gore absorbans artigi Dex ile DNA etkilesimini gosterir. Bir siire sonra doymus

duruma geldigi Deksametazon-Absorbans grafiginden gézlemlenmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.30 Absorbans - Dalga boyu grafigi. DNA iizerine Dex’in titre edilmesi.
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Sekil 3.31 Absorbans-Deksametazon grafigi. DNA iizerine Dex’in titre edilmesi.
3.11 IN-SILIiKO YOLUYLA DEKSAMETAZON’UN DNA’ YA ETKIiSi

Dex - DNA etkilesiminin in siliko analizinde 3 hidrojen bagi olustugu goriilmektedir. DG2,
DG22, DAS, DC3, DG4 niikleotidleri ile bag kurmustur (Sekil 3.32). Dex’in DNA ile hem
hidrojen hem de ilagtaki aromatik halkalar DNA’daki aromatik halkalarla hidrofobik bag
yaptigr goriilmektedir (Sekil 3.33). DNA'nin kiigiik oluk (minér) tarafi ile birlikte Dex
molekiiler yerlestirme perspektifi goriilmektedir. ilag mindr oluga tam olarak oturmustur.
Ayrica programdan cIRMS = 0,0 oldugu yani hata pay1 olmadigi, baglanma enerjisi —7,73 ve
elektrostatik Enerji -5,84 olarak elde edilmektedir.

DG2

Sekil 3.32 (a) DNA'nin kii¢lik oluk (minér) tarafi ile birlikte Dex’in molekiiler yerlestirme
perspektifi. (b) Dex ile DNA arasindaki hidrojen baglar1 etkilesiminin ve niikleotid
baglarinin molekiiler modellenmesi.
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Sekil 3.33 Dex ile DNA arasindaki hidrofobik baglarin modellenmesi.

3.12 UV- ViS TARAMA YOLUYLA DEKSAMETAZON’UN SIGIR SERUM
ALBUMIN (BSA) ILE ETKILESiMi

UV spektrofotometre de 210 - 350nm da BSA iizerine Dex titrasyonu ile yapilan dlgiimde
Deksametazon - Absorbans grafigi elde edilen verilere gore bilgisayar ¢izimi ile gosterilmistir
(Sekil 3.34). UV spektrofotometrede yapilan ¢alismada Dex BSA’ya tutunmustur. Kb 20960 1/M
denklemden bulunur. Baglanma sabitine gore absorbans artis1 Dex ile BSA etkilesimini gosterir.

Bir siire sonra doymus duruma geldigi Deksametazon-Absorbans grafiginden gozlemlenmistir
(Sekil 3.35).
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Sekil 3.34 Absorbans-Dalga boyu grafigi. BSA iizerine Dex’in titre edilmesi.
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Sekil 3.35 Absorbans-Deksametazon grafigi. BSA {izerine Dex’in titre edilmesi.
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BOLUM 4

