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OZET

ATOMOKSETIN FLUKANAZOL KOMBINASYONUNUN Candida albicans
UZERINE ANTIFUNGAL ETKISININ TRANSKRIPTOM ANALIZI

Benjamin KREKA

Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s 2019
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Hiillya KARACA GENCER

Glinlimiizde artan ila¢ direngleri ve bu diren¢ mekanizmalarinin meydana
getirdigi yan etkiler sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Antifungal direncin 6zellikle
giiclli bir antifungal olan flukanazole karsi gelismesi nedeni ile farkl ilaglara ve ilag
kombinasyonlarina daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan calismalar baz alinarak
bu tezde farkli ilaglarin antifungal aktivitesi arastirilmis ve bu ilaglardan daha once
antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmamis olan antidepresan Atomoksetinin kontrollerden
daha az etkili diger ilaclardan daha fazla etkili antimikrobiyal aktivitesine rastlanmigtir.
Atomoksetinin antifungal etkisinin giiniimiizde antifungal olarak kullanilan flukanazol
ile kombine kullanildiginda arttig1 yapilan 6n caligmalar ile belirlenmistir. Yapilan
dama tahtas1 analizi ile Atomoksetin ve Flukanazol kombinasyonunun C. albicans
iizerine sinerjik etkisi belirlenmistir. Bir baska antimikrobiyal aktivite analizi olan 6liim
kinetigiyle bu iki maddenin fungisidal aktivitesine rastlanmistir. Bu antifungal etki
transkriptom analizi ile detaylandirilmustir. Ilagh ve ilagsiz yapilan transkriptom

analizinde kombinasyonun genler {lizerindeki etkisi tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Atomoksetin, Flukanazol, Antifungal aktivite, Transkriptom

analizi



ABSTRACT

ANTIFUNGAL ACTIVITY AND TRANSCRIPTOME ANALYSIS OF
ATOMOXETINE AND FLUCANAZOLE IN Candida albicans

Benjamin KREKA

Department of Pharmaceutical Microbiology
Programme in Institute of Health Sciences
Anadolu University, Graduate School of May 2019
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Hiillya KARACA GENCER

Today, there are problems with increasing drug resistance and side effects
caused by these resistance mechanisms. Due to the development of antifungal
resistance, especially against flucanazole, new research is needed for different drugs and
drug combinations. The antifungal activity of different antidepressants was investigated
in this thesis based on the previous studies and the antimicrobial activity of these
antidepressants was found to be more effective than the other drugs. Antifungal effect
of atomoxetine is determined by the preliminary studies. Atomoxetine-flucanazole
combination increased the antifungal activity. The synergistic effect of Atomoxetine
and Flucanazole on C. albicans determined by checkerboard analysis. Another kinetics
of antimicrobial activity is the time kill and the fungicidal activity of these two
substances is showed. This antifungal effect was elaborated by transcriptome analysis.

Efficacy on genes was determined in the transcriptome analysis with and without drugs.

Keywords: Atomoxetine, Flucanazol, Antifungal activity, Transcriptome analysis
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ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgin bir caligma oldugunu; calismamin hazirhk, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler
icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi” ile
tarandigim1  ve higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, caligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 19-uncu yiizyillin ikinci yarisinda énemli gelismeler
kaydetmistir. Mikroorganizmalarin tedavilerde kullanilabilme potansiyeline sahip
olabileceklerini ilk diisiinen bilim adamlar1 Pasteur ve Joubert olmustur. Bu bilim
insanlar1 steril idrarda sarbon basillerinin iiredigini kontamine idrarda ise iremediklerini
ve basillerin 6ldigiinii saptayarak, bu gozlemlerinin nedenlerini deneysel olarak
ispatlamak istemiglerdir. Pasteur ve Joubert kontamine idrara sarbon basillerini
karigtirarak deney hayvanlarina aktarmislardir. Boylelikle hastalik olusmadigini ortaya
koymuslardir. Bunu deneysel olarak ispatlamalar1 enfeksiyon hastaliklariin bu sekilde

tedavi edilebileceginin ilk adimi1 olup antibiyotik kavraminin dnciileri olmuslardir [1].

1909 yilinda enfeksiyon tedavisi alaninda ¢alismalar yapan alman bakteriyolog
Paul Ehrilch arsenik bazli bir madde tespit etmigve bu maddenin sifilizin erken
doneminde etkili oldugunu saptamistir. Bu madeye ‘salvarsan’ adini vermislerdir. Ayni
zamanda Louis Pasteur’de bu maddenin farkli mikroorganizmalar {iizerinde etkili

oldugunu gozlemlemistir [1].

1928 yilinda Alexander Fleming stafilokoklar ile deneyler yiirlitmeye baslamistir.
Acik camin yaninda duran kapagi kapali olmayan bir petri kabinda kiif sporlarmin
gelistigini fark etmistir. Bu kiif sporlarinin etrafinda bakterilerin 6ldiigiinii gozlemlemis-
tir. Bu kiif sporlarin1 kati besiyerinde gelistirerek penisilin ismini verdigi kiif tiiriinii ta-
yin ederek tanimlamigstir. Penisilinin gram pozitif patojenlere karsi etkili oldugunu
gozlemlemistir. Ancak bu etkinin bire bir kiif kaynakli olmayip kiifiin {retigi bir

maddenin bakterileri ldiirdiigiinii fark etmistir [2].

Alexander Fleming penisilinle ilgili kesfini British Journal of Experimental
dergisinde yaymlamistir. Yaymi ilk basta ragbet gérmemesine ragmen ikinci diinya
savasinda ¢ikan salgin hastaliklara karsi penisilinin kullanimi, Fleming’in 1945 yilinda

tibbi fizyoloji alaninda nobel 6diiliinii almasina sebep olmustur [2].

1930’lu yillarda mikroorganizmalara karst modern kemoterapi siilfanomidlerin
kesfi ile baslamistir. 1943°te Waksman arkadaslartyla birlikte Streptomyces griseus
kiiltiirlinden  streptomisini izole etmiglerdir. 1944 yilinda tedavide kullanilan bu

antibiyotik birgok gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalarin yaninda



Mpycobacterium’larada etki etmistir. 1952°de makrolitler penisilin alternatifi olmasiyla

onem kazanmistir [1].

Ancak eritromisine direncin yiiksek olmasi kullanimlarini sinirlandirmagtir.
Sonrasinda yeni antibiyotikler gelistirilerek 1990’11 yillarda antibiyotiklere direncin
varlig1 kesin olarak anlasilmistir. Giinlimiizde ila¢ endiistrisinde antibiyotiklerle ilgili
cok caligma bulunmakla beraber bazi arastirmacilar 1990°dan sonraki yillart antibiyotik

sonrast donem olarak nitelendirmektedirler [1].

Antifungal ilaglarin tarihgesi 1953 yilinda amfoterisin B’nin kesfi ile baslamistir.
Bunu 1957°de flusitozin, 1960’lardan sonrada azoller ve tirevleri ile triazoller
izlemistir. Mevcut antifungallerin toksik etkilerinin ve diren¢ gelisimi gibi yan
etkilerinin bulunmasi antifungal ilaglara ihtiyaci artirmaktadir. Buna karsilik bu mantar
hastaliklarina kars1 kullanilacak antimikotiklerin sayisida artmamaktadir. AIDS
(Acquired Immune Deficiency Syndrome - edinilmis bagisiklik eksikligi sendromu)
vakalarindaki artig, kemik iligi ve organ nakilleri, kortikosteroid kullanimi, yanlis
antibiotik kullanimi gibi immun sistemin baskilanmasi1 sonucu gelisen firsatgi

enfeksiyonlarin siklig1 yeni antifungallerin sentezlenmesini gerektirmistir [3].

Antibakteriyel ajanlarla antifungal ajanlar karsilastirildiginda antibakteriyel
ilaclarin prokaryotik hiicre yapisina etki etmesi nedeni ile tedaviye olanak sagladig:
goriilmektedir. Antifungal ilaclar ise 0karyotik hiicre yapisina etki ettigi i¢in tedavide
karmagikliga ve sorunlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Yeni sistemik antifungal

ilaglarin gelistirilmesinde aranacak 6zellikleri kisaca;

. Fungal hiicre duvar1 biyosentezini inhibe edebilmeli

. Amfoterisin B’ den daha etkili olmali

. Giivenilebilirligi flukanazol ile karsilastirilabilmeli

. In vitro ve in vivo fungisidal aktiviteye sahip olmalidir seklinde siralanabilir.

Bunun yani sira etkili bilesiklere ulasilabilmesi i¢in aranan kriterlerin basinda yeni
etki mekanizmalarinin gelistirilmesi gelmektedir. Bunun fungus hiicre yapisi ve
metabolik  yolaklarin detayli bir bi¢cimde arastirilmasi ile saglanabilecegi

disiintilmektedir [4].



