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Escitalopram Oksalat (EO), Tiirkiye ve c¢esitli Avrupa iilkelerde en cok
recete edilen antidepresanlardan biridir, fakat hiicre seviyesinde etkisini gosteren
yeterli calisma mevcut degildir, bu nedenle burada Escitalopram Oksalat’in DNA
ve hiicre diizeyindeki etkilerinin incelemesi amaglanmistir. Escitalopram Oksalat
(EO)’1n molekiiler etkilesim modellemesi ve DNA etkilesimi autodock analizi ile
aragtirllmistir. EO’1n sitotoksik etkisi Metiltiyazolil Diphenyl-tetrazolium bromiir
(MTT) testi, Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBC) ve Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) yéntemleri ile belirlenmistir. Escitalopram
Oksalat’in DNA diizeyindeki genotoksik etkisi ise UV-Vis spektrofotometre ve
agaroz jel elektroforezi teknikleri ile arastirilmistir.

Autodock analizinde EO’nun kovalent olmayan baglar ile DNA’nin minor
yarigl ile etkilesime girdigi gozlenmistir. MTT sonucunda EO 50 pM
konsantrasyonunda NIH 3T3 hiicrelerinde sitotoksik etki gostermistir. E.coli ve
Bacillus subtilis i¢in ilactn MIK degeri 0.185mM ve 0.55mM olarak belirlenmistir.
Escitalopram Oksalat 5, 15 ve 45 mM konsantrasyonlarinda E.coli’yi 6ldiirtiriirken,
Bacillus subtilis’i oldiirmemistir. EO’nun UV-Vis spektrofotometre cozeltisinin
238 nm’deki absorpsiyon degeri, DNA’nin eklenmesi ile artarak hiperkromik etki
gostermis olup DNA baglanma degeri (Kb) 0.035 M "dir. DNA ve EO karigimina
CuCl, ve 2H»O ilave edilerek kontrol DNA's1 ile karsilagtirildiginda ¢ift iplikli
DNA'da herhangi bir kirik gozlenmemistir. Ayrica, EO DNA’y1 hidroksil serbest
radikaline kars1 korumustur.

Anahtar kelimeler: Genotoksik , Sitotoksik , Escitalopram , Modelleme
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ABSTRACT

MSc THESIS

MOLECULAR MODELING, DNA INTERACTION FEATURES,
CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF THE ANTIDEPRESSANT
ESCITALOPRAM OXALATE.
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DEPARTMENT OF BIOTECHNOLOGY

Supervisor  : Assoc. Prof. Dr. M. Bertan YILMAZ
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Jury : Assoc. Prof. Dr. M. Bertan YILMAZ
: Prof. Dr. Ayla Celik
: Assoc. Prof. Dr. ISIL OCAL

Escitalopram Oxalate is considered as the most prescribed antidepressant
drug in Turkey and some other countries, therefore this research will be aimed to
study cytotoxic and DNA interaction of the drug. In order to study cytotoxic effect,
at first, the effect of Escitalopram Oxalatae (EO) on the eukaryotic cell will be
analyzed by MTT method and molecular autodock analysis. Then its effect on the
bacterial cell will be evaluated by Broth dilution method to determine both
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and Minimum Inhibition
Concentration (MIC). The interaction of the drug with DNA was investigated by
UV-Vis spectrophotometry and agarose gell electrophoresis. The absorption value
of the drug solution at 238 nm was increased when DNA was added gradually to it
and it showed hyperchromism effect. The value obtained for DNA binding constant
(Kb) was 0.035 M— 1. When we added the CuCI2 2H20 to the mixture, any
breakage was not shown in double strand DNA in comparison with control DNA.
In addition low concentration of EO couldn’t protect DNA (0.5273 pmole bp)
against Hydroxyl free radical although it could protect the DNA when it was at the
same or higher concentrations than the DNA concentration.

The MTT assay showed that 50uM of the drug killed the NIH 3T3 cells.
The molecular autodock analysis showed that the drug had cytotoxic effect. MIC of
the drug for E.coli and Bacillus subtilis was almost 0.185mM and 0.55mM
respectively. The E.coli strain was killed at concentrations 45, 15, SmM while the
Bacillus subtilis was stable against all of the concentrations.

Key words: Genotoxic, Cytotoxic, Escitalopram, modeling
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GENISLETILMIS OZET

Depresyon (major depresif bozukluk) nasil hissettiginizi, nasil
diisiindiigiliniizii ve nasil davrandiginizi olumsuz etkileyen yaygin ve ciddi bir tibbi
hastaliktir ve ayni zaman’da tedavi edilebilir. Depresyon, iiziintii duymalarina ve
zevk alinan faaliyetlere olan ilginin kaybolmasina neden olur. Cesitli duygusal ve
fiziksel sorunlara yol agabilir ve kisinin iste ve evde calisma verimini ve yetenegini
azaltabilir.

Antidepresanlar, depresyon ve diger akil sagligi durumlarinin tedavisinde
kullanilan bir ¢ok ilag¢ olup en yaygin olarak recetelenen bazilari: segici serotonin
geri alim inhibitorleri (SSRI'lar), atipik antidepresanlar, trisiklik antidepresanlar
(TCA'lar) ve monoamin oksidaz inhibitorleridir (MAOI'ler). Antidepresan ilaglar,
beyindeki duygudurum ve duygulari etkileyen kimyasallari (nérotransmiterler)
dengelemek igin tasarlanmig olup aci ve 1zdirap ¢eken herkese gabuk ve basit bir
rahatlama vaat etmektedirler.

Secici serotonin geri alim inhibitdrleri (SSRI'lar) en sik recete edilen
antidepresanlardir. Orta ve siddetli depresyon semptomlarini hafifletebilir, nispeten
giivenlidir ve tipik olarak diger antidepresan tiplerinden daha az yan etkilere
sahiptirler.

Escitalopram Oksalat, se¢ici serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI) olarak
bilinen ila¢ sinifina aittir. EO depresyon ve anksiyeteyi tedavi etmek i¢in kullanilir.
Beyinde dogal olarak bulunan serotonin dengesini yeniden saglamaya yardimci
olarak calisir. Enerji seviyesini, esenlik duygularinizi artirabilir ve sinirliligi
azaltabilir.

Sakka ve ark. (2017), EO noroblastoma hiicre dizileri iizerindeki sitotoksik
etkisini notral kirmiz1 analiz yontemiyle, gen ekspresyon profillerini ise kantitatif
gercek zamanli PCR'yi (qPCR) kullanarak arastirdiginda, Escitalopramin sitotoksik
etkisi ile ilgili herhangi bir bulguya rastlamamistir. Bu nedenle, EO’nun sitotoksik

etkisinin, NIH Isvigre fareleri embriyosu (NIH 3T3) hiicrelerinin biiyiimesi
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iizerinde arastirmak uygun gorinmiistiir. Hekimler ilag recete ederken
genotoksisite ve sitotoksisite verilerini goz Oniinde bulundurmali ve miimkiin
oldugunca genotoksik ve sitotoksik ilaclar regete etmekten kaginmalidir.

Bu calismada antidepresan ilaglardan , EO’nun sitotoksik ve genotoksik
etkileri ile EO ve DNA arasindaki etkilesimler incelendi. Daha sonra bir bakteri
hiicresi iizerinde, hem MBC (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon) hem de MIC
(Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) etkisini belirlemek icin Agar disk difiizyon
ve Broth diliisyon yontemi kullanildi. Fizyolojik tamponda (pH 7.4) plazmid DNA
ile ilacin etkilesimi UV-Vis spektrofotometrisi ile incelenmistir. ilaveten, DNA
potansiyel aktivitesi ve ilacin DNA’yla baglanmasi elektroforez ile incelenmistir.

Silico molekiiler yerlestirme caligsmalarinda, EO-protein kompleksinin

baglanma modu ve benzer sekilde baglanma enerjisi de tahmin edilmektedir.
Dolayisiyla, bu calismalar EO ile proteinin molekiiler diizeyde etkilestigini
gostermektedir.
Bu ¢alismada sonug olarak molekiiler etkilesim, EO'nun DNA varliginda absorbans
spektrumlarinda hiperkromizme olmasina neden oldu. EO, interkalasyon yoluyla
degil, elektrostatik etkilesim gibi dis baglanma yoluyla DNA'ya baglanir. Ek
olarak, diisiik konsantrasyonlu EO, DNA'y1, DNA konsantrasyonundan ayni veya
daha yiiksek konsantrasyonda oldugu zaman koruyabilmesine ragmen, Hidroksil
serbest radikaline karsi koruyamadi.

MTT sonucunda EO 50 uM konsantrasyonunda NIH 3T3 hiicrelerinde
sitotoksik etki gdstermistir. E.coli ve Bacillus subtilis i¢in ilacin MIK degeri
0.185mM ve 0.55mM olarak belirlenmistir. Escitalopram Oksalat 5, 15 ve 45 mM
konsantrasyonlarinda E.coli’yi oOldiiriiriirken, Bacillus subtilis’i 6ldiirmemistir.
EO’nun UV-Vis spektrofotometre ¢6zeltisinin 238 nm’deki absorpsiyon degeri,
DNA’nin eklenmesi ile artarak hiperkromik etki gostermis olup DNA baglanma
degeri (Kb) 0.035 M—1"dir. DNA ve EO karisimina CuCl, ve 2H20 ilave edilerek
kontrol DNA's1 ile karsilastirildiginda cift iplikli DNA'da herhangi bir kirk

gdzlenmemistir.
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TESEKKUR

Yiksek lisans tez calismamin alt yapisin1 ve planlamasini olusturarak bu
calismalarin uygulamalart siiresince her tirlii yardimlarini ve desteklerini
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degerli hocam Do¢.Dr.Mehmet Bertan Yilmaz’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyu her zaman yanimda olan ve yardima ihtiyacim oldugu
zamanlar bana her tiirlii destek saglayan, Hocam ve Abim Dr.Ebrahim
VALIPOUR’a tesekkur ederim.

Proje calismamin yaziminda katkida bulunan Dr. Mostafa Nourizadeh
Tazekend’e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez asamam sirasinda daima yanimda hissettigim, maddi manevi
desteklerini esirgemeyen Annem ve Babam’a tesekkiir ederim.

Ayrica, bu yiiksek lisans calismasim maddi yonden destekleyen C.U

Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi yoneticilerine de tesekkiir ederim.
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1. GIRIS Reza VALIPOUR

1. GIRIS

1.1. Depresyon

Depresyon, mutsuzluk veya hayal kirikligi duygulan ile insanlarin iicte
birini etkileyen ¢ok yaygin bir hastaliktir. Bununla birlikte, bu duygular, yaygin ve
giinliik hayatin normal isleyisine miidahale ettiginde patolojik depresyon olarak
kabul edilir. Biligsel depresyon modelleri, depresyonun gelisiminde ve
stirdiiriilmesinde benlik, diinya ve gelecek hakkinda olumsuz diisiinceler olarak 6ne
cikan Onyargili bilgi islemenin roliinii vurgulamaktadir (Disner ve ark. 2011).
ayrica, depresyon artmis ruminasyon ve kendi kendine islenmeyle iliskilidir ve dis
cevreye odaklanmada zorluklara yol acar. Bu kendi kendine odaklanma genellikle
sucluluk, kendini suglama ve diisiikk benlik saygisi ile sonuglanan olumsuz

duygular igermektedir (Northoff 2007).

1.1.1. Depresyonun tarihcesi

Yaklagik 2500 yil boyunca, duygu bozukluklari insanligin en yaygin
hastaliklarindan biri olarak tanimlanmistir. Daha nce melancholia olarak bilinen
ve giliniimiizde klinik depresyon, major depresyon ya da basit depresyon olarak

tanimlanmaktadir.

1.1.2. Depresyonun Yaygin Tipleri
1.1.2.1. Major Depresif Bozukluk (MDB)

Insanlar klinik depresyon terimini kullandiklarinda, genellikle major
depresif bozukluga (MDB) ifade ederler. Major depresif bozukluk, bir dizi temel

ozellik ile karakterize edilen bir duygudurum bozuklugudur:

a) Depresyon hali
b) Normal etkinliklere kars1 ilgi eksikligi

¢) Viicut agirhigindaki degisiklikler
1
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d) Uyku degisiklikleri

e) Yorgunluk

f) Degersizlik ve su¢luluk duygusu
g) Konsantrasyon zorlugu

h) Oliim ve intihar diisiinceleri

Bir kisi bu semptomlarin ¢ogunu iki haftadan daha uzun bir siire boyunca

tasiyorsa, siklikla MDB tanis1 konulur.

1.1.2.2. Persistan Depresif Bozukluk
Gilintimiizde kalict bir depresif bozukluk olarak bilinen distimi, iki yildan
daha fazla siire mevcut olan kronik depresyonu isaret eder. Hafif, orta veya siddetli

olabilir.

1.1.2.3. Dogum Sonrasi Depresyon
Hamilelik siklikla bir kadinin ruh halini etkileyebilecek 6nemli hormonal
kaymalar meydana getirebilir. Depresyon hamilelik sirasinda baglayabilir veya bir

¢ocugun dogumunu izleyebilir.