TARTISMA

Hiicresel DNA'daki hasar, mutajenez ve kanserin gelisiminde rol oynar. Bir insan hiicresindeki
DNA, hem harici (eksojen) hem de i¢ metabolik (endojen) siirecler tarafindan iiretilen, giinde
birka¢ milyon zararli olaya maruz kalir (Valipour vd. baskida). Kimyasallarin neden oldugu
DNA hasarini aragtirmak i¢in ucuz, hizli ve degerli yontemlerden biri, bir siipersarmal plazmid
DNA'nin se¢ilen kimyasal madde ile inkiibasyonu ve ardindan agaroz jel elektroforez analizidir
(De Mattos vd. 2004). pUC19 plazmid DNA'smin dogal yapis: siipersarmaldir. Iki sarmalin
herhangi birindeki herhangi bir kirilma, siipersarmal formu sirkiiler (relax) forma
dontistiiriirken, her iki sarmalda ayni pozisyonda kirilma dogrusal (linear) plazmid DNA'y1
olusturur. Linear (dogrusal) formun agaroz jeli yoluyla gogii siipersarmal (siipercoil) formdan
daha yavas ve sirkiiler (relax) formdan daha hizlidir (Moreno vd. 2007). Dex’in H20; varliginda
DNA iizerindeki kesme aktivitesine bakildiginda farkli konsantrasyonlarda Dex (1700, 170, 17,
1,7 ve 0,42 uM) ile muamele edilmis stipersarmal plazmid DNA, muamele edilmemis DNA'ya
kiyasla agaroz jel elektroforezinde degisiklik gostermedi. DNA'nin sadece H20 ile muamele
edilmesi DNA'ya zarar vermedi. Dex konsantrasyonlarinin higbiri, siipersarmal DNA {iizerinde,
oksidatif bir madde olarak H>O> varliginda kirilma yaratmadi. Bu arastirmada siipersarmal
pUC19 plazmid DNA, Dex ile etkilenmedi. insan plazmasindaki Dex konsantrasyonlarinin
aralig1 Cizelge 1.2°den yararlanilarak, (Klintip vd. 2016) ve (Song vd. 2004) sirasiyla 5,12 —
21,03 nmol / L ve 2,5 -509,6 nmol / L olarak belirlenmistir. Bu arastirmada DeX, siipersarmal
DNA'y1 insan plazmasinda bulunanlardan birka¢ kez daha yiiksek konsantrasyonlarda bile
(1700, 170, 17, 1,7 ve 0,42 uM) kirmadi. Plazma konsantrasyonlarina gore derisimleri
belirlenen Dex, ¢oziicli olarak Cizelge 1.3’deki kaynaklardan yararlanilarak PBS kullanild.
Zay1f mutajenik ve mutajenik olmayan kanserojenlerin ¢ogunlugunun, metal kaynakli oksidatif
DNA hasar1 yoluyla kanserojenligi uyardig: goriilmektedir. Bakir ve demirin (endojen metal
iyonlar1) hidrojen peroksit ile reaksiyonu nedeniyle hidroksil serbest radikal tiretildi. Serbest
hidroksil radikali, oksidatif DNA hasarina neden olan oldukga reaktifdir (Valipour vd. baskida).

Dex’in plazmid DNA'ya kars1 davranisi ne indirgeyici bir ajan (askorbik asit) varliginda ne de
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bir oksidatif ajan (H202) varliginda degismedi. Bu, Dex’in DNA'ya zarar veren hidroksil
radikalini iiretmek icin bakir ve demir gibi davranamayacagi anlamina gelir. Erkekler i¢in
normal serum ferritin araligi 15 - 320 mg / ml ve kadinlar i¢in 6 — 155 mg / ml'dir (Brewer
2009). Insan fizyolojik plazma demir ve bakir toplam konsantrasyonlar1 (serbest ve bagl)
sirasiyla (11 - 31 uM) ve (14 - 19 uM) arasinda degismektedir (Letelier vd. 2010). Resveratrol
(Subramaniam vd. 2015), bleomisin (Kobayashi vd. 1998), kloramfenikol (Ohnishi vd. 2015),
N-asetilsistein (Oikawa vd. 1999) ve prokarbazin (Ogawa vd. 2003) gibi ilaglarin aksine, Dex,
yiiksek konsantrasyonlarda bile, demir ya da bakir varliginda siipersarmal plazmidde herhangi
bir kirtlmaya neden olmamustir. Ek olarak, Dex, DNA'y1 Fenton reaksiyonlarinin olusturdugu
zararli hidroksil radikallerine karsi koruyamadi. Bir in vivo g¢alismada, Dex, kromozom
sapmasi, kardes kromatid degisimi ve fare kemik iliginde mikroniikleus insidansini arttirmistir
(Singh vd. 1994, De Oliveira vd. 2017), Dex’in, Allium cepa meristematik kok hiicrelerinde
kromozom sapmalari endeksini doza bagl bir sekilde anlamli olarak arttirdigini géstermistir.
Ek olarak, Queiroz ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan bulgu, hidrokortizonun farelerin
kemik iliginde genotoksik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Bu bulgular, metabolize
edilmemis Dex’in DNA iplik¢iklerine zarar verememesine atfedilebilecek bulgular ile uyumlu
degildir (Singh vd. 1994). Ayrica, muhtemelen Dex’in mikrotiibiiller iizerine baglanmasi ve
etkisine bagli olabilir (Banduhn ve Obe 1985). Bu nedenle, bize gére Dex metabolitlerinin
DNA ve mikrotiibiil proteinleri lizerindeki etkilerini analiz etmek i¢in daha fazla calismaya

ithtiyag vardir.