Glinlimiizde antifungallerin yetersiz olmasi, su anki ulagilabilir antifungal ilaglarin
toksisiteleri ve artan antibiyotik kullanimi ile birlikte dogan antimikrobiyal direng
dikkate alindiginda yeni antifungal ilaglarin arastirllmast kagmilmazdir. Saglik
alanindaki maddi ve manevi yliklerinden dolay1r mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinin
etkili olmas1 gerekmektedir. Yeni sentez ilag Onerileri disinda alternatif olarak dogal
iirlinlerin, antifungal etkilerinin degerlendirilmesi ve kombine ilaglarin kullanilmasi ilag
Onerileri arasindadir. Yapilan bu tez calismasi ile antimikrobiyal ilaglara yeni bir
alternatif sunmak amaci ile daha 6nce antimikrobiyal etkisi bazi organizmalar iizerine
belirlenmis olan sertralin, fluoksetin gibi ilaglarin ve daha Once antimikrobiyal
etkinlikleri agisindan analiz edilmemis olan farkli ilaglarin antifungal etkileri
arastirilmis olup etkili bulunan ilacin (Atomoksetin) etki mekanizmasi aydinlatilmistir.
Bir 6n ¢aligma olarak farkl ilag sirketlerinden temin edilen atomoksetin, agomelatin,
sertralin, fluoksetin, essitalopram, mianserin hidroklorid, karbamazepin, dipriyon,
gabapentin, glibenklamit, voinoktamid, ketfapin fumarat, risperidon, olanzapin, gibi
antidepresan ilaglar antifungal aktiviteleri agisindan analiz edilmis standart minimum
inhibisyon konsantrasyon testi ile antifungal etkinlikleri farkli testlerle belirlenmistir.
Atomoksetin ve giiclii bir antifungal olan flukanazoliin kombine kullanimi arastirilmig
ve iki ilag¢ arasinda sinerjik bir etki oldugu bulunmustur. Bu nedenle atomoksetin ve
flukanazol kombinasyonunun etki mekanzimasini belirlemek iizere bu tez kapsaminda
ilacin MICso degeri belirlenip C. albicans ilizerine antifungal etkisi arastirilmis ve
mikroorganizmanin ilagla muamele edilmemis ve edilmis oOrneklerinden RNA
izolasyonu yapilarak RNA seq analizi ile ila¢ kombinasyonun C. albicans. iizerine etki

mekanizmasi aydinlatilmistir.



2. KAYNAK BILGIiSI
2.1. Antifungaller

Giliniimiizde kullanilan antifungal ajanlar polyen ve azol grubu olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Polyen gurubunda amfoterisinB, nistatin gibi ilk antifungaller yer

almaktadir. Azol grubu ise imidazol ve triazaoller olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

Azol gurubu antifungal ajanlar azol halkasindaki nitrojen sayisina gore
imidazoller ve triazoller olarak siniflandirilmaktadir. Tiim azoller mantar hiicre zarinda
bulunan ergostreol sentezini sitokrom p450 araciligr ile 14 alfa-streol-demetilasyon
asamasinda inhibitor etki gostererek zarin gegirgenligini etkileyerek bozmaktadirlar.

Azollerin polyenlere gore daha az toksik oldugu bildirilmistir [9].

2.1.1. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan antifungal ajanlar
2.1.1.1. Griseofulvin

Mitozu metafaz evresinde durdurarak etki gostermektedir. Dermatofitlere etkili
olup maya ve bakterilere etkisizdir. Penisilin tiirlerinden izole edilen dar spektrumlu
antifungal etki gdsteren bir antibiyotiktir. Tinea kapitis, korporis ve kruris gibi klinik
vakalarda kullanilmaktadir. Bulanti, kusma, ishal gibi gastrointestinal yan etkileri
goriilmektedir. Merkezi sinir sistemi ile ilgili yan etkiler bas agrisi, bas donmesi, uyku
hali ve konflizyon gelisebilmektedir. Bunun yami sira ilag kullanimi ile alerjik
reaksiyonlar da gelisebilmektedir. Immun mekanizma ile ilgili yan etkileri ise 16kopeni,
nefroz ve hepatit olarak bildirilmistir [6]. Belirtiler ge¢ip, fungal kiiltiir negatif olduktan

sonrada 2 hafta daha kullanilmasi tavsiye edilmektedir [7].

2.1.1.2. Amfoterisin B

Amfoterisin B polyen gurubuna ait en eski ve aym zamanda mantar
enfeksiyonlarinda standart kullanilan bir antifungal ajandir. Yeni calisilan antifungal
ilaglarin etkinlikleri amfoterisin B ile karsilastirilarak belirlenmektedir. Fungal
membranda en Onemli strerol olan ergosterole baglanarak etkisini gostermektedir.
Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitidis, Candida tiirleri, Coccidioides immitis,
Cryptoccocus neoformans, Histoplasma capsulatum ve Paracoccidioides brasiliensis

gibi genis bir mikroorganizma gurubuna etkilidir. Fungal membranda ergosterol ile



birlikte kolesterollede etkilesime girdigi icin akut ve kronik toksisite yaratmaktadir. En
belirgin yan etkileri toksisite ve nefrotoksisitedir. Bu toksisitenin oniine gegilebilmesi

icin ilacin lipid bazli 3 farkli formiilasyonu gelistirilmistir [8].

2.1.1.3. Ketokonazol

1981 yilinda oral olarak kullanimi kabul edilen ve ilk imidazol grubu antifungal
ilactir. Genis antifungal spektruma sahiptir. Yan etkileri; bulanti, kusma, antiandrojen
etki, hepatoksisite olarak bildirilmistir. Endemik mikozlarda 400-800 mg/giin, yiizeysel
mantar enfeksyonlarinda 200 mg/giin, vajinal kandidiyazis tedavisinde 200 mg/giin 5

giin siire ile onerilmektedir [10].

2.1.1.4. itrakonazol

Genis spektrumlu antifungal aktivitesi olan itrakonazol oral formu bulunan bir
triazol tlirevidir. 1992 yilinda ‘Food and Drug Administration (FDA)’ onayli olarak
klinikte kullanimina baslanmistir. Ketakonazolle arasindaki fark basta Aspergillus
vakalarina ve bir¢ok mikoza etkili olmas1 ve daha az toksik olmasidir. itrakonazol oral
anti-Aspergillus olarak ¢ok onemlidir. Oral formu emilimi iyi degildir. Blastomyces
dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Histoplasma duboisii, Aspergillus flavus,
Aspergillus  fumigatus, Candida albicans, Penicillium marneffei, Cryptoccocus
neoformans gibi fungal patojenlere etkilidir. Ciddi bir yan etkisi olmamakla birlikte bas,

karin agrisi, siskinlik hissi, kasint1 ve adet diizensizligi gibi yan etkiler bildirilmistir [9].

2.1.1.5. Flukanazol

[lacin kimyasal formiilii C13Hi12F2NeO seklindedir [11]. Kimyasal ad: ise “a-(2,4
Diflorofenil)-a-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-1-etanol”diir [12].

Kimyasal yapisina bakildiginda en az bir adet 5 iiyeli halka ile karbon-azot
baglariyla bagl ve aromatik 6zellik gdsteren baska halkalarla biitiinlesen bir bilesiktir.
Bu bes iiye-li halkalarin herbirinde imidazollerde iki, triazollerde ii¢ azot atomu

bulunmaktadir [13].

Flukanazol etkisini hiicre zarinda bulunan fungal sterol ergosteroliin sentezini

inhibe ederek gerceklestirmektedir. Bdoylece hiicre zar1 ergosterol eksikliginden



biitiinliiglinii kaybederek hiicre i¢i ve hiicre dis1 anormalliklere neden olarak mantar

hiicrelerinin ¢ogalmasina engel olmaktadir [13].

Flukanazolde bulunan 5 iiyeli halkanin azot atomuyla, mantarda bulunan p450
enzimi lanosterol C-14 metilazinin hem kismi arasindaki bir kompleks olusturmaktadir.
Bu kompleks lanosteroliin ergosterole doniisiimiindeki kritik demetilasyon (lanosteroliin
karbon 14 konumundaki a-metil grubunun koparilmasi) basamaginin gerceklesmesine

engel olmaktadir [13].

Insan ve memelilerde p450 enziminin bulunmamasi flukanazol tedavisinde bir
avantajdir. Flukanazol p450 enzimini inhibe ettigi i¢in insan organizmasina daha az
toksik ve daha az ilag etkilesimine sebep olmaktadir. Bunun nedeni ise mantarda p450
enzimine daha biiyiikk bir kuvvet ve 0Ozgiillikle baglanmasidir. Azol grubu ilaglara
giiniimiizde giderek diren¢ artmaktadir. “HIV” (Human Immunodeficiency Virus -
Insan Immiin Yetmezlik Viriisii) ve kemik iligi nakli gecirmis hastalarda bu sorun bas
gostermektedir. Direng C-14 a-demetilaz geninde daha az azol baglanmasina sebep olan
mutasyonlardan ve azolii hiicre disina pompalayan efliks pompasindan
kaynaklanmaktadir. Flukanazole direncin tespiti icin tiir tanimlanmasi yapilmaktadir.
Duyarliligin 6nceden bilinmesi tedaviyi zorlastirmaktadir. Duyarliligin saptanmasinda
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) veya EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) gibi standart yontemler ve giincel

sinir degerler kullanilmaktadir [13].

