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Bu calismada amacimiz, iilkemizde ve diinyada yogun kullanimi olan
fluoksetin ve onun metaboliti norfluoksetinin, model organizma Daphnia magna’da
pro-oksidatif ve pro-apoptotik etkilerini arastirmaktir. Bu amagla, juvenil D. magna
ornekleri fluoksetin, norfluoksetin ve bunlarin karigimlarinin ¢evresel derisimleri ile
10 katinin etkisinde 21 giin siire ile birakilmistir. 17 glinliik D. magna 6rnekleri de
cevresel derisimlerinin 100 katinin etkisinde 4 giin siire ile birakilmigtir. Siire
sonunda GPx ve tChE enzim aktiviteleri ile TBARS ve total protein miktar
spektrofotometrik yontemlerle, mitokondriyal membran potansiyeli degisimi
fluoresan boyama ile, sitokrom ¢ ve ERK1/2 protein miktarlart Western blot yontemi
ile, juvenillerde karapaks uzunlugu, maksimum karapaks genisligi ve kaudal spina
uzunlugu mikroskobik yontemler ile arastirilmistir. Fluoksetin ve norfluoksetin
kronik etkide ¢evresel derisimlerinde tChE aktivitesinde, yavru {iretim diizeylerinde
artisga, MMP depolarizasyonuna, juvenillerde karapaks uzunlugunda, maksimum
karapaks genisliginde ve kaudal spina uzunlugunda azalmaya yol agmistir. Cevresel
derisimlerinin 10 katinin kronik etkisinde tiim etki gruplarinda GPx aktivitesi ve lipid
peroksidasyonu diizeyleri ile sitokrom ¢ ve ERKI1/2 protein derisimlerinde artis
meydana gelmistir. En belirgin degisim norfluoksetin uygulamasi1 iledir.
Norfluoksetin yavru iiretme potansiyelini diisiirmiistiir. Subakut etkide de benzer
degisimler olmakla birlikte total protein miktarinda azalma da meydana gelmistir.
Sonug olarak, fluoksetin ve norfluoksetin D. magna’da pro-oksidatif ve pro-
apoptotik potansiyele sahiptir. Daphnia spp. ileri mekanistik arastirmalar sonucu
degerli bilgiler sunma potansiyeline sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Fluoksetin; Norfluoksetin; Daphnia; Apoptoz; Oksidatif Stres
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The aim of the present study is to investigate the pro-oxidative and pro-
apoptotic potential of fluoxetine, a widely used antidepressant in Turkey and world,
and its metabolite norfluoxetine on a model organism, Daphnia magna. Juvenile D.
magna specimens were exposed to environmentally-related, and their 10 fold
concentrations of fluoxetine, norfluoxetine, and their mixtures for 21 days. 17 days
old D. magna specimens were also exposed to 100 fold of environmentally related
concentrations of these toxicants and their mixtures for 4 days. After the exposure
periods, GPx and tChE enzyme activities, TBARS and total protein contents were
analysed spectrophotometrically, mitochondrial membrane potential was analysed by
fluorescence staining, cytochrome ¢ and ERK1/2 protein contents were analysed by
Western blotting, and carapace length, maximum carapace width, caudal spine length
were analysed microscopically. At the environmentally-related concentrations,
fluoxetine and norfluoxetine caused an increase in tChE enzyme activity and
parturition rate; however, a decrease in juvenile carapace length, maximum carapace
width, and caudal spine length. MMP depolarization also occurred. At the 10 fold of
environmentally-related concentrations, GPx activity and lipid peroxidation levels,
cytochrome ¢ and ERK1/2 protein contents were increased. The most pronounced
effect was observed in norfluoxetine-exposed D. magna. Norfluoxetine decreased the
parturition rate. The similar was also observed in the subacute exposure; moreover,
total protein contents decreased. Consequently, fluoxetine and norfluoxetine have
pro-oxidative and pro-apoptotic potential in D. magna. Daphnia spp. have a potential
to introduce precious mechanistic knowledge.

Key Words: Fluoxetine; Norfluoxetine; Daphnia; Apoptosis; Oxidative Stress
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1. GIRIS Sevei BASALAN

1. GIRIS

Sucul ortamlara karigan farmasotik kimyasallarin insan saghigi ve ekosistem
lizerine olasi etkileri konusunda endiseler artmakta ve toplum bu konuya dikkatini
yogunlastirmaktadir. Gegen ylizy1l boyunca bilimdeki gelismeler, insan sagligini ve
yasam kalitesini artirmak iizere yeni farmasdtiklerin kesfi ya da gelistirilmesini olasi
kilmistir.  Analitik teknolojideki paralel ilerlemeler de bu ve pestisitler gibi
kimyasallarin ¢ok diisiik diizeylerde olsalar dahi sudaki varligini belirleyebilmemize
olanak tanimistir [1]. Farmasdtik kimyasallarin ¢evrede bulunurluklar ve etkilerine
iligkin yogun arastirmalar 1990’larin basinda baslamis ve o zamandan giiniimiize
birgok arastirma sonucu yaymlanmistir [2]. Bu bilesikler kiiresel olarak hemen tiim
yiizey sularinda belirlenmekte ve ekolojik etkileri biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir [3,
4]. Cevrede belirlenen derigimleri genellikle pg/L gibi oldukga diisiik diizeyde
olmasina karsin, ekolojik etkilerinin yeterince anlasilamamasi, ¢evrede flora ve fauna
ve insan sagligina potansiyel etkilerine iligkin endiseyi artirmaktadir [5]. Atik tasima
sistemlerine bosaltilan bu kimyasallar, ¢evrede ana bilesik olarak bulunabilecekleri
gibi metabolitleri ya da konjugatlar1 seklinde de yer alir [6]. Nispeten polar bilesikler
olup atik su isleme sistemleri ile tamamen uzaklastirilamazlar [6, 7].

Farmaso6tik kimyasallar farkli fiziko-kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahiptir
[2]. Cooper vd., bu kimyasallar1 farkli fizikokimyasal ve toksikolojik verileri temel
alarak risk kategorilerinde gruplamistir [8]. Psikoterapdtikleri de kapsayan merkezi
sinir sistemi hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar ve iliskili ilaglar ile anti-infektif
ilaglar ytliksek toksik karakterleri ile bunlar arasinda ¢evre i¢in en tehlikeli grubu
olusturmaktadir. Merkezi sinir sistemine etkili antidepresanlar olan selektif serotonin
geri kazanim inhibitorleri (SSRI), vahsi yasam iizerine potansiyel etkileri olabilecek
kimyasallar igerisinde yer almaktadir [9].

Calismamizda ¢evresel etkilerini arastirdigimiz fluoksetin, SSRI olarak
bilinen yeni nesil antidepresan ilaglar arasinda, bilinen ilk molekiillerden bir tanesidir
[10]. 1987 yilinda ruhsatlandirilmis ve bu zamandan sonra kullanimi yayginlasmistir
[11]. Ulkemizde 2012 yili sonu itibariyla 26.60 milyon recete ile toplam 37.35

milyon kutu antidepresan ilag satildig1 belirlenmistir [12]. Yazarlar bu satis oraninin

1



1. GIRIS Sevei BASALAN

asir1 ve gereksiz kullanim nedeniyle oldugunu 6ne siirmektedir. 2008>2016 yillar
arasinda ise, tlkemizde her 1000 kisi igerisinde, 27.8>41 giinlik doz alimi
araliginda, artan bir sekilde antidepresan kullanimi gergeklesmistir [13].

Serotonin geri-kazanim inhibitorleri igerisinde yillar boyunca ¢ok satilmis ve
satilmakta olani fluoksetin (IUPAC adi: N-methyl-3-phenyl-3-[4-(trifluoromethyl)
phenoxy] propan-1-amine; CAS No: 54910-89-3) selektif olarak serotonin geri

kazanim mekanizmasini inhibe eder. Kimyasal yapisi su sekildedir:

F

H 0

Resim 1.1 Fluoksetinin kimyasal yapis1 [14]

Molekiiler Agirhigi: 309.332 g/mol
Oda kosullarinda fiziksel durumu: Kati
Erime Noktasi: 179-182°C
Suda ¢oziiniirliigi: 25°C’de 50 mg/mL
Kow: 4.60

Fluoksetin, memelilerde oral alinimini takiben gastrointestinal kanaldan etkili
bir sekilde absorbe edilir. Karacigerde ilk faz metabolizmasi sonrasi, yliksek
lipofilitesi nedeniyle plazma proteinlerine baglamir ve viicuda dagilir. ik faz
metabolizmasi sitokrom P4502C9 (CYP2C9), CYP2C19 ve CYP3A etkisi ile
gerceklesir. En onemli tepkime N-demetilasyondur ve agiga norfluoksetin (IUPAC



1. GIRIS Sevei BASALAN

adi: 3-phenyl-3-[4-(trifluoromethyl) phenoxy] propan-1-amine; CAS No: 83891-03-
6) ¢ikar [15]. Norfluoksetinin kimyasal yapisi su sekildedir:

F
F F
|\.

o

HT e
]
T,

Resim 1.2 Norfluoksetinin kimyasal yapisi [16]

Norfluoksetin de ana bilesigin yaptig1r gibi SSRI olarak etkilidir; fakat, etkisi
ana bilesige gore cok daha fazladir. Her iki bilesigin yar1 émrii uzundur; fakat,
norfluoksetinin yar1 dmrii (7-15 giin), fluoksetine (1-3 giin) oranla daha yiiksektir.
Fluoksetin ve norfluoksetin ya glukuronidlerine ya da etkisiz diger metabolitlere
doniistiiriiliir. Insanlarda alinimini takiben yaklasik 30 giin igerisinde, alinan dozun
yaklasik %75’ idrarla, %10 kadar1 feces ile atilir [15]. Insan viicudundan biiyiik
ol¢tide glukuronid formunda atilir ve bu form, atik isleme tesislerinde yeniden ana
bilesige doniisiir [17].

Merkezi sinir sisteminde noroiletici serotonin (5-hydroxytryptamine; IlUPAC
adi: 3-(2-aminoethyl)-1H-indol-5-ol; CAS No: 50-67-9) hormonal ve ndronal birgok
mekanizmada yer alir. Besin alim1 ve cinsiyete 6zgii davraniglarda da 6nemli rol
oynar. Bir pompa araciligiyla bu néroiletici, presinaptik alana geri aliir [18] ve
etkisi sonlanir. Serotonin ve bunun almaclar1 bir¢ok sucul omurgasizda bulunur ve
ornegin Dreissena polymorpha gibi midyelerde yumurta olgunlasmasi ve yumurta
dokme gibi iireme islevlerinde 6nemli rol oynar [19]. Crustacea altsubesi tiyelerinde
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serotonin lokomotor aktivitenin diizenlenmesinde, noéromuskular iletimde,
osmoregiilasyonun, agresyonun ve erigskin nérogenezinin kontroliinde 6nemli bir role
sahiptir [20, 21]. Ayrica kardiyo/vaso-aktiftir, noral devre aktivitesinin
diizenlenmesinde rol alir [21]. Hiperglisemik hormon, kirmizi/siyah pigment
dagitict/yogunlastirict hormon, nérodepresan hormon, kabuk degistirme hormonu ve
gonad uyarict hormon gibi diger hormonlarin salinimimi uyarir [22]. Bu nedenle
serotonin  aktivitesini degistiren herhangi bir kimyasal dolayli olarak bu
organizmalarda normal endokrin ve biyolojik islevleri degistirme potansiyeline
sahiptir. Serotonin bulunurlugunun artigi sonucu omurgasizlarda endokrin sistemde
meydana gelen diizensizlik ile yavru liretim sayisinda artis meydana gelebilmektedir
[3]. Daphnia tiirlerinde de serotonin ve islevsel olarak iliskili proteinlerin varlig:
farkli ¢aligsmalarla ortaya konulmustur [23, 24].

Sanderson vd., farmasoétiklerin farkli tiirlerden elde edilen ECsy degerlerine
gore yapilan istatistiksel kantitatif risk degerlendirme analizine gore Daphnia ve
Ceriodaphnia gibi cins bireylerinin tahmin edilen en duyarli tiirler oldugunu
belirtmistir [25]. Calismamizda kullandigimiz Daphnia magna Straus, 1820,
(Daphniidae, Anomopoda, Cladocera, Phyllopoda, Crustacea) OECD tarafindan
sucul cevresel toksisite testlerinde standart model organizma olarak kabul edilen
tiirlerden bir tanesidir [26]. Icme suyu kalitesinin belirlenmesinde kullanilan ilk
canlilardir ve daha sonralar1 akuatik toksikoloji calismalarinda ¢esitli c¢evresel
kosullarin indikatorii olarak yaygin kullanilan organizmalardan biri haline gelmistir
[27]. Arktik ve 1liman goller, yiiksek rakimli goller, kisa omiirlii (ephemeral) goller,
kumul tepeler arasinda kalan goller gibi bircok tatli su habitatinin pelajik
bolgelerinde yasayan sucul bir tiirdiir. Tathi su sistemlerinde {ireticiler ile {ist trofik
diizeyler arasinda anahtar baglanti noktalarindan birini  olusturur [26].
Poliembriyonik bir tiir olarak baglica partenogenez ile ¢ogalir ve serbest yasayan
formlar herhangi bir larval donemden ge¢gmez. Kosullarin uygun oldugu zamanlarda
diploid disiler, diploid yumurtalar iiretir ve bu yumurtalar, yumurta kesesi denen bir
yapt igerisinde disi viicudunda tasimir. Cevresel kosullarin uygun olmadigi
zamanlarda partenogenetik iireme yerini gamogenetik (biseksiiel) versiyona birakir.

Disinin yumurta kesesi igerisinde erkek yumurtalar da yer alir. Biseksiiel tireme
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sonucu “ephippia” adi verilen giiclendirilmis kabuk ile ¢evrili bir yumurta
olusturulur. Annedeki yag dokusundan firetildikleri i¢in annede yag biriktirmeyi
degistiren kosullar yumurta tiretim sayisini1 da etkilemektedir. Bir D. magna anaci bir
seferde 15°e kadar yavru verebilir ve bu durum herhangi bir toksikantin varlig1 ya da
diger g¢evresel kosullardan etkilenmektedir. Anacin viicut biiyiikligi ile yumurta
liretme sayisi arasinda pozitif bir iligki bulunmaktadir. Juvenil bireyler birka¢ kez
kabuk degistirirler ve her kabuk degisimi viicut biiyiikliigiinde artisa yol agar [27],
(Resim 1.3).

Daphnia tiirleri kisa siirede tek bir anneden fazlaca yavru elde edilebildigi igin

toksikoloji ¢alismalarinda gzde organizmalardan biri haline gelmistir [3].