Dex’in 10 - 0,75 mg oral dozu ince bagirsaktaki ortalama sivi hacmi (105 £ 72 ml ve 54 £ 41
ml, P <0.01) (Schiller vd. 2005) g6z oniinde bulundurularak 10 mg / 54 ml de 471,8uM, 105
ml de ¢oziindiigiinde 242,6 uM bagirsaktaki molaritesi olur. Antibakteriyel efekt calismamizda
bagirsak hacmi ve ilag oral dozu g6z 6niinde bulundurularak 2264 - 1132 - 566 - 283,08 - 141,5
uM olarak 5 doz g¢alisilmigtir. Daha Once yapilan ¢alismalarda insan bagirsagindaki E.
cloacae’nin yogunlugundaki artigin obezite ile ilgili oldugu gosterilmistir (Keskitalo vd. 2018),
(Fei ve Zhao 2013). Calismamizda 2264 uM Dex, E. cloacae hiicre sayilarini % 10 oraninda
arttigindan, Dex’in E. cloacae yogunlugundaki artis1 obezite ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Bu konu hakkinda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda eklem Tutulumlu Ulseratif Kolit hastalarinin bagirsak florasinda azalmis
miktarda E. coli, Bifidobakteri, Laktobasillus bakterileri bulundugu gézlemlenmistir (Koca
2015). 2264 uM Dex E. coli hiicre yogunlugunu % 23, 1132 uM Dex ise E. coli hiicre

yogunlugu % 30, oraninda arttirdig1 verilerimizde goriilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasindaki
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dengenin bozulmasi durumunda bir¢ok hastaligin meydana gelebildigi vurgulanmaktadir. Bu
nedenle Dex’in E.coli yogunlugu iizerindeki kiigiik bir uyarici etkisinin neden olabilecegi
durumlar daha fazla arastirmaya ihtiyag duymaktadir. Allameh ve arkadaslar1 (2017) yaptiklari
calismada Javanese Sazan’min besinine E. faecalis takviyesinin proteaz ve lipaz aktivitelerini
arttirdigini, E. faecalis ile beslenen baliklarda kontrol baliklarina kiyasla anlamli derecede daha
yiiksek propiyonik ve biitirik asit iiretimi goriilmiistiir. Javanese sazaninda A. hydrophila
enfeksiyonunun ortaya ¢iktigi ancak E. faecalis ile beslenen baliklarda hastalik direncinin
arttig1 gortlmustiir. E. faecalis uygulamasinin serum antikor titrasyonu (humoral immiin yanit)
tizerinde olumlu etkisi oldugunu ortaya koydu. Elde ettigimiz verilere gére 2264 pM Dex, E.
faecalis hiicre yogunlugunu % 42, 1132uM Dex, hiicre yogunlugu % 19, oraninda arttirmistir.
Bagisak mikrobiyotasindaki Dex kaynakli E. faecalis yogunlugundaki artis Allameh ve
arkadaglarmin (2017) yaptiklart ¢alismalar g6z oniinde bulunduruldugunda probiyotik bir
potansiyele sahip olabilir ve E. faecalis yogunlugu lipaz enziminin aktivitesini arttirmasi
yaglarin sindiriminin artmasina sebep olabilir. Bu nedenle E. faecalis yogunlugunun artmasinin
bagirsak mikrobiyotast ve immiinolojik olarak daha fazla degerlendirmeye ihtiyag
duyulmaktadir. 2264 uM Dex P. mirabilis hiicre yogunlugunu % 10 oraninda arttirdigi
verilerimizde goriilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasindaki dengenin bozulmasi durumunda
birgok hastaligin meydana gelebildigi vurgulanmaktadir. Bu nedenle Dex’in P. mirabilis
yogunlugu iizerindeki kiigiik bir uyarict etkisinin neden olabilecegi durumlar daha fazla
arastirma ile aydinlatilmalidir. Yapilan ¢alismada elde edilen veriler Dex’in Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis ve Proteus mirabilis’in suslari tizerinde kiigiik
oranlarda arttirict etki gdstermistir. Bu durum Dex’in yiliksek konsantrasyonlarinda
gozlemlenmistir. Buna kontrol olarak 2264 uM konsantrasyonundaki Dex absrobans degeri

spektrofotometrede O (sifir) olarak Sl¢iilmiistiir.