Blastomikozis, kandidemi ve kandida enfeksiyonlari, yiiksek riskli hastalarda
kandidiyaz profilaksisi, orofarenks kandidiyazisi, 6zofagus kandidiyazisi, vulvovajinal
kandidiyazis, koksidiyoidomikozis, kriptokokozis, histoplazmozis, sporotrikozis,
dermatofitozlar, onikomikozis, pitiryazis tinea versikolor gibi enfeksiyonlarda

kullanilmaktadir [13].

Karin agrisi, bulanti, kusma, ishal bildirilen yan etkilerindendir. Dermatolojik yan
etkilerden dokiintii, kasinti ve Olimle sonuglanan Stevens-Johnson sendromu

bildirilmistir. Bag donmesi ve nobetlere yol agabilmektedir [13].



2.2. Antideprasanlar

Artan ilag direnclerine karsi yeni ilag arayislari yeni tedavi uygulamalari
beraberinde bircok arastirmayi hedef almaktadir. Cesitli psikolojik rahatsizliklarin
tedavisinde  kullanilan  antidepresanlar  antimikrobiyal ila¢  arastirmalarinda
kullanilmaktadir.Bu arastirmalar farkli ilag gruplariyla birlikte olusturulan kombinasyon
caligmalarint da kapsamaktadir. Bu amagla bu projede kullanilan ilaglar sirasiyla

verilmigtir.

2.2.1. Glibenklamid

Ikinci kusak siilfoniliireler grubunda yer alan glibenklamit oral antidiabetik bir
ilagtir. Insulin salmimini artirarak etkisini gostermektedir. Pankreasin B hiicre zarinda
stilfoniliire reseptorleri bulunmaktadir. Bu reseptorlerin uyarilmas: sonucunda ATP’ye
duyarli potasyum ¢ikis1 azalmakta ve hiicre zari depolarize olmaktadir. Bu olay
sonucunda voltaja duyarli kalsiyum kanallar1 agilarak bir B hiicresi icine kalsiyum
girmektedir. Sitozolde kalsiyum miktar1 artarak insulin graniilleri yiizeye dogru hareket
etmekte ve bdylece insulin salgilanmasi meydana gelmektedir. Insulin salgilatict
ilaglarin hepsi bu yollag1 kullanmaktadir. Yani sitozolik kalsiyumu artirarak insulin
salgilanmasina neden olmaktadir. Siilfoniliireler yalnizca birinci faz (erken) insulin
salgisina etkilidirler. Karacigerde metabolize olurlar. Bobrek ve diski ile atilmaktadirlar

[14].

2.2.2. Buspiron hidroklorid

Buspiron anksiyolitik etkisi tespit edilen bir ilagtir. Seratonin sistemi iizerine
etkilidir. Terapdtik etkisine karsin tolerans gelismemektedir. Alkolle etkilesmez,
bildirilen yan etkilerinden sersemlik, bas agrisi, bulanti, sinirlilik ve parastezidir.
Gebelikte kullanimi1 hakkinda bilgi olmay1p kullanilmamasi onerilmektedir. Buspironun
yarilanma Omrii kisadir. Gilinde 2-3 kez boliinmiis dozlarla kullanilmalidir. Terapdtik
etkisi goriilene kadar 2-3 hafta 30-60 mg/giin ile 90 mg/giin dozunda kullanin
onerilmektedir. Buspiron benzodiazepin tedavisinden sonra hastalig1 tekrarlayan kronik
anksiyetesi olan hastalarda siklikla kullanilmaktadir. Uyusturucu dykiisii olan hastalarda

tedavi i¢in oncelikli ilagtir [15].



2.2.3. Gabapentin

Gabapentin antiepileptik bir ilagtir. Parsiyel epileptik nobetler diginda ndropatik
agr1 ve hareket bozukluklarmin tedavisinde’de kullanilmaktadir. Psikiyatride bipolar
bozukluk, anksiyete olgularinda ve alkol bagimlilarinin tedavisinde kullanilmaktadir.
FDA (food and drug administration) tarafindan 1993 yilinda 12 yasindan biiyiik
hastalarda kullanilmasina onay verilmistir. ince bagirsakta absorbe olmaktadir. 2-4 saat
sonra maksimum plazma konsantrasyonuna ulasmaktadir. Ozellikle L aminoasitlerine
baglanarak beyindeki kan bariyerini kolaylikla gecmektedir. Karacigerde metabolize
olmay1p diger ilaglarla etkilesmemektedir. Idrarla dis ortama atilmaktadir. Tedavide tek
ve yiiksek dozlarda etkilidir. Eriskinlerdeki gibi ¢ocuklarda etkisi yoktur. Onerilen doz
900-800 mg/giin’diir. 3600 mg’a kadar artirilabilen doz 300 mg ile baslamakta ve ayni
sekilde 300 mg ile artirilmasi onerilmektedir. En sik goriilen yan etkileri somnolans, bas
donmesi, ataksi, nistagmus ve tremor olup gastrointestinal yan etkileri ise bulanti,

kusma, karin agrist ve ishal olarak bildirilmistir [16].

2.2.4. Karbamazepin

Karbamazepin antiepileptik bir ilagtir. Sodyum kanallarin1 bloke ederek etkisini
gostermektedir. L tipi kalsiyum kanallarinin blokaji ise ikinci etki mekanizmasidir.
Basit ve karmagik parsiyel epilepsi ndbetlerinde ve jeneralize konviilzyonlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Onerilen doz 400-1800 mg/giin’diir [17]. Yan etkileri
bulant1, kusma, dispepsi, karin agrisi, istahsizlik, ishal, kabizlik olarak bildirilmistir. Ilag
kulanimi siiresince agizda kuruma, midriyazis, yakin gormede bozulma, idrar
retansiyonu gibi antikolinerjik yan etkilerde goriilmektedir. Doza bagli olarak
uyusukluk, ataksi, bas donmesi, ¢ift goérme, gorme bulanikligi ve nistagmus
goriilebilmektedir. Yaglilarda mental ve motor yavaglamasina neden olabilmekte

hastalarin %5’inde baslangigta alerjik cild lezyonlar1 goriilmektedir [18].

2.2.5. Diprion (metamizol)

Ates distiriicii (antipiretik) ve agr1 kesici (analjezik) bir ilagtir. Antipiretik
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Ancak merkezi sinir sistemi {izerine
dogrudan etki etmesi ile birlikte endojen pirojenlerin sentezini ve salinimini periferik

olarak inhibe ettigi iizerinde goriisler bildirilmistir. En belirgin yan etkisi agrantilositoz



oldugu i¢in diinyanin bir¢ok {ilkesinde yasaklanmigtir. Bobrekler ile dig ortama
atilmaktadir. Parasetamol ile karsilastirildiginda metamizoliin etkisinin daha uzun

oldugu bildirilmistir [19].

2.2.6. Ketiapin fumarat

Ketiapin sizofreni, bipolar bozukluk ve bircok psikolojik rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilan bir antipsikotiktir. Beyinde seratonin, histamin ve adrenerjik
reseptorlere antagonistik etkilidir. Bipolar I bozukluk ve sizofrenide Onerilen klinik
dozu 400-800 mg/giin’diir. Bazi durumlarda daha yiiksek dozlardada kullanilabilir.
Antipsikotik etkisi hizl1 ve gegici baglanma sayesinde de ortaya ¢ikmaktadir. Ketiapinin
al ve hl reseptor afinitesi d2 reseptor afinitesinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Bundan dolay1 bu ilact kullanan hastalarda ortostatik hipotansiyon ve gecici sedasyon
riski olabilmektedir. En belirgin yan etkileri uykuya egilim, sersemlik, agiz kurulugu,
kabizlik, kilo alimi1 olarak bildirilmistir. Antipsikotiklerin kullanim1 kardiyak

belirtilerinede neden olmaktadir [20].

2.2.7. Risperidon

Benzizoksazol tiirevi olan bir antipsikotiktir. Adrenerjik reseptorlerine afinite
gostermektedir. Besinlerle etkilesime girmeden %70-85 oraninda emilmektedir.
Karacigerde CYP 2D6 enzimi tarafindan metabolitlerine ayrilmaktadir. 9-
hidroksirisperidon (9-OH-risperidon) metabolitide ayni bu enzim tarafindan metabolize
olmaktadir. Risperidonun %90’1, aktif metabolitinin %77’si plazma proteinlerine
baglanmaktadir. Oral alimdan bir saat sonra maksimum plazma konsantrasyonuna

ulagmaktadir. Bobrekler ile dig ortama atilmaktadir [21].

2.2.8. Olanzapin

Dopaminerjik, seratonerjik, histamin, adrenerjik ve muskarinik reseptorlerini
inhibe eden bir antipsikotiktir. 5 mg/glin dozu bile bu reseptorleri etkilemektedir.
Gastrointestinal ~ yoldan  %65-85  oraninda  emilen  olanzapin  besinlerle
etkilesmemektedir. Karacigerden ilk geciste %40’1 inaktif hale gelmektedir. Plazma
proteinlerine baglanma orant %93 olan olanzapin 5-6 saate maksimum plazma

konsantrasyonuna ulagsmaktadir. Gastrointestinal ve bobrekler ile viicuttan atilmaktadir.