1.1.2.4. Mevsimsel Duygusal Bozukluk (MDB)

MDB' nin viicudun normal sirkadiyen ritminde bir rahatsizlik tarafindan
tetiklendigine inanilmaktadir. Gozlere giren 151k, bu ritmi etkiler ve gece/giindiiz
patinindeki mevsimsel degisimler, depresyona yol agan bir bozukluga neden
olabilir. MDB, yer yiiziinde, kuzey veya giiney bolgelerinde daha yaygindir ve giin
1s1gindaki  mevsimsel kayiplart  dengelemek igin 151k terapisi tedavileri

yapilmaktadir.
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1.1.2.5. Premenstriiel Disforik Bozukluk (PMDB)

Premenstriiel sendromun (PMS) en sik goriilen semptomlari arasinda
sinirlilik, yorgunluk, anksiyete, duygudurum, siskinlik, igtah artigi, yemek istegi,
agrt ve meme hassasiyeti gelir. Premenstriiel disforik bozukluk (PDB)
Premenstriiel sendromun’a benzer semptomlar goriiliir, ancak duygudurum ile ilgili

olanlar daha belirgindir. Sunlari igerebilir:

a) Asirt yorgunluk

b) Hiiziinlli, umutsuz veya kendini elestiren ruh hali
c) Stres veya anksiyetenin siddetli duygulari

d) aglama nobetleri

e) Sinirlilik

f) Konsantre olamama

g) Artan istah

1.1.2.6. Atipik Depresyon
Yukaridan bahsi gegen semptomlara dayanarak, bozuklugun "tipik"
sunumu olarak diisiiniilen durumu izlenmedigi bir depresyon tiirii atipik depresyon

olarak tanimlana bilir. Atipik depresyon, asagidakiler ile karakterizedir:

a) Asir1 yeme veya kilo alma
b) Asirt uyku

¢) Yorgunluk ve halsizlik

d) Gergin ruh hali

Diger depresyon bicimlerinin aksine, atipik depresyonlu Kkisiler, bir
monoamin oksidaz inhibitorii (MAQO) olarak bilinen bir antidepresan tiiriine daha

iyi yanit verirler (American Psychiatric Association 2013).
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1.1.3. Depresyonun Patofizyolojisi

Yasam boyunca depresyonun patofizyolojisini ve anormalliklerini
belirlemek veya goriintiilemek icin yararli teknikler yoktur. Mevcut ilaglarin
cogunlugu deneysel olarak kesfedilmistir. En giincel teoriler “amin hipotezi’ne
dayanmaktadir (Standaert 2005). Duygudurum bozuklugunun en 6nemli hipotezi,
biyogenik amin diizeylerindeki degisimlerle ilgilidir (Bunney ve Davis 1965;
Schildkraut 1965). Depresyonun meydana gelmesinin, norepinefrin (NE), dopamin
(DA) ve epinefrin, indolamin, serotonin, 5-hidroksitriptamin (5-HT) ve iki
katekolamin gibi beyindeki biyogenik aminlerin seviyelerindeki degisikliklerle

ilgili oldugu bulunmustur.

1.2. Antidepresanlar

Antidepresanlar, beyindeki norotransmiterlerin kimyasal dengesizliklerini
diizenleyerek, depresif bozukluklarin semptomlarindaki azalmaya yardimci olan
ilaglardir. Duygudurum ve davramis degisikligi kimyasal dengesizlige baghidir.
Norotransmitterler, beyindeki noronlar arasindaki iletisim  baglantisidir.
Norotransmitterler sinir hiicrelerindeki keseciklerde bulunur. Serotonin, dopamin
ve noradrenalin veya norepinefrin gibi norotransmitterler, bir sinyalin akson ucu
tarafindan serbest birakilir ve digeri tarafindan alimir; geri alma olarak adlandirilan
fenomen. Antidepresanlar, secici reseptdrler araciligiyla ndrotransmiterlerin geri
alimmi inhibe eder ve boylece beyindeki sinirler etrafinda spesifik norotransmiter
konsantrasyonunu arttirir. Bu antidepresanlardan biri, beyin serotonin seviyesini
etkileyen segici serotonin geri alim inhibitoridiir (SSRI).

Ulusal Saglk istatistikleri Merkezi (NCHS) tarafindan yayinlanan 2017
tarihli bir rapora gore, 12 yas ve iistii Amerikalilarin yaklagik yiizde 13" ruh halini
diizenleyen belirli beyin kimyasallar1 iizerinde etki eden antidepresanlari ilaglar
aliyor (Pratt, LA. Brody ve Gu 2017).

Antidepresan kullanim1 1999 ve 2014 yillan arasinda yaklasik yiizde 65

oraninda artmistir. NCHS' nin buldugu sonuca gore antidepresanlarin kullanimi
4



1. GIRIS Reza VALIPOUR

erkekler tarafindan yilizde 8.6 oldugunda, kadmlarin tarafindan kullanilan
antidepresanlar yiizde 16.5 olmustur, kadmlarin ilag kullanimi erkeklere gore
neredeyse iki kat daha olasidir. 12 yas ve Ustli kisiler arasinda antidepresan

kullanimindaki egilim cinsiyete gore sekil 1.2.1°de gosterilmistir.

165 Dasiler

138

10.3

7 63 6 }/
1

Yozdesit®e)
z
S

1 | 1
19992002 2003-2006 200%-2010 2001=2014

Sekil 1.1. 12 yas ve istii kigiler arasinda antidepresan kullanimindaki egilim
cinsiyete gore: ABD, 1999-2014 (pratt, la. Brody ve gu, 2017)

Antidepresanlarin ¢ogu giivenlidir, ancak bazi insanlar 6zellikle ¢ocuklar,
gencler ve 25 yasin altindaki geng yetiskinler 6zellikle tedavinin ilk birkag
haftasinda intihar diisiincelerinde artis yasayabilirler.

Antidepresanlar depresyon belirtilerini diizeltebilir, ancak baz1 yan etkiler
de gosterebilirler. Sadece depresyon, anksiyete bozuklugu, sinirlilik, manik-
depresif bozukluklar, gocuklukta yatak 1slatma, major depresif bozukluk, diyabetik
periferik noropatik agri, sosyal ¢ekingenlik, travma sonrasi stres gibi bir takim

belirtilerin tedavisinde kullanilmaktadir.
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1.2.1. Antidepresanlarin Siniflandirilmasi
Imipramin, antidepresan rejimi  olarak  1958'de  kesfedilmistir.

Antidepresanlar bes gruba ayrilmistir:

a) Trisiklik antidepresanlar (TCA'lar),

b) Segici serotonin geri alim inhibitdrleri (SSRI’1ar),

¢) Monoamin oksidaz inhibitorleri (MAOI),

d) Serotonin-norepinefrin geri alim inhibitdrleri (SNRI)

e) TCA dis1 antidepresanlar.

TCA'lar norepinefrin (NE) ve serotoninin (5SHT) geri alimmi bloke
etmektedir. Antidepresanlarin baglica mekanizmasi olan bu olgu, néro reseptorlerin
fizyolojik davramisinda degisikliklere sebep olur. TCA'larin muskarinik, alfal
adrenerjik ve histaminik reseptorlerini de bloke ettigi bildirilmistir.

Mourilhe (Mourilhe ve Stokes 1998), Secici serotonin geri alim
inhibitorlerinin (SSRI'lar) SHT geri alimimi engelleyebilecegini ve sinaptik SHT
iletimini artirabildigini bildirmislerdir. SSRI' larin, diger norotransmiterlerin geri
kazanimi {izerinde ¢ok az veya 6nemsiz bir etkisi vardir. SSRI'larin muskarinik ve
histaminerjik reseptorlerde herhangi bir aktivite gostermedigi gozlenmistir; bu da

muhtemelen bir dakika igerisinde anti-kolinerjik ve sedatif etkilere neden olur.

1.2.2. Secici Serotonin Geri Alim Inhibitorleri (SSRI’lar)

SSRI'larin serotonin tasinmasini segici olarak inhibe ettigi bilinmektedir.
SSRI' lardan bazilar1 fluoksetin (Prozac, Selfemra), paroksetin (Paxil, Pexeva),
sertralin (Zoloft), sitalopram (Celexa) ve Escitalopram oksalat (Lexapro) 'dir.
SSRI'larm  bu hareketi, somatodendritik serotonin-1A  otoreseptorlerinin
duyarsizlasmasina neden olan srotonel-serotonerjik noronal alandaki serotoninde
ani artiga neden olur(Blier, de Montigny, ve Chaput 1987; Richelson 1982). Sonug

olarak, ndronal diirtii akig1 artar(Blier, de Montigny, ve Chaput 1987). SSRI” larin
6
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farmakolojik analizi, bu ajanlarin, merkezi sinir sisteminde (CNS) 5-HT
norotransmisyonunun gii¢lii fakat yavas disinhibisyonuna neden olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu durumda, antidepresanlarin hareketleri, orta beyin
tomurcugundan prefrontal kortekse dogru bir yolla saglanir (Baxter ve ark. 1989;
Foote ve Morrison 1987). SSRI” lar tarafindan ortaya cikan yan etkiler anksiyete,
uyku bozukluklari, cinsel islev bozuklugu (libido azalmasi, memnuniyetsizligin
artmas1 ve uyarilmada azalma) ve gastrointestinal rahatsizliklardir (Stahl 1998).
Belirli serotonerjik yolaklarin 5-HT2 ve 5-HT3 reseptorlerinin toksisitesinin
sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Serotonin ve dopamin arasinda karsilikli bir
iligski vardir. Beyin omurilikten asag1 dogru giden serotonin yolunun, gesitli spinal
reflekslere aracilik eden spinal ndronlara dogru gelisen cinsel islev bozuklugundan
sorumlu olduguna inanilmaktadir. Bu yol boyunca gelismis serotonerjik akisin
cinsel iglevleri engelledigi bildirilmistir. Serotoninin cinsel islevsellik lizerindeki
olumsuz etkileri, 5-HT2 reseptorleri araciligiyla gerceklesir. Bu nedenle 5-HT2
antagonistleri, SSRI'lara bagli cinsel islev bozuklugunu tersine cevirebilirler

(Bersani ve ark. 1990; D. J. Stein ve Hollander 1994).

2003 | 2004 2005 | 2006 | 2007 2008 | 2009 | 2010 | 2011 2012

DDD/ 1000 kisif Glin

[—a—essitalopram | 031 | 0935 | 1415 | 2453 | 4570 | 7037 | 5206 | 10137 | 12597 | 12503
~@-sertralin | 2182 | 2089 | 2962 | 3321 | 4846 | 612 | 6316 | 708 | 7937 | 794
—4—paroksetin | 0816 | 0921 | 1428 | 1713 | 2457 | 3308 | 3489 | 3725 | 4,046 | 3727
|>fluoksetin | 1216 | 1337 | 1615 | 1486 | 1519 | 1804 | 1787 | 2096 | 2469 | 2381

—#—sitalopram | 1268 | 1327 | 2,803 | 3106 | 3542 | 3703 | 3181 | 3031 | 2876 | 2387
fluvoksamin | 0,385 | 0,31 | 0,345 | 028 | 0282 | 0367 | 0433 | 038 | 0302 | 0.285

Sekil 1.2. SSRI antidepresan grubunun yillara gore kullanimlarinin degisimi
(Keziban ADAM BASKI 2014)

7
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IMS Health Tiirkiye verdigi rapora giire SSRI gurubuna ait olan
antidepresan ilaclarm kullanimimin ve tiiketiminin hacmi ve yapis1 degismistir.
2012 yilinda SSRI gurubundan sadece Escitalopram, Sertralin ve Paroksetin
maddeleri tiim antidepressan ila¢ kullanimimin %64.4° {inli olusturmustur. SSRI
Antidepressan ilaglarin kullanimi 2003 yilinda %66’den, 2012’de %380.4’¢
artmistir. (Keziban ADAM BASKI 2014). SSRI antidepresan grubunun yillara

gore kullanimlarmin degisimi sekil 1.2.2.1°de gosterilmistir.

1.2.3. SSRYI’ larin Tarihgesi

Ik segici serotonin geri alim inhibitorii (SSRI), fluoksetin, 1988 yilinda
Amerikan pazarna tanitildi (DeVane 1998). Diger SSRI' lar, sertralin, paroksetin
ve fluvoksamin, serotinini yakindan takip etti. Avrupa' da bir siiredir yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, 1990'larin sonuna kadar, baska bir SSRI, sitalopram,
Amerikan klinisyenlerinin kullanimma sunulmustu ve daha sonra bunun,
enantiomeri, Escitalopram, tanitildi. 1990'larin baslarinda, SSRI'lar klinik pratikte
ilk basamak antidepresanlar haline gelmis ve tiim antidepresan regetelerinin
yarisindan fazlasini olusturmustur (Ban 2001). Popiiler edebiyat ve haberlerde
biiyiik bir etki yaratmiglardir ve ilk olarak halihazirda var olan antidepresan ilaglara
gore tistiin olduklar1 disiiniilityordu. Gergekten de, SSRI bilesikleri daha uygun bir
yan etki profiline, daha basit dozlama stratejilerine, daha iyi tolere edilebilirlige ve
dolayisiyla eski antidepresanlara gore daha iyi etkiye sahiptir. Doz agimi, minimal
kardiyovaskiiler etkiler ve daha az antikolinerjik aktivite gibi goreceli gilivenligi,
onlar1 6zellikle birinci basamak ajanlar olarak ¢ekici kilmaktadir.