Ilag¢ DNA etkilesimleri, DNA hedefli ilag tasarim1 ve bunlarin in vitro analizi bilim diinyasinda
giincel bir konudur. ilag DNA etkilesimleri ilacin toksisitesi ve organizmadaki dagilimmin
belirlenmesinde 6nemlidir. Dex’in UV - Vis spektrofotometrisi ile DNA ile etkilesimine
bakilmistir. UV - Vis spektfotometrisi kiigiik molakiiller ile niikleik asitler arasindaki
etkilesimin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kii¢iik molekiiller DNA nin ¢ift sarmal
yapist ile etkilesime girebilir ve bu etkilesim reaksiyon Oncesi ve sonrasinda absorpsiyon
spektrumundaki degisikliklere gore arastirilabilir. Hiperkromik ve hipokromik etki, ¢ift sarmal
yapt nedeniyle ilag - DNA etkilesimlerinin spektrum 6zellikleridir. Genellikle, etkilesimin

giiclii olmas1 durumunda hipokromik etki agiktir (Interkalasyon yapan ETBR gibi) (Hajian vd.
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2012). Hipokromik etki DNA iizerindeki konformasyon degisikliginden kaynaklanirken
hiperkromik etki, DNA ¢ift sarmal yapisina verilen zarardan kaynaklanmaktadir ve DNA
absorbansinda artisa neden olur (Zhou vd. 2007). Hajian ve arkadaslarinin (2017) yaptiklar
calismada bir antikanser ilac1 ve balik sperm DNA's1 olan Valrubisin ile molekiiler etkilesimler,
UV - Vis spektrofotometrisi yontemi ile ¢aligilmis, Valrubisin - DNA'nin baglanma sabiti (kb),
spektrofotometrik titrasyon yontemi ile belirlenmistir. Ahmadi ve arkadaslarinin (2011)
yaptiklar1 c¢alismada Quercetin-Palladium ile Calf Thymus DNA baglanma etkilesimi
absorpsiyon spektroskopisi ile arastirilmistir. Dorraji ve arkadaslarimin (2013) yaptiklar
calismada antidepresan ilag Sertralin ile Calf Thymus DNA'nin etkilesimi, UV - Vis
spektrofotometrisi ile arastirilmigtir. Yukarida da bahsedildigi gibi yapilan literatiir
taramalarindaki ilag - DNA etkilesim calismalar1 g6z 6niinde bulundurularak Dex - DNA
etkilesimi UV - Vis spektrofotometrisi ile analiz edilmistir. UV - Vis absorpsiyon spektrumlari
Olgtilmistiir. Sekil 3.30°da gozlemlendigi gibi max absorbsiyon dalga boyunda kayma goézlenir
ki bu DNA - Dex arasindaki etkilesimi gostermektedir. Baglanma sabitine gore absorbans artigi
Dex ile DNA etkilesimini gosterir. Bir siire sonra doymus duruma geldigi Deksametazon -
Absorbans grafiginden gozlemlenmistir. R? 0,9816 olarak bulunmustur. Kb 7256 1/M olarak
hesaplanmustir. Etidyum Bromiir’iin DNA’ya baglanma sabiti 10° 1 / M'e esittir ve giiclii
hipokromik etki gosterir (Dogha vd. 1983). Bir bagka ¢alismada Etidyum Bromiir’iin (ETBR)
DNA ile baglanma sabiti 1300000 1 / M olarak belirlenmistir (Vardevanyan vd. 2003). ETBR
ile karsilastirildiginda Dex - DNA etkilesimdeki kb degeri ¢cok daha diisiiktiir ve Dex - DNA
zay1f interkalator olarak baglandig diistiniilmektedir. DNA’nin ilk 260 da pick vermesi daha
sonra ilag titrasyonu ile max tepe konumu (pick) 250 dalga boyuna dogru kaymistir. Sonug
olarak Dex - DNA etkilesiminde absorbans degerinin yiikselmesi hiperkromik etki oldugunu
gostermektedir. Agaroz jel elektroforezinde Dex - DNA etkisi incelenmis ancak higbir etki
gozlenmemistir. Ancak UV spektrofotometrede yapilan ¢alismada Dex - DNA’ya tutunmustur.
In siliko analizi igin, programlardan elde edilen sonuglara gore Dex’in DNA ile hem hidrojen
hem de hidrofobik bag yaptigi goriilmektedir. DNA'nin kiigiik oluk (mindr) tarafi ile birlikte
Dex molekiiler yerlestirme perspektifi goriilmektedir. UV spektrofotometrede DNA - Dex
etkilesiminde elde edilen veriler in siliko analiz ile dogrulanmaktadir. ilaglarin DNA ile
baglanma ¢alismalari, reaksiyon mekanizmasinin anlasilmas: ve DNA'y1 hedef alan yeni ve
daha az yan etkilere sahip etkili ilaglarin uygulanmasi, tasarimi i¢in rehberlik saglamak i¢in