Resim 1.3 Juvenil D. magna (4X)

Daphnia tiirlerinde en ¢ok arastirilan biyokimyasal parametrelerden bir tanesi
kolinesterazlardir (ChE). Iki tip kolinesteraz tanimlanmustir. ki asetilkoline yiiksek
afinite gosteren asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7) ve digeri butirilkoline afinite
gosteren ve non-spesifik esteraz ya da psodokolinesteraz olarak da bilinen
butirilkolinesterazdir (BChE; EC 3.1.1.8). AChE sinaptik alanda asetilkolini asetat ve
koline hidrolize ederek néronal uyarimin siirekli hale gelmesini engeller. Boylece

yasamsal onemdeki duyusal ve néromuskuler islevler normal olarak yerine getirilir
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[28]. BChE siiksinilkolin, prokain ve kokain gibi birgok eksojen substratin
detoksifikasyonunu saglar. Substrat spesifite araligt AChE’ye gore daha genistir.
Fakat, tam fizyolojik islevi hala anlasilamamistir. Sinir sisteminde ve néromuskuler
baglantilarda iki tip asetilkolin reseptorii vardir: Muskarinik asetilkolin reseptorleri
ve nikotinik asetilkolin reseptorleri. Asetilkolin reseptorleri endotelyal ve immun
sistem hiicreleri gibi birgok hiicre tarafindan da ifade edilir [29]. Giliniimiizde 40
farkli primer hiicre kiiltiirii ya da hiicre hattinda apoptoz sirasinda AChE protein
ifadelenmesi oldugu belirlenmistir. Apoptotik hiicrelerde in vitro ya da in vivo
aktivite ya da ifadelenme artis1 nedeniyle AChE’nin apoptoz belirteci olarak
kullanilmast 6nerilmektedir. Her ne kadar AChE apoptozun baglatici bileseni degilse
de asir1 AChE ifadelenmesi yapan hiicreler kontrole oranla daha kolay apoptoza
ugramaktadir. Apoptozom olusumunda Onemli bir rolii vardir ve AChE geninin
susturulmasi kaspaz-9 aktivasyonunu engeller.

Canlilar ¢evreleyen ortam genellikle oksidatif kosullarla karakterize edilirken
intraseliiler redoks durumu indirgeyici ajanlarin varliklar: ile siirdiiriilmektedir.
Boyle bir redoks homeostazi vital hiicresel islevler i¢in 6nemlidir ve bu homeostazin
kaybolmasit durumunda, reaktif oksijen tilirlerindeki (ROS) artis ile iliskilendirilen
lipidler, DNA ve proteinlerde oksidatif hasar meydana gelmektedir. Hiicresel redoks
durumunun siirdiiriilmesi DNA sentezi, gen ekspresyonu, enzim aktiviteleri, vd. gibi
olaylarda o6nemli rol oynamaktadir. Bunun yaninda, intraseliiler igerigin ve
molekiillerin her birinin redoks durumundaki degismeler stres olarak adlandirilan
hiicredeki farkl siireclerin diizenlenmesinde yer alan intrinsik hiicresel aktivitelerde
degisime neden olmaktadir [30]. ROS, aslinda fizyolojik derisimlerinde Ca®* ile
birlikte dnemli sinyal molekiilleri olarak gérevlidir [31].

Aerobik solunumla dogal olarak olusan ROS miktarina, ilaglar, kimyasallar
ve agir metaller katkida bulunmaktadir. Bu radikaller, hiicrenin adaptasyon
mekanizmasi kapsaminda katalaz (CAT; EC 1.11.1.6), glutatyon peroksidaz (GPx;
EC 1.11.1.9) ve siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) gibi enzimleri igeren
antioksidant savunma ile uzaklastiriimaktadir [32].

Glutatyon peroksidazlar, tiim organizmalarda yer alan Onemli bir

oksidorediiktaz enzim ailesini olusturur. Aktif merkezlerinde sistein ya da
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selenosistein igerirler. Sistein iceren versiyonlari prokaryotlar, mayalar ve karasal
bitkilerde yer alirken selenosistein i¢erenler 6zellikle memelilerde yer alir. En 6nemli
substratlar1 hidrojen peroksittir (H,O;); fakat, organik hidroperoksidleri de substrat
olarak kullanirlar. Iki tiyol grubunun oksidasyonu (tiyol gruplari, en onemli
intraseliiler antioksidant molekiil olan rediikte glutatyon, GSH’dan saglanir) sonucu
iki elektronlu indirgeme ile substratlarinin reaktifliklerini azaltirlar. Bu sekilde
kuvvetli pro-oksidant karaktere sahip diger ROS’larin olusumunu engellerler.
Ornegin, GPx katalizli tepkime ile H,O, suya doniistiiriiliir. A¢iga ¢ikan bir diger
tirtin okside glutatyon (GSSG)’dur [33].

Olusumu saglayan prooksidant siiregler ile bu radikallerin temizlenmesini
saglayan antioksidant savunma arasinda bir dengesizlikle agiga ¢ikan oksidatif stres
sirasinda ROS, proteinler, lipidler ve niikleik asitlerin oksidatif modifikasyonlarina
neden olmaktadir [34]. ROS, membranda yer alan lipidlerden elektron ¢alarak
karbon merkezli radikallerin olusumunu baslatir. Olusan karbon radikali molekiil i¢i
yeniden diizenleme ile konjuge dienleri olusturur. Fakat, aerobik kosullarda karbon
radikali O, ile karsilagirsa bununla birleserek bir peroksil radikali agiga c¢ikartir.
Peroksil radikali komsu yag asidinden hidrojen ¢alarak kendisi lipid hidroperoksidine
donerken bu tepkime zincir halini alarak ¢ok fazla sayida peroksid molekiiliiniin
olusturulmasi ile sonlanabilir. Lipid peroksidleri biyolojik olarak aktiftirler. Diisiik
derisimlerinde H,O; gibi hiicre proliferasyonunu uyarirken, yiiksek derisimlerinde
proliferasyonu bloke eder ve hatta daha yiiksek derisimlerde apoptoz ve nekroz gibi
hiicre 6liimii olaylarinin baglamasina yol agar [35]. Poliansatiire yag asitlerince
zengin olan hiicre ve organel membranlarinda bulunan lipidlerin oksidatif
modifikasyonlari ile hiicrelerin bir ve iki valansh elektronlara gegirgenligi artmakta,
membran enzimleri inhibe olmakta ve hatta lizozim gibi yapilarin igerigi bosaltilarak
hiicrenin ~ sindirimi  baslamaktadir. Bu nedenle biyolojik membranlardaki
peroksidasyonun kontrol edilememesi membran yapist ve islevini bozarak hiicrenin
Olimiine neden olmaktadir [34]. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde oksidatif
stresin Onemli bir indikatorii olmasi bakimindan tiyobarbiturik asit reaktif
maddelerinin (TBARS) analizi yaygin olarak kullanilmaktadir [36]. TBARS olusum

mekanizmasinin genel semast Resim 1.4°de goriilmektedir.
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Initiation of | Removal of H*(can
peroxidation ] occur at several places
o in the chain)
Molecular .
rearrangement p— Carbon-centred radicals
Direct
- R AYAYA
with R—
singlet ®
oxygen O,
Other
reactions
— 1. Oxidation of cholesterol
o* Mai ction 2. Attack on membrane proteins
2 jor rea . :
Lipid xyl 5 heisiotiog fiita 3. Reaction qf two peroxyl radicals
radical adjacent membrane lipid t‘l’ cause singlet oxygen
L> (*O,) formation
O,H Lipid hydroperoxide plus
a new carbon-centred
radical that continues the
chain reaction

Resim 1.4 Lipid peroksidasyonu zincir tepkimesinin baslama, ilerleme ve sonlanma
basamaklar1 [35]

Hiicreler, stresin siddetine gore yanit mekanizmalarini aktive edebildikleri
gibi tolerans limitlerinin asilmasi durumunda hiicresel O6liim mekanizmasini da
baslatabilmektedirler [37]. Apoptozis olarak da adlandirilan programlanmis hiicre
O0limii tiim canhlarda yiiksek derecede korunmus, spesifik biyokimyasal ve
morfolojik degisimlerin yer aldig1 belirli siireglerin ardisik aktivasyonlar1 ile oldukca
kompleks bir mekanizmadir. Apoptozisin baslangi¢ asamasi hiicresel redoks

potansiyelindeki degisim, baslatic1 kaspazlarin aktivasyonu, hiicrenin biiziilmesi,
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membran lipid asimetrisinin kayb1 ve kromatin yogunlagsmasi ile karakterize edilir.
Daha ileri asamalarda yiiriitiici kaspazlarin ve endoniikleazlarin aktivasyonu ile
apoptotik yapilarin olusumu ve hiicrenin pargalara ayrilmasi gorilmektedir.
Apoptozis ya intrinsik ya da ekstrinsik siireglerle aktive edilmektedir [38].

Mitokondriyal siire¢ olarak da adlandirilan intrinsik siireg, ¢ok farkl
sitotoksik uyartilar ya da ¢evresel stres faktorleri tarafindan baslatilabilmektedir ve
birtakim proteinlerin etkileri ile bu siire¢ diizenlenmektedir. Bunlardan anti-apoptotik
proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL, Bax ve Bak denilen apoptotik proteinleri inhibe
etmektedir. Bax ve Bak dis mitokondriyal membranin gecirgenligini artirarak
sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimina ve apoptozom kompleksi olusumunu tesvik
ederek dolayli olarak baslatici kaspaz-9’un aktivasyonuna neden olmaktadir [38].
Baglatic1 kaspaz-9’un aktivasyonu yiiriitiicii kaspaz-3’iin aktivasyonu ile birlikte
apoptozisin ilerlemesini saglamaktadir [39].

Sitokrom c kiigiik, ¢6ziinebilir bir hem proteindir ve 6zellikle ferrik formunda
oldukca esnek bir yapiya sahiptir. Spesifik kosullara, etkilesimlere ve hiicresel
lokalizasyona bagli olarak farkli konformasyonlar1 stabil hale gelebilir ve bu durum
yapisini, redoks ozelliklerini, baglanma afinitesini ve enzim aktivitesini etkiler. Asil
islevi oksidatif fosforilasyonda elektron aligverisini saglamaktir ve saglikli hiicrelerin
mitokondrilerinin intermembran alaninda yer alir. Sitokrom ¢’nin mitokondri digina
salinimi intrinsik apoptotik siireci baglatir ve sitokrom ¢ niikleus igerisine gegerek
niikleozom kompleksini engeller [40]. Sitokrom c’nin mitokondri digma salinimi
mitokondriyal membran permeabilite degisim porunun (MPTP) olusumu ile ilgilidir.
Bu por memelilerde Ca* diizeylerine duyarli bir sekilde meydana gelir.
Memelilerden farkli olarak Crustacea’lerde Ca* ile diizenlenen islevsel bir MPTP
yapisina rastlanilamamistir. Bu durum, apoptozdan kag¢inmak igin yararli bir
mekanizma olarak goriilmektedir. Buna karsin, bu canlilarda apoptozun diizenlenme
mekanizmasi yeterince aydinlatilmadigindan molekiillerin apoptozdaki rolii hakkinda
net bir fikir 6ne siirmek miimkiin olmamaktadir [41].

Protein kinazlar hiicre biyolojisinde yer alan nerdeyse tiim islevler i¢in baskin
bir diizenleyici role sahiptir. Bir fosforil (POs*) grubunu proteinin aminoasit

rezidiistindeki -OH grubuna baglarlar ve bu nedenle serin/treonin protein kinazlar ya
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da tirozin protein kinazlar ve tirozin-kinaz benzeri proteinler olarak gruplandirilirlar.
Memelilerde mitojen ile aktive olan protein kinazlar (MAPK) sitoplazmik
serin/treonin protein kinazlardir ve hiicre yiizeyindeki sinyallerin hiicre iginde
dontstiirilmesi  islevlerini  gerceklestirirler. Bu grupta yer alan proteinler
ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz (ERK) ailesi, p38 kinaz ailesi ve c-Jun N-
terminal kinaz (JNK ya da SAPK) ailesini kapsar. Aktive olan MAPK’lar
transkripsiyon faktorleri, protein kinazlar ve fosfatazlar ve diger islevsel proteinlerin
fosforilasyonunu kataliz eder. insan ERK1 ve ERK2’si %84 sekans benzerligi
gosterir bu nedenle ERK1/2 olarak da bilinir. Neredeyse tim protein kinazlar gibi
ERK1/2 de benzersiz N- ve C-terminal eklentilerine sahiplerdir ki bu eklentiler
sinyalleme mekanizmasindaki 6zgiilliigii saglar. Bilinen tiim hiicresel uyaranlar
ERK1/2 yolaginda ERK1 ve ERK2’nin paralel aktivasyonunu saglar. ERK1/2 her
hiicrede ifadelenen hidrofilik reseptdr olmayan proteinlerdir ve Ras-Raf-MEK-ERK
sinyal dontisiim kaskadina, bir diger adiyla MAPK kaskadi, katilirlar. Bu kaskad,
hiicre adezyonu, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, hiicre go¢ii, hiicre sagkalimu,
farklilasma, metabolizma, proliferasyon ve transkripsiyon gibi ¢ok farkli islevlerin
diizenlenmesi isine katilir [42]. ERK1/2, pro-apoptotik molekiillerin fosforilasyon ile
aktivitesini ya da transkripsiyonel diizeyde bu proteinlerin ifadelenmesini azaltarak
anti-apoptotik etkiler gosterir. Ayrica anti-apoptotik molekiillerin aktivitesini
artirarak ya da transkripsiyonlarini uyararak da hiicre sagkalimini destekler. Aksine,
pro-apoptotik etki ile hiicre 6liimiinii tesvik ettigi de bilinmektedir, fakat mekanizma
tam olarak anlagilamamistir [43].

Calismamizda amacimiz {ilkemizde ve diinyada gittikce artan oranda
kullanilan fluoksetin, metaboliti norfluoksetin ve bunlarin karisimlarinin gevresel ve
cevresel derisimlerinin 10 katinin kronik ve cevresel derisimlerinin 100 katinin
subakut etkisinde model organizma D. magna’da pro-oksidatif ve pro-apoptotik
etkilerinin arastirilmasidir. Farkli derisimlerinde ve farkl siirelerde fluoksetinin pro-
oksidatif potansiyeli D. magna’da gosterilmistir [44]. Fakat, metabolit
norfluoksetinin ve fluoksetin ile karistminin bu canli tiiriinde pro-oksidatif ve pro-

apoptotik etkilerini gosteren herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Idrar ile atilan farmasotik bilesikler, kanalizasyon sistemlerine ve atik isleme
tesislerine, buradan da gevresel sulara karismaktadir [45]. Atik isleme tesislerinde
Ozellikle polar olan bilesiklerin eliminasyonu ancak %60-90 diizeyine
ulasabilmektedir [46]. Calismamizda D. magna’da toksik etkilerini arastirdigimiz
antidepresan fluoksetin ve metaboliti norfluoksetin ¢evresel sularda ve bu sularda
yasayan canli tiirlerinde varlig1 belirlenen 6nemli bilesiklerden bir tanesidir.