Yan etkilerinden uyku hali, uykusuzluk, ajitasyon, bas agrisi, halsizlik gibi belirtiler

goriilebilmektedir. Onerilen tedaviye baslanma dozu 5 mg/giin’diir [22].

2.2.9. Sertralin

Secici merkezi seratonin geri alim inhibitoriidiir (SSRI). Bu nedenle seratonerjik
iletiyi artirarak antidepresan etki yaratmaktadir. Yarilanma omrii 26 saattir. Obsesfif
kompulsif bozuklugun tedavisinde kullanilmaktadir. Yaslilarda, kalp hastalig1 olanlarda
kullanilabilmektedir. =~ Kullaniminda  biligsel ve  psikomotor  performanslari
etkilememektedir. Yavas emilir, maksimum plazma konsantrasyonuna 4-8 saatte
ulagmaktadir. Besinlerle alinmasi emilimini artirmaktadir. Karacigerde metabolize olup,
idrarla viicuttan atilmaktadir. Onerilen doz rahatsizlifa gore 50-200 mg/giin’diir. En
yaygin yan etkisi gastrointestinal sistem sikayetleridir. Bulanti, kusma, ishal’dir.
Bunlarin yaninda agiz kurulugu, uykusuzluk, tremor, yorgunluk, ajitasyon, somnolans,
bas donmesi gibi yan etkiler goriilebilir. Ayrica erkek hastalarda cinsel anormaliklere

sebep olabilmektedir [28].

2.2.10. Fluoksetin

Bilinen antidepresanlarla esit etkili bir antiobsesif ve antipanik etkili bir ilactir.
Yarilanma Omrii 1-3 giindiir. Kilo kaybina neden olabilmektedir. Kardiyovaskiiler
acidan giivenlidir. 100 mg ve daha yiiksek dozlarda nobetlere neden olabilmektedir.
Anoreksi, bulanti, ishal, dispepsi, cinsel anormallikler, cild sorunlar1 yan etkileri olarak
bildirilmistir. Diger antidepresanlarin kullamiminda ortaya ¢ikan uyku durumunu
azaltmaktadir. Onerilen doz 20-60 mg/giin’diir [29]. Fluoksetin kullanimina bagli olarak
hematolojik yan etkiler bildirilmistir. Bunlar deri alti kanama, uzamis ve artmis
mensturasyon kanamalari, burun kanamalar1 ve bazi durumlarda kafa i¢i kanamalar

bildirilmistir [30].

2.2.11. Atomoksetin

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (DEHB), ¢ocukluk ¢ag1 ve ergenlikte
goriilen sinir sistemi hastaliklarindan biridir. Bu rahatsizligi yasayan cocuklarda
dikkatsizlik, hiperaktivite ve diirtiisellik gibi beliritler goriilmektedir. Bu hastaligt
geciren cocuklarda, cocugun birgcok agidan becerilerini etkiledigi i¢in tedavinin ¢ok

kapsamli olmas1 gerekmektedir [23]. Tedavi ile diizelen bu hastalik, tedavi edilmedigi
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zaman bir¢ok olumsuzluklara neden olabilmektedir. Bu hastalig1 ilk olarak 1902 yilinda
Ingilterede George Still “ahlaki kontroliin ileri diizeyde yetersizIgi” olarak

tanimlamigtir. Hastaligin etiyolojisi tam olarak aciklanmamuistir [24].

DEHB hastaliginda kullanilan psikostimulan ilaclarin etkisi kanitlanmis olmasina
ragmen hastalarin % 20’sinde etkisiz olup bircok yan etkiye sebep olmaktadir. Bu
hastalig1 tedavi etmek i¢in stimulan olmayan etki ve yan etkisi karsilastirilan birgcok
calisma yapilmistir. Bu hastalik tanist konulan cocuklarda 2002 yilinda stimulan
olmayan atomoksetin FDA onay1 almigtir. Tek doz kullanilmasi ve kdtiiye kullanilip
bagimlilik yapmamasi ilact avantajli kilmaktadir. Atomoksetinin farmakolojik
ozeliklerine bakildiginda atomoksetin merkez sinir sisteminde presinaptik norepinefrin
tastyicilarinin - segici bir inhibitoriidiir. Diisiik seviyede seratonin ve dopamin
tastyicilarina  afinitesi bulunmaktadir. Bu o0zelligi frontal bolgede belirgindir.
Norepinefrin tastyicilart ndradrenerjik noronlarin plazma zarlarinda bulunurlar ve
sinaptik araliktaki norepinefrin geri aliminda islev goérmektedir. Atomoksetinin etkisi
ozellikle prefrontal korteks bolgesinde presinaptik ndrepinefrin tastyicilarinin
inhibisyonunu  saglayarak dopamin ve noradrenalin seviyelerini  artirarak
saglanmaktadir. Atomoksetin oral yolla alindiktan sonra gastrointestinal sistemde
tamamen emilmekte ve besinlerle etkilesmemektedir. Maksimum plazma
konsantrasyonuna 1-2 saatde ge¢mektedir. Karacigerde sitokrom P4502D6 enzim
sistemi ile metabolize olmaktadir. Plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanmaktadir.
Primer metaboliti 4-hidroksiatomoksetindir. Biitiin metabolitleri idrar yoluyla 24 saat
icinde viicuttan atilir. Atomoksetinin etki etmeye baslama siiresinin yavas oldugu
bildirilmistir. Tek ve iki doz arasinda karsilastirilma yapilmis ve bir fark tespit

edilememistir.

Tedaviye baslamada Onerilen giinlik doz 0,5 mg’dir. Komplikasyon olmadigi
siirece onar giin araliklarla kilo basina 0,8 , 1,0 ve 1,2 mg kademeli olarak doz artisi
tavsiye edilmektedir. Uyku hali komplikasyonu gelisen hastalarda dozun bdliinerek
verilmesi uygun bulunmustur. Maksimum dozun 1,4 mg/kg/giin ve 100 mg/giin’ii
gecilmemesi Onerilmektedir. Karaciger rahatsizligi olanlarda baslangic dozu %25-50
oraninda diisiiriilmektedir. Yapilan arastirmalarda atomoksetinin iyi tolere edildigi ve
yan etkilerinin’de az oldugu saptanmistir. Yan etkileri; karin agrisi, kusma, istahsizlik,

uyku hali, sinirlilik, halsizlik, bag donmesi ve dispepsi olarak bildirilmistir [25].
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2.3. Antimikrobiyal Aktivite Analiz Testleri
2.3.1. Minium inhibisyon konsantrasyon (MIK)

Minimum inhibisyon konsantrasyon analizi mikrobiyoloji labaratuvarlarinda
siklikla kullanilan bir antimikrobiyal analiz yontemidir. Makro ve mikro diliisyon olmak
tizere iki sekilde hazirlanmaktadir. Yontem gecelik  kiiltiiri  hazirlanan
mikroorganizmalarin belli konsantrasyonlar arasinda ikiser kath diliisyonlar1 hazirlanan
kimyasallar ile uygun kosullarda inkiibasyonu sonucu aktivitesi arastirilan maddenin

mikroorganizma iizerine etkisinin belirlenmesini icermektedir [42].

2.3.2. Checkerboard (Dama Tahtasi Deneyi)

Dama tahtasi deneyi olarakta isimlendirilen checkerboard analizi arastirilacak
olan iki farklt maddenin kombinasyonunu teskil etmektedir. Ana stok soliisyonlar ve
dilisyonlar hazirlandiktan sonra 96’plakalara yatay ve dikey olacak sekilde
dagitilmaktadir. Uzerinde arastirilacak mikroorganizma susu plakalara eklenerek 24 saat
inkiibasyona birakilmaktadir. Inkiibasyon sonrasinda plaklara rezasurin boya verilerek
ve tekrar inkiibe edilerek renk degisimine gore sonuclar alinmaktadir. Alinan sonuglar
FiK indeksi hesaplamasma gore sinerjist, aditif, indiferan (etkisiz) ve antagonist

etkilesim olmak tizere degerlendirilmektedir [43].