SSRI' larla klinik deneyim arttikca olumsuz etkilerine sahip olduklari
ortaya ¢ikmistir. Ayrica, SSRI' larin, TCA' lara karsi etkinliginin degerlendirilmesi
halen tartisilmaktadir. Bu kaygilara ragmen, SSRI'lar yaygin olarak kullanilmakta
olup anksiyete bozukluklari, obsesif kompulsif bozukluk (OKB), panik bozukluk,

bulimiya nervoza, sosyal fobi, travma sonrasi stres bozuklugu (TSSB) gibi
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depresyon disindaki pek ¢ok psikiyatrik bozuklukta etkilidir. SSRI' lar Amerika'da
ve diinya ¢apinda en ¢ok regete edilen antidepresanlardir (Feighner 1999).

ABD' de alti SSRI ilaci mevcuttur: sitalopram (Celexa), Escitalopram
(Lexapro), fluoksetin (Prozac), fluvoksamin (Luvox), paroksetin (Paxil) ve
sertralin (Zoloft). Fluvoksamin disindakilerin tiimii, ABD Gida ve Ila¢ Dairesi
tarafindan depresyonda kullanilmak iizere onaylanmistir; fluvoksamin depresyonun
degil OKBhnin tedavisi i¢cin FDA onaylidir, (S.M. 2001). Bununla birlikte,
Avrupa'da, fluvoksamin yillarca antidepresan olarak kullanilmistir (Goldberg

2000).

1.2.4. SSRI'larin Etki Mekanizmasi

Tim SSRI' lar yapisal olarak farkliik gosterse de, aym1 etki
mekanizmalarina sahiptir: adindan da anlasilacagi gibi, bu bilesikler serotonin
tastyicisini segici olarak inhibe ederler (Goodwin 1996).

Secicilik derecesi kullanilan in vitro modele bagh olarak degisirken, tiim
maddeler serotonin geri alim tasiyicisinin giiglii inhibitorleridir. Ek olarak,
paroksetin, norepinefrin tagiyicida nispeten daha biiyiik bir inhibitér potansiyeline
ve in vitro ¢aligmalara dayanan dopamin tasiyicisindaki sertraline sahip olabilir ve
fluoksetin bir 5-HT agonisti olabilir, ancak bu farkliliklarin klinik etkileri
belirlenmemistir (Gilmor, Owens, ve Nemeroff 2002).

SSRI' larin akut uygulamasi, presinaptik serotonin néronunun 5-HT geri
alim pompasint inhibe ederek, néronun somatodendritik alani etrafinda artan
serotonin konsantrasyonuna neden olur (Blier, de Montigny, ve Chaput 1987).
Serotonin iizerindeki erken etkiler muhtemelen yan etkilere neden olurken,
terapotik eylemler sonraki ndronal olaylara baghdir. Stirekli SSRI uygulamasinin
(genellikle iki hafta veya daha fazla), néronun somatodendritik alanindaki yiiksek
5-HT konsantrasyonlari, 5-HT'in inhibisyonundan sorumlu olan somatodendritik 5-
HT otoreseptorlerinin duyarsizlagsmasina neden olur. Ek olarak, cesitli SSRI' lar ve

diger antidepresanlar serotonin reseptor alt tiplerinde farkli aktivitelere sahiptir.
9
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Serotonin reseptdr izoformlarinin varligi’ da, bu ilaglarin antidepresan etkilerini
nasil kullandiklarina dair anlayisimizi daha da karmasik hale getirmektedir. Sinyal
transdiiksiyonunu ve gen ekspresyonunu etkileyen eylemler, gercek terapotik etki
ve gecikmis baglangictan sorumludur ve aminerjik aktivite degisikliklerin, beyin
kaynakli norotrofik faktoriin ve diger néronal biiyiime faktorlerinin sentezi gibi
diger mekanizmalara baglanmasiyla sonuclanir. Dolayistyla, SSRI' nin etki
mekanizmasi glukokortikoid reseptorlerinin aktivitesini normallestirmek olabilir.
Glukokortikoid ve / veya mineraokortikoid reseptorlerinin islevlerindeki azalma,
hipokampusta diisiik 5-HT protein seviyelerine, frontal bolgelerde 5-HT reseptor
baglanmasina ve frontal korteksin diisilk serotonerjik innervasyonlart ile
iligkilendirilebilir. Serotonin reseptdr alt tiplerinin rolii belirsizdir, ancak birkag alt
tipin aktivitesi limbik bolgede norogenez ile iliskilidir. Ornegin, 5-HTIA
heteroreseptoriiniin agonistleri ve sublentikiiler bolgedeki ve dentat girusun
subgraniiler zonundaki norogenezi artiran 5-HT'nin agonistleri daha segicidir.
Bagka bir ¢aligma, 5-HT aktivasyonunun hipokampustaki bitytime faktoriic VEGF
(Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii )' yi destekledigini ve fluoksetin kaynakli
norogenezin 5-HT antagonistleri tarafindan bloke edilebildigini bulmustur (Greene
ve ark. 2009).

Bazi kanitlar, SERT (Serotonin transporter) baglama bolgelerinin kaybinin
uzun siireli SSRI uygulamasi ile gerceklestigini gostermektedir (Benmansour ve
ark. 2002). 10-15 giin siiren ila¢ kullanilmasindan sonra, antidepresan etkinin
gelistigini ifade etmektedir. Boyle bir modelde, antidepresanlarin, fosforilasyonu
katalize eden protein kinaz C (PKC) aktivitesini diislirdii§iine inanilir, boylece
SERT ve / veya serotonin reseptorleri dogrudan etkileyebilir. Diger calismalar,
protein kinaz A ve kalsiyum-kalmodulin bagimli protein kinaz II' nin (CaMKII) (
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II) aktivasyonu igin 6nemli rol
oynamaktadir. PKA  aracili  fosforilasyon, ndrotransmisyon ve  gen
ekspresyonundaki degisikliklere neden olur. CaMKII, ayrica fosforilasyon siireci

boyunca, nérotransmitter aktivitesini kolaylastirabilir.
10
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Presinaptik 5-HT1A reseptoriiniin (otoreseptdr) rolii hakkinda evrensel bir
fikir birligi olmamasina ragmen, bir veya iki hafta SSRI uygulamasindan sonra bu
reseptOriin desensitizasyonunun serotonin salimiminin geri besleme inhibisyonunu
kapatmak i¢in cereyan etmesi gerektigine inanilmaktadir. SSRI antidepresan
yanitin1 hizlandirma veya bilylitme girisimleri pindolol ile yapilan calismalarda
incelenmistir. 5-HT1A otoreseptoriinii de antagonize eden bir beta-adrenerjik
blokor olan pindolol, muhtemel bir SSRI takviye stratejisi olarak kapsamli bir
sekilde calisilmistir (Artigas, Perez, ve Alvarez 1994; Berman ve ark. 1997; P.
Blier ve Bergeron 1995; Maes ve ark. 1999; Pérez ve ark. 1997; M. B. Stein ve ark.
2001). SSRI' lerle eszamanli olarak kullanilan pindololun, dorsal raphe
niikleusundaki presinaptik somatodendritik 5S-HT1A otoreseptorlerini tek basina bir
SSRI' dan daha hizli bloke ettigi hipotezi 6ne siiriilmiistiir.

Diger alt tiplerin fonksiyonlar1 belirsizlgini korumasina ragmen, reseptor
alt tipleri aynm1 zamanda 5-HT3'den mide-bagirsak rahatsizligina, ornegin ters
etkilere katkida bulunur. Genel olarak, in vitro calismalar SSRI'larin alfa,
histaminik ve muskarinik reseptorler gibi olumsuz etki profilleri ile tutarli olan
diger noro detektorler icin ¢ok diisiik afiniteye sahip olduklarini gostermektedir
(DeVane 1998; Goodwin 1996).

Paroksetin, norepinefrin alimini inhibe ettigi goriilen tek SSRI
antidepresandir. Desipramin veya paroksetin verilen hastalardan alinan serumdaki
insan transporter transfekte edilmis hiicrelerde norepinefrin ve serotonin tasiyici
fonksiyonunu karsilastiran bir calismada, her iki ilacin o6zellikle serotonin /
norepinefrin gerialim inhibitorleri olarak, 6zellikle 40 mg veya daha yliksek
paroksetin dozlarinda etkin oldugu bulunmustur. Sertralin, in vitro modellerde
dopamin geri alim inhibisyonunu gosteren tek SSRI' dir. Bu veriler ayn1 zamanda
SSRI' larin etki mekanizmalarinda homojen olmadiklar1 fikrini de

desteklemektedir.

11
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1.2.5. Hamilelik Sirasinda SSRI Kullanim

Perinatal depresyonu tedavi etmek i¢in ¢ok ¢esitli ilagclar mevcuttur bunlar;
birinci nesil trisiklik antidepresanlar (TCA' lar), monoamin oksidaz inhibitorleri
(MAOTI'er), serotonin-norepinefrin geri alim inhibitorleri (SNIR'ler), segici
norepinefrin geri alim inhibitorleri (NRI' ler) norepinefrin ve dopamin geri alim
inhibitorleridir (NDRI' ler) (Rahola 2001). Bununla birlikte eriskinlerde birinci
kusak antidepresanlara gore etkinlik ve giivenirliginin bir sonucu olarak (Caley ve
Kando 2002; Fitzgerald ve Bronstein 2013), Fluoksetin (Prozac), sertralin (Zoloft),
paroksetin igeren Secici Serotonin Geri Alma Inhibitérleri (SSRI) Gebe ve
postpartum kadinlarda fluvoksamin (Luvox) ve sitalopram (Celexa) ilk basamak
tedavi olarak Onerilmektedir (Moses-Kolko ve Roth 2004; Pirraglia, Stafford, ve
Singer 2003). Epidemiyolojik veriler, tiim kadinlarin % 50'den fazlasinin gebelikte
receteli ilag kullanacagini ve en sik kullanilan madde smifinin SSRI oldugunu

gostermektedir (Mitchell ve ark. 2011).

1.2.6. SSRI'larin Gastrointestinal Etkisi

Hastalarin en sik karsilagtigt SSRI’larin gastrointestinal yan etkileri,
bulanti, tiim hastalarin % 15-35'inde goriiliir (Frazer 1997; Rickels ve Schweizer
1990). Bazi hastalar da kusma veya ishal yasanabilir (S.M. 2001). Bunlar, ¢ogu
durumda birka¢ haftalik tedaviden sonra zamanla azalma egilimindedir. Bu
durumlarda, dozun diisiiriilmesi basarisiz olursa, spesifik tedaviye yonledirilir.
Ondansetron veya diger 5-HT3 blokerleri (mirtazapin) bulanti i¢in ¢ok etkilidir.
Ranitidin dispepsi i¢in yararli olabilir; ishali azaltmakta Loperamid kullanilabilir.
Bazen, bir ilag degisimi gereklidir. Ornegin, ishal problemli ise, ilac1 Paroksetin ile
degistirmek yardimci olabilir.

Kolestatik veya hepatoselliller hasar seklinde c¢ok nadir goriilen
hepatotoksisite vakalar1 Fluoksetin, Sertralin ve Paroksetin ile bildirilmistir (Cai ve

ark. 1999; Carvajal Garcia-Pando ve ark. 2002). Bu tiir vakalarin insidansi oldukg¢a
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diisiiktiir. Ornegin, Sertralin 100,000 hastada y1l basina 1.28 vakada hepatotoksisite
ile iligkilendirilmistir (Carvajal Garcia-Pando ve ark. 2002).

1.3. Escitalopram Oksalat

Escitalopram Oksalat, Cipralex ve Lexapro isimleri ile satilmaktadir.
Lexapro (escitalopram oksalat) oral yolla uygulanan selektif serotonin geri alim
inhibitdriidiir (SSRI). Escitalopram, rasemik bisiklik ftalat tiirevi sitalopramin saf
S-enantiomeridir (tek izomeri). Escitalopram oksalat, asagidaki yapisal formiile
sahip S- (+) - 1- [3- (dimetil-amino) propil] -1- (p-florofenil) -5-fitalat karbonitril
oksalat olarak adlandirilir:

C22H23FN205 ve molekiiler agirligi 414.433'tiir.

/¢§>C - ~
N

Sekil 1.3. Escitalopram oksalat’in 2D yapis1 Molekiiler formiilii

Escitalopram oksalat ince, beyaz ve hafif sar1 bir toz halinde olup metanol
ve dimetil siilfoksit (DMSO) ve Izotonik salin soliisyonunda ¢dziiniir. Su, etanol ve
Etil asetat’ da az ¢oziiniir, heptan’da ise ¢oziinmez.