faydalidir (Ahmadi vd. 2011).

60



llaglarin dagilimimin, serbest konsantrasyonunun ve metabolizmasinin, kan akisindaki ilag -
protein etkilesimlerinden giiclii bir sekilde etkilendigi bilinmektedir ve bu tip bir etkilesim
kemoterapétik islem sirasinda ilacin stabilitesini ve toksisitesini de etkileyebilir (Hu vd. 2005).
Serum albiiminler plazmada en bol bulunan proteinlerdendir ve bir¢ok fizyolojik fonsiyona
sahiptirler. En 6nemli fonsiyonlarindan biri de ilaglarin yerlestirilmesi ve ilag¢ etkinliginde
onemli gorevleri vardir (He ve Carter 1992). BSA ilag kullaniminda aktif bir rol oynar. flaglarin
¢ogu albiimin ve diger serum bilesenlerine baglanirlar. Serum albiimini bu ilaglarin plazmadaki
¢Oziinlirliglini arttirir ve ilaglarin hiicrelere verilmesini diizenler. Serum albiimininin baglanma
verileri farmakolojik ¢alismalar icin cok dnemli bilgiler sunar (Guo vd. 2004). flaglarin serum
albiimini ile etkilesimlerinin arastirilmast ilaglarin  viicutta tasinmasi, dagilimi, etki
mekanizmasi ve ilacin farmasotik dinamikleri hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in 6nemlidir (Gong
vd. 2007). Huang ve arkadaslarinin (2001) yaptiklari ¢alismada Streptomisin Siilfat’in Sigir
Serum Albiim (BSA) baglanmasi farkli teknikler kullanilarak analiz edilmis ve ilacin tek bir
baglanma yeri oldugu belirlenmistir. Kandagal ve arkadaslarinin (2006) yaptiklari ¢alismada
Gemsitabin Hidrokloriir adli bir anti kanser ilag ile Sigir Serum Albiimini (BSA) arasindaki
etkilesimler, spektroskopik tekniklerle incelenmistir. Kamat ve arkadaslar1 tarafindan (2005)
yapilan ¢alismada sigir serum alblimini ile norfloksasin ve siprofloksasin arasindaki etkilesimin
mekanizmasi incelenmistir. Yapilan c¢aligmalara bakildiginda BSA ile ila¢ etkilesimleri
calismalari ilaglar hakkinda bilgi sahibi olmamiz a¢isindan 6nemlidir. Bu nedenle Dex ile BSA
arasindaki etkilesimini UV - Vis spektrofotometre ile analiz ettik. R2 0,9911°dir. Kb 20960 1/M
olarak hesaplanmistir. Kb degerine gore absorbans artisi Deksametazon’un BSA’ya
baglandigin1 gostermistir. Dex ilavesiyle BSA absorbansinin arttigi gézlemlenmistir. Dex -
BSA’nin max tepe konumu (pick) diisiik dalga boyu bolgesine dogru hafifce kaymugtir. Dex’in
protein molekiiliine baglanmasi protein konformasyonunda degisime neden olabilir. Naik ve
arkadaslarmin (2010) yaptiklari ¢alismaya baktigimizda Floresans spektrumlari, UV -
absorpsiyon spektrumlart ve FT - IR spektrumlari sonucu, Sigir Serum Albiimininin (BSA)
konformasyonunun Dex varliginda degistigini gostermislerdir. Bizim sonuglarimiz bu sonuglar
ile drtiismektedir. Ilag firmalari, yeni ilag tasarrminda BSA gibi serum albiiminlerin baglanmasi
igin standart verilere gereksinim duyduklarindan, BSA ile Dex etkilesiminin bu tiir bir ¢aligmasi