2.3.3. Time kill (Oliim Kinetigi Deneyi)

Oliim kinetigi analizi arastirilacak olan kimyasallarmn mikroorganizmalar
iizerindeki zamana karsi Oliimlerini tayin etmektedir. Ana stok soliisyonlar ve
dilisyonlar hazirlandiktan sonra 3 saat inkiibasyona birakilmaktadir. 3 saat inkiibe
edilen dilisyonlar seyreltilir ve kat1 besiyerlerine inokiile edilerek 24 saat inkiibasyona
birakilmaktadir. Bunu sirasiyla 9. 12. ve 24- {incli saatler takip etmektedir.
Orneklemeler hazirlandiktan 24 saat sonra kati besiyerlerinde gelisen 30-300 arasindaki

koloniler degerlendirilerek sonuglar alinmaktadir [42].
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2.3.4. Gen ekspirasyon ¢calismalari

Gen ekspirasyon ¢aligsmalarinda kullanilan {i¢ yontem bulunmaktadir. Bunlar
1. gPCR
2. Mikroarray
3. RNA dizilemedir

Bu {i¢ yontemin amaci ayni olup yapilabilirlikleri ve ulagilabilir sonuglari
acisindan farklilik gostermektedirler. Birinci metod ile calisilmak istenen genlerin
ekspirasyon seviyeleri aydinlatilmakta olup 2. ve 3. Yontemde ise organizmanin tiim
gen analizi yapilabilmektedir. Mikroarray calismalarinda ise 6zellikle hangi genlerle
calisilmak istendigi bilinmediginde tercih edilmektedir. RNA seq ile mikroarray ayni
amaca hizmet etmekte fakat RNAseq ile farkli ekspirasyon seviyelerine daha genis bir
cerceveden bakilabilmektedir. DNA varyasyonlari, yeni genlerin kesfi bu metot ile daha
miimkiindiir. Bu projede daha genis kapsamli tarama yapmak iizere RNA seq analizi

kullantlmistir.

2.3.5. Transkriptom Analizi

Genetik materyalin fonksiyonel birimi olan gen, genom dizisinde lokasyonu
belirlenebilen, transkripsiyonu yapilan, diizenleyici ve fonksiyonel birimleri olan bir
bolgedir. Genom ise bir organizmada bulunan kromozomlarin ve bu kromozomlarin
icinde yer alan genetik sifrelerin tamami ifade etmektedir. Genomik, genetik
materyalin iglevsel fonksiyonlarmi kodlayan biitiin genlerin teker teker birbirleri ve

cevre ile iligkilerini incelemektedir [24].

Transkriptom tanimina bakildiginda bir hiicre ve dokudaki gen transkriptlerinin
(RNA) biitlinilinii ifade eden bir kavramdir. Transkriptom analizinde dokuda bulunan
hiicre genomundan transkripsyonla olusan mRNA transkriptlerini es zamanh
incelenmektedir. Ornekte bulunan RNA miktarina bagli, genlerin tamamini veya
secilmis bir alt grubunun ekspresyon veya ifade edilme diizeyinin o6l¢iilmesini
amaglamaktadir. Genler etki mekanizmalarini mRNA {iretimi ile ortaya c¢ikarmaktadir
[24]. Transkriptom analiziyle tek niikleotid degisimlerini, insersiyonlari, delesyonlari,

translokasyonlar1 ve kodlanmayan RNA’larida incelemek miimkiindiir [27].
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Besiyerleri

MHB (Mueller Hinton Broth) — Meat infusion 2,0 g/L. , Casein hydrolysate

17,5 g/LL, Starch 1,5 g/L

e SDB (Sabourd Dextrose Broth) — Peptone from meat 10,0 g/L , D(+) Glucose
20,0 g/L (Sabourd 2 % Dextrose Broth)

* SDA (Sabourd Dextrose Agar) — Peptone 10,0 g/L , D(+) Glucose 20,0 g/L ,

Agar-agar 17,0 g/L
* YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Broth) — Yeast extract 10,0 g/L , Peptone
20,0 g/L, 2 % Dextrose 20,0 g/L

Kimyasallar: Glibenklamid (antidiabetik), antidepresanlar grubunda; voinoktamid,
buspiron hidroklorid, gabapentin, karbamazepin, diprion, ketfapin fumarat, risperidon,
olanzapin  Anadolu  Universitesi ~Farmakoloji ~ve Farmasotik  Toksikoloji
Laboratuvarlarindan, fluoksetin ve atomoksetin Abdi Ibrahim ilag sirketinden, sertralin,
escitalopram Nobel ila¢ sirketinden, antifungal kontrol grubundan; flukanazol yine
Nobel ilag sirketinden temin edilmis olup diger kontrol grubu antibiyotikler ketokonazol

ve kloramfenikol ise Farmasotik Mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunmakta idi.
Fluorasan Boya: Resazurin 20 png/mL steril distile su i¢inde hazirlanmistir.

Cizelge 3.1." de verilen mikroorganizmalar antimikrobiyal analizler sirasinda kullanilan

bakteri ve maya suslarin1 gostermektedir.
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Cizelge 3.1. Analizlerde kullanilan gram pozitif bakteriler, gram negatif bakteriler ve maya suslart

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Staphylococcus aureus NRRL B-767

Enterococcus feacalis ATCC 51922

Enterococcus feacalis ATCC 29212
Gram pozitif bakteriler

Bacillus cereus NRRL B-3711

Bacillus subtilis NRRL NRS-744

Pseudomonas aeroginosa ATCC 254992
Escherichia coli ATCC 25922

Gram negatif bakteriler Escherichia coli ATCC 35218
Klebsiella pneumoniae NRRL B-4420
Aeromonas spp.
Salmonella typhimirium NRRL B-4420

Yersinia spp.

Candida albicans ATCC 90028
Candida krusei ATCC 6258
Candidalar Canida glabrata ATCC 80030

Candida parapsilopsis ATCC 22019
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3.2. METOD

3.2.1. Minimum inhibisyon konsantrasyon testi

Antidepresan ve antifungal ilaglarinin bakteri ve mayalar {izerine antibakteriyel ve

antifungal etkilerini analiz etmek MIK testi uygulanmistir.

Mikroorganizmalarin gecelik kiiltiirleri bakteriler icin MHB’da, mayalar i¢in
SDB’da hazirlanmigtir. Calisma sirasinda kontrol antimikrobiyal olarak bakteriler igin

kloramfenikol; mayalar i¢in ketakonazol ve flukanazol kullanilmistir.

Kimyasal ajanlarin ana stoklar1 Dimetil siilfoksit (DMSO)’ da 10 mg/mL olacak
sekilde hazirlanmistir. Kimyasallar 333-0.65 pg/mL 2 seri dilisyonlar hazirlanarak
96’lik plakalara 100 uL aktarilmis ve bakterilerin son konsantrasyonlari 1,0x10° ,
mayalarin son konsantrasyonlar1 2,5x10° olacak sekilde 100 uL inokiilasyon
yapilmistir. Deneyler sirasinda sadece besiyeri igeren, sadece kimyasal igeren ve
mikrobiyal gelisimi kontrol etmek amaci ile mikroorganizma igeren kontrol kuyucuklari
calistlmistir. 24-36 saat i¢inde kuyucuklardaki gelisim resazurin 20 pL (20 pg/mL)
eklenerek 6 saat inkiibasyondan sonra renk degisimine bagli olarak tayin edilmistir.
Uremenin oldugu kuyudan bir énceki konsantrasyon iiremeyi durduran konsantrasyon
olarak degerlendirilmistir. Anlamli antimikrobiyal etki gosteren antidepresanlar bir

sonraki agsamada degerlendirilmistir.

3.2.2. Checkerboard analizi (dama tahtas) sinerji deneyi

MIK testi sonucu elde edilen veriler 1s131nda atomoksetinin C.albicans iizerine
diger ilaglara gore daha etkin ¢ikmasi sonucu ve son zamanlarda artan ilag¢ direncine
kars1 aranilan yeni ila¢ formiilasyonlarinin ¢oziimii i¢in atomoksetin ve flukanazol

kombinasyon calismasi ile devam edilmistir.

C. albicans, C. krusei, C. glabrata ve C. parapsilopsis gecelik kiiltiirlerini
hazirlamak amaci ile mayalar SDB’ ye inokiile edilmistir. Checkerboard deneyi i¢in
kimyasallarin (atomoksetin ve flukanazol) 20 mg/mL ana stok soliisyonu DMSO’da
hazirlanmistir. Diliisyonlar hazirlandiktan sonra checkerboard yontemine gore 96’lik
plakalara yatay ve dikey olacak sekilde dagitilmistir. Dillisyonlarin dagitimina 4-iincii
diliisyon 250 pg/mL tiipiinden baslanmistir. Atomoksetin kimyasalinin diliisyonlar1 50
ul olacak sekilde dikey Flukanazol kimyasalinin diliisyonlar1 ise 50 puL olacak sekilde
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yatay olarak plaklara dagitilmistir. Candida suslarinin son konsantrasyonlar1 2,5x103
olacak sekilde 100 pL kuyucuklara ilave edilmistir. Kontrol grubunda sadece besiyeri
ve sadece Candida kiiltiirleri kullanilmistir. Plakalar 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
24 saat sonunda sonra plakalara 20 pL resazurin (20 pg/mL) eklenerek 6 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra renk degisimine gore sonuglar

degerlendirilmistir.

3.2.3. Time Kkill (6liim Kinetigi)

Oliim kinetigi deneyinin amaci, zamana kars: analizi yapilacak olan maddenin
mikroorganizmalara etki ederek hangi zaman araliginda oldiirdiigiinii tespit etmektir.
Mikrobiyolojide oliim kinetigi bakterilerin bakterisidal etkinligini hedeflemektedir.
Onceki deneylerden elde edilen olumlu sonuglar &liim kinetigi deneyi ile
cesitlendirilmistir. Calismada kullanilan mikroorganizma tiirlerinin Candida sp. olmasi

nedeniyle fungisidal etkinin gdzlemlenmesi amaglanmastir.