Piyasada Lexapro (escitalopram oksalat) tablet olarak veya oral bir ¢ozelti

olarak mevcuttur.
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1.3.1. Escitalopram Oksalat’in Dozaj Formlar:

Oral uygulamadan sonra, EO hizla ve neredeyse tamamen emilir. Lexapro
tabletleri, film kapli, 5 mg, 10 mg ve 20 mg Escitalopram oksalat i¢eren yuvarlak
tabletlerdir. 10 ve 20 mg tabletler ayrica talk, kroskarmeloz sodyum, mikrokristal
seliiloz/kolloidal silikon dioksit ve magnezyum stearat bilesenleri icerdigi gibi film
kaplamasi hipromelloz, titanyum dioksit ve polietilen glikol igerir.

Depresyon tedavisinde Escitalopram Oksalat' in baslangi¢c dozu giinliik 10
mg iken (giinliik bir adet),bu doz 20 mg’e arttirilabilir. Escitalopram hidrokloriir
ise oral yolundan uygulanamadig1 durumlarda benzer dozlarda intravendz infiizyon
ile de verilebilir. Agorafobi olan veya olmayan panik bozuklugun tedavisinde, ilk
EO dozu giinliik olarak 10 mg iken, bir hafta sonra giinde 20 mg'a ¢ikar (Forest
Laboratories 2012).

1.3.2. Escitalopram Oksalat’in Farmakolojisi

Beyin interneuronal sinapslarinda segici serotonin geri alim inhibisyonu,
EO’nuntemel etki mekanizmasidir. Sigan’in beyin sinaptozomlarinda EO,
serotoninin yeniden emilmesini sitalopramdan daha etkili sekilde bloke eder
(Sanchez, Bogeso, Ebert, Reines, & Braestrup, 2004). EO, noradrenalin ve
dopaminin geri alimin1 dogrudan etkilemez (Sanchez ve Ark., 2004).

Owens ve ark. hiicre zar1 kullanarak insan serotonin, noradrenalin ve
dopamin tastyicilarmin gesitli selektif serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI' lar)
tarafindan inhibisyonunu dogrudan 6l¢miistiir (Owens, Knight, ve Nemeroff 2001).
Ayrica bu paradigmada, EO serotonin tasiyicist i¢in yiiksek bir afinite (reseptor
afinitesi [Ki]: 1.1 nM) ve diger iki tasiyici i¢in diisiik afinite (sirastyla Ki: 7841 ve
27,410 nM) uygulanmistir. Test edilen tim SSRI' lardan EO en secici 0zellikte
olanidir. Ancak en giiclii inhibitorler paroksetin (Ki:0.1nM) ve sertralin (Ki:1.1nM)
olarak belirlenmistir. Paroksetin’de noradrenalin ve dopaminin geri alimini inhibe
etmistir. In vivo olarak, escitalopram sican beynindeki hiicre dis1 serotonin

konsantrasyonunu sitaloprama gore daha yiiksek bir diizeye c¢ikarirken, R
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sitalopramin bu acidan hi¢ veya minimal bir etki gdstermemistir. Diger aragtirmalar
R-sitalopram, escitalopramin hiicre dis1 serotonin seviyelerini arttirmak igin
kapasitesini  azalttigim1 = gostermistir. Ayrica davramigsal calismalar’da R-
sitalopramin, escitalopram (antidepresant ve anksiyolitik benzeri etkiler) ile
miicadele etmede etkili oldugunu gostermistir (Mgrk, Kreilgaard, ve Sanchez
2003). Escitalopramin R-sitalopram tarafindan antagonizmasi; iki enantiyomer
arasindaki dogrudan etkilesimin, serotonin tasiyicinin belirli bir yerinde meydana
gelebilecegi varsayillmaktadir. Sonuglar, R-sitalopramin, sadece serotonin geri alim
inhibisyonunun aktif bolgesi icin ligandin afinitesini diizenleyen tasiyicinin
allosterik bolgesi i¢in 6nemli bir afiniteye sahip oldugunu gostermistir (Jacquot ve

ark. 2007).

1.4. Kiiciik Molekiillerin DNA Ile Etkilesim Yollar:
Kiiciik molekiiller DNA ile kovalent bag ve kovalent olmayan baglarla
etkilesimde bulunurlar. Bu kovalent olmayan baglarin tiirleri asagidaki gibi

siralanmaktadir:

a) Elektrostatik etkilesimler
b) interkalasyon etkilesimler

¢) Yarik baglayicilar (Groove Binders)

15
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Elektrostatik etkilesim interkalasyon etkilegim Yarik baglayicilar

Sekil 1.4. DNA etkilesim tiirleri

Molekiillerin geometrisi ve kimyasal yapist gibi 0Ozelliklerine bagh
olarak,molekiillerin DNA ile etkilesimleri farklilik gostermektedir. Molekiillerin
DNA ile etkilesim tiirlerinin agagidaki sekillerde olabilmektedir:

1) Elektrostatik Etkilesim

DNA’nin dis ylizeyinde bulunan guruplarla yapilan etkilesimlerin
neredeyse tamami bu etkilesim tipine dahil olmaktadir. Diger etkilesimlerden zayif
olmasina ragmen ilaglarin biyolojik aktivitelerinde énemli rol oynamaktadir.

2) Interkalasyon etkilesim

Klasik interkalatorler kendilerini DNA baz ¢iftleri arasina yerlestirilen ¢cok
halkali aromatik halkalardir. Aromatik interkalatorlerle DNA’nin i¢ kisminda
bulunan yapilarin hidrofobik ¢ekme kuvvetleri bu sistemlerin kararliligini
belirlemektedir. Interkalasyon esnasinda kiiciik bir ligand DNA baz ciftleri arasina
yerleserek sabit bir sandvi¢ benzeri yap1 olusturur.

3) Yarik Baglayicilar (Groove Binders)

Ilaglar son yillarda saptanan ve giiclii bir etkilesim olan yarik baglama
yoluyla da DNA ile kovalent olmayan baglar yaparlar. DNA bosluklarina baglanan
ilaglar gibi kiigiik molekiiller genelde mindr yarik iizerinden etkilesime girerken
protein ve oligoniikleotit gibi daha uzun molekiillerin major yarik yoluyla DNA’ya

baglandiklar1 goriilmiistiir.
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Kiiciik oluk baglayicilar siklikla giicli AT seciciligi gosterir. AT
bolgelerindeki kiigiik oluklarin boyutlart GC konumlarindan daha dar ve daha
derindir. Ayn1 zamanda, AT bolgelerindeki topoloji, daha kolay doldurma ve daha
biiyliik van der Waals'in kiiciik molekiiller ile temas etmesine izin verirken, GC
konumlarindaki G amino grubu oluk icine yapisir, boylece AT bolgelerine gore,GC

konumlarinda van der Waals'in olmadig1 gosterilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Dusman ve ark. Allium cepa hiicreleri ve Wistar sigan kemik iligi
hiicrelerinde Fluoksetin’nin sitotoksik ve mutajenik aktivitesini aragtirmislardir.
Aragtirmanin sonucunda Fluoksetin’nin sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir ve
bu ilacin tedavide A veya C vitamini ile eszamanli kullanilmasi Onerilmistir
(Dusman ve ark. 2014).

Arimochi ve Morita (2006) farkli antidepresanlarin insan HT29 kolon
hiicrelerinde sitotoksik etkisini arastirmiglardir. Yapilan bu aragtirmadan elde
edilen sonuglara gore Imipramin, Desipramin ve Amitriptilin gibi bir trisiklik
antidepresan ilaglara maruz kaldiginda hiicre canliliginin azaldigini gostermistir
(Arimochi ve Morita 2006).

Gil-Ad ve ark. (2008) SSRI'lar grubundaki antidepresanlarin sitotoksik
etkisini insan kolorektal karsinoma hiicre (HT29) hiicrelerinde incelemisler.
Sonugta Paroksetin ve Sertralinin hiicre proliferasyonunu doza bagl inhibe ettigi
saptanmustir (Gil-Ad ve ark. 2008).

Cobanoglu ve ark (2018) Doksepin ve Escitalopram’in dort farkli
konsantrasyonda (1, 2.5, 5 ve 10 mg / mL) insan periferal lenfositlerine 24 saat’lik
etkisini arastirmiglardir. Her iki ilacin test edilen tiim konsantrasyonlarda mitotik
inhibitor etki gostermedigini bulmuslardir. Ayrica bu aragtirmadan elde edilen
sonuclar DNA hasarinda ve mikroniikleus (MN) olusumunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis goézlenmezken, 5 ve 10 mg / mL escitalopramin neden oldugu
kardes kromatid degisimi artis1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica,
MN olusumunda Doksepin kaynakli artig istatistiksel olarak anlamlh
bulunmamistir. 10 mg/mL Doksepinin kardes kromatid olusumunu O6nemli
derecede arttirdig1 gosterilmistir. Bu bulgular, incelenen Escitalopram ve Doksepin
konsantrasyonlarimin sitotoksik olmadigini, ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda

genotoksik oldugunu saptamislardir (Cobanoglu ve ark. 2018).
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Shoman ve ark. (2004), Cipralex'in major organogenez boyunca
sitogenetik ve gelisimsel etkilerini degerlendirmek i¢in farelere, 1-18 giin boyunca
0.06, 0.12 ve 0.24 mg / kg / giin konsantrasyonlarda gavaj yoluyla Cipralex vermis.
Bu calismanin sonuglarma gore Cipralex farkli dozlarda iireme parametrelerinde
onemli toksik etkiler yaratmistir. Test edilen doz seviyelerinde toplam
implantasyon sayisi ile gosterildigi iizere cipralexin embriyo iizerine fetotoksik
etkileri gdzlemlenmistir. Implantasyon kaybi ve embriyo malformasyonlari,
Cipralex ile tedavi edilen hem maternal hem de embriyonik hiicrelerde
mikroniikleus ve kromozomal aberasyonlarin sikliginda artislar olmustur. Bu
artiglar doza bagli seklinde olmustur. Bu sonuclar, Cipralex'in hamilelik sirasinda
uygulandiginda sitogenetik ve embriyotoksik ila¢ olarak kabul edildigini
gostermektedir (Shoman 2004).

Battal ve ark. (2013) sertralin ile muamele edilen Wistar albino si¢anlarin
periferik kan lenfositlerinde sertralinin genotoksisite potansiyelini arastirmak i¢in
komet analizi ve sitokinez - blok mikroniikleus (CBMN) testi kullanmislardir.
Erkek Wistar albino siganlara (n = 48), uygulanan ilacin genotoksisitesini
aragtirmak i¢in gavaj yontemini kullanarak akut ve kronik tedavi i¢in diisiik, orta
ve yiiksek dozlarda sertralin (10, 40, 80 mg / kg) verilmistir. sonuglar (kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti) analiz edilmis ve sertralin ile
muamele edilen gruplar ile negatif kontrol grubu arasinda DNA hasar1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 ortaya konmustur (p> 0.05). Ancak,
akut sertralin uygulamasinin kronik tedavi ile karsilastirildiginda ¢ok daha fazla
DNA hasart olusturdugu gozlenmistir (p <0.05). CBMN testinden elde edilen
verilere gore, kronik ve yiiksek dozda akut sertralin tedavisinde mikroniikleus
(MN) sikliginda artis tespit edilmistir. komet analizinin sonucuna gore, istatistiksel
olarak oOnemsiz DNA hasariin saptanmasi, sertralinin DNA'ya zarar
vermemesinden kaynaklanabilir. Ayrica, kronik sertralin tedavisinde MN
sikliginda artis, kronik sertralin uygulamasinin  bazi  hiicre boliinme

mekanizmalarini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, depresyonlu
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hastalarda doz ayarlamasi, hastaliklarin daha fazla prognozunu énlemeye yardimei
olabileceginden, anlaml1 goriintiilenmistir (Battal ve ark. 2013).

Ilgin ve ark. (2017) Sitalopram hidrobromiirii 28 giin boyunca gavaj
yoluyla 5, 10 ve 20 mg /kg konsantrasyonlarinda sicanlara uygulamiglardir. Daha
sonra sicanlarda sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi bilgisayar destekli
bir sperm analiz sistemi kullanilarak arastirilmis ve Komet testi kullanilarak sperm
DNA hasari tespit edilmistir. Sonug olarak, Sitalopram uygulanan gruplarda sperm
konsantrasyonu azalmig, anormal sperm morfolojisi ve sperm DNA hasarinin
arttigin1 gostermistir (Ilgin ve ark. 2017).

Pereira ve ark.(2009) Komet testi ile Duloksetin’in genotoksik etkisini
beyin dokusu ve kan DNA’s1 iizerinde arastirmislardir ve sonug¢ olarak
Duloksetin’in genotoksik etkisinin olmadigini belirtmislerdir.

Bendele ve ark. (1992), in vivo bir ¢alismada Fluoksetin hidroklorid
ilacinin kanseronerjik etkisini incelemisler ve sonug¢ olarak Fluoksetin’in timor ve
neoplazma olusumunda bir etkisi olmadigini tespit etmislerdir.

Davies ve Kluwe (1998), Sertrali *nin farelerin iiremesinde etkisini, in vivo
bir c¢alismada arastirmiglar ve sonu¢ olarak yeni dogan yavrularin sayilari ve
biiytime hizlarinin azalmasi arasinda bir iligki oldugunu ortaya ¢ikarmislardir.