ABD Teksas Eyaleti’nde yer alan Pecan deresinden toplanan balik Ictalurus
punctatus, Pomoxis nigromaculatus, Lepomis macrochirus beyin, karaciger ve kas
orneklerinde fluoksetinin 0.11-1.58 ng/g doku; metaboliti norfluoksetinin ise 1.07-
10.27 ng/g doku araliginda biriktigi bildirilmistir [47]. Kanada, Ontario, Grand Nehri
bosaltma havzasindaki atik su isleme tesislerinden alinan suda yapilan analizde
fluoksetinin  0.091 pg/L, norfluoksetinin ise 0.011 pg/L diizeylerine ulastig
belirlenmistir [48]. Bu degerler ¢alismamizda temel aldigimiz derigimlerdir. Ayni
caligmada tesislerden 10 m asagida kafes icerisinde suda bekletilen balik Pimephales
promelas orneklerinde fluoksetinin birikmedigi, biriken norfluoksetin miktarinin ise
1.22 ng/kg oldugu saptanmistir. Kolpin vd., ABD’de 139 farkli dereden toplanan su
orneklerinde ortalama 0.012 pg/L fluoksetin bulundugunu bildirmislerdir [49].
Norve¢ Tromso’da yer alan farkli atik su isleme tesislerindeki pompa
istasyonlarindan alman su Orneklerinde 0.4-2.4 ng/L derisiminde fluoksetin
bulundugu belirlenmistir [50]. Daha ileri tarihte Tromso’da yer alan farkli su isleme
tesislerinde farkli aylarda yapilan su 6rneklemelerinde fluoksetinin maksimum 18.7
ng/L, norfluoksetinin ise 9.3 ng/L derisime ulastigi bildirilmistir [51]. Kanada
Montreal atik su isleme tesisi ve ¢ikisinda yer alan St. Lawrence Nehri girisinden
toplanan su orneklerinde fluoksetinin 0.42-3.5 ng/L, norfluoksetinin ise 1.2-4.2 ng/L
araliginda bulundugu belirlenmistir [52].

Fluoksetinin D. magna’da biyobirikim potansiyeli de arastirilmistir. 0.5 ve 5
ng/L nominal derisimlerinde suya uygulanan fluoksetinin baglangic derisimi,
sirasiyla 0.54+0.05 ve 4.42+0.25 ug/L olarak, 48 saat sonunda ise sirasiyla 0.32+0.02

ve 1.54+0.13 pg/L olarak belirlenmistir. 48 saat sonunda suda gozlenen bu azalma,
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ilacin D. magna’da birikimine baglanmistir. Fluoksetin ilk 6 saat igerisinde D.
magna’da sirasiyla 208.71+11.83 ve 307.15+14.12 pg/kg derisimlerine ulasmis, 48
saat sonunda sirasiyla 147.95+17.62 ve 268.10+18.57 pg/kg olarak belirlenmistir.
Ince bir dis iskelet ve genis bir yiizey alani/hacim oranina sahip bu tiirde,
fluoksetinin besin akintis1 ile viicuda kolayca girip karapaksin ince duvarindan
solunum gaz1 degisimi sirasinda kolayca alinabilecegi vurgulanmistir [44].
Fluoksetin diger sucul organizmalarda da Onemli derecede birikim potansiyeline
sahiptir. Ornegin, midye Mytilus galloprovincialis’de 30-300 ng/L araligindaki
fluoksetin derisimlerinde birikim gerceklesen organlar sirasiyla sindirim kanali >
solungaglar > kabuk/gonadlar seklindedir [53].

<24 saat C. dubia ve D. magna orneklerinde fluoksetinin 48 saatlik LCs
degeri, sirasiyla, 234 ug/L ve 820 pg/L’dir [47]. Fluoksetin derisimine ve besin
bulunurluguna bagli olarak D. magna’da yavru liretim sayisi iizerine farkli etkiler
yapmaktadir.

102 ve 241 pg/L fluoksetinin 7 giin etkisi sonunda D. magna’da biiylimenin
etkilendigi, 21 giinliik siire sonunda toplam bireylerin %40’nin 6ldiigii ve liremenin
%32 azaldig1 gosterilmistir. Sonraki jenerasyonda 31, 102 ve 241 pg/L fluoksetin
etkisinde juvenillerde uzunlugun azaldigi ve 102 pg/L fluoksetin etkisinde %70
oraninda 6lim meydana geldigi, en diisiik derisimde bile liremenin %18 azaldig
belirlenmistir [54]. 100 ug/L fluoksetin etkisinde D. magna’da 21 ve 40 giin sonunda
toplam yavru sayisinin azaldigi belirlenmistir [55]. 1.6 x 10° 3.3 x 10° ve 6 x 10°
Chlorella vulgaris hiicresi/mL besin bulunan ortamlarda 40 pg/L fluoksetinin D.
magna’da yalnizca diisiik besin derisimlerinde yavru {iretiminde artisa neden oldugu
bildirilmistir [56]. Benzer sekilde 36 pg/L fluoksetin, 6 giin etki siiresi sonunda ergin
ya da juvenillerde hayatta kalma orani, morfoloji, dayanikli yumurta iiretimi, yavru
olusturma ve cinsiyet orani iizerine etki etmezken, 30 giinliik etkide yavru iiretiminde
artts meydana gelmistir [3]. 10 pg/L fluoksetinin 10 giin etkisinde artan yavru
tiretimine karsilik karbohidrat miktarinin istatistiksel 6nemde olmasa da azaldig1 ve
oksijen tiikketim oranmnin istatistiksel onemde artis gosterdigi belirlenmistir [57].
Fluoksetinin serotonin aktivitesini kesintiye ugratmasi nedeniyle karbohidrat ve

oksidatif metabolizmada diizensizlige yol actig1 ve bu nedenle bu canlilarin 6zellikle
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anoksik kosullara direngsiz hale geldigi belirtilmistir. D. magna’da 80 npg/L
fluoksetin etkisinde artan yavru tiretiminin 10 ve 50 pg/L serotonin almag antagonisti
siproheptadinin birlikte etkisinde kontrol diizeylerinde azaldigi belirlenmistir [58].
Bu sonuca gore fluoksetin postsinaptik alanda serotonin aktivitesini artirarak yavru
tiretiminde artisa neden olmaktadir.

Fluoksetin, D. magna’da genellikle karapaks uzunlugu ile dlgiilen viicut
biiylikliigiiniin azalmasina yol agmaktadir. 3 ve 10 pg/L gibi nispeten diisiik
fluoksetin derisimleri D. magna’nin 3. d6l juvenil yavrularinda karapaks uzunluguna
etki etmezken, 30, 100 ve 300 pg/L daha yiiksek derisimlerinde, derisime bagl
azalma belirlenmistir [54]. 40 pg/L fluoksetin diisiik besin kosullarinda, D.
magna’da <24 saat juvenillerde viicut biiyiikliigiiniin azalmasina neden olmustur
[58].

Kolinesterazlar, cevresel toksikoloji c¢alismalart i¢in yaygin kullanilan
biyomarkirlar arasindadir [28]. Fluoksetin etkisinde ChE aktivitesinin arastirildigi
caligmalar farkli bulgular ortaya koymaktadir. Bu ¢alismalarin bir kisminda
fluoksetinin inhibitér 6zelligi ortaya konulmustur. 7 giin 0.5 ve 5 pg/L fluoksetin
etkisindeki D. magna’da AChE aktivitesinin azaldigi belirlenmistir [44]. Benzer
sekilde, diisiik fluoksetin derisimlerinin etkisinde deniz taragi Venerupis
philippinarum’da solungag AChE aktivitesi azalirken, yiiksek dozlarda enzim
aktivitesinde herhangi bir etki saptanmamistir [59]. 0.03-300 ng/L fluoksetin
etkisinde M. galloprovincialis'de solunga¢ dokusunda AChE aktivitesinin azaldigi
belirlenmistir [53]. Bu bulgularin aksine, fluoksetinin ChE aktivitesini artirdigini
gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir. 120 ve 750 pg/L fluoksetin etkisindeki yengec
Carcinus maenas’da kas dokusunda ChE aktivitesinde artiy meydana gelmistir [60].
75 ng/L fluoksetin etkisinde midye M. galloprovincialis’de solunga¢ dokusunda 3
giin etki sonunda AChE aktivitesi artarken, 15 giin etki sonunda aktivite azalmistir
[61].

Oksidatif stres ile iliskili analizlere konu olan bilesik ve enzimler yine
cevresel toksikoloji calismalarinda kullanilan ve kirletici ya da farkli bir stres
kaynagini belirten genel biyomarkirlar igerisinde 6nemlidir [28]. Fluoksetinin D.

magna’da pro-oksidatif etkileri hakkinda ¢aligma bulgular1 sunulmaya baslanmustir.
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Oksidatif strese kars1 antioksidant savunmanin ilk basamagini olusturan SOD enzim
aktivitesi 0.5 pg/L fluoksetin etkisindeki D. magna’da artarken 5 pg/L etkide
azalmistir. SOD aktivitesindeki artis lipid peroksidasyonu diizeylerinde azalmaya yol
acmistir [44]. 75 ng/L fluoksetinin 15 giin siire ile etkisinde midye M.
galloprovincialis’de sindirim kanalinda lipid peroksidasyonu diizeylerinin, glutatyon
S-transferaz (GST) ve CAT antioksidant enzim aktivitelerinin arttigi belirlenmistir
[61]. 0.03-300 ng/L fluoksetin derisimleri etkisindeki M. galloprovincialis’de
sindirim kanali ve solunga¢ dokularinda CAT ve GST enzim aktiviteleri artarken
sindirim kanali dokusunda lipid peroksidasyonu diizeyleri azalmistir [53].

Yart seffaf 6zelligi nedeniyle Daphnia spp. fluoresan problar yardimiyla
toksisite mekanizmasinin aydinlatilmasinda kullanigh tiirler olmaktadir [62]. JC1
mitokondriyal membran potansiyeli degisimi hakkinda bilgi verici fluoresan
problardan bir tanesidir. JC1 ile dl¢iilen mitokondriyal membran potansiyeli (MMP)
depolarizasyonu nedeni ile AgNO;3; nanopartikiillerinin <24 saat D. magna
orneklerinde mitokondriyal hasara yol agtigi belirlenmistir [63]. Streptomyces
griseus toksini valinomisin ya da Bacillus cereus toksini olan cereulidenin in vivo
etkisinde D. magna’da sindirim kanali hiicrelerinde mitokondriyal membran
ptoansiyelini depolarize ettigi ve bu degisimin olasilikla apoptoza yol agtigi
bildirilmistir [62].

Calismamizda fluoksetin ve metaboliti norfluoksetinin sitokrom ¢ ve ERK1/2
protein miktarma etkileri arastirilmistir. Fakat, bu proteinler ile ilgili Daphnia
spp.’de yapilan herhangi bir calismaya rastlanillamamistir. Buna karsin, diger canh
tiirlerinde mitokondrilerden sitokrom ¢ salinimini ve bdylece apoptoz mekanizmasini
etkiledigi yoniinde bulgular vardir.

5 mg/kg fluoksetinin 21 giin etkisi sonunda erkek Wistar sigan karacigerinde
antioksidant enzimler SOD aktivitesinin azaldigi, GPx aktivitesinin ve apoptotik
belirtegler olan Bax/Bcl-2 protein oraninin arttigr belirlenmistir [64]. Sonuglar,
fluoksetinin oksidatif stres olusturma potansiyelinin apoptotik sinyallere neden
oldugu seklinde yorumlanmistir. Fluoksetin sigan hippokampal piramidal
hiicrelerinde ve feositokroma (PC12) hiicrelerinde voltaj-bagimli Ca** kanallarini

inhibe etmektedir [65], [66]. Burkitt lenfoma hiicrelerinde fluoksetin hiicre i¢i Ca®*
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derisiminin artig1 yoluyla apoptoza yol agmaktadir [67]. Aksine izole si¢an karaciger
mitokondrilerinde 50 pM fluoksetinin Ca**-indiiklii MPTP agilmasini ve sitokrom ¢
salimimin1 engellendigi, voltaj-bagimli anyon kanalini stabilize ettigi ve staurosporin-
indiiklii apoptotik hiicre Oliimiine karsi U-937 hiicrelerini korudugu belirlenmistir
[68].

Daphnia cinsi iiyelerinde g¢evresel kirleticilerin apoptotik etkilerine iliskin
caligmalar olduk¢a sinirhidir. D. pulex’de farkli gruplardan cevresel kirleticilerin 4
giin etkisinde kaspaz 3/7 aktivitesindeki degisim arastirilmistir [69]. Fungusid metam
sodyum, herbisidler bromasil, fluroksipir, izopropil-N-[m-klorofenil] karbamat,
monuron, orizalin, prometon, S-propil biitiletil tiyokarbamat, trikloroasetik asit,
insektisidler nikotin, O, O-dietiltiyofosfat, O-diklorobenzen ile biitillenmis
hidroksianizol ve dietilftalat aktivitede 6nemli artislara neden olmustur. Agir metal
kadmiyum (Cd) ve organoklorlu insektisid klordanin farkli derisimlerinin etkisinde
D. magna hiicrelerinde apoptotik hiicre oraninin azaldigi, aksine nekrotik hiicre
oraninin derisime ve etki siliresine bagh olarak arttigi belirlenmistir [70]. C70-gallik
asit bilesiginin 24 saat etkisinde D. magna’da lipid peroksidasyonu diizeyleri ile
antioksidant enzimler SOD ve GPx aktivitelerinin arttigi, apoptotik hiicre sayisinda

onemli bir degisim olmadigi bildirilmistir [71].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda model organizma olarak kullanilan D. magna o&rnekleri
Carolina Biological Supply Company, Burlington, NC, ABD firmasindan alinarak
laboratuvara getirildi. D. magna ornekleri havalandirilmis ve dinlendirilmis 15 L
ASTM sert suyu [72] igeren plastik kaplarda en az 10 jenerasyon sonrasina kadar
laboratuvar kosullarina adapte edildi. Kiiltiir ortamin1 hazirlamada kullanilan suyun
iletkenligi 10 pS’den disiiktiir [73]. Kiltiir suyunun 6zellikleri; sicaklik 21+1°C, pH
7.60-8.00, ¢oOziinmiis oksijen >7 mg/L, toplam sertlik 130-160 mg/L CaCOs,
alkalinite 110-120 mg/L CaCOj’tiir. Laboratuvarda i1sik yogunlugu cool white
floresan lamba ile nominal 10.53 pmol.m?s™ olacak sekilde ayarlandu.
Laboratuvarda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyodu uyguland: [74]. Besin
olarak 150-300 um alabalik yemi (Camli Yem, Izmir), hamur mayas: (Dr. Oetker
Instant Kuru Maya, izmir) ve kurutulmus alfalfa (Naturade Alfalfa, Sepe Natural,
Izmir) ile hazirlanan karisim kullanildi [75]. D. magna oérnekleri haftada ii¢ kez 1.5
mL besin/l L su olacak sekilde bu karisim ile beslendi. Stoklarin kiiltiir ortam1 her
hafta degistirildi ve D. magna stoklar1 500 adet birey igerecek sekilde su degisimi
sirasinda hasat edildi. Model organizma olarak kullanilan D. magna 6rnekleri igin
dol terimi bir anagtan farkli zamanda diinyaya gelen bireyleri, jenerasyon terimi ise
bir anagtan dogan ve kendileri de anag¢ olarak hizmet eden bireyleri tanimlamak
amaciyla kullanildi.