Time kill deneyi i¢in 24 saatlik C. albicans, C. krusei, C. glabrata ve C.
parapsilopsis suslarinin gecelik kiiltiiri SDB (Sabourd Dextrose Broth) besiyerinde
hazirlanmustir. Inokiilasyon islemi igin kati besiyeri olarak SDA (Sabourd Dextrose
Agar) hazirlanmistir. Deney sirasinda kullanilan atomoksetin ve flukanazol’iin stok
cozeltileri 20 mg/mL olarak DMSO’da hazirlanmistir. Diliisyon asamasindan
gecirilerek checkerboard yontemine gore diliisyonlar 96’lik plakalara 100 pL olacak
sekilde transfer edilmistir. Candida suslarinin son konsantrasyonlar1 2,5x10° olacak
sekilde 100 pL olarak kuyucuklara ilave edilmistir. Sadece kimyasal, sadece besiyeri ve
sadece mikroorganimza igeren kontrol gruplart kullanilmistir. Deney siiresince zamana
bagli 6rneklem alindigindan ve bu hacimsel degisimin sonuglar etkilemesini 6nlemek
icin plakalar 5 paralel olarak hazirlanmistir. Plakalar etiivde 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. 3., 6., 9. 12. ve 24. saatlerde Ornekleme yapilmistir. Plakalar
hazirlandiktan sonra ilk 6rneklem 3. Saat sonunda yapilmis olup her bir kuyucuktan
alinan 10 pL 6rnek SDA ’a besiyerine 990 pL steril distile su igerisinde seyreltilerek
drigalski spatiiliiyle yayma ekim yapilacak sekilde inokiile edilmistir. inkiibe edilen 6.,
9., 12. ve 24-iincii saatlerde alinmigtir. Kat1 besiyerine yapilan bu yayma ekim islemi
sonrasinda petriler 37°C’de 24 saat inkibasyona birakilmistir. Time kill teknigine gore

24 saat sonra 30-300 arasinda gelisen koloniler anlamli olarak degerlendirilmistir.
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3.2.4. RNA Izolasyonu icin Hiicre Hazirlanmasi

Transkriptom analizi yapmak {izere atomoksetin flukanazol kombinasyonu ile
ilagcla muamele edilmis ve kontrol olarak ilagla muamele edilmemis C. albicans
orneklerini hazirlamak tizere gecelik C. albicans kiiltiirii YPD besiyerinde 30°C’de
inkiibe edilerek hazirlanmistir. Gecelik kiiltiirden; ii¢ paralel ilagh 6rnek, ii¢ paralel
ilagsiz 6rnek olmak iizere OD 600:0.1 olacak sekilde 25 mL’lik YPD besiyerine 6

inokiilasyon yapilmistir.

3 saatlik inkiibasyondan sonra erlenlerde gelisen C. albicans’in 1mg/mL OD600
degeri  belirlenmis ve 0OD600:0.4 oldugu zaman atomoksetin-fluoksetin
kombinasyonlarindan 3 erlene atomoksetin 62.5 pL/mL ve flukanazol 0.75 puL/mL

aktarilmig diger 3 erlene ise ayni1 miktarda steril distile su eklenmistir.

14 saat sonra erlenler ¢alkalamali etiivden alinarak 5000 r.p.m’de 5 dk santrifiij
edilmigtir. Hiicreler 50 mL’ik steril falkon tiiplerine alinarak distile suyla 3 kez

yikanmistir. Hazirlanan hiicreler RNA izolasyonu i¢in -80°C’de saklanmustir.
3.2.5. RNA izolasyonu

Hazirlanan hiicrelerin RNA izolasyonu ‘“PureLink RNA Mini Kit (Ambion
12183018A, 12183025)” talimatina uygun sekilde gerceklestirilmistir. Sirasiyla

%?2’1ik mercaptoethanol, %96-100 etanol, zimoliyaz ¢ozeltileri hazirlanmistir.

. Bu c¢ozeltilerden 200 pL alinarak 800 pL hiicre kullanilmig olup 1 mL’ye

tamamlanmstir.

. Mikrosantrifiij tiipleri 500x g’de 5 dakika ve 4°C’de santriiifiij edildikten sonra

siipernatantlar1 atilmistir.
. 100 pL zimolaz pelletlere eklenmistir ve 30-60 dakika inkiibe edilmistir.

. %?2’lik mercaptoethanol’lii Lysis buffer 200 pL olacak sekilde eklenmis ve

vortekste karistirilmistir.
. Oda sicakliginda 12,000 x g’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
. Stipernatant steril RNase-free mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.

. %96-100’liik etanol 220 pL tiiplere eklenmistir, vortekslenerek karigtirilmastir.
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. Kitte bulunan koleksiyon tiiplerine 500 pL aktarilmigtir.

. 12,000 x g’de oda sicakliginda 15 saniye santrifiij edilmistir, slipernatant

atilmastir.

. Son iki adim tekrarlanmigtir. 700 pL wash buffer eklenerek 12,000 x g’de 15
saniye oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak koleksiyon tiipleri

yenilenmistir.

. Etanol ile birlikte 500 pL. wash buffer iki eklenmistir. 12,000 x g’de 15 saniye

santrifiij edilmistir, siipernatant atilmistir. Son iki adim tekrarlanmastur.

. Oda sicakliginda 1 dakika 12,000 x g’ de santrifiij edilmistir. Koleksiyon
tiiplerinden alinarak normal tiiplere alinmigtir. 50 pL. 1 RNase-free water tiiplerin tam
ortasina gelecek sekilde aktarilmistir. 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Son
olarak oda sicakliginda 12,000 x g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Nanometre dl¢timleri
yapilarak istenilen konsantrasyona ulasilmigtir. RNA izolasyonu gergeklestirilen

hiicreler transkriptom analizine gonderilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Minimum inhibisyon konsantrasyon test bulgulari

Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli 35218, Aeromonas spp.,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimirium, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli 25922, Yersinia spp., Enterococcus feacalis 51299, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeroginosa, Enterococcus feacalis 29212 suslarinda ve Candida albicans , Candida
krusei, Candida glabrata ve Candida parapsilopsis maya suslarinda antimikrobiyal
aktivitesinin MIK test sonuglar1 asagdaki Cizelge 4.1. , 4.2. ve 4.3.te verilmistir.
Sonuglar 24-36 saat i¢inde 96’lik plakalara 20 pL/mL resazurin verilerek 6 saat

inkiibasyondan sonra tayin edilmistir.

Cizelge 4.1. Minimum inhibisyon konsantrasyon testinin bakterilerdeki sonuglari. (ug/mL). (-) herhangi

bir sonu¢ alinmadigint ifade etmektedir

Bakteriler g § % ?g; g
= = = & 2
B.cereus 166,5 41,62 - 10,40 10,40
K. pneumoniae 83,25 20,81 333 10,40 2,60
E. coli 35218 166,5 20,81 333 10,40 2,60
Aeromonas spp. 166,5 20,81 166,5 10,40 -
L. monocytogenes - - - -
S. typhimirium 83,25 10,40 166,5 10,40 -
S. aureus 83,25 41,62 - 10,40 5,20
E.coli 25922 166,5 83,25 333 10,40 10,40
Yersinia spp. 83,25 41,62 333 20,81 1,30
E. feacalis 51299 166,5 41,62 - 10,40 83,25
B. subtilis 166,5 20,81 333 10,40 2,60
P. aeroginosa 83,25 166,5 - 20,81 20,81
E. feacalis 29212 166,5 20,81 166,5 10,40 -

20



Cizelge 4.2. Antidepresanlarin Candida tiirleri iizerine etkili MIK konsantrasyonlari. (ug/mL). Minimum

inhibisyon konsantrasyon testinin Candida tiirleri (-) herhangi bir sonu¢ alinamadigin ifade

etmektedir

= £ =

= - - =

b = = S N

2 g 3 £ 3 g

=) @ - = = 2

. £ < = 5 2 =)

Candidalar 8 = 3 E = <

< = = 2] = 7
C. albicans 333 166,5 333 10,40 1,30 1,30
C. krusei 166,5 41,62 333 20,81 333 83,25
C. glabrata 333 166,5 - 41,62 20,81 10,40
C. parapsilopsis 166,5 20,81 - 20,81 166,5 83,25

Cizelge 4.3. Minimum inhibisyon konsantrasyon testinin Candida lardaki sonuglart (ug/mL). (-) herhangi

bir sonu¢ alinamadigint ifade etmektedir

Antidepresanlar C. albicans C. krusei C. glabrata C. parapsilopsis
Karbamazepin 333 333 - 83,25
Ketfapin fumarat - 83,25 333 41,62
Gabapentin - 333 - -
Olanzapin - - - 333

Buspiron hidroklorid - - - -
Dipriyon - - - -
Risperidon - - - -
Voinoktamid - - - -

Glibenklamid - - - -
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4.1.1. Checkerboard deneyi sonug¢lari

C. albicans, C. krusei, C. glabrata ve C. parapsilopsis candida suslarinda yapilan

kombinasyon deneylerinin sonuglar1 asagdaki tabloda verilmistir.