Chou ve ark. (2008) Paroksetin’in osteosarkoma (kemik kanseri)
hiicrelerinde sitotoksik etkisini arastirmislar ve bu c¢alismada sonug¢ olarak
Paroksetin hiicrenin yasam siiresini konsantrasyon ve zamana bagli olarak
azalttigint gostermiglerdir. Ayrica propidium iodid boyama yontemi ile
Paroksetin’in apoptoza sebep olup olmayacagini arastirmislar ve sonugte ilacin
apoptoza neden oldugu ve kaspaz-3 aktivitesini artirdigini ortaya ¢ikarmiglardir.

Belowski ve ark. (2004), in vitro ve in vivo testlerle yapilmis olan bir
calismada Fluoksetin’in sicanlarin makrofajlar1 {izerinde sitotoksik etkisini
arastirmiglardir. Bu ¢aligmanin sonunda Fluoksetin’in makrofajlara karsi sitotoksik

etkiye sahip oldugunu belirlemisler
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamilan Maddeler Ve Laboratuvar Cihazlar:

Y Lo oA W
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UV-vis spektrofotometre (OptiZen, UV-1800)
Sterilizator (Firin) Nuve, FN 120)

Otoklav (Niive, buharl sterilizator)

Mikrodalga firin (Altus, Almd 17B)

Inkiibatér (THERMO SCIENTIFIC, 866-9-termal)
Calkalamal1 inkiibator (Edmund Buhler, KS15A)
Elektroforez cihazlari (yatay) (Thermo)

-20°C ve 4°C buzdolabi (Altus)

Hassas tartim makinesi (Radwag, AS 220.R2)

. Jel goriintiileme cihazi (VILBER, E-BOX-VX?2)
. Laminar Akis Kabini (Core, LN 090)

. Mikroplaka okuyucu, Thermo Fisher

. CO; Inkiibatorler, Thermo Fisher Scientific

. Pall® Acrodisc® cam elyaf siringa filtreleri Z260479-1PAK
. Pipet uglar1 10 ul

. Pipet uglar1 200 ul

. Pipet uglar1 1000 ul

. Mikrosantrifiij tiipleri 1.5 ml

. 100 bp DNA

. Plazmid DNA, E.coli BL21DE3

. Dimetil Siilfoksit (DMSO) 5 ml

. MikroPlaka

. Flask

. RPMI medium 1L

. NIH Isvigre fareleri embriyosu(NIH 3T3) hiicre hatt:
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26. Agaroz (Sigma, A9539)

27. MTT(Metiltiyazolil Diphenyl-tetrazolium bromiir)
28. Vorteks

29. Mikroskop

30. Metanol

31. Whatman filtre kagidi

32. mikrofiltrasyon (0.2 um)

33. Tris-HCI tamponu

34. Etidyum bromiir

3.2. Metodlar
3.2.1. Escitalopram Oksalatin Absorpsiyon Titrasyonu Ile DNA’ya Baglanma
Aktivitesi

Tiim oOl¢timler, bir Tris-HCl tamponu (5 mM) kullanilarak pH 7.4'te
yapildi. EO ¢dzeltisinin emilimi, plazmidin artiglarinin oldugu sabit bir madde
konsantrasyonu (0.048 uM) kullanilarak gerceklestirildi. DNA stok ¢ozeltisi (50 pg
/ ml) eklenmis ve her DNA eklenmesinden sonra emiciligi (238 nm'de) kaydeden
UV-Vis ile analiz edilmistir. Ilagc-DNA ¢dzeltileri, absorpsiyon spektrumlar
kaydedilmeden once her seferinde 10 dakika boyunca kulugkaya birakilmigtir.
inkiibe edildi(Coban & Yildiz, 2014; Sharma ve ark., 2010).
EO'nun Kb'ye baglanma sabiti, Wolfe-Shimer denklemi ile hesaplandi:
Ao/A—Ao = go/e—€0 + go/e—eo(1/K[DNA])

[DNA], baz ciftleri 6lceginde DNA konsantrasyonudur. Ao ve A, sirasiyla
DNA'nin yoklugunda ve varliginda EO'nun emilimleridir ve €0 ve € kendi emilim

katsayilaridir. Kb denge baglanma sabitidir (Sohrabi, 2015).
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3.2.2. Essitalopram Oksalatin DNA Uzerinde Etkisi

EO' nun DNA iizerinde genotokosik risk olusturup olusturmadigi pET22b
plazmid DNA (Novagen) iizerinde denenmistir. Bu amagla 0.5273 umol pET22
plazmid DNA 37 ° C'de 1 saat boyunca farkli miktarlarda Escitalopram (52.73,
5.273, 0.5273, 0.05273, 0.005273 pmole) ile muamele edildi. Bu arastirmada,
muamelesiz kontroller (pET22b plazmid DNA) da kullanilmustir. Inkiibasyondan
sonra, reaksiyon karisimi 120 volt'ta 50 dakika % 1°lik agaroz jel elektroforezinde
yuriitiilmistiir. Elektroforez igleminden sonra jel boyanmistir ve analiz edilmistir
(Tazehkand ve ark., 2016). ilacin DNA’ da hasar olusturma 6zelligini anlamak
icin CuCl, varliginda pET22b DNA bir saat boyunca farkli miktarda Escitalopram
(52.73,5.273, 0.5273, 0.05273, 0.005273 pumole) ile muamele edilmistir sonrasinda
0.003 pmol CuCl2, 2H»0 iceren 0.5273 pumol pET22 plazmit DNA's1 ile muamele
edilerek % 1 agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur. Aynm1 miktarda DNA
iceren ve CuCl, ile 2H>O icermeyen numuneler ile Escitalopram kontrol olarak

kullanilmustir (Tan Jun, 2007).

3.2.3. Escitalopram Oksalatin Cift Iplikli DNA Hasarma Yol A¢can Fenton’a
Kars1 Koruyucu Etkisi

EO'nun OH radikaline kars1 koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmak
icin 1 saat boyunca farkli miktarlarda EO (52.73, 5.273, 0.5273, 0.05273, 0.005273
umole) 0.5273 pmol pET22 plazmid DNA ve 0.12 umol H»0, ile muamelesi
saglanmistir ve muamele edilen 6rnekler % 1 agaroz jel elektroforez analizine tabi
tutulmustur (Lee ve ark., 2017).

EO'nun DNA iizerindeki oksidatif maddeye karsi koruyucu etkilerini
incelemek icin Ul-Haq ve arkadaslarinin kullandig1 prosediir takip edilmistir (Haq
Thsan ve ark., 2012). Farkli miktarda EO (52.73, 5.273, 0.5273, 0.05273, 0.005273
pmole)0.5273 umol pET22 plazmid DNA, 0.003 pmol FeS047H-0, 0.12 mol H»0.
muamele edilmistir.  Ayrica negatif kontrol (EO disinda tiim bilesenleri

icermektedir) ve pozitif kontrol (sadece pET22b DNA) kullanilarak. hazirlanan
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ornekler 37 °C'de 10 dakika inkiibe edilerek % 1 agaroz jel elektroforezine tabii
tutuldu.

3.2.4. Essitalopram Oksalatin Bakteri Uremesi Uzerindeki EtKisi

Calismamizda gram pozitif bakteri olarak Bacillus subtilis gram negatif
bakteri olarak E.coli kullanmistir. Minimum inhibitér konsantrasyon (MIC),
bliylimeyi inhibe eden en diisiik konsantrasyon olarak ifade edilmektedir.
Bakteriler normal besyerinde bir gece kiiltiire edildikten sonra farkli Escitalopram
oksalat konsantrasyonu iceren Mueller Hinton besiyerinde baslangic
konsantrasyonu 45 mM olacak sekilde ii¢ kez seyreltirelek icerisine bakteriler (0.5
McFarland yogilugunda hazirlanmig bakteriler) ekildi. Kiiltiirler 12 saat 37 © C'de
150 rpm'de inkiibe edildi. Siire bitiminden sonra UV- spektrofotometrik
(Shimadzu; 1 cm olarak 151k yolu uzunlugunda) ve CFU (koloni olusturan birimler)
sayimi kullanilarak 600 nm dalga boyunda optik yogunluk 6lgiildii. Calismanin bu
boliimiinde bakteri icermeyen ortam ve EO icermeyen ortam kontrol numunesi
olarak kullanildi ve bu testler ii¢ defa tekrarlandi1 (Bar, Biade-Schumann, Krebs, &
Cromme, 2009).

[lacin Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu (MBC), bakterilerin
CFU'sunun % 90'm1 oldiirebilen minimum ilag konsantrasyonu olarak
belirlenmistir. Bu amacla, E.coli ve Bacillus subtilis 24 saat boyunca farkli EO
konsantrasyonlariyla (45, 15, 5, 1.66, 0.55, 0.18 0.06, 0.02 mM) muamele
edildikten sonra sivi besiyerindeki bakteriler Mueller Hinton Agar besiyerine
ekilerek 24 saat boyunca 37 ° C'de inkubasyonlar1 gerceklestirilmistir (Wiegand,
Hilpert, & Hancock, 2008).
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3.2.5. Escitalopram Oksalat’in Sitotoksik Etkisinin 3-[4,5-Dimethylthiazole-2-
Yl1]-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide Thiazolyl Blue (MTT) Testi Ile
Belirlenmesi

MTT yontemi ile hiicrenin canlilig1 ve proliferasyonu belirlenebilir.
Hiicrelerin mitokondriyal aktivitesini Olgmek i¢in kullanilan genel bir
yontemdir. MTT reaktifi, hiicre yoklugunda diisiik arka plan absorbansi
degerleri verir. MTT tahlilinde, metabolik olarak aktif hiicreler ve iiretilen
renk arasindaki dogrusal iligski kurulur, bdylece hiicre 6liimii veya ¢cogalma
hizindaki degisikliklerin dogru bir sekilde Olcililmesi saglanir (van de
Loosdrecht ve ark. 1994). MTT, ilaglarin hiicre canliligina etkisi ve
sitotoksisitenin  degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. MTT'nin (sar1 renkli) ve diger tetrazolyum boyalarin
indirgenmesine dayanan MTT deneyi, NAD (P) H'ye bagh seliiler
oksidorediiktaz enzimlerine bagli hiicresel metabolik faaliyetlere dayanir
(Berridge, Herst, ve Tan 2005). Sagliklt ve hizla biiyliyen hiicreler, olii
hiicrelerin ya da inaktif hiicrelerin yapamadigi durumlarda MTT nin
formazana indirgenmesini saglar. Formazan MTT indirgemesinin son iiriinii
olup, DMSO icinde kolayca ¢oziilebilen mor renkli bir bilesiktir. MTT
testinde canlilik, 540 nm'de formazanin, enzim aktivitesi dolayisiyla canlh
hiicre sayisi ile dogrusal bir sekilde iliskili miktarin belirlenmesini amaglar.
Mor renk yogunlugundaki azalma, hiicre sayisini ve dolayisiyla verilen
maddenin sitotoksisitesini mor renk yogunlugu yiiksek hiicre canliligini
belirtir. MTT testi, aragtirmacilarin test bilesiklerinden herhangi birinin
hiicre toksisitesine veya proliferatif aktiviteye sahip olup olmadigini
belirlemelerine yardimci olur (Mosmann 1983). MTT, suda PBS ve

besiyerinde ¢oziinlirdiir. MTT'nin indirgeme {iriinii, kalorimetrik dl¢iim icin
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coziilmesi gereken suda ¢oziinmeyen mavi renkli formazan kristalleridir.
Etanol, propanol, asit-izopropanol, asit-izopropanol art1 % 10 Triton X-100,
mineral yag veya DMSO formazanin ¢6ziilmesi i¢in Onerilirken en yaygin
olarak kullanilan DMSO’dur (Morgan n.d.).

Bu calismada EO’nun sitotoksik etkisini arastirmak i¢in NIH fare
embriyosu (NIH3T3)(Sigma)hiicre hattt kullanilmistir. Bu ¢alismada
kullanilan NIH3T3 hiicreleri % 10 s1gir serumu, 100 U / ml penisilin ve 100
mg / ml streptomisin, % 2 FBS, 100 U / ml penisilin G ile desteklenmis
DMEM ile hazirlanmis besiyerine ekilmistir ve 37 © C’de % 95’lik nem ve
% 5°lik C0,"de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon isleminden sonra kuyucuklardaki medium steril kosullarda
atilmistir ve EO bes farkli konsantrasyonda (50,100,200,400,800 pg/mL) 90 pl
DMEM mediumunda eritilerek hiicreler ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir.
Yapilmis olan bu aragtirmada bir grup negatif kontrol (hiicre konulmamistir) ve bir
grup ise pozitif kontrol (hiicre konulmustur ama EO yerine H>O, konulmustur)
olarak kullanilmistir. 24 ve 48 saatlik muamelelerin bitiminde hiicreler
inkiibatorden ¢ikarilmistir. Her kuyucuga 10 ul MTT soliisyonu 5 mg/mL olacak
sekilde PBS iginde ¢oziiliip membran filtrede (Minisart, 0.20 um) steril edilmistir
ve 4 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kuyucuklar’daki
uzaklastirarak yerine 100’er pl DMSO eklenerek MTT indirgenmesi ile olusan
formazon kristallerini ¢6zmek i¢in 10 dakika 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Siire bitiminin sonunda mikroplate’ler mikroplate okuyucu cihazinda 570 nm’ de

absorbans degerleri okunup kaydedilmistir.