Toksikant olarak fluoksetin hidrokloriir (IUPAC adi: N-methyl-3-phenyl-3-
[4-(trifluoromethyl) phenoxy] propan-1-amine; CAS No: 54910-89-3; CAS No:
56296-78-7) ve onun metaboliti olan norfluoksetin hidrokloriir (IUPAC adi: 3-
phenyl-3-[4-(trifluoromethyl) phenoxy] propan-1-amine; CAS No: 83891-03-6)
uygulandi.
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3.1.1. Kimyasal Maddeler
1. Kalsiyum siilfat dihidrat CaSOq, Sigma-Aldrich
2. Sodyum bikarbonat NaHCO3 Sigma-Aldrich
3. 5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) DTNB Sigma
4. Asetiltiyokolin iyodiir ATChl Sigma
5. Rediikte L-glutatyon GSH Sigma-Aldrich
6. Indirgenmis B-nikotinamid adenin diniikleotit fosfat B-NADPH  Sigma
7. Glutatyon rediiktaz GR Sigma
8. tert-biitil hidroperoksid t-BHP Aldrich
9. Tris baz Tris baz Sigma
10. Tris hidrokloriir Tris HCI Sigma
11. di-Sodyum etilendiamin tetraasetik asit EDTA Sigma-Aldrich
12.1,1°,3,3’-tetramethoxypropane TMP Aldrich
13. Potasyum kloriir KCI Sigma-Aldrich
14. di-Potasyum hidrojen fosfat K,HPO, Sigma-Aldrich
15. Potasyum dihidrojen fosfat KH,PO, Sigma
16. Potasyum dikromat K2Cr,07 Merck
17. 2-Tiyobarbitiirik asit TBA Sigma-Aldrich
18. Trikloroasetik asit TCA Merck
19. Folin-Ciocalteu’s fenol ayiraci Sigma-Aldrich
20. Sodyum hidroksit NaOH Sigma-Aldrich
21. Sodyum lauril siilfat SDS Sigma
22. Bakar sulfat CuS0,4.5H,0 Sigma
23. Etil alkol Sigma-Aldrich
24. Magnezyum siilfat heptahidrat MgSQO,4.7H,0 Sigma-Aldrich
25. S1gir serum albumini BSA Sigma
26. Sodyum kloriir NaCl Sigma-Aldrich
27. Metanol Sigma-Aldrich
28. Fluoksetin Sigma-Aldrich
29. Norfluoksetin Sigma-Aldrich
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30. 5,5%,6,6"-Tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl-imidacarbocyanine iodide JC1

31.
32.
33.
34.
35.

Protein markiri

Lityum dodesil siilfat tamponu
Sinyal artiric1 ¢ozelti

PVDF membran

BCIP/NBT substrat ¢ozeltisi

Sigma-Aldrich
Bio-Rad

Invitrogen
Invitrogen

Thermo-Fisher

36. Fosfat ile tamponlanmis tuz-Tris tamponu PBS-T

3.1.2. Cihazlar ve Diger Gerecler

© © N o gk~ w DN

L e T = = = Y SE R T
N O O N W N B O

18.
19.

Analitik Terazi
Benmari

Buz Makinasi
Homojenizator
Oksijenmetre
Otomatik Pipet Seti
Otomatik Pipet Seti
pH Metre

Sogutmal1 Santrifiij

. Spektrofotometrik Analiz Kiivetleri
. Vorteks

. UV-Visible Spektrofotometre

. Distile Su Cihaz1

. Distile Su Cihaz1

. Mikroplaka Spektrofotometre

. Fotograf Makinasi

. Mikroplaka

Bottom
Stereo Mikroskop
Binokiiler Mikroskop
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A&D HR-250AZ

Daihan Wise Bath

[zmak

Daihan WiseStir Wisd

YSI Environmental DO100
Nichiryo Nichipet EX
Axygen AxyPet

YSI Environmental pH100
Hettich Universal 320R
ISOLAB

IKA MS1 Minishaker
Shimadzu UV1800

Elga Ultra Analytic
Millipore Rios 8

BioTek EON

Canon EOS 1200D
Greiner Polystyrene 96 Well Flat

Olympus SZX16
Olympus BX53
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20. Konfokal Lazer Taramali Mikroskop Carl Zeiss LSM800
21. Dikey Elektroforez Sistemi Invitrogen Mini Gel Tank
22. Kuru Jel Transfer Cihazi Invitrogen iBlot2
23. Orbital Calkalayici Cleaver Scientific
3.2. Yontem

3.2.1. Toksisite Denemeleri

3.2.1.1. Toksisite denemeleri i¢in D. magna anaclarmin bakim

Kullanilan D. magna ornekleri arasinda genetik varyasyonu minimuma
indirebilmek amaciyla, tek bir anactan elde edilen en az 5. jenerasyon yavrular anag
olarak kullanildi. 15 L ASTM sert suyu igeren iki ayr1 plastik kaba 250’ser birey
igerecek sekilde <24 saatlik yavrular konuldu. Ilk su degisimi 7. giinde yapild: ve bu
7 giin igerisinde iki giinde bir 1.5 mL/L olacak sekilde besin verildi. 10. ve 13.
giinlerde su degisimi yapildi ve her su degisiminden sonra 1.5 mL/L olacak sekilde
besin verildi. 8. giin birinci dol yavrulart alindi1 ve bu yavrular balik yemi olarak
kullanildi [73]. Bir anagtan yaklasik 48 saatte bir yeni yavrular alindi. 10. giin <24
saatlik ikinci dol yavrulari kullanilarak, ana toksisite denemeleri 6ncesi bes farkli
derisimde K,Cr,07 igeren ASTM sert suyu ¢ozeltileri ile ECsq duyarlilik testi yapildi.
12. giin <24 saatlik {iglincii dol yavrulart ile kronik toksisite denemelerine baslandi.
15. glin <24 saatlik dordiincii dol yavrular ile yeni ana¢ grubu olusturuldu. Anag
olarak ayrilan bu yavrulardan benzer sekilde elde edilen yavrular ile tekerriirler ve
subakut toksisite testleri yapildi.

ECso duyarlilik testi icin 0.45 mg/L, 0.6975 mg/L, 1.08 mg/L, 1.26 mg/L,
1.89 mg/L K;Cr,0O7 ECs derisim araligi belirlendi. 250 mL’lik cam beherlere 200
mL farkli derisimlerde K,Cr,07 iceren ¢dzeltiler dolduruldu ve her behere 20 adet
<24 saatlik D. magna yavrulart konuldu. Bir behere yalnizca ASTM sert suyu
konuldu ve bu kontrol grubu olarak degerlendirildi. 48 saatlik hareketsiz kalma

oranlan Ol¢iildii. Hafif dokunmaya tepki vermememe durumu hareketsizlik seklinde
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degerlendirildi. Elde edilen hareketsiz kalma oranlarindan yola g¢ikarak SPSS 17.0
paket programinda yer alan Probit analizi testi kullanilarak 24 saatlik ECsy degeri
hesaplandi. Buna gore ECsy 0.972 mg/L (%95 giiven araligi 0.904-1.042, Sekil
3.1)’dir. Bu sonu¢ OECD [73] tarafindan belirlenen derisim araligi (0.6-2.1 mg/L) ile

uyumludur.

45
40
35
30
25
20
15
10

Hareketsiz Kalan Canli Sayisi

0 0,45 0,6975 1,08 1,26 1,89
K,Cr,0, Derigimi

— C50

Sekil 3.1 Daphnia magna orneklerinin ileri analizler i¢in uygun olup olmadigini
anlamak {izere yapilan ECsq duyarlilik testinin grafigi

3.2.1.2. Kronik Toksisite Denemeleri

Kronik toksisite denemeleri, stok ve ana¢ gruplari ile ayni laboratuvar
kosullarinda ve nominal derisimler ile gergeklestirilmistir. Deneme siiresi sonunda
higbir grupta 6liim gozlenmedi. Deney kurgusu asagidaki sekildedir:

o Kontrol grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna 6rnekleri ASTM sert suyu
icerisinde 21 giin siireyle tutuldu.
o Fluoksetin grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna ornekleri fluoksetinin

0.091 pg/L gevresel derisiminin etkisinde 21 giin siireyle tutuldu.

o Norfluoksetin grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna ornekleri
norfluoksetinin 0.011 pg/L g¢evresel derisiminin etkisinde 21 giin siireyle

tutuldu.
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o Fluoksetin ve Norfluoksetin karigim grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna
ornekleri fluoksetinin 0.091 pg/L ile norfluoksetinin 0.011 pg/L cevresel
derisiminin etkisinde 21 giin siireyle tutuldu.

o 10XFluoksetin grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna ornekleri
fluoksetinin ¢evresel derisiminin 10 kat1 olan 0.91 pg/L derisiminin etkisinde
21 giin siireyle tutuldu.

o 10XNorfluoksetin grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna Ornekleri
norfluoksetinin ¢evresel derisiminin 10 kati1 olan 0.11 pg/L derisiminin
etkisinde 21 giin siireyle tutuldu.

o 10XFluoksetin ve 10XNorfluoksetin karisim grubu: Bu gruptaki <24 saatlik
D. magna ornekleri fluoksetinin ¢evresel derisiminin 10 kati olan 0.91 pg/L
ile norfluoksetinin gevresel derisiminin 10 kati olan 0.11 pg/L derigiminin
etkisinde 21 giin siireyle tutuldu.

Her gruptaki her tekrar 800 mL ASTM sert suyu iceren cam beherlerde
hazirlandi. Her beher 21 adet <24 saat 3. dol D. magna ornekleri icermekteydi.
Deneme gruplar1 hazirlandiktan sonra igerisine 1.5 mL/L besin verildi. Uzerleri cam
kapakla kapatildi. Deneme gruplarinda deneme siiresi boyunca 3 giin arayla su
degisimi yapildi. Her su degisiminden sonra 1.5 mL/L besin verildi. Su degisimi
sirasinda ornekler sayilarak yeni sularina aktarildi. Su degisiminden 6nce ASTM sert
suyunun pH’1 8.00 olacak sekilde ayarlandi, ¢oziinmiis oksijen 9.05%0.18, sicaklik
20.20+0.35°C, alkalinite 120.42+7.77 ve sertlik 138.51£8.52 seklinde 6lgiildii. Her
su degisiminden sonra ii¢ giinliik kontrol grubu sularinda, pH 7.99+0.4, ¢oziinmiis
oksijen 7.07+0.86 ve sicaklik 20.20+0.53°C seklinde o6l¢iildii. Deneme siiresince 8.
giinden itibaren her 24 saatte bir her gruptan ayni saatte yavrular toplanip sayildi.
Tim yavrular, morfometrik analizler i¢in Falcon tiiplerinde %50’lik etil alkol
igerisine alind1 ve +4°C de saklandi. 21. giin sonunda her beherden artik anag haline
gelmis birer 6rnek JC1 boyamasi i¢in mikroplaka kuyucuklarina alindi ve -80°C’de
sakland1i. Her beherde geriye kalan 20 adet 6rnek, suyun uzaklastirilmasi igin
filtreden siiziildii ve filtrenin alt tarafindan bir pecete yardimiyla hafif bir sekilde
dokunarak kurutuldu. Her beherden 20 adet drnek, daha 6nceden tartimi yapilan ve

buz igerisinde bekletilen bir mikrosantrifiij tiipli igerisine zarar vermeden aktarildi.
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Orneklerin bulundugu mikrosantrifiij tiipleri tekrar tartilarak canlilarm agirh@
hesaplandi ve analizlere kadar -80°C’de bekletildi. Caligsma iki tekerriirlii yapildi ve
her deneme grubu her tekerriirde dort kez tekrar edildi. Boylece toplamda her
deneme grubu i¢in 8 tekrar yapildi.

3.2.1.3. Subakut Toksisite Denemeleri

Subakut toksisite denemeleri, anag ve stok kaplari ile ayni laboratuvar
kosullarinda ve nominal derigimler ile gergeklestirilmistir. Hem subakut hem de
kronik toksisite testlerinde ergin bireyler, biyokimyasal analizler i¢in yeterli protein
derisimine ulasabilmek amaciyla kullanildi [76]. Deneme siiresi sonunda higbir
grupta 6liim gozlenmedi. Deney kurgusu asagidaki sekildedir:

o Kontrol grubu: Bu gruptaki 17 giinlik D. magna 6rnekleri ASTM sert suyu
igerisinde 4 giin siireyle tutuldu.

o 100XFluoksetin grubu: Bu gruptaki 17 giinlik D. magna ornekleri
fluoksetinin ¢evresel derisiminin 100 kat1 olan 9.1 pg/L derisiminin etkisinde
4 giin siireyle tutuldu.

o 100XNorfluoksetin grubu: Bu gruptaki 17 giinlik D. magna o&rnekleri
norfluoksetinin ¢evresel derisiminin 100 kat1 olan 1.1 pg/L derisiminin
etkisinde 4 giin siireyle tutuldu.

o 100XFluoksetin ve 100XNorfluoksetin karisim grubu: Bu gruptaki 17 giinliik
D. magna ornekleri fluoksetinin ¢evresel derisiminin 100 kat1 olan 9.1 pg/L
ile norfluoksetinin ¢evresel derisiminin 100 kati olan 1.1 pg/L derisiminin
etkisinde 4 giin siireyle tutuldu.

Subakut toksisite denemeleri igin her biri 15 L ASTM sert suyu igeren iki ayr1
plastik kaba 250 adet birey igerecek sekilde kronik toksisite ¢aligmalarinda anag
olarak ayrilan <24 saatlik 4. dol yavrulart konuldu. Birinci su degisimi 7. giin, ikinci
su degisimi 10. giin yapildi. Bu canlilardan 8. giin toplanan ilk dol yavrulari balik
yemi olarak kullanildi. Yine bu canlilarin 10. giinde toplanan <24 saat ikinci dol
yavrulari, diger tekerriir i¢in 15 L’lik ASTM sert suyu igerisine ayrildi. 17. giinde
800 mL ASTM sert suyu igerisine 21 6rnek olacak sekilde rastgele dagitim yapildi.
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Deneme gruplari olusturulurken bir giin 6nceden hazirlanip havalandirilan ASTM
sert suyunda pH 8.00’a ayarland1 ve bu suda sicaklik 20.00+0.19°C, alkalinite
120.02+4.97, sertlik 145.95+£8.99 ile ¢oziinmiis oksijen 9.03+0.09 olarak ol¢iildii.
Deneme gruplari hazirlandiktan sonra igerisine 1.5 mL/L olacak sekilde besin verildi.
Uzerleri cam kapakla kapatild. 48 saat sonunda su degisimi yapildi. Su degisiminden
sonra besin verilmedi. 96 saat sonunda her beherden birer adet 6rnek JC1 boyamasi
icin mikroplaka kuyucuklarina konuldu. Geriye kalan 20 adet ornek bir filtre
yardimiyla suyundan siiziildii ve filtrenin alt tarafindan bir pegete yardimiyla hafif bir
sekilde dokunarak kurulandi. Her beherdeki 20 6rnek, daha 6nceden tartilip buzda
bekletilen bir mikrosantrifiij tiipii i¢erisine zarar gormeden aktarildi. Mikrosantrifiij
tiipleri daha sonra tekrar tartildi ve canli agirhig hesaplandi. Ornekler analizlere
kadar -80°C’de saklandi. Subakut toksisite denemeleri de iki tekerriirlii yapildi ve 1.
tekerriirde her grup dort kez, 2. tekerriirde her grup 5 kez tekrar edildi. Boylece

toplamda her deneme grubu i¢in 9 tekrar yapildi.