Kombinasyonun etkinligini belirlemek igin FIK indeksi hesaplamasina gore

sonuglar asagdaki Cizelge 4.4’te gosterilmistir. FIK indeksi hesaplamasi
(3 FIK)= FIK, + FiK, 4.1)
Y FIK < 0.5 ise sinerjist,
> 0.5 - <4 ise aditif veya indiferan,
> 4 ise antagonist etki

. FIK A maddesi i¢cin B madesinin varhiginda A’nin MIK sayisal degerinin, tek

basma A nin MIK sayisal degerine bdliimii

. FiK B maddesi icin A madesinin varliginda B’nin MIK sayisal degerinin, tek

basina B’nin MIK sayisal degerinin béliimiiniin toplam: kombinasyon etkinligini

belirlemektedir.
C. albicans FIK A=2=315_ 0,5
2 62,5
. 7 1,95
FIKB=2=22-0,062 0,5+0,062=0,56 (4.2)
3 31,25
C. krusei FIK A = % - % — 0,031
FIKB=2=22%2_» 0,031+2=2,031 (4.3)
5 7,81
C. glabrata FIK A = ; = % =0,015
FIK B = g = % =4,001 0,015+4,001=4,016  (4.4)
C. parapsilopsis FIK A = g = ;:—Zi =0,24
FIKB=2=22%2_» 0,24+2=2,24 (4.5)
5 7,81
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Cizelge 4.4. Candida tiirlerinde atomoksetin ve flukanazol kombinasyonunun FIK hesaplamast sonucu

Atomoksetin FLukanazol

MIK (ng/L) MIK (ng/L) FiK (ng/L) sonuc
C. albicans 62,50 31,25 0.56 sinerji
C. krusei 62,50 1,95 2.03 antagonist
C. glabrata 125 1,95 4.16 antagonist
C.
parapsilopsis 7,81 1,95 2.24 antagonist
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4.1.2. Oliim kinetigi sonucu

C. albicans’taki atomoksetin ve flukanazol kombinasyonun 6liim kinetigi deneyi
sonucunda 24-36 saat i¢inde etiivde kat1 besiyerinde SDA’da gelisen 30-300 arasindaki
koloniler sayilmistir. Sayilan bu koloniler logio tabanimna gore hesaplanarak
logaritmalar1 alimmustir. Sekil 4.5’te gosterilen grafikte bu logaritmik degerler
yerlestirilerek grafik verisi elde edilmistir. Grafik altinci saatten itibaren iiremenin
basladig1 ve giderek artan saatlerdeki liremenin asir1 bir fark gostermeksizin gelistigini

yansitmaktadir. Buda fungisidal etkinin var olabilecegini gostermektedir.

M 2-incisira M3-lnclsira m4-Uncl sira

2-incisira 3-lUnclsira  4-lncl sira

M 2-incisira  ®3-Gncl sira  m4-lncu sira 2-inci sira 3-Unctsira  4-Uncl sira
Sekil 4.5. C. albicans iizerine atomoksetin ve flukanazol kombinasyonun 6liim kinetigi sonucu. 6., 9., 12.

ve 24. saatlerdeki orneklemelerden elde edilen veriler. 2-inci, 3-iincii ve 4-iincii plakadaki

ornekleme yapilan sirayt ifade etmektedir.
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4.1.3. Transkriptom Analiz

Transkriptom analizi i¢in ilagla muamele edilmis ve kontrol grubu yani ilag ile
muamele edilmemis C. albicans hiicrelerinin trankript profilleri RNA seq yontemi ile
karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. Cluster olusturulmast BM laboratuvarlar
tarafindan cBot Cluster Generation System using HiSeq PE Cluster Kit cBot-HS
(Ilumina) iiretici talimatina gore olusturulmus ve kiitiiphane olusumu Illumina Hiseq
platform ile gergeklestirilmistir. FASTQ formatindaki ham datalar yiiksek kaliteye sahip
temiz veriler olusturulmak iizere islenmistir. Referans genom ve model genom verileri
TopHat v2.0.12 kullamlarak karsilastirilmistir. Iki farkli kosulun diferansiyel
ekspirasyon analizleri DESeq yontemi ile analiz edilmistir. Her iki grup i¢in elde edilen
p anlamlilik degerleri Benjamini ve Hochberg yaklasimina gore diizeltilmistir. p<0.05
olan genler farkli ifade edilen genler olarak isaretlenmistir. Bu anlamli bulunan
transkriplerin biyolojik silire¢ ve biyokimyasal yolaklarmin belirlenmesi i¢in gen
ontoloji (GO) analizi, KEGG analizi yapilmistir. Analiz sonuglarina gore toplam 6102
gen haritalanmigtir. Sekil 4.6.’da verilen sonuca gore ilagsiz 6rneklerde ilaglh 6rneklere

gore 535 genin ifadesi artmis. 339 genin ise ifade seviyesi azalmistir.

llacs_3 vs llac_4

200
Tg DEGs (874)
o
= * up:535
io» A * down: 339

100 . o b

®
23 PP
4 A 1 4
log,(fold change)
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Sekil 4.6. llach ve ilagsiz 6rneklerde farkl: ifade edilen genler. Grafigin x ekseni farkli 6rnekler arasinda

gen ifadelerindeki degisimi kat olarak ifade ederken y ekseni farkliklarin istatistiksel onemini

belirtmektedir. Onemli sekilde ifadesi artan ve ifadesi azalan genler sirast ile kirmizi ve yegil

ile belirtilmigstir. llach ve ilagsiz 6rnekler arasinda farkl bir sekilde ifade edilmeyen genler ise

mavi renkte gosterilmigtir.

Farkli ifade edilen genlerin biyolojik siiregteki dagilimi, hiicresel igerigi ve

molekiiler fonksiyonuna gore dagilimina bakildiginda Sekil 4.7.’de belirtildigi gibi

kontrol grubu ve ilagla muamele edilmis 6rnek arasinda toplam 30 anlamli degisim

olmak {tizere biyolojik siiregler, hiicresel igerik ve molekiiler fonksiyonda farkliliklara

rastlanmustir.

Sekil 4.7.

pyrimidine nucleotide metaboli...
nickel cation transport

nickel cation transmembrane tra... -
monocarboxylic acid biosyntheti...
aromatic compound catabolic pro...
pyrimidine—containing compound ... -
alanyl-tRNA aminoacylation
cellular nitrogen compound cata...
heterocycle catabolic process
organic cyclic compound catabol...
nucleobase—containing compound ... -
fatty acid biosynthetic process
transmembrane transport

metal ion transport |

pyrimidine nucleotide biosynthe...
purine nucleoside biosynthetic ...
plasma membrane protein complex |
nucleic acid binding -

organic cyclic compound bindin... -
heterocyclic compound binding -
translation factor activity, R...

nickel cation transmembrane tr... -
transmembrane transporter activ... -
alanine-tRNA ligase activity

DNA binding

translation initiation factor a... -
phosphoric diester hydrolase ac...
transporter activity

metal ion transmembrane transpo...

GO term

antiporter activity -

o -

T T
100 200

type

. biological_process

. cellular_component
. molecular_function

GO analizi sonucu ilagh ve ilagsiz drneklerdeki biyolojik siireclerdeki, hiicresel bilegsenlerdeki

ve molekiiler fonksiyonlardaki degisimler. X ekseniifadesi degisen genlerin yer aldigi 30 farkl

siireci yansitirken y ekseni ise bu siireglerde farkl sekilde ifade edilen genlerin sayilarini ifade

etmektedir.
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Iki farkli kosulda (ilagh ve ilagsiz) farkli ifade edilen genlerin hangi yolaklarla
iliskili oldugunu belirlemek icin yapilan KEGG analizi sonucu farkli ifade edilen
genlerin Ozellikle 85 farkli yolak {iizerinde etkili oldugu bu yolaklardan ribozom
biyogenez, yag asidi metabolizmasi yolaklarinda digerlerine goére daha etkili oldugu

belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Glinlimiizde artan ila¢ direnglerine karst ve bu direncglerin beraberinde getirmis
oldugu komplikasyonlar 6nemli sorunlara neden olmaktadir. Bu sorunlar toplumda
sosyal ekonomik dengeyi sarsmakla birlikte refah seviyesini etkilemektedir. Bireyin
sagliksiz ve rahatsiz olmasi birgok sorunu beraberinde getirmektedir. Bu sorunlar aile
kurumunda mutsuzluk yaratarak psikolojik agidan ek sorunlara neden olabilmektedir.
Bu nedenle klinikte ve aragtirma laboratuvarlarinda bireye yonelik tedavi sistemlerinin
geligtirilmesi gibi yeni yaklagimlar s6z konusudur. Farmakoloji alaninda ise
arastirmacilar bu sorunlarin ¢oziilebilmesi i¢in yeni ilag formiilasyonlarinin
gelistirilmesi yoOniinde arastirmalarini stirdiirmektedir. Farkli ilag gruplarindan gelen
ilaglarin kombinasyon calismalar1 yine bu amaca yonelik yeni tedavi ydntemleri
gelistirmeyi hedeflemektedir. Bu calismada da yer alan atomoksetin ve flukanazol
kombinasyonunun sinerjik etki yaratmasi yeni bir ila¢ formiilasyonu olma ydniinde

umut vermektedir.