3.2.6. Molekiiler Auto Dock Analizi
Biyolojik molekiiller arasindaki molekiiler tanima biyolojik islemlerin
sinyal iletiminde merkezi bir rol oynar. Molekiiler modellemede; kenetlenme,

ligandlarin en 1iyi etkilesim yolunu Ongdren ve bir reseptoriin birbirine
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baglandiginda etkilesime girecegi bir hesaplama simiilasyonudur (Kishimoto,
Akira, ve Taga 1992).

Iki popiiler molekiiler yerlestirme yaklagimi vardir: geometrik eslestirme
ve yerlestirme simiilasyonu. Geometrik eslestirme yaklagimi, bir dizi ozellik
acisindan ligand ve proteini tamamlayici ylizeyler olarak tanimlanir. Bu 6zellikler,
aliciin ¢oziiciiyle erisilebilir yilizeyini veya kiiresel molekiiler yiizeyi ve ligand
ylizey tanimlayicisini icerir. Bu yaklagimla, kenetlenme ligandin ve hedef proteinin
serbest pozunu bulmak icin sekil eslesmesi haline gelir (Sousa, Fernandes, ve
Ramos 2006). Sekil icermeyen yontemler tipik olarak hizli olsa da ligand/protein
konformasyonunun dinamik degisikliklerini veya hareketlerini dogru sekilde
simiile edememektedirler. Buna karsin, yerlestirme simiilasyonu yontemi bir robot
gibi hareket eden ligandin protein enerji alanini arastirdigi ve konformasyon
alanindaki belirli sayida proteinin aktif bolgesine optimum pozu buldugu gergek
yerlestirme islemini simiile eder. Konformasyonel arama alami ligandin farkli
formlarini, oryantasyonlar1 ve burulma rotasyonlar1 ile tanimlanir. AutoDock,
GOLD ve FlexX en popiiler yerlestirme simiilasyon programlarindan bazilaridir
(Metropolis ve ark. 1953).

Yapilmig olan bu arastirmada AutoDock programi kullanarak EO’nun aff

tiibiilin ile olan etkilesimi aragtirilmustir.

3.2.6.1. Escitalopram Oksalat’in Sitotoksik Etkisiminin Molekiiler Autodock
Programi Ile Analizi

Mikrotiibiiller, hiicre boliinmesi ve morfogenezi gibi cesitli hiicresel
fonksiyonlarda gerekli olan off tiibiilin heterodimerlerinin sito-iskelet
polimerleridir.  Mikrotiibiillerin  dinamigi, dinamik kararsizlik agisindan
tanimlanmaktadir (Mitchison ve Kirschner 1984). Mikrotiibiiller, hiicresel iskeletin
onemli bilesenleridir ve hareket, boliinme, farklilasma, hiicre igi iletimler ve
sinyallesme gibi bir¢ok onemli hiicresel siirecte rol oynarlar. Tubulin, bir hiicre

sitoplazmasinda ¢6ziinebilen bir heterodimerdir ve bir alfa-tubulin alt kiimesi ve bir
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tubulin alt kiimesi igerir. Son zamanlarda alt1 tip alfa-tubulin izoformu ve yedi tip
B-tubulin izoformu tamimlanmistir. Polimerizasyon islemi sirasinda ilk Once
heterodimerler birbirleri ile birlesir sonrasinda bu dimerler bir araya getirilir ve
prototubulini olustururlar. Bu prototubulin on {i¢ tanesi bos bir silindir olusturacak
sekilde bir araya gelir ve mikrotiibiiliin ana yapisini olustururlar. Serbest tiibiilin
heterodimerleri pozitif uctan mikrotiibiil yapiya siirekli olarak ilave edilir veya
diger ugtan ayrilirak (negatif ug¢) ¢evreye salinirlar. Bu denge, mikrotiibiillerle
iligkili proteinler dahil olmak iizere ¢esitli faktorlerle kontrol edilir (Attard ve ark.
2006).

Mikro-kabarciklar, biiyiime ve azalma asamalar1 arasinda siirekli
dalgalanan dinamik polimerlerdir. Mikrotiibiillerin dinamigi guanozin trifosfatin
hidrolizi ile diizenlenir. Bu dengesiz mikrotiibiil dinamizmi, farkli kimyasal
maddeler ile karistirilabilir ve hiicre bdliinmesi giiciiniin kaybina neden olabilir.
Mikrobiyal instabilite ajanlar1 polimerlesmelerini onler. Tubulin heterodimerlerini
birlestirerek bu bilesikler mikrotiibiillere polimerlesmelerini 6nler. Bu kimyasal
maddelerden birisi kolgisindir (Stanton ve ark. 2011). Son on yilda, molekiiler
modelleme hesaplama yontemlerinin bazi hastaliklar ve 6zellikle kanser igin tedavi
bulmakta kullanilmasi maliyet tasarrufu, zaman kisaltma ve kanser karsiti
ozelliklere sahip yeni bilesiklere hizli erisimde etkili olmustur (Mahboobi, Sellmer,
ve Beckers 2006). Yerlestirme molekiilii, makromolekiillerin kovalen olmayan
baglanmasini veya ¢ogu durumda, bir makromolekiil (reseptor) ile kiigiik bir
molekiil (ligand) arasindaki etkili baglanmayir tahmin etmeyi amaglayan
hesaplamali bir yontemdir. Yerlestirme islemi genellikle x-151n1 kristalografisi veya
NMR yontemi kullanilarak elde edilen ve nadiren homoloji modellemesi iireten
yapilara dayanir ve daha sonra dinamik molekiiler simiilasyonla dengelenir. Son
olarak amag, reseptore ¢esitli ligand baglanma konfiglirasyonlarin1 tahmin
etmektir.

Yapilan bu arastirmada AutoDock programu kullanarak Escitalopram

Oksalat’1n sitotoksik etkiye sahip olup olmadig: arastirilmstir.
30



3. MATERYAL VE METOD Reza VALIPOUR

a) Protein (reseptor) ve ligandlarin Hazirlamanmasi:

Tubulinin (PDB id: 3utS) kristalografik yapisi, protein veritabanindan
almmigtir. Tim su molekiilleri, magnezyum iyonlari, GDP, GTP ve diger
molekiiller proteinden uzaklastirilmigtir. C ve D Zincirleri se¢ilmistir. Daha sonra
protein yapisina hidrojen atomlari ilave edildi ve elektrik yiikii Kollman yiikii
kullanilarak ~ belirlenmistir.  Daha  sonra  iyonlastirilmamis  hidrojenler
birlestirilmistir. Ligand olarak kolsisin ve EO’nun 3D yapilar1 Protein
veritabanin’dan SDF formatinda alindi ve DS Visualizer programi ile PDB
formatina doniistiiriilmiistiir.

b) Molekiiler yerlestirme

Bu calismada AutoGrid 4 ve AutoDock 4 iceren MGL 1.5.4 programi,
alfa-beta tiibiil dimerleri ile EO ve kolsisin’in (kontrol olarak) arasinda yerlestirme
hesaplamalar1 olusturmak i¢in kullanildi. X-1g1m1 kristallografisi ile elde edilen
serbest alfa-beta tubulin dimerlerinin (PDB id: 3DU7) yapisi bir sablon olarak
kullanilmigtir. Alfa ve Beta Tubulin, x y z yoniinde birkag¢ grid noktasi, 60x60x60
ve 0,375 A grid araligi ve merkez grid kutusu x y z merkezleri sirasiyla 36.13 ,
54.813 , -6.097 A olan bir kutu igine yerlestirildi. Diger tiim parametreler
varsayilan ayarlardir. Her yerlestirme vakasi i¢in Autodock puanlama islevine gore
en disiik enerjili yerlestirilmis konformasyon segilmistir. Autodock’ dan ¢ikan
sonuglar DS Visualizer V 2017 ile degerlendirildi.

AutoDock'ta, belirli bir ligand molekiiliiniin aktif bolgesinde genel

yerlestirme enerjisi asagidaki sekilde ifade edilir:
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A:: B
AG = AGvdWZ <r% _r_l6]>

i ij i
Cij Dy qi — q;
+ AGhbond 12 ~10 + Ehbond + AGelec N
T T g(r. .)r. .
7 N i ij Vusy

2
+ Doy Negr + Gy Y Si¥5e{75/277)
ij

AGyaw, AGrhbond, AGelee, AGror Ve AGyol, simgeleri sirasiyla van der Waals,
hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler, torsiyonu, ve protein-ligand kompleksinin
¢ozlilme enerjisi serbest enerji katsayilarina karsilik gelmektedir. rij, Aij, Bij, Cij
ve Dij sirasiyla iki atom arasindaki mesafeleriyi, enerji derinligini ve denge
mesafelerini temsil eder. ilk ii¢ terim, molekiiller arasi etkilesimler icin giic
saglayan enerjileridir. Dordiincii terim ise ligand molekiiliiniin i¢ enerjisini
olusturur. AutoDock tarafindan kullanilan ve belirlenen enerjiler ayirt edilmelidir,
clinkii molekdiller arasi etkilesim enerjilerini igeren kenetlenmis enerjiler vardir ve
kenetlenme sirasinda serbest enerjileri dngérmek i¢in kullanilir. Molekiiller arasi
enerji ve serbest enerjisi bir yerlestirme isleminin sonunda rapor edilir (Ali ve ark.

2010).

3.2.6.2. Escitalopram Oksalat’in DNA Ile Etkilesiminin Autodock Program
Kullanarak Analiz Edilmesi

AutoGrid4 ve AutoDock4 ile MGL Tools 1.5.4, farkli kimyasaller ve DNA
arasinda kenetlenme hesaplamalar1 kurmak ve uygulamak i¢in kullanildi. Protein
Veri Bankasindan (PDB ID: 1BNA) elde edilen DNA  dizisi
(CGCGAATTCGCG)2, kenetleme caligsmalari igin kullanilmustir. Escitalopram
ilacinin yapis1 da aym sekilde protein veri bankasin’dan (PDB ID:68P) elde
edilerek kullanildi. Reseptor (DNA) ve ligand (ilag) AutoDock programi

kullanilarak biraraya getirildi. ilk olarak su molekiilleri de olmak iizere
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heteroatomlar silinerek DNA x , y, z yonlerinde 52 x 52 x 104'de ve 0.375 A'lik
bir grid araligindaki bir dizi grid noktasina sahip bir kutu i¢ine konulmustur.
Lamelckian genetik algoritmalar, AutoDock'ta yapildigi gibi yerlestirme
hesaplamalar1 gerceklestirmek icin kullanildi. Diger tiim parametreler varsayilan
ayarlardir. Yerlestirme durumlarinin her biri i¢in, Autodock skorlama islevine gore
en diisiik enerji yerlestirilmis konformasyon baglanma modu olarak secilmistir.
Yerlestirme pozunun gorsellestirilmesi, Discovery Studio 2017 ve MGL Tools

programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR

4.1. Bulgular
4.1.1. Escitalopram Oksalatin Hazirlanmasi

20 mg EO tableti ince bir toz haline getirildikten sonra metanol ve su ile 8:
2 oraninda c¢ozildii. Daha sonra ¢ozeltiler 6nce Whatman filtre kagidindan,
ardindan  mikrofiltre (0.2 pm por capinda) kullanilarak filtre edildi. Ilag
konsantrasyonunu dogrulamak icin filtre edilen ¢ozelti Beer-Lambert kuralina gore

spektrofotometre analizine tabi tutuldu.

4.1.2. Plazmit DNA'min Hazirlanmasi
Plazmid DNA  E.coli BL21DE3'ten bakterisinden Wizard®Plus SV
Minipreps DNA izolasyon kiti (Promega) kullanilarak saflastirildi.

1. Bakteri LB besiyerine ekildikten sonra 37°C’deki ¢alkalayicili
inkiibatorde bir gece inkiibe edildi.

2. 1-5 mL gecelik taze kiiltiir 10.000 g’de 5 dk santrifiij edilip ve supernatant
atildr.

3. Bakteri pelletinin iizerine 250 pL hiicre slispansiyon ¢ozeltisi ilave
edilmistir ve vorteks ile karistirildi.

4. 250 wl hiicre lizis tamponu ilave edildikten sonra 5 dk oda sicakliginda
bekletildi.

5. 10 pl alkali proteaz ¢ozeltisi ilave edildikten sonra oda sicakliginda 5 dk
bekletildi.

6. Daha sonra 350 pl nétralizasyon ¢ozeltisi ilave edilerek karigtirildi.

7. Tiipler 14.000 g’de 10 dk santrifiij edilip, supernatant toplama tiipiiniin
icine yerlestirilmis olan minikolona aktarildu.