3.2.2. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizlere baglamadan 6nce, her beherdeki 20 D. magna 6rnegi
havuzland1 ve agirliginin 4 kati olacak sekilde (w/v) 100 mM KCIl, | mM EDTA
iceren pH 7.4 100 mM potasyum fosfat tamponu ile buz igerisinde homojenize
edildi. Elde edilen homojenat 10000 x g’de +4°C’de 10 dakika siireyle santrifiijlendi
ve elde edilen supernatant GPx, tChE enzim aktiviteleri ile TBARS ve protein

miktarinin belirlenmesinde kullanildi.

3.2.2.1. Glutatyon Peroksidaz Yontemi

Glutatyon peroksidaz, GSH’in H,O, ve organik hidroperoksidler ile GSSG’ye
yiikseltgenmesini kataliz eder. t-biitil hidroperoksid bulunan ortamda GPx’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH yardimiyla GSH’a
indirgenir. GPx aktivitesi, NADPH’in NADP"’ye yiikseltgenmesi sirasindaki

absorbans farkinin 340 nm dalga boyunda okunmasi ile 6lgiiliir [77].
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Ayiraglar

1.1 M Tris Tamponu (pH 8.0)
2.0.1 M GSH

3.10 U/mL GR

4.2 mM NADPH

5. 7 mM t-bitil hidroperoksid

Yontem

Glutatyon peroksidaz enzim

aktivitesini

Olgebilmek icin ayraclar

spektrofotometrik 6l¢iim kiivetine asagidaki sekilde konuldu (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Glutatyon peroksidaz yontemi

Cozeltiler Ornek (uL)
Saf su 635
Tris tamponu 100
GSH 25
GR 100
B-NADPH 100
Supernatant 25

37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

t-biitil hidroperoksid 10

Kor igin 6rnek yerine saf su kullanildi. Olusan tepkime sonucu absorbans

degerlerindeki degisim 340 nm dalga boyunda 0. dakika ve 2. dakikalarda 6lgtildii.

Hesaplama

AABS

Vt

GPx akivitesi (umol/dak/mL) = .

X -
EX1xVo

AABS= Zamana gore absorbans degisimi
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t = Zaman (dak.)
Vt = Toplam hacim
V& = Ornek hacmi
| = Isik yolu uzunlugu
1=6.220 M"em™?
GPx aktivitesi
Protein miktari

GPx spesifik aktivitesi (umol/dak/mg protein) =

3.2.2.2. Total Kolinesteraz Yontemi

Kolinesterazlar, asetilkolin, butirilkolin ve propiyonilkolin gibi bilesiklerin
kolin ve igerigine gore asetat gibi bilesiklere par¢alanmasi tepkimesini katalizlerler.
Substrat olarak kullanilan asetiltiyokolin ile tepkimesinden sonra iiriin olarak agiga
¢ikan tiyokolin ile DTNB’nin tepkimesi sonucu sar1 renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik

asit olusur. Olusan rengin siddeti 405 nm’de oSlgiiliir [78].
Ayrraclar
1. 10 mM Sodyum bikarbonat
2.10mM DTNB
3. 0.1 M Potasyum fosfat tamponu (pH 7.2)
4.0.075 M Asetiltiyokoliniyodiir

Yontem

Toplam kolinesteraz enzim aktivitesini 6lgebilmek icin ¢ozeltiler kor ve 6rnek

olmak iizere iki farkli kiivete asagidaki sekilde konulur (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 Total kolinesteraz yontemi
Cozeltiler Kor Ornek
Tepkime Cozeltisi 125 125
Asetiltiyokoliniyodiir 100 100
Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
Supernatant - 100
Potasyum Tamponu 100 -

Olusan tepkimede agiga ¢ikan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin absorbansi 405

nm dalga boyunda 0. dakika ve 5. dakikalarda dl¢iildii.

Hesaplama

AABS Vt
tChE aktivitesi(umol/dak/mL) =

AABS = Zamana bagl olarak absorbans degisimi
t = Zaman (dak.)

Vt = Toplam hacim

V6 = Ornek hacmi

[ =13600 M*cm™

| = Isik yolu uzunlugu

X "
t @ x1xVo

tChE aktivitesi

tChE spesifik aktivite (umol/dakika/mg protein) =

3.2.2.3. TBARS Yontemi

Protein miktari

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri aerobik kosullarda TBA ile 100°C’de

inkiibasyon sonucu pembe renkli bir kompleks olusturur, bu kompleksin absorbansi

spektrofotometrede 535 nm’de 6l¢iiliir [79].
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Ayrraclar

1. %0.65 TBA
2. %10 TCA

Standart Grafigin Hazirlanmasi

400 nmol/mL 1,1°,3,3’-tetrametoksipropan stok ¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan bu stok c¢ozelti, 10, 20, 40, 60, 80, 100 nmol/mL olacak sekilde
seyreltildi. Standart grafik ¢iziminde bu ¢ozeltilerin spektrofotometrik analizlerinden

elde edilen absorbans degerleri kullanildi.

y =0.0141x

16 R?=0.9954

1,4
1,2 <

1
0,8
0,6
0,4

0,2

0

0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3.2 TBARS standart grafigi

Yontem

25 pL supernatanta 25 pL %10’luk TCA eklendi, vortekslendikten sonra 500
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 37.5 pL supernatanta 37.5 uL %0.65’lik TBA
eklendi ve vortekslendi. 100°C’lik benmaride 10 dakika bekletildi. Siire sonunda

ornekler oda sicakligina getirildi ve tizerine 12.5 pL saf su eklendi ve ¢alkalandi. Bu
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tepkime sonunda 6rneklerin absorbans degeri 535 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Elde

edilen absorbans degerleri standart grafige gore derisim degerlerine doniistiiriildii.

3.2.2.4. Protein Yontemi

D. magna orneklerinde protein miktart GPx, tChE spesifik enzim aktiviteleri
ile TBARS miktarin1 hesaplamak amaciyla calisildi. Alkali kosullar altinda +2
degerlikli bakir (Cu) peptid baglari ile kompleks kurarken +1 degerlikli Cu haline
dontigiir. Monovalan Cu iyonu ile tirozin, triptofan ve sisteinin radikal gruplarinin
Folin ayraci ile tepkimesinde molibden/tungsten mavisine indirgenen kararsiz bir

bilesik meydana gelir. Olusan rengin absorbansi 750 nm dalga boyunda 6l¢iiliir [80].

Ayrraclar

a) %2 Na,COs3

b) %1 CuSQO,4.5H,0

c) %2 Na-K tartarat

Tiim bu ¢ozeltiler karistirilarak Cu ayiract hazirlanir.

1. %1°lik SDS

2. 1 M NaOH

3. 2N Folin ayiract

Kullanilacagi zaman esit hacimde karistirilir.

A Lowry ayiract (Giinliik hazirlanir); 3 mL Cu ayiraci, 1 mL SDS, 1 mL
NaOH karistirilir.

B. Folin-Ciolcalteu’s ayiraci: 100 pL Folin-Ciolcalteu’s 900 uL saf su ile

karistirilir.

Standart Grafigin Hazirlanmasi

Sigir serum alblimini kullanilarak 1000 pg/mL stok ¢6zeltisi hazirlandi.

Hazirlanan bu stok ¢dzelti 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 pg/mL olacak sekilde
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seyreltildi. Bu ¢ozeltilerin analizinden sonra Olgiilen absorbans degerleri standart

grafik ¢iziminde kullanildu.

0,25
0,2
y = 0.0002x
R2=10.9945
0,15
0,1
0,05 L)
0
0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 3.3 Protein standart grafigi

Yontem

10 pL supernatant tizerine 45 pL Lowry ayiraci eklendi, vortekslendi ve 10
dakika oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Siire sonunda 6rneklere 45 pL Folin-
Ciolcalteu’s ayiraci eklendi, vortekslendi ve 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta
bekletildi. 750 nm dalga boyunda 6rneklerin absorbans degeri Olgtlildii. Ayn1 islem
ornek yerine 10 pL saf su kullanilarak kor ig¢in uygulandi. Elde edilen absorbans

degerleri standart grafige gore derisim degerlerine doniistiirtildii.

3.2.2.5. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin (A¥m) Olgiilmesi

Saglikli mitokondriler yiiksek elektrokimyasal potansiyele sahiptirler. JC1
boyasi membrandan gegerek fluoresans yapan kirmizi agregatlar olusturur. Diisiik
elektrokimyasal potansiyele sahip mitokondrilerde boyanin birikimi engellenir ve
boya yesil fluoresans yapan monomerler halinde kalir. Daha 6nceden JC1 boyamasi
i¢in ayrilan her bir mikroplaka icerisindeki D. magna ornegi, plaka igerisinde 6 uM
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JC-1 boyast ile 90 dak. karanlik ortamda ve oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire
sonunda her bir 6rnek JC1 yikama ¢ozeltisi ile 2 defa yikandi. Fluoresans yapan
ornekler Carl Zeiss marka konfokal lazer taramali mikroskop yardimi ile

goriintiilendi [62].

3.2.2.6.Sitokrom c ve ERK1/2 Protein Derisimlerinin Belirlenmesi

Dort farkli tekerriirti olusturan her beherden 20 D. magna 6rnegi tek bir tiipte
havuzlandi ve toplam 80 Ornegin havuzlanmasi ile elde edilen tek bir tiipteki D.
magna ornegi RIPA lizi tamponu ile parcalandi. Elde edilen ¢ozeltinin dncelikle total
protein derisimi modifiye Lowry yontemi [80] ile belirlendi. Ornekler, 3:1 v/v
oraninda 4X lityum dodesil siilfat (LDS) tamponu ile karistirildi ve 100°C’de 10 dak.
boyunca bekletilerek proteinleri denatiire edildi. 100 pg protein icerecek sekilde
ornekler, 500 mL yiiriitme tamponu iceren dikey elektroforez sistemine yerlestirilen
%10’1uk akrilamid jelindeki kuyucuklara yiiklendi. Jelin bir kuyucuguna 5 pL markir
yiiklemesi yapildi. Yiklemenin devaminda proteinler elektroforez tankindaki jelde
80 volt altinda yaklasik bir saat yiiriitiildii. Tamami eksi yiikle yiiklenmis olan
proteinler, molekiil biiyiikliiklerine gore ayrildi. Jel elektroforezinde yiiriitiilen
proteinler, aktarim cihazi yardimiyla PVDF membrana 10 dak. siirede aktarild.
Membran ve antikor kullanilarak proteinin tanimlanmasi islemine gegildi. Protein
bantlarinin daha net ve belirgin gériinmesi i¢in membran, sinyal artiric1 ¢6zelti igeren
kaba yerlestirildi ve 15 dak. siire ile orbital karistirici yardimiyla oda sicakliginda
calkalandi. Siire sonunda membran, {i¢ kez saf su ile yikandi. Non-spesifik
baglanmalar1 en aza indirmek igin membran, %5 BSA ¢ozeltisinde 1 saat bekletilerek
doyurma islemi yapildi. Proteinlerin tanimlanmasi i¢in her bir birincil antikor
(sitokrom ¢ ve ERK1/2) protokoliine gore %5’lik BSA ¢ozeltisi ile 1/1000 oraninda
seyreltildi. Membran, birincil antikor ¢ozeltisi ile +4°C’de bir gece orbital ¢alkayict
yardimi ile soguk odada inkiibe edildi. Daha sonra membranlar, ikincil antikorlarin
uygulanmasi i¢in PBS-T c¢ozeltisi ile 5’er dak. siireyle ii¢ kez yikandi. Ikincil
antikorlar (anti-rabbit) protokoliine gore %5 BSA ¢ozeltisinde 1/6000 oraninda
seyreltildi. Membranlar, bu ¢ozelti ile oda sicakliginda 1 saat orbital galkayict
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yardimiyla inkiibe edildi. Daha sonra, 5’er dak. olmak iizere ii¢ kez PBS-T tamponu
ile yikandi. Membranlar BCIP/NBT ¢ozeltisi ile karistirildi. Goriintii olusunca
membranlar saf su ile yikandi ve fotograf makinesi ile goriintiilleme yapildi. Bant
koyulugu ImagelJ versiyon 1.46r analiz programi ile 6l¢iilerek kontrole gore yiizde
degisim grafikleri hazirland1 (https://imagej.nih.gov/ij/).

3.2.2.7.Morfometrik Analizler

%50 etil alkol igerisinde bekletilen 6rnekler, ¢ukur lam igerisine damlatilan
laktik asit tizerine konuldu. Olympus BX53 binokiiler mikroskop altinda Canon EOS
1200D fotograf makinesi ile fotograflandi ve fotograflar kaydedildi. Fotograflanan
orneklerin Micam v2.0 (http://www.sciencedall.nl/?Microscopy_and_Photography)
bilgisayar yazilimi yardimiyla karapaks uzunlugu O&l¢iimii yapildi. Karapaks
uzunlugu basin anteriyor ucundan kaudal spinanin temeline kadar 6l¢iildi ve kaudal
spina uzunlugu bu 6lgiime dahil edilmedi [81]. Kaudal spina gévde temelinden uca
olan uzunluk seklinde 6l¢iildii. Maksimum karapaks genisligi, karapaksin lateralden

en genis bolgesi dikkate alinarak iki uctan yatay diizlemde 6l¢iildii.