Antibiyotiklerle yapilan kombinasyon g¢alismalarinda her bir antibiyotigin farkli
hedef molekiiliine baglanmasin1 ve daha genis bir etki spektrumu ortaya ¢ikarmasina
olanak saglar. Kombinasyon c¢aligmalarinda sinerjik etki farkli hedefleri farklh
yolaklardan veya ayni yolaktan inhibe etmesi ile meydana gelir. Mycobacterium
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ¢oklu ila¢ kombinasyonunda, hiicre duvarinda
bulunan mikolik asit (izoniazid), arabinogalaktan (etambutol) farkli iki ila¢ ile inhibe
edilirken, protein ve niikleik asit sentezi de streptomisin, rifampin gibi antibiyotiklerle
engellenmesi buna 6rnek verilebilir. Bu sinerjik etki ila¢ direnglerinin 6niine gecmesi,
toksisiteyi azaltmasi ve genis bir antimikrobiyal etki yaratmasi gibi {stiinliiklere
sahiptir. Bu ¢alismadada atomoksetin ve flukanazol kombinasyonuyla sinerjik etki 0.56
pg/L tespit edilmistir. Antibiyotik direncinin dogada bulunan mikroorganizmalar
arasinda olmasiyla birlikte klinik direng ve ¢evre mikroorganizmlarinda bulunan direng

ile sik1 bir iligki i¢inde oldugu bulgular1 giderek artmaktadir [32].

Antidepresanlarin  klinikte potansiyel antifungal aktiviteleri ilk kez; PMDD
(premenstrual dysphoric disorder) ve VVD (vulvovaginal candidosis) den muzdarip
olan {i¢ hastanin sertraline ile tedavi edilmesi sonucu gozlemlenmistir. Hastalarda VVC
ile ilgili semptomlarin tamamen yok oldugu ve tedavi durdurulduktan sonra da hastanin

lyiye gittigi tespit edilmistir. Bu klinik bulgudan sonra sertralinin in vitro antimikrobiyal
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etkinligi Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus spp. Candida spp, ve Cryptococcus
neoformans lizerine gosterilmistir [33]. LasF16rl ve ark., yaptiklar1 ¢aligma ile sertraline
in antikandidal aktivitesini gostermis ve arastirmacilar yaptiklar1 bir baska c¢alisma ile
fluoxetine, seroxate, paroxetine sertraline ve reboxetin in fungisidal etkisine Aspergillus
izolatlar1 tlizerinde bakmislar ve sertralini takiben fluoksetinin antifungal etkinliginin
diger ilaglara gore daha yiiksek oldugunu ve diger ilaglarin ise karsilastirilabilir bir
etkinlik gosterdigini belirlemislerdir. Bu tez c¢alismasinda Candida suslar1 {izerinde

sertralinin MIK verileri 41,62-10,40 pg/L araligindadir [34].

SSRI’lar disinda yapilan c¢aligmalar ile farkli MAOI’lerin antimikrobiyal
etkinlikleri arastirilmig ve genital herpes ve solunum yolu enfeksiyonlar1 {izerine
etkinligi belirlenmistir fakat etki mekanizmalar1 ile ilgili spesifik bir referans
bulunmamaktadir. Diger bir sinif olan TCA larin ise antimikrobiyal etkinliklerinin

bakteriyal plazmitler ve DNA giraz iizerine etkili oldugu belirlenmistir [35].

Bir veya daha fazla benzen halkasina sahip bilesiklerin antimikrobiyal etkisi
oldugunu savunmus ve bu baglamda trisiklik antidepresan ilaglardan amitriptyline’in
antimikrobiyal etkinligini arastirmislardir. Amalesh ve ark., 2012 yaptiklar1 ¢alismada
253 izolat kullanmiglardir. ilacin 6zellikle Staphylococcus, Bacillus tiitleri ve Vibrio
cholerae tizerine etkili oldugunu belirtmislerdir. Streptococcus faecalis, Proteus spp,
Enterobacter cloacae, Hafnia spp. nin ise ilaca karsi direngli oldugu gozlemlenmistir.

Sertralin bu ¢alismada B. cereus lizerinde 10,40 pg/L kaydadeger bir sonug¢ vermistir.

Sertraline HCI nin in vitro ve iv vivo antimikrobiyal potansiyelini bakteri izolatlar1
ve Candida tiirleri lizerine arastirmis ve sertralinin zaman ve doz bagimli etkisi

oldugunu belirlemislerdir [36].

Oliveira ve ark., 2017 yaptiklar ¢aligma ile serteraline’nin tek ve flukanozole ile
kombine antimikrobiyal etkinligini farkli Candida tiirleri iizerine denemisglerdir. MIC
degerlerinin 9.8 pg/mL’den 78ug/mL’ye kadar degistigini sadece Candida sphaerica
iizerine etkili MIC degerinin 4.9 pg/mL oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismaya benzer
olarak atomoksetinin C. albicans’taki tek basmma MIK degeri 333 pg/L, flukanzoliinde
1,30 pg/L elde ettik. Sertralinin flukanazole ile kombine kullanimi ile birlikte direncli
suslar i¢in MIK degerinin 64 kat kadar diistiigii belirlenmistir. Ozellikle direncli suslar

iizerine sinerjik etkinin goriilmesi olduk¢a 6nemlidir [33].
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6. SONUC VE ONERILER

MIK analizi ile C. albicans iizerine atomoksetinin antimikrobiyal etkisi 333
ng/mL tespit edilmistir. Kullanilan biitiin antidepresanlarin MIK analizinde C. albicans
susunda antimikrobiyal aktivite gdzlemlenmistir. Karbamazepin’in C. albicans iizerine
antimikrobiyal etkisi de 333 pg/mL olarak degerlendirilmistir. Gii¢lii bir antifungal ajan
olan ve aynm1 zamanda kontrol grubu olarak kullanilan flukanazolin C. albicans
iizerindeki MIK degerei 1,30 pg/mL’dir. Yine kontrol amaclh kullanilan diger bir
antifungal ajan olan ketokonazoliin etkisi de 1,30 pg/mL’dir. Alinan tiim bu olumlu

sonuglar ile ¢alismalarin seyrini C. albicans lizerine yogunlastirmigtir

Giiglii ve klinik basaris1 yiiksek olan antidepresanlardan atomoksetin ve antifungal
olan flukanazoliin kombine kullanimi checkerboard analiziyle aydmlatilmigtir. Bu
analiz ile birlikte bu iki kimyasalin C. albicans lizerine sinerjist etki yaratmasi yeni bir
ilag olabilmesi yolunda &nem arz etmektedir. Bu iki maddenin sinerjik etkisi FIK
indeksine gore hesaplanmistir. Atomoksetinin 62,5 pg/mL MIK degeri ve flukanazoliin

31,25 pg/mL MIK degeri ile FIK degeri 0,56 sinerjik sonucu kaydedilmistir.

Oliim kinetigi analizi ile yapilan arastirmada atomoksetin ve flukanazol
maddelerinin C. albicans’ ta 6., 9., 12. ve 24. saatlerde yapilan Orneklemeler ile
iremenin 6-inc1 saatten baglaylp 24-lincii saate kadar artmadigi ve stabil kalmasi
gozlemlenmistir. Oliim kinetii analizinde kat1 besiyerlerinde baz alman 30-300
arasinda gelisen koloniler bu analizdede bu sayr araliin1 korumustur. Bdylece

fungisidal etkinin varlig1 s6z konusu olmaktadir.

Antimikrobiyal analizleri yapilan atomoksetin ve flukanazoliin ve elde edilen
antimikrobiyal sonuglar molekiiler caligmalarla transkriptom analizi yapilarak hangi
genler iizerine etkili oldugu aydinlatilmistir. Bunun i¢in ilagla muamele edilmis ve
edilmemis C. albicans izolatlarinin RNA izolasyonu yapilarak transkriptom analizine
tabi tutulmustur. Bu analiz ile ilagsiz C. albicans suslarinin 22 genin ifadesi degisirken,
ilagl 6rneklerde 49 genin ifadesinin degistigi aydinlatilmistir. Bu ¢aligsma ile hedeflenen
antimikrobiyal aktivite ve elde edilen pozitif sonuglar giin gectikge artan ilag
ihtiyaclaria karsi umut kaynagi olmaktadir. Bu antimikrobiyal etkinin yakalanmasi i¢in

kullanilan yontemler ve elde edilen veriler ile bilim diinyasina ve literatiire katki

saglanilmistir.
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