8. 14.000 g’de oda sicakliginda 1 dk santrifiij edildi.
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9. Minikolondan toplama tiipline gegen siv1 atilip, minikolona 750 pL kolon
yikama ¢ozeltisi ilave edildi.

10. 14.000 g’de 1 dk santrifiij edilip ve toplama tiipiine gegen siv1 atildi.

11. Minikolona 250 pl kolon yikama ¢ozeltisi ilave edilip ve 14.000 g’de 2 dk
santrifiij edildi.

12. Minikolon temiz bir 1.5 ml’lik eppendorf tiipiine yerlestirip ve icine 100 pl
niikleazsiz su ilave edildi.

13. Eppendorflar 14.000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

14. izole edilen pazmid DNA -20 °C’ye konuldu.

Izolasyon isleminden sonra Plazmid DNA’lar agaroz jel elektroforezi ve
UV spektroskopisi ile kontrol edildi. DNA konsantrasyonu 260 nm dalga
boyundaki absorbansa gore hesaplandi (50 pg/ mL igin A260 = 1.0)(Valipour,

Moosavi, Amani, & Nazarian, 2014).

Sekil 4.1. pET22b vektoriine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii

4.1.3. UV-Goriiniir Spektrum Olciimleri
DNA c¢ozeltisi (50 ug/ml) EO c¢ozeltisinin ilizerine kademeli olarak

eklendiginde (0.048 pg/mL) ¢ozeltinin abzorbans degeri 238 nm dalga boyunda
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yeni olusan DNA konsantrasyonu neredeyse 6x10 -7 Molar'a ulastig1 gosterildi. Bu
aris  Escitalopram ve DNA arasinda bir hiperkromik etkilesim oldugunu
gostermektedir. Ilaveten, spektroskopik titrasyondan elde edilen absorbans
degerlerine dayanarak DNA’ya baglama sabiti (Kb) hesaplandi. Kb i¢in elde edilen
deger 0.035 M - ! olmustur. Elde edilen deger EO’nun DNA’ya baglanmasini

gostermistir.
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Sekil 4.2. Absorbans titrasiyonunun grafigi
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Sekil 4.3. DNA 'ya karst (A0/A — A0) grafigi. Kosullar: CEO = 0.048 olmol/L
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4.1.4. Escitalopram Oksalat’mn DNA Uzerindeki Etkisi

Agaroz jel elektroforezinde farkli EO konsantrasyonlarinda (52.73, 5.273, 0.5273,
0.05273, 0.005273 umole) ¢ift zincirli DNA'da herhangi bir kirilma goriilmemistir.
Farkli EO kosantrasyonlari ile muamele edilmis DNA ile kontrol DNA's1 arasinda
herhangi bir fark gostermemistir. Ek olarak, karisima CuCl>2H,0 eklendiginde,
kontrol DNA's1 ile karsilagtirildiginda ¢ift sarmalli DNA'da herhangi bir kirilma

ortaya ¢ikmamistir.
ES a b ¢ d e f - - a b ¢ d e
CuCI2 - - - - - - - - + + + + +
DNA

Sekil 4.4. Plazmid DNA'nin (0.5273 pumol bp) EO ve EO artt CuCI2 2H20 (0.5273
umol) ile muamelesi ve agaroz jel (%]1) elektroforez analizi. Toplam 14
ul hacim, E1, E2, E3, E4, ES5, E6, C1 ve C2 kuyularma ve EC1, EC2,
EC3, EC4 ve ECS5 kuyucularma 17,5 ul ylklenmistir. a, b, ¢, d, e ve
strastyla 52.73, 5.273, 0.5273, 0.05273, 0.005273 ve 0.0005272 umol'i
temsil eder. Art1 veya eksi igareti varlig1 veya yoklugu gdsterir

4.1.5. Escitalopram oksalatin fenton’un olusturdugu DNA hasarina karsi
koruyucu etkisi

EO ve Hy0, karisimi ¢ift zincirli DNA'da herhangi bir hasara sebep
olmamistir. Ayrica DNA, hidrojen peroksit art1 Cu (II) ile muamele edilmis ve bu
reaksiyon agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir. Elektroforez sonucunda
hidrojen peroksit +Cu, pET22b plazmit DNA’nin parcalanmasina neden oldugu

ortaya ¢cikmistir ama yliksek konsantrasyondaki EO (0.5273, 5.273 ve 52.73 umol)
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DNA’y1 hidrojen peroksit+ Cu’ya karst korumus olup bu konsantrasyonlarda

DNA’da herhangi bir kirik gézlenmemistir.

ES - - - - a b ¢ d e
FeSo4 - - + + + + + + +
H202 - - + + + + - + -
DNA + + + + + + +

Sekil 4.5. flacin H,0,'den radikal OH iiretme kabiliyetini analiz etmek icin, plazmid
DNA (0.5273 pumol bp) 0.12 umol H:0; ile karistirildi ve 2. kuyucuga
yiiklendi. ilacin radikal OH'yi inhibe etme kabiliyetini analiz etmek icin
Plazmid DNA (0.5273 pmol bp) 0.12 pmol H»0,, 0.03 umol FeSO47H,0
ve farkli EO konsantrasyonu ile karistirildi. a, b, ¢, d ve e, sirasiyla
0.005273, 0.05273, 0.5273, 5.273 ve 52.73 umol'i temsil eder. Toplam
18 ul hacim kuyucuklara yiiklenmistir

4.1.6. Escitalopram oksalat’ in Autodock pogrami kullanarak DNA etkilesim
analizi

Molekiiler yerlestirme teknigi rasyonel ilag tasarimi ve kesfi i¢in ilag-DNA
etkilesimlerini anlamak i¢in ©nemli bir yaklasimdir ve ayrica mekanik bir
calismada, DNA'nin hedef spesifik bolgesinin baglayici bolgesine kovalen olmayan
bir gekilde kiigiik bir molekiil yerlestirerek ligand baglanma sayisi ve dogrulugunu
ve afinitelerini tahmin etmek i¢in de kullamlir (Haq ve Ladbury 2000).
Molekiillerin farkli yapisal 6zellikleri farkli baglanma modlarina yol agar. Aslinda
baglanma modunu diizenleyen en onemli faktorlerden biri molekiiliin seklidir
(Proudfoot, Mackay, ve Karuso 2001). Bu c¢aligmada EO segilen baglanma

bolgesini DNA iginde tercih edilen oryantasyonuyla birlikte tahmin etmek
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amaciyla ard arda dizilmis (CGCGAATTCGCG) 2 dodecamer (PDB ID: 1BNA)
DNA sarmalina yerlestirildi. Yerlesik pozun enerjik olarak en uygun sekli (Sekil
4.1.6.1), EO'nun DNA kanalina baglandigin1 ortaya koydu. Ilactn DNA’ya hangi
bolgeden baglandig1 asagida gosterilmistir.

Sekil 4.6. EO’nun DNAya baglanmasi

4.1.7. Escitalopram Oksalatin Bakteriyel Gelisim Uzerine Etkisi

E.coli ve Bacillus subtilis i¢in ilacin MIC degeri sirastyla 0.185 mM ve
0.55 mM olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.7.1 ). Ek olarak, bu testin sonucu EO 0.55
mM ve iizeri konsantrasyonlarda Bacillus subtilis'in bilyiimesini inhibe etmesine
ragmen tiim konsantrasyonlarda Bacillus subtilis’i 0ldiirmemistir. EO 45, 15, 5

mM konsantrasyonlarinda E.coli ¢ yi 6ldiirilmustir (Sekil 4.1.7.2).
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Sekil 4.7. Cesitli Escitalopram oksalat konsantrasyonlari igeren besiyerinde E. coli
ve Bacillus subtilis'in nispi biiytimesi

Sekil 4.8. (a) EO'nun MBC analizi. E ve B sirastyla E.coli ve Bacillus subtilis'i
temsil eder, ayrica 1’den 9’a sayis1 sirasiyla 45, 15, 5, 1.66, 0.55, 0.18
0.06, 0.02 milimolar EO'yu temsil eder; (b) Farklhi EO
konsantrasyonlarinda  E.colimin  gelisimi; (c) EO’nun  farkli
konsantrasyonlarinda Bacillus Subtilis'in gelisimi

4.1.8. Escitalopram Oksalat’in Sitotoksik Etkisinin MTT Testi Ile Belirlenmesi
EO’nun sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in hiicreler hazirlandiktan

sonra, 20 mg Escitalopram oksalat DMEM tamponunda vortekslenerek
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suspansiyon haline getirilmistir. Sonrasinda selluloz filtresi ile igerigindeki
coziilmeyen solutlar ayrilmis ve 0.2 um por capinda ikinci bir filtreden
gecirilerek saflastirilmistir ve steril EO 8mM olarak stoklanmistir. EO’nun
sitotoksik etkisi 800, 400, 200, 100 ve 50 puM konsantrasyonlarinda
denenmistir. Sitotoksik etkisinin belirlemesinde her konsantrasyondan 4
tekrar hazirlanmistir ve deney iki muamele siiresinde (24 ve 48 saat)
yapilmustir. 24 ve 48 saatlik muamele siiresinin sonunda 90 ul besiyerindeki
hiicrelere 10uL. MTT solusyonu ilave edilmistir ve 4 saat 37 °C’de inkiibe
edilmistir. MTT soliisyonu 5 mg/mL olacak sekilde PBS i¢inde ¢oziillip ve
0.2 um’lik filtere ile steril edilmistir. Daha sonra MTT’ile olusan formazan
kristallerini ¢6zmek i¢in mediyumlar uzaklastirildiktan sonra her bir
kuyucuga 100 uL DMSO ekleyerek 10 dakika 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Siirenin sonunda plateler mikroplaka okuyucu cihazinda 570
nm’ de absorbans degerleri okunup ve kayit edilmistir. Mikroplakada
belirlenen rakamlarla denklem 1’den faydalanarak hiicre ¢cogalmasini elde
edip ve ilacin sitotoksik etkisini her konsantrasyon ve tampona gore
belirlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuclar cizelge 4.1.8.1 ‘de
gosterilmektedir. ki deneyden elde edilen farkli sonuglara gore, ilacin

sitotoksik etkisinin solventine bagli olabilecegi bulgusu tespit edilmistir.

As70 nm (EO0)—As70nm(PK)
As70 nm (NK)—As70nm(PK)

(1) Hiicre Cogalmasi(%)= x 100
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Cizelge 4.1. Escitalopram oksaltin’in NIH fare hiicreleri embriyosu (NIH 3T3)
hiicrelerinde sitotoksisitesi (DMEM tamponu)

Muamele
Test Maddesi Sitotoksite %’si £ SE
est Maddes: Siire (saat) Kons.(ug/ml) itotoksite %’si
800 4.77+1
Escitalopram 400 4.03+0.98
. ltp 24 200 38.67+3.16
oksala 100 81.88+5.12
50 92.17+5.14
800 2.84+1.08
Escitalopram 400 1.4£0.35
oksalat 48 200 23.79+4.62
100 73.97+4.32
50 87.5+1.8
DMEM Tamponu
__ 120
&f, 100
é 80
= 60
b0
S 40 @24 h
£ 20 248 h

800 (M) 400 (1M) 200 (uM) 100 (uM) 50 (uM) Negatif
kontrol

Escitalopram oksalat Kons.

Sekil 4.9. 24 ve 48 saat’lik muameleden sonra, Escitalopram oksaltin’in NIH
fareleri embriyosu (NIH 3T3) hiicrelerinde sitotoksisitesi
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4.1.9. Escitalopram Oksalat’in Sitotoksik Etkisiminin Molekiiler Autodock Ile
Analizi

Bir ilacin terapétik bir ajan olarak etkinligini anlamak i¢in, o ilacin
baglanma bolgesinin proteinlerle olan iligkisini aragtirmak gerekir. Escitalopram
Oksalatin (PDB ID : 68P) tiibiilin etkilesim analizi i¢in protein kristallografik
yapisindaki ligand olarak kullanilan ve sitotoksik etkiye sahip kolsisin (ID : LOC)
ile serbest enerji ve bag kurma potansiyeli agisindan kiyaslanmigtir. Bu amagla,
kolsisin ligand tiibiilin (PDB ID: 3ut5) kristalografik yapisi, protein veritabanina,
kendi yerine tekrar yerlestirilmis olup ve ligand-reseptor etkilesiminin dogrulugu
acgisindan degerlendirilmistir. Kolsisin ve EO ile reseptoriin kenetlenmesinin
sonuglarinin DS Visualizer V 2017 ile degerlendirilmesinde her iki ilacinda
mikrotiibiille tek hidrojen bagi ve bir¢ok hidrofobik bag araciligiyla etkilestigi
gozlenmistir (sekil 4.1.9.1).