klinik tipta, tibbi kimyada ve farmasdétik endiistrisinde yararli olacaktir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bir anti - inflamatuar ila¢ olan Deksametazon ilacinin antibacteriyel efekti ve DNA'ya
baglanmasinin in vitro ve in siliko modellenmesini igeren bu ¢alismada, DeX tek basina veya
FeSOa, CuCly, indirgeyici bir ajan Asc ve oksidatif bir ajan H20> varliginda siipersarmal DNA
tizerinde herhangi bir kirilma etkisi gostermedi. Uv - vis spektrofotometre analizinde bu ilacin
DNA’ya baglanma sabiti 7256 1 / M olarak hesaplanmistir ve bu ilacin DNA ile hiperkromik
etki gosterdigi goriilmektedir. In siliko analizinden elde ettigimiz bilgilere gére Dex DNA ile
hem hidrojen hem de hidrofobik bag yapmaktadir. DG2, DG22, DAS, DC3, DG4 niikleotidleri
ile hidrojen bagi kurmustur ve mindr oluga yerlestigi gdzlemlenmektedir. in siliko analizinden
elde ettigimiz sonuglar UV - vis spektrofotometre analizindeki sonuglart desteklemektedir. Dex
ile BSA arasindaki etkilesimde Kb 20960 1 / M olarak hesaplanmistir. 2264 uM Dex, E.
cloacae hiicre yogunlugunu % 10 oraninda arttirdi. 2264 uM Dex E. coli hiicre yogunlugunu
% 23, 1132uM Dex ise E. coli hiicre yogunlugu % 30 oraninda arttirdi. 2264 uM Dex, E.
faecalis hiicre yogunlugunu % 42, 1132 uM Dex, E. faecalis hiicre yogunlugu % 19, oraninda
arttirdi. 2264 uM Dex P. mirabilis hiicre yogunlugunu % 10 oraninda arttirmigtir. Daha 6nceki
caligmalara baktigimizda bu ilacin in vivo kosulunda DNA iizerinde kirma etkisi oldugu
goriilmesine ragmen bizim in vitro ¢aligmamizda herhangi bir etki gézlemlenmemistir. Bizim
calismamiz DNA ve protein etkilesimindeki yiiksek baglanmadan kaynakli bir kirma oldugunu
gostermektedir. Ayrica ilacin kendisinin degil metabolitlerinin  bu etkiyi yaptigini
diisiinmekteyiz. Bu nedenle Dex metabolitlerinin DNA ve kromozomun yapisindaki proteinler
tizerindeki etkilerini analiz etmek i¢in ve Dex’in flora bakterileri lizerindeki uyaric etkisinin,
insan saghigi igin tehdit olusturabilecek olasi hastaliklarla iliskisinin, daha fazla ¢aligma ile
arastirilmas1 gerektigini diisiinmekteyiz. ilaglarmn DNA ile etkilesim ¢alismalari, reaksiyon
mekanizmasinin anlagilmasi ve DNA'y1 hedef alan yeni ve daha az yan etkilere sahip etkili
ilaglarin uygulanmasi, tasarimi igin rehberlik saglamak agisindan faydalidir. Diinyada ve

tilkemizde yaygin olarak kullanilan bir anti - inflamatur ilag olan Dex ile yapilan bu
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caligmalarda doktorlarin yazdig1 ve insan sagligi i¢in 6nemli olan bu ila¢ hakkinda daha fazla

aragtirmaya ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir.
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