3.2.3. Iistatistiksel Analizler

Biyokimyasal ve morfometrik analizlerin yaninda yavru sayilarinin
istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 17.0 paket istatistik programinda (SPSS Inc.
Released 2008. SPSS Statistics for Windows, Version 17.0. Chicago: SPSS Inc.)
yapildi. Verilerin normalitesi Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal
dagilim gosteren veriler tek yonlii varyans analizi (OneWay ANOVA) testine tabi
tutuldu. Bu test ile gruplar arasinda fark goriilmiigsse 6ncelikle veri setlerinin Levene
testi ile homojenitesi arastirildi. Homojenlik gosteren veri setleri ic¢in gruplar
arasindaki istatistiksel ayrim Duncan post-hoc testi ile, homojenlik gostermeyen veri
setleri i¢in gruplar arasindaki ayrim Tamhane’s T2 post-hoc testi ile analiz edildi.
Normal dagilim gostermeyen veri setleri arasindaki istatistiksel 6nem derecesi

oncelikle Kruskal-Wallis testi uygulanarak belirlendi. Kruskal-Wallis testinde 6nem
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gosteren parametrelerde siirekli bir degisken yoniinden bagimsiz iki grup arasinda
fark olup olmadigini test etmek icin Mann-Whitney U Testi uyguland: [82]. Veriler

aritmetik ortalamastandart sapma seklinde sunuldu (P<0.05).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu c¢alismada fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel
derisimlerinin ve ¢evresel derisimlerinin 10 katinin kronik ve ¢evresel derisimlerinin
100 katinin subakut ayr1 ve karisim halinde etkilerinin D. magna’da GPx ve tChE
enzim aktivitelerine, lipid peroksidasyonu diizeylerine, total protein miktarlarina,
mitokondriyal membran potansiyeline, sitokrom c ile ERK1/2 protein derisimlerine

ve morfometrik 6zellikleri ile yavru tiretme oranina etkisi aragtirilmistir.

4.1.1. Fluoksetin ve Metaboliti Norfluoksetinin Kronik Etkisinde D. magna’da
Olciilen Degisimler

4.1.1.1. Biyokimyasal Degisimler

D. magna’da fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel
derigimlerinin ve ¢evresel derisimlerinin 10 katinin ayr1 ve karisim halinde kronik
etkisinde GPx, tChE enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonu diizeyleri ile total
protein miktarindaki degisimler Cizelge 4.1° de gosterilmistir.

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel derisimlerinin ayr1 ve
karisim halinde 21 giinliik kronik etkisi, GPx aktivitesinde herhangi bir degisime
neden olmamustir. Benzer sekilde ¢evresel derisimlerinin 10 katinin karisim halinde
uygulanmas1 GPx aktivitesini etkilemezken fluoksetin ve norfluoksetinin 10 kati
cevresel derisimlerinin ayr1 etkileri aktivitede sirasiyla %82.98 ve %31.92 oraninda
artisa yol agmistir. Fluoksetin ve norfluoksetinin ¢evresel derisimlerinin birlikte ve
ayrt etkisi tChE aktivitesinde sirasiyla %40.48, %60.71 ve %54.76 oraninda artisa
neden olmustur. Fluoksetinin ¢evresel derisiminin 10 katinin kronik etkisinde tChE
aktivitesi %61.91 oraninda artarken diger 10 kati derisim uygulanan gruplarda
herhangi bir degisim belirlenememistir. Fluoksetin ve norfluoksetinin ayri ve karisim

halinde ¢evresel derisimlerinde lipid peroksidasyonu diizeyleri degismezken gevresel
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derisimlerinin 10 kat1 uygulandigi tiim gruplarda diizeyler hem kontrole hem de
gevresel derisim uygulanan gruplara oranla artig gostermistir (kontrole gore sirasiyla
fluoksetin i¢in %100.20, norfluoksetin i¢in %167.35 ve karisimlar1 i¢in %90.97).
Fluoksetin ve norfluoksetinin ¢evresel ya da ¢evresel derisiminin 10 katinin kronik
etkisinde D. magna’da total protein diizeylerinde herhangi bir degisim

belirlenememistir (Cizelge 4.1).

4.1.1.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli ile Sitokrom ¢ ve ERK1/2 Protein
Derisimlerindeki Degisimler

Fluoksetin Norfluoksetin Fluoksetin+Norfluoksetin

Kontrol

Resim 4.1 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin g¢evresel ve ¢evresel

derisiminin 10 katinin kronik etkisinde D. magna’da mitokondriyal membran

potansiyeli ~ degisimi  analizine  ait  goriintiller  ( 200  um).
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Cizelge 4.1 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin gevresel ve ¢evresel derisiminin 10 katinin kronik etkisinde D. magna’
da GPx ve tChE enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu ve total protein diizeylerinde meydana gelen degisimler

GPx tChE .
(nmol/dak/mg (nmol/dak/mg JBARS . Total I;’rotem

orotein) orotein) (nmol/mg protein) (mg/mL)
Kontrol 0.047+0.010% 0.0084+0.0014% 8.169+2.892% 1.143+0.2717
Fluoksetin 0.048+0.002° 0.0118+0.0014° 8.413+0.999° 0.972+0.038%
Norfluoksetin 0.051+0.004% 0.0135+0.0009° 11.670+1.347% 0.996+0.032%
Fluoksetin + Norfluoksetin 0.056+0.010* 0.0130+0.0009° 8.750+1.1062 0.948+0.0372
10XFluoksetin 0.086+0.003" 0.0136+0.0009° 16.354+3.315" 0.909+0.028
10XNorfluoksetin 0.062+0.010° 0.0098+0.00072 21.840+6.003° 0.966+0.1252
10XFluoksetin + 0.050+0.005 0.007340.0016° 15.600+3.283" 1.029-60.098°

10XNorfluoksetin

Veriler aritmetik ortalama+standart sapma seklinde sunulmustur. Kontrol grubuna gore farkli harfler ile gosterilen diger gruplar
arasinda istatistiksel ayrim bulunmaktadir (P<0.05; N=4).
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Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel ve ¢evresel derisiminin
10 katinin kronik etkisinde D. magna’da MMP degisimi analizine ait goriintiiler
Resim 4.1°de gosterilmistir.

Mitokondriyal membran potansiyeli kontrol grubu ile karsilastirildiginda en
¢ok etkilenenden en aza dogru norfluoksetin, 10X norfluoksetin, 10X fluoksetin, 10X
fluoksetin + 10X norfluoksetin, fluoksetin, fluoksetin + norfluoksetin oldugu

gozlemlendi (Resim 4.1).

Sitokrom

c

ERK1/2

Resim 4.2 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin cevresel ve ¢evresel
derigiminin 10 katinin kronik etkisinde D. magna’da sitokrom ¢ ve ERK1/2 protein
derigimi analizine ait jel goriintiileri (A: Kontrol; B: Fluoksetin; C: Norfluoksetin; D:
Fluoksetin+Norfluoksetin; E:  10XFluoksetin; F:  10XNorfluoksetin; G:
10XFluoksetin+10XNorfluoksetin)

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel ve ¢evresel derisiminin
10 katmin kronik etkisinde D. magna’da sitokrom ¢ ve ERKL/2 protein
derigimlerinin degisimi Resim 4.2 ve Sekil 4.1’de gortilmektedir.

Kronik etkide norfluoksetinin her iki derisiminde de sitokrom ¢ derisimi
belirgin Ol¢lide artmistir. Cevresel derisimlerinde karisim grubunda yine sitokrom C
derisimi artarken cevresel derisimin 10 katinin uygulandigi grupta sitokrom cC
diizeyinde herhangi bir deg8isim meydana gelmemistir. Fluoksetin c¢evresel
derisiminde sitokrom ¢ derisimini etkilemezken 10 kati1 uygulandigi grupta sitokrom
¢ derisimini belirgin bir sekilde artirmistir (Resim 4.2 ve Sekil 4.1).
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Cevresel derisimin 10 katinin ayr1 ve karisim halinde uygulandig1 gruplarda
ERK1/2 protein derisimi kontrole oranla belirgin bir sekilde artmistir (Resim 4.2 ve
Sekil 4.1).

A Sitokrom ¢ [IERK1/2

350

w
o
o

250

200
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100

Kontrole goére ylzde degisim

al
o

A B C D E F G

Sekil 4.1 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin c¢evresel ve c¢evresel
derisiminin 10 katinin kronik etkisinde D. magna’da sitokrom ¢ ve ERK1/2 protein
derisiminin kontrole gore yiizde degisimi (A: Kontrol; B: Fluoksetin; C:
Norfluoksetin; D: Fluoksetin+Norfluoksetin; E: 10XFluoksetin; F:
10XNorfluoksetin; G: 10XFluoksetin+10XNorfluoksetin)

4.1.1.3. Morfometrik Degisimler

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin gevresel ve gevresel derisiminin
10 katinin kronik etkisinde <24 saat D. magna yavrularinin karapaks uzunlugu,
maksimum karapaks genisligi ve kaudal spina uzunlugu Olglimlerine ait veriler
Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cevresel derisiminde fluoksetin 2., 3., 4. ve 5. doéllerde karapaks uzunlugunda
azalmaya neden olmustur. 4. ve 5. ddllerde maksimum karapaks genisliginde ise
azalmaya yol agmustir. 3. dolde kaudal spina uzunlugu cevresel fluoksetin
derisiminde azalirken 4. dolde artmistir. Cevresel derisiminde norfluoksetin 2., 4. ve
5. dollerde karapaks uzunlugunda azalmaya neden olmustur. Cevresel derisiminde
norfluoksetin, yalnizca 4. dolde maksimum karapaks genisliginde azalmaya yol

acmistir. Kaudal spina uzunlugu 3. ve 4. dollerde azalma gostermistir. Fluoksetin ve
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norfluoksetinin ¢evresel derisimlerinin karisiminin etkisinde 3. dolde olgiilen tim
parametreler azalirken 5. dolde karapaks uzunlugu disindaki tiim parametreler artis
gostermistir. 4. dolde kaudal spina uzunlugu azalmistir.

Cevresel derisiminin 10 katinin etkisinde fluoksetin 3. dolde karapaks
uzunlugunda ve maksimum karapaks genisliginde artisa, 4. ve 5. dollerde ise
azalmaya neden olmustur. Yalnizca 5. dolde kaudal spina uzunlugunda azalma
meydana gelmistir. Cevresel derisiminin 10 katinda norfluoksetin, 2. dolde
maksimum karapaks genisliginde artisa, 5. dolde azalmaya neden olmustur. 3. dolde
ve genel ortalamada kaudal spina uzunlugunda azalmaya yol agmustir. 4. ve 5.
dollerde karapaks uzunlugunu azaltmistir. Cevresel derisimlerinin 10 katinda
fluoksetin ve norfluoksetin etkisindeki D. magna anaglarinin 2. ve 3. dol yavrularinin
karapaks uzunlugunda artis meydana gelmistir. 2. d6l yavrularinda maksimum
karapaks genisligi de artarken 3. d6l yavrularinda kaudal spina uzunlugu azalma
gostermistir. Bu bulgularin aksine, 4. ve 5. dol yavrularinda kaudal spina uzunlugu
etkilenmezken karapaks uzunlugu ve maksimum karapaks genisligi azalmistir.

Tiim dollerde elde edilen yavrularin morfometrik analizlerine gore fluoksetin
ve norfluoksetin hem cevresel hem de cevresel derisiminin 10 kati1 diizeylerinde
birlikte ya da ayr1 uygulamasina bakilmaksizin karapaks ve kaudal spina
uzunlugunda azalmaya neden olmustur. Maksimum karapaks genisliginde de
norfluoksetinin 10 kat1 ve 10 kat1 karisim uygulandigr gruplar disinda tiim gruplar da

azalma Ol¢lilmiistiir.

4.1.1.4. Yavru Uretme Potansiyeline Etkiler

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel ve ¢evresel derigiminin
10 katinin kronik etkisinin, D. magna’nin yavru iiretme potansiyelinde meydana
getirdigi degisime ait veriler Cizelge 4.3’de verilmistir.

Fluoksetin ¢evresel derisiminde yalnizca 3. ddlde yavru iiretim sayisinda
artisa yol agmistir. Aksine metaboliti norfluoksetin 2. dol disinda tiim déllerde yavru
iretim sayisinda artisa yol agmustir. Tiim déllerde iiretilen toplam yavru sayisi

bakimindan da bu artis istatistiksel anlamlidir. Fluoksetin ve norfluoksetinin gevresel
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derisimlerinde karigim olarak uygulandig1 grupta, tiim dollerde ve genel yavru iiretim
sayist ortalamasi agisindan kontrole gore oldukga yliksektir. Tim etki gruplar
igerisinde en yiiksek yavru iiretim sayisina, bu karistm grubunun 3. dél iiretimi
sirasinda ulagilmistir. Artis kontrole gore %227.25 diizeyindedir; fakat bu degisim
fluoksetin grubuna gore de anlamli olsa da norfluoksetin grubundan farkli degildir.
Cevresel derisiminin 10 kat1 uygulandigi grupta fluoksetin 1. ve 3. dollerde
yavru {iretim sayisinda artisa neden olmakla birlikte, 5. dolde yavru iretim
potansiyelini azaltmistir. Tiim dollerde ortalama yavru iiretim sayisina ise etki
etmemistir. Cevresel derisiminde gosterdigi etkinin aksine, 10 kati derisiminde
norfluoksetin 2. délde ve genel yavru iiretim ortalamasinda azalmaya yol agmuistir.
Cevresel derisimin 10 kati1 verildigi karisim grubunda 1., 2. ve 3. déllerde yavru
liretim sayisi artmis, 5. dolde ise azalmistir. 10 kat1 karisim grubunda genel yavru

tiretim potansiyelinde herhangi bir degisim bulunamamustir.

4.1.2. Fluoksetin ve Metaboliti Norfluoksetinin Subakut Etkisinde D. magna’da
Olciilen Degisimler

4.1.2.1. Biyokimyasal Degisimler

D. magna’da fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel
derigimlerinin 100 katinin ayr1 ve karisim halinde subakut etkisinde GPx ve tChE
enzim aktivitelerindeki, lipid peroksidasyonu diizeylerindeki ve total protein
miktarindaki degisimler Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

Fluoksetin ve metaboliti norfluoksetinin ¢evresel derisimlerinin 100 katinin
ayrt ve karigim halinde subakut etkisinde D. magna’da GPx aktivitesi tiim etki
gruplarinda artmigtir. Artis fluoksetin grubunda %177.78, norfluoksetin grubunda
%333.33 ve karisim grubunda %104.76 oranindadir. Norfluoksetin grubunda GPx
aktivitesindeki artis karisim grubuna gore de istatistiksel fark diizeyindedir. tChE
enzim aktivitesi tiim etki gruplarinda kontrole oranla artis gdstermistir. Bu artis
fluoksetin gubunda %262.50, norfluoksetin grubunda %231.25 ve karisim grubunda
%237.50’dir. Lipid peroksidasyonu diizeyleri enzim aktivitelerinde oldugu gibi artis

gostermistir. Bu artis fluoksetin grubunda %539.05, norfluoksetin grubunda %125.95
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ve karisim grubunda %232.75°dir. Total protein miktar: ise fluoksetin ve metaboliti
norfluoksetinin ¢evresel derisimlerinin 100 katinin subakut etkisinde azalma
gostermistir (Cizelge 4.4). Bu azalma fluoksetin grubunda %46.40, norfluoksetin
grubunda %359.18 ve karisim grubunda %56.39’dur.
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Cizelge 4.2 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel ve ¢evresel derisiminin 10 katinin kronik etkisinde D. magna <24

saat yavrularinin karapaks, maksimum karapaks genisligi ve kaudal spina uzunlugundaki degisimler (um)

Karapaks Maks. Kaudal Spina Karapaks Maks. Kaudal Spina Karapaks Maks. Kaudal Spina
Uzunlugu Karapaks Gen Uzunlugu Uzunlugu Karapaks Gen. Uzunlugu Uzunlugu Karapaks Gen. Uzunlugu
1. Dol 2. Dol 3. Dol
Kontrol 777.63+£50.37 430.00+40.98 403.21+30.43 880.89+85.85° 473.71486.94%¢ 415.33431.48 847.02+46.14% 490.62452.81% 411.47+42.752
Fluoksetin 773.04+£37.27 414.47+43.08 385.18+26.37 827.82+76.06° 437.51£62.93° 400.55+33.11 806.87+45.74° 475.63+53.62% 371.21+42.03°
Norfluoksetin 748.48+30.42 408.46+38.88 354.02+34.59 842.26+72.46° 448.53+66.14% 403.53+28.64 838.66+41.81% 475.02+38.87% 378.07+44.39"
FLX+NOR 774.21+£33.85 420.94+47.82 366.97+29.26 857.27+£56.06% 466.04+55.09% 397.35+32.28 812.37+45.20° 469.19+45.39" 369.74+39.85°
10XFluoksetin 742.59+32.68 400.94+45.76 345.06+25.88 874.13+107.48%® 496.44+97.67% 406.11+42.99 906.22+80.93¢ 524.35+70.22° 397.25+40.16%
10XNorfluoksetin 764.20+34.56 407.58+36.87 358.79+26.18 893.78+101.5%* 521.56+78.70 401.38+41.71 857.86+69.39? 492.76+67.99%" | 379.91+41.53"
10FLX+NOR 733.73+34.09 388.53+43.23 349.36+41.89 925.61+102.05° 544.48+81.90° 407.98+53.59 915.73+105.30° | 523.95+90.61%" | 380.28+56.67"
4. Dol 5. Dol Genel Ortalama
Kontrol 887.59+22.54° 483.00+£31.22° 391.97+31.30%* 899.73+64.54° 497.67+49.17° 385.83+30.28% 864.98+70.32% 478.29+59.63° 400.97+35.352
Fluoksetin 842.86+27.41° | 456.71£33.74" | 414.14£32.39° | 783.66£58.17° 446.36£35.11° | 363.03£51.67* | 805.90+£58.45° | 444.51£50.00° | 386.75+42.57°

Norfluoksetin 852.19+55.07° | 449.72+52.39° | 372.00+28.72% | 890.85+100.06° | 503.89+71.46% | 389.79+49.72%° | 831.13+78.71° | 455.78+62.44* | 378.81+41.51°
FLX+NOR 878.82+56.81% | 473.41£60.36* | 367.68+31.62% | 891.22+93.96% 532.30+63.71° | 395.54435.53%® | 836.74+74.78° | 468.28+65.78%" | 378.73+36.03°
10XFluoksetin 845.27+47.09° | 454.40+37.51° | 395.90+28.95% 836.93+35.9¢ 462.11430.48% | 393.98425.68° | 840.96+86.02° | 467.55+73.56%¢ | 387.88+39.61™
10XNorfluoksetin | 855.91+22.15° | 480.38+24.82% | 393.96+41.53? 838.38+98.52° | 476.48+69.73% | 386.65+44.56% | 837.82+84.44° | 472.15+71.44%% | 382.26+41.47%
10FLX+NOR 833.00442.33% | 465.94425.89° | 381.00+23.75% | 832.97488.68% | 470.24+61.02% | 381.03+45.28®° | 849.93+105.67° | 480.21+84.12% | 381.02+48.93%

Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde sunulmustur. Farkli harfler ile gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim

bulunmaktadir (P<0.05, N=9-27, Genel Ortalama analizi i¢gin N=227-267)
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Cizelge 4.3 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel ve ¢evresel derigsiminin 10 katinin kronik etkisindeki D. magna’nin
yavru liretme potansiyelinde meydana gelen degisimler

1. dél 2. dol 3. dol 4. dol 5. dol Genel
Ortalama
Kontrol 76.83£13.62°  50.08+16.49%°  44.08+16.39%  73.91x1531%  84.75+32.33%  65.93+25.122
Fluoksetin 79.75+£24 41% 46.17+5.67° 62.6718.13°  78.67£32.06  81.33+29.68%  69.72+26.86°
Norfluoksetin 143.33+44.65°  69.50+£25.43%"  140.67+51.79°  135.58+64.15°°  62.17+22.82%  110.25+56.62°

Fluoksetin +

b bd c b b b
Norfluoksetin 126.33+£29.87 94.25+43.39 144.25+29.46 135.33+£68.12 45.42+9.29 109.12+£53.68

10XFluoksetin 129.50+59.01°9  53.50+29.18%%9  60.58+9.25° 84.92+58.56%  41.83£17.39°%  74.07+47.97%

10XNorfluoksetin 70.58+21.94% 42.25+26.79° 57.67+29.90%° 52.67+33.18% 67.58+27.57° 58.15+29.06°

10XFluoksetin+10X

cd fg b a b ac
Norfluoksetin 98.58+31.79 64.42+19.98 56.75+8.86 60.58+48.52 42.25+15.52 64.52+33.37

Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde sunulmustur. Farkli harfler ile gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim
bulunmaktadir (P<0.05).
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Cizelge 4.4 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin gevresel derisiminin 100 katinin subakut etkisinde D. magna’da GPx ve

tChE enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu ve total protein diizeylerinde meydana gelen degisimler

GPx

tChE

moldsmg - moldakmE oimg o) (nom)
Kontrol 0.0630.005" 0.016+0.003° 10.635+3.7312 0.681+0.107
100XFluoksetin 0.175£0.071% 0.058+0.020° 67.963+32.735" 0.365+0.048"
100XNorfluoksetin 0.273+0.221° 0.053+0.009" 24.030+7.179° 0.278+0.071°
100XFluoksetin + 100XNorfluoksetin 0.12940.042° 0.054+0.012° 35.388+15.764" 0.297+0.069"

Veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde sunulmustur. Farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel ayrim

bulunmaktadir (P<0.05; N=5).
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4.1.2.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli ile Sitokrom ¢ ve ERK1/2 Protein

Derisimlerindeki Degisimler

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel derisimlerinin 100
katinin subakut etkisinde D. magna’da mitokondriyal membran potansiyelinde
meydana gelen degisimler Resim 4.3’de gosterilmistir.

Resim 4.3’de kirmizi alanlardan anlagilabilecegi lizere kontrol dahil tiim
gruplarda mitokondriyal membran depolarizasyonu gergeklesmesine karsin, degisim

kontrol grubuna gore etki gruplarinda daha belirgindir.

100XFluoksetin+100XNorfluokse
tin

100XFluoksetin 100XNorfluoksetin

Kontrol

Resim 4.3 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel derisimlerinin 100
katinin subakut etkisinde D. magna’da mitokondriyal membran potansiyelinde
meydana gelen degisimler ( 200um).

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin c¢evresel derigsimlerinin 100
katinin subakut etkisinde D. magna’da sitokrom ¢ ve ERK1/2 protein derisimlerinde

meydana gelen degisimler Resim 4.4 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sitokrom ¢ ve ERK1/2 protein derisimleri tiim etki gruplarinda kontrole
oranla artis gostermistir. Istisnai bir durum olarak 100 kat1 norfluoksetin grubunda

ERK1/2 protein derisimi, kontrol grubu diizeylerinde idi (Resim 4.4, Sekil 4.2).

A B C D

Sitokrom ¢

ERK1/2

Resim 4.4 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel derisiminin 100
katinin subakut etkisinde D. magna’da sitokrom ¢ ve ERKI1/2 protein derisimi
analizine ait jel goriintiileri (A: Kontrol; B: 100XFluoksetin; C: 100XNorfluoksetin;
D: 100XFluoksetin+100XNorfluoksetin)

A Sitokrom ¢ OERK1/2

o))

Kontrole goére yuzde de

A B C D

Sekil 4.2 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin ¢evresel derisiminin 100
katinin subakut etkisinde D. magna’da sitokrom ¢ ve ERK1/2 protein derisiminin
kontrole gore ylizde degisimi (A: Kontrol; B: 100XFluoksetin; C:
100XNorfluoksetin; D: 100XFluoksetin+100XNorfluoksetin)
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4.2. Tartisma

Hem aktif madde hem de metabolitler olarak terapotik ajanlar, basta sucul
bilesenler olmak iizere ¢cevrede belirlenmeye baglanmistir. Bu bilesikler her ne kadar
memeliler ve diger hedef organizmalarda spesifik bir yapisal ya da iglevsel birimi
etkileyerek yarar saglamak tizere kullanilsalar da bunlarin hedef olmayan
organizmalar iizerine ¢ok farkli mekanizmalar ile etki edebilme potansiyeli
bulunmaktadir [83]. Toksikant, temel bir mekanizmaya, o6rnegin sinyal iletim
mekanizmasina etki ediyorsa evrimsel olarak korunmus yapilar1 nedeni ile hedef
olmayan organizmalarda farkli yanitlarin olusabilmesine yol ag¢maktadir [83].
Calismamizda etkisi denenen toksikant fluoksetin, selektif serotonin geri kazanim
inhibitori olarak birgok fizyolojik islevin etkilenmesine neden olmaktadir [84]. D.
pulex’de serotonin iiretim, reseptor ve tastyicilarina ait genlerin varligi belirlenmis
[24], fluoksetinin hedefi olan serotonin tastyicilarinin Crustacea’leri de kapsayan
diger omurgasizlarda farkli fizyolojik etkilere neden olabilecegi bildirilmistir [58].

Organofosfatli insektisit chlorpyrifos etkisinde karides Palaemonetes
argentinus’un abdomen dokusunda artan sitozolik ChE aktivitesinin toksikant
etkisine bir gesit adaptif yanit oldugu bildirilmistir [85]. Fluoksetin, norfluoksetin ve
bunlarin karisimi, denenen tiim derisimlerinde ve siirelerde tChE aktivitesini
artirmustir. Istisna olarak ¢evresel derisiminin 10 katinda norfluoksetin ayr1 ya da
fluoksetin ile karisim halinde aktivitede herhangi bir degisime neden olmamustir.
Fluoksetinin de icerisinde yer aldigi spesifik serotonin geri kazanim inhibitorleri
insan serum ve eritrosit membraninda AChE ve BChE inhibitoriidiir ve fluoksetin
bunlar arasinda en diisiik inhibisyon oranina sahiptir [86]. Benzer olarak, 7 giin 0.5
ve 5 pug/L fluoksetin etkisindeki D. magna’da AChE aktivitesinin azaldigi
belirlenmistir [44]. Yazarlar, AChE enziminin fluoksetin etkisinde degisimine iligkin,
uygulanan derisim ve siire gibi deneysel kosullarin etkili olabilecegini ve bu konuda
daha ileri caligmalar yapilmasi gerekliligini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, Ding vd.
[44] nin ¢alismasinin aksine daha diisiik derisimleri daha uzun siirede, ya da ara bir
derisimi daha kisa siirede uyguladik. Analiz yaptigimiz 6rnekler de yas olarak daha
ileriydi. Fluoksetin diisiik dozlarinda deniz taragi V. philippinarum’da solungag
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AChE aktivitesini azaltirken yiiksek dozlarda enzim {izerine herhangi bir etki
gostermemektedir [59]. Calismamizda herhangi bir inhibitor kullanarak D. magna’da
var olan kolinesteraz tipini ayirmadik. Bu nedenle tChE aktivitesi i¢erisinde AChE
aktivitesinin orami hakkinda herhangi bir bilgiye sahip degiliz. Her ne kadar
kolinesteraz tipini ayirmamus olsa da, Jemec vd. [87], diisiik derisimlerinde Cd**nin
AChE aktivitesini artirdigini, artan derisimlerde ise diisikk derisimlere oranla
aktivitedeki artigin yavasladigini bildirmistir. Li ve Tan [88], organofosfatli insektisit
triazophos ve chlorpyrifosun D. magna’da ChE aktivitesi iizerine etkisini
aragtirdiklar1 ¢caligmalarinda, hem asetiltiyokoliniyodiir hem de butiriltiyokoliniyodiir
ile aktivite oldugunu gostermistir. Ayn1 calismada, iki toksikantin hormetik etkili
olarak  diisik  dozlarinda  ChE  aktivitesini  artirdigin1 ~ bulmuslardir.
Antikolinesterazlarin etkisinde ChE aktivitesindeki artisin, bir ¢esit adaptif
mekanizma ile de novo sentez sonucu homeostazi siirdiirmek iizere meydana
geldigini Dbildirmislerdir. 120 ve 750 pg/L fluoksetin etkisindeki yenge¢ C.
maenas’da kas dokusunda ChE aktivitesinde artis meydana gelmistir [60]. ChE
aktivitesindeki indiiksiyonun, serotoninin omurgasizlarda asetilkolin salinimini
artirmasina bir yanit oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, in vitro ve in vivo
apoptotik uyaranlarin AChE aktivitesinde artis meydana getirdigi genel bilinen bir
olgudur [89]. Bu nedenle AChE aktivitesindeki artisin apoptoz i¢in bir biyomarker
olmasi gerektigi onerilmektedir [89]. 75 ng/L fluoksetinin 3 giin etkisinde kalan
midye M. galloprovincialis’de solunga¢ dokusunda AChE aktivitesinde artig
meydana gelmis, fluoksetinin olasilikla solungag hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek
bu artisa neden olabilecegi onerilmistir [61]. Norfluoksetinin gevresel derisiminin 10
kati ve bu derisimin karistmi gruplart disinda tiim gruplarda gozlenen tChE
aktivitesindeki artisin, her ne kadar diizeylerini 6l¢mesek de olas1 asetilkolin
salmmmindaki artisa yanit olarak meydana geldigi ve bunun da artan lipid
peroksidasyonu ve GPx enzim aktivitesi ile MMP depolarizasyonu ve artan sitokrom
¢ ve ERK1/2 miktari ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Serotonin uygulanan salyangoz Helisoma trivolvis noronlarinda intraseliiler
Ca®* diizeylerinde artis oldugu belirlenmistir [90]. Kerevit Procambarus clarkii’de

bacak motor noron preparatlarinda intraseliiler Ca®* diizeylerindeki artisin asetilkolin
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salinimini stimule ettigi saptanmigtir [91]. Aslinda plazma membran depolarizasyonu
ile indiiklenen intraseliiler Ca** diizeylerinde artis, néroiletici salimminda anahtar
role sahiptir [91]. Deniz yumusakgasi Aplysia californica’da abdominal gangliyonun
spesifik serotonerjik néronlarinda serotoninin, asetilkolinin uyarici etkisini artirdigi
belirlenmistir [92]. Yenge¢ Cancer borealis’in dorsal gangliyon preparatlarinda
serotonin ve asetilkolinin birlikte Ca®* almmum indiikledigi belirlenmistir [93]. Bu
verilerden yola ¢ikarak serotonin indiiklii Ca®* alimmunin asetilkolin salimmina yol
actig1 ve asetilkolinin serotonin ile sinerjistik olarak intraseliiler Ca?* diizeylerini
artirarak oksidatif stres gibi ileri etkilere neden olabilecegi One siiriilebilir.
Asetilkoline yapisal benzerlik gosteren insektisit imidacloprid etkisinde artan tChE
aktivitesinin asetilkolin-indiikli ROS olusumuna karsi adaptif bir yanit oldugu
bildirilmistir [94]. Yang ve Dettbarn, antikolinerjik insektisit
diisopropylphosphorofluoridate (DFP) etkisinde sigan diyafram dokusunda AChE
inhibisyonu nedeniyle artan asetilkolinin, ROS olusumu yoluyla lipid
peroksidasyonu diizeylerini artirdigini bildirmistir [95].

Chlorpyrifos etkisindeki P. argentinus’un abdomen dokusunda sitozolik ChE
aktivitesi, H,O, diizeyleri ile GPx aktivitesinde artis meydana gelmesine karsin lipid
peroksidasyonu diizeyleri degismemistir [85]. Calismamizda artan tChE aktivitesine
paralel olarak artan lipid peroksidasyonu diizeyleri nedeniyle, fluoksetin ve
norfluoksetin etkisi ile artan serotonin diizeyinin intraseliiler Ca®* diizeylerini artirma
ve dolayisiyla asetilkolin salinimini indiikleme potansiyeli sonucu, olasi intraseliiler
Ca?* homeostazinda degisime, oksidatif strese ve olas1 apoptoz gelisimine yol agmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. D. magna’da AgNOs; nanopartikiillerinin etkisinde
intraseliiler ve sodyum selenate etkisinde intramitokondriyal Ca?* diizeylerinde artis
oldugu gosterilmistir [96, 97]. Yiiksek intraseliiler Ca?* diizeyleri mitokondrilerde
hasar olusturabilir [98, 99] ve endoplazmik retikulum gibi intraseliiler depolardan
salinma ya da hiicre i¢ine net Ca? girisi gibi etkenler ROS iiretimini ve hiicre
olimiinii tetikleyebilir [98, 100]. Oksidatif strese karst koymak flizere ilk savunma
hattinda yer alan GPx enzim aktivitesi [32], kronik ¢evresel derisimler disinda tiim
uygulamalarda artis gostermistir. GPX, H,O, ve organik peroksidlerin GSH ile

tepkimesi sonucu GSSG olusumunu saglayan enzimdir [32] ve GSH’in
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rejenerasyonundaki aksama sonugta oksidatif strese yol agmaktadir. Bulgumuzun
aksine, 120 ve 750 pg/L fluoksetin derisimlerinin etkisindeki yenge¢ C. maenas'da
hepatopankreas dokusunda lipid peroksidasyonu diizeyleri ile GPx aktivitesi
degismezken, total glutatyon (tGSH, endojen antioksidant molekiil), GR ve GST
aktivitelerinde artig 6l¢tilmistiir [60]. GST, lipid peroksidasyonu iiriinlerinin GSH ile
konjugasyonunu saglayarak peroksidasyon zincir tepkimesinin sonlandirilmasini
saglayan onemli bir enzimdir. GR ise, artan GPx aktivitesi nedeniyle GSSG’yi,
NADPH varliginda, en Onemli endojen antioksidant olan GSH’a indirgeyen
enzimdir. Mesquita vd. [60], yenge¢ C. maenas'da hepatopankreas dokusunda Krebs
dongiisiiniin 6nemli bir enzimi olan izositrat dehidrojenaz aktivitesi artist ile
NADPH diizeylerinin korunmasina bagli olarak oksidatif stresin azaldigini
belirlemislerdir. Calismamizda etkisi ayr1 ve karisim halinde arastirilan fluoksetin ve
metaboliti norfluoksetinin gevresel derisimlerinin 10 katinin kronik etkisinde ve 100
katinin subakut etkisinde lipid peroksidasyonu diizeylerinde ve GPx aktivitesinde
artis belirlenmistir. Intraseliiler ROS artisini gdsteren bu parametrelerin farkli
toksikantlarin etkisinde arttigini gosteren farkli calismalar bulunmaktadir. Aslinda
fluoksetin, uygulanan derigim, siire ve uygulandigi yas araligindan bagimsiz D.
magna’da antioksidant savunmanin uyarilmasina neden olmaktadir. Ornegin, 7 giin
0.5 pg/L fluoksetin etkisinde D. magna’da SOD enzim aktivitesi artip lipid
peroksidasyonu azalirken, 5 pg/L fluoksetin etkisinde SOD aktivitesi diismektedir
[44]. Paraquat, endosulfan pestisitleri ile Cd ve Cu agir metallerinin etkisinde D.
magna’da GPx aktivitesinin derisime bagli arttig1, lipid peroksidasyonunun yalnizca
Cu etkisinde yiikseldigi belirlenmistir [101]. Asetilsalisilik asit etkisindeki D.
magna’da GPx aktivitesi ile lipid peroksidasyonu diizeylerinin derisime baglh arttig
saptanmistir  [102]. Metabolizmas1 sirasinda agiga ¢ikan ROS nedeniyle,
asetilsalisilik asidin D. magna’da oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir.
Calismamizda cevresel derisiminin 10 katinin ayr1 ve fluoksetin ile birlikte
kronik etkisinde norfluoksetin, tChE aktivitesini degistirmemis ve GPx aktivitesinin
artisina bagl olmayan bir sekilde lipid peroksidasyonu ve diger biyokimyasal ve
molekiiler parametrelerde degisime yol agmustir. tChE aktivitesindeki artisin, olasi

hiicre i¢i Ca®" diizeylerindeki artisa, GPx aktivitesi ve lipid peroksidasyonu ile
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belirlenen artan ROS diizeylerine yanit oldugu tartisilsa da farkli toksikantlarin
etkisinde D. magna’da bu parametrelerin farkli yanitlar gosterebildigi de
belirlenmistir. Agr1 kesiciler diclofenac ve asetaminofen etkisindeki D. magna’da
GPx ve tChE aktivitesinde meydana gelen azalmanin, artan ROS diizeyleri ile iliskili
oldugu bildirilmistir [122]. Ayn1 c¢aligmada, antipsikotik chlorpromazine ve
antihipertansif propranolol etkisinde tChE aktivitesinde degisim olmadig1 halde GPx
aktivitesinde azalma belirlenmistir. Olasilikla artan ROS derisimlerine bagl olarak
her iki enzimin aktivitesinde kayip oldugu belirtilmektedir.

Mitokondriler, i¢ membranlar1 boyunca proton gradienti olusturarak bir
membran potansiyeli liretmek iizere, okside edilebilir substratlari kullanir [103].
Fluoksetin, norfluoksetin ve bunlarin ¢evresel derisimlerinin 100 katinin subakut
uygulandig1 gruplarda total protein miktarinda azalma meydana gelmistir. Herbisit
tebuconazole etkisindeki D. magna 6rneklerinde total protein miktarinin derisime ve
stireye bagli olarak azaldigi belirlenmistir [104]. Toksik stres kosullarinda artan
enerji gereksinimlerini karsilamak {izere artan protein katabolizmasinin tebuconazole
etkisi i¢in 6nemli bir biyomarkir olabilecegi onerilmektedir. Villarroel vd. [105],
akarisit tetradifon etkisindeki D. magna’da fizyolojik bir adaptasyon olarak doku
proteinlerinin proteolize ugradigini, aciga ¢ikan serbest aminoasitlerin enerji
tiretimini siirdiirebilmek i¢in Krebs dongiisiine okside edilebilir substratlar olarak
iletildigini bildirmistir. Total protein miktar1 yenge¢ Barytelphusa guerini’de
solungag, kas, hepatopankreas ve noral gangliyon dokularinda chlorpyrifos etkisi ile
azalirken, serbest aminoasit miktar1 ile aspartat aminotransferaz ve alanin
aminotransferaz enzim aktiviteleri artmistir [106]. Bu ¢alismadaki bulgumuzun
aksine, 80 pg/L fluoksetinin 24 saat etkisinde ergin D. magna’da protein ve lipid
miktarlarmin etkilenmedigi, buna karsin karbohidrat miktarinin azaldigi ve oksijen
tiketim oraninin arttigi belirlenmistir [58]. Spesifik serotonin geri kazanim
inhibitorleri, oksijen tiiketim oranindaki artis nedeniyle aerobik metabolizmanin
artisini saglamakta [58], bu da olasilikla daha fazla ROS iiretimine yol agmaktadir
[107]. Oksijen tiiketiminde artis ve karbohidrat miktarinda azalma 10 pg/L fluoksetin
etkisindeki D. magna’da da gosterilmistir [57]. Fluoksetin ve norfluoksetinin subakut

etkisindeki D. magna’da, artan GPx aktivitesi ve lipid peroksidasyonu diizeyleri
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nedeniyle, protein miktarindaki azalmanin, asirt ROS iiretimi sonucu meydana gelen
oksidatif hasarin bir sonucu oldugu da ileri siiriilebilir [108]. Benzer bir bulgu,
chlorpyrifos etkisindeki P. argentinus’da elde edilmistir [85]. Abdomen dokusunda
artan ChE ve GPx aktivitesi yaninda protein karbonil miktarinda da artis meydana
gelmistir. Oksidatif stresin bir gostergesi olan protein karbonil olusumu, bu sekildeki
okside proteinlerin proteozomal yikimi ile sonuglanmaktadir [109].

Mitokondriyal membran depolarizasyonu, hiicre olimiinii belirlemek i¢in
yaygin kullanilan markirlardan bir tanesidir [103, 110, 111] ve hiicre ya da dokularin
fizyolojik durumlari hakkinda bilgi vericidir [111]. Norfluoksetinin izole kalp
mitokondri preparatlarinda diisiik dozlarindan baslayarak MMP depolarizasyonuna
ve kompleks I aktivitesinde inhibisyona neden oldugu gosterilmistir. Daha yiliksek
dozlarda elektron transfer zinciri bilesenlerini inhibe ederek oksijen tiiketiminde de
azalmaya yol ac¢mustir [112]. Yazarlar, MMP depolarizasyonunun nedenini
norfluoksetin etkisiyle elektron transfer zinciri inhibisyonu sonucu olas1 ROS artisina
baglamiglardir. Valinomycin ve cereulide gibi c¢esitli toksinlerin etkisinde D.
magna’da JCI ile olgiilen MMP’de depolarizasyon bildirilmistir [62]. <24 saat D.
magna orneklerinde JC1 ile olciilen MMP depolarizasyonu nedeni ile AgNOs
nanopartikiillerinin ~ mitokondriyal hasara yol actigi belirlenmistir  [63].
Organofosfathi bir insektisit olan malathionun diisiik derisimlerinin etkisinde balik
Ctenopharyngodon idellus epidermis hiicre hattinda MMP depolarizasyonu yaninda
artan ROS ve intraseliller Ca®" ile azalan ATP diizeylerine eslik eden apoptoz
gelisimi bildirilmistir [113]. Calismamizda fluoksetin, norfluoksetin ve bunlarin
karisimlari, tiim siire ve derisimlerde mitokondriyal membran depolarizasyonuna
neden olmustur. Kronik etkide en belirgin degisim, 6zellikle norfluoksetin uygulanan
gruplarda iken, subakut etkide tiim gruplarda degisim siddetlidir. Diisiik tuzluluk
kosullarinda ve Cu etkisinde bulunan yenge¢ Neohelice granulata’da anteriyor
solunga¢ dokusunda heksokinaz, piruvat kinaz, fosfofruktokinaz ve sitrat sentaz
enzim aktiviteleri ile MMP’nin azaldigi, laktat dehidrojenaz aktivitesinin arttigt
bildirilmistir [114]. Enzim aktivitelerindeki ve MMP’deki diisiis nedeniyle enerji
tiretim modunun aerobikten anaerobige kaydigi ve ATP iiretiminin bu nedenle

azaldig1 Onerilmistir. A¢hik gibi farkli stres kaynaklarmin etkisi altindaki tatll su
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karidesi Neocaridina heteropoda’da barsak ve hepatopankreas epitel hiicrelerinde
MMP depolarizasyonuna sahip mitokondri sayisinin oldukca diisiik oldugu ve etkin
bir otofaji mekanizmasi ile hiicrelerin 6liimiiniin engellendigi bildirilmistir [111].
MMP depolarizasyonu memelilerde mitokondriden sitokrom ¢ salinimindan
sorumlu 6nemli bir mekanizmadir [103] ve memelilerde sitokrom c¢ salinimi
hiicrelerin mitokondriyal apoptozu igin 6nemli bir baslatic1 faktordiir [115]. Ekstrem
anoksik  kosullara dayanikli  Artemia franciscana embriyolarinin  izole
mitokondrilerinde asin  Ca®* yiklemesine karsin sitokrom € saliniminin
gerceklesmedigi; buna karsin, HgCl, etkisinde mitokondriyal membran sismesi ve
sitokrom ¢ salimmi meydana geldigi belirlenmistir [116]. Bu canlilarda asir1 Ca?*
yiiklemesi, memeli mitokondrilerinin aksine biiziilme ile sonuglanmamakta, dnceden
var olan Ca** da atilmamaktadir. Bu zellikleri nedeni ile bu canlilarin asir1 anoksik
kosullara dayanabildigi onerilmektedir. D. pulex’de de Ca?* yiikleme kapasitesinin
oldukga yiiksektir ve ca®t satiirasyonu sonrast MPTP olusumu ger¢eklesmemektedir
[117]. Bir bagka ¢alismada, A. franciscana embriyolarindan izole edilen kaspaz-3 ve
kaspaz-9 ¢ozeltisine sitokrom ¢ eklenmesi, aktivitede herhangi bir degisime neden
olmamustir [118]. Ca?* ilavesi de kaspaz-9 aktivitesini degistirmemesine karsin,
kaspaz-9 aktivitesini etkileyebilecek proteazlarin aktivasyonuna yol ag¢masi
nedeniyle Ca®*, bu apoptoz baslatici proteinler igin allosterik etkili olabilir [118].
Tiim bu verilere karsin Crustacea apoptozomunun molekiiler yapisi1 anlagilmadan
sitokrom c’nin apoptozdaki roliiniin dislanmamasi gerektigi 6nerilmektedir [41]. D.
magna da A. fransciscana embriyolari gibi kisa siireli anoksiyaya ve siddetli
hipoksik kosullara dayanikli bir tiirdiir [27]. Cd etkisindeki istiridye Crassostrea
virginica hemosit hiicrelerinin sitokrom ¢ bagiml kaspaz-3 benzeri enzim
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir [119]. Bu hiicrelerde Cd etkisi ile, ATP
diizeylerinin azalmasina karsin, MMP’nin degismedigi ve degismeyen kaspaz-3
aktivitesi nedeniyle sitokrom c¢ salimimimin gergeklesmedigi saptanmistir. Cd
etkisindeki hiicrelerin apoptozu i¢in mitokondriler destekleyici bir mekanizma
sunmasina karsin, hemositlerin mitokondrilerden bagimsiz olarak apoptoza ugradig
bildirilmistir [119]. Karides Litopenaeus vannamei’de WSS viriis enfeksiyonu