Sekil 4.10. (a) kolsisin ve (b) EO’nun tiibiilin ile miihtemel etkilesimleri (2D ve
3D)
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Cizelge 4.2. AutoDock programini kullanarak tubulin alfa beta ve EO'nun
yerlestirme sonuglari Lamarckian Genetic Algorithm kullanilarak
farkli ligand konformasyonu {iretti. Bu degerler minimum enerjiyi
gosterir ve tabloda kalin yazilmistir

Rank Run AG Einter-mol Evaw Eetec Etotal Etorsional
(kcal/mol)  (kcal/mol (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
1 82 -9.04 -10.53 -9.90 -0.62 -0.74 1.49
2 19 -9.03 -10.52 -9.91 -0.61 -0.72 1.49
3 24 -9.01 -10.50 -9.90 -0.60 -0.76 1.49
4 40 -9.04 -10.53 -9.92 -0.61 -0.71 1.49
5 43 -8.48 -9.98 -9.48 -0.49 -1.01 1.49
6 96 -8.95 -10.44 -9.82 -0.63 -0.77 1.49
7 80 -9.05 -10.54 -9.91 -0.62 -0.79 1.49

Cizelge 4.3. AutoDock programini kullanarak tubulin alfa beta ve Kolsisinin
yerlestirme sonuglar1 Lamarckian Genetic Algoritmasini kullanarak
farkli ligand konformasyonu iiretti. Bu degerler minimum enerjiyi
gosterir ve tabloda kalin yazilmistir

Rank Run AG Einter-mol Evaw Eetec Etotal Etorsional
(kcal/mol)  (kcal/mol (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
1 16 -9.78 -11.27 -11.00 -0.28 -1.14 1.49
2 78 -9.85 -11.34 -11.06 -0.28 -1.12 1.49
3 25 -9.86 -11.35 -11.08 -0.27 -1.14 1.49
4 55 -9.80 -11.30 -11.04 -0.26 -1.16 1.49
5 48 -9.74 -11.23 -10.96 -0.27 -1.14 1.49
6 9%  -7.38 -8.88 -8.79 -0.08 -1.05 1.49
7 90  -9.83 -11.32 -11.04 -0.28 -1.12 1.49

Baglanma serbest enerji(AG) kompleksin toplam enerjisi  (Eow),
elektrostatik etkilesimler (Eciec) ve van der Waals enerjileri (Evaw), EO ve Kolsisin
izomerleri arasindaki kuvvet alan1 enerjisi hesaplamalarina dayanarak belirlenmis
ve cizelge 4.1.9.1 ile cizelge 4.1.9.2°de listelenmistir. Cizelge 4.1.9.1, Cizelge

4.1.9.2 ve Sekil 4.1.9.1°de sunulan molekiiler modelleme, EO ve Kolsisinin off
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tiibiiliin ile baglanma parametreleri ve baglanma bdlgeleri arasindan bir farklilik

gostermedigi gibi ve iki ilacin benzer etkilesime sahip oldugunu gostermistir.

4.2. Tartisma

Yapilan bu c¢alismada NIH3T3 hiicre hatinda EO’nun 24 ve 48 saat’lik
muamelelerinde elde edilen sonuclara gore; EO 50 pg/ml diizeyinde
uygulandiginda hiicrelerin yaklasik %10’ unun liimiine sebep olmustur ve bu 6lim
miktar1 konsantrasyona bagl artis gostermistir. 400pg/ml konsantrasyonda
yaklasik %90 civarmda hiicre 6liimiine sebep olmustur. Ayrica, bu deney igin ICso
degeri hesaplanmistir ve sonuglar Cizelge 4.2.1°de gosterilmektedir. ICsp, hiicre
canliligimin % 50 inhibisyonuna neden olan ila¢ konsantrasyonudur.

Mirzaei ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir aragtirmada Chalcon maddesi ve
Etoposid ilacini kontrol olarak kullanarak A549, MCF7, SKOV3 ve HepG2 kanser
hiicre hatlar1 ve NIH3T3 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisini aragtirmiglardir.
Bu calismadan elde edilen sonuglar Etoposid’in diisiik diizeyde sitotoksik etkiye
sahip oldugunu, ICso’sinin yaklagik 118+0.1 oldugunu gostermektedir (Mirzaei,
Shokrzadeh, ve Emami 2017). Bu nedenle EO’nun da ayni1 tamponda ¢oziilerek
NIH3TS3 hiicrelerinde 48 saat muamelesinde ICso >72.27 pg/ml oldugu baz alinarak
normal hiicreler tizerinde EO’nun sitotoksik etkisinin Etoposid ilacina gore daha

fazla olabilecegini diisiindiirmektedir.

Cizelge 4.4. Escitalopram oksalat’in Yar1 maksimum inhibitér konsantrasyonu,
PBS ve DMEM tamponlarinda (24 ve 48 saat)

24 saat 48 saat

DMEM 187.978835 uM 72.274412 uM
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Etki mekanizmalarindan bagimsiz olarak, antidepresanlar hiicrelerde
proliferasyonunu durdurmak ve kemoterapiye direncli hiicrelerini kemoterapiye
duyarl hale getirmek icin hasara neden olurlar (Arimochi ve Morita 2006).

Sonuglarimiza benzer sekilde insan periferik kan lenfositleri ve insan
lenfoblastoid hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar imipramin, klomipramin ve
sitalopramin (3 farkli antidepresan ilag) neden oldugu sitotoksik etkiler
arastirmacilar tarafindan belirlenmistir. Ayrica, burada kullanilan antidepresanlarin
insan akut miyeloid 16semi HL-60 hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusumunu arttirdigini ve DNA fragmantasyonunun ortaya ¢ikmasi dolayisiyla bir
etkisi oldugu gosterilmistir (Xia ve ark. 1999). Baska bir ¢alismada, imipramin,
desipramin, amitriptilin ve fluoksetin’in HT29 kolon karsinom hiicrelerinde
sitotoksik etkilere neden oldugu gosterilmistir (Arimochi ve Morita 2006).

“Hiperkromik™ etki ve “hipokromik” etki DNA’nin ¢ift sarmal yapisi
dolayli ve spektrum aracili ozellikleridir. Spektral degisim siireci, DNA'daki
uygunluk ve DNA'ya baglanan ilagtan sonra, yapilardaki ilgili degisiklikleri
yansitir. Hipokromizm, DNA'nin sarmal eksenindeki kasilmasinin yani sira, DNA
tizerindeki  konformasyondaki degisiklikten kaynaklanir. Buna karsilik,
hiperkromizm, DNA cift sarmal yapisina verilen hasardan
kaynaklanmaktadir(Cheng-Yong, Xiao-Li, ve Pin 2007). OS-DNA'nin Kb degeri
(0.035 M), tipik klasik birlestiriciler i¢in gézlemlenen degerlerden daha diisiiktiir;
Etidyum bromid DNA kompleksi i¢in Kb, 7 x 10" M"ye esittir (Li ve ark. 1996).
EO, fluoksetinden (FLX) daha diisiik Kb gosterdi, 6700 gosteren ayni
antidepresan grubuna (SSRI) aitti. Kashanian ve ark. (2012)’nin raporlarina gore,
FLX-DNA olusumu interkalativ baglanma modu degildi. Sonuglarimize gore
EO’nun, DNA'ya baglanma aracilifiyla degil, elektrostatik etkilesim gibi dis
baglanma yoluyla baglandig1 ihtimalini diisiindiirmektedir. Hiicresel DNA'daki
hasar, mutajenezde ve kanserin gelisiminde rol oynamaktadir. Bir insan
hiicresindeki DNA hem harici (eksojen) hem de i¢ metabolik (endojen) etkenler

tarafindan iretilen giinde birka¢ yiiz ile milyon’a kadar zararli olaya maruz
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kalmaktadir (Friedberg, McDaniel, ve Schultz 2004). Calismamiz , EO’nun cift
iplikli DNA iizerinde herhangi bir kirilma etkisini gostermemektedir. Aksine,
Roshdy ve ark. (2010), Wellbutrin'in (SSRI ilaglarindan biri) erkek albino farelerde
sperm ve kemik iligi hiicrelerinde, sperm basi anormallikleri ve kromozomal
anormalliklere neden oldugunu bildirmislerdir. Escitalopram Oxalate'e yapisal ve
islevsel olarak ¢cok benzer olan sitalopram’in, Drosophila’nin somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART)'de genotoksik bir etkiye sahip oldugu ispatlanmistir
(Giirbiizel ve ark. 2012). Calismamizda elde edilen sonuglar, selektif serotonin
geri alim inhibitorlerinin (SSRI) kolorektal kanser insidansinin artmasi ile iliskili
olmadigimi gdsteren onceki bir calisma ile benzerlik gostermektedir (Lee ve ark.
2017) . EO’nun, insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (SCE),
DNA hasar1 ve mikroniikleus (MN) olusumu {izerinde istatistiksel olarak anlamli
bir etkisi gozlenmemistir (Cobanoglu ve ark. 2018). Zayif mutajenik olan ve
mutajenik olmayan kanserojenlerin ¢ogunlugunun metal kaynakli oksidatif DNA
hasar1 yoluyla kanserojenligi uyardig1 goriilmektedir. Bakir, demir (endojen metal
iyonlar1) ve hidrojen peroksit arasindaki reaksiyon nedeniyle hidroksil serbest
radikal tiretilmektedir. Hidroksil serbest radikali oksidatif DNA hasarina neden
olan reaktiftir (Galaris ve Evangelou 2002). Bakir, reaktif Cu (II)-hidroperokso
kompleksi olusturmak iizere H0,'yi aktive ederek oksidatif DNA hasarini
indiikleyebilir (Tan Jun 2007). Calismamizda H»>O, ile muamele edilen EO cift
sarmalli DNA'ya hasar vermemistir. Bu bulgu, EO'nun H>O,'den hidroksil serbest
radikal iiretemedigi anlamina gelebilir. Ek olarak diisiik konsantrasyonlu EO,
DNA'y1 (0.5273 pmol bp) Hidroksil serbest radikaline (0.12 pmole) karsi
koruyamamis, ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda (0.5273, 5.273 ve 252.73
umol) DNA’y1 koruya bilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, bu koruyucu etki,
Hidroksil serbest radikalinin DNA'ya erisimini engellemek i¢in EO'nun DNA'ya
zay1f baglanmasi ve kaplamasindan kaynaklanabilecegini diisiinlirmektedir.

Insan gastrointestinal sistemi konakg! iizerinde dnemli bir etkiye sahip olan

ve fizyolojik kosullar altinda dinamik bir dengeyi koruyan karmasik ve dinamik bir
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mikroorganizma  popiilasyonu icerir. Mikrobiyota konakg¢iya  bagirsak
biitiinliigliniin gliglendirilmesi veya bagirsak epitelinin sekillendirilmesi, enerji
toplanmasi, patojenlere karsi korunma ve konak¢inin bagisikliginin diizenlenmesi
gibi bircok fayda sunar. Mikrobial bilesimdeki herhangi bir degisikligin insan
sagligr iizerinde dogrudan bir etkisi vardir (Canny ve McCormick 2008).
Antidepresanlar, depresif hastalara oral yoldan verildiginden dolay:r bu ilaglarin
gastrointestinal sistemde uzun siire dogrudan mikrobiyota ile temas edebilecegi
diisiiniilebilir. Bu arastirmada FEscitalopram oksalat o©zellikle gram-negatif
bakterilere kars1 antibakteriyel etki gostermistir.

Spektroskopik tekniklerin ve molekiiler yerlestirmenin sonuglari etkili olan
ilaclarin rasyonel tasarimlar1 i¢in ve ayrica bu ilaglarin molekiiler seviyedeki
mekanizmalarin1 anlamak ic¢in degerli olan ilag-DNA etkilesimi hakkinda faydali
bilgiler saglar.

Molekiiler AutoDock analizi sonuglarina gore EO ve Kolsisin’in serbest
baglanma enerjilerinde biiyiik bir fark bulunmamistir. Kolsisin, mikriitiibiillerin
polimerizasyonunu engelleyen faktorlerinden biridir (Stanton ve ark. 2011).
Analiz sonuglart dogrultusunda serbest baglanma enerjileri miktar1 neredeyse ayni

oldugu i¢in, ¢aligmamizda EO’nun sitotoksik etkisini gézlenmedik.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligmada antidepresan olarak Escitalopram Oksalat (EO) ‘mn
DNA’ya baglanma 0zelligi spektrofotometrik teknikleri ile incelenmistir.
EO'nun DNA varliginda absorbansi spektrumlarinda hiperkromizme neden
olmustur ve bu sonu¢ EO’nun DNA ile molekiiler etkilesimi oldugunu
ortaya koymaktadir. EO interroslasyon yoluyla degil belki de elektrostatik
etkilesim gibi dis baglanma yoluyla DNA'ya baglanmaktadir. Ayrica , EO
diisiik konsantrasyonlarda DNA’y1 koruma o6zelligine sahip olmasina
ragmen yiikksek konsantrasyonlarda Hidroksil serbest radikaline karsi
DNA’y1 koruyamamustir. Escitalopram oksalat dysbiosis ile insan sagligini
etkileyebilir. Ayrica EO’nun sitotoksik etkiye sahip olup olmadigit MTT
testi ile incelenmis ve 50uM konsantrasyonda hiicre 6liimiine sebep oldugu
gozlemlenmistir. Bu nedenle ilacin kullanim dozu klinikte gz Oniinde
bulundurulabilir, zira yiiksek dozlarda hiicrelerde sitotoksik etki gosterme

riski vardir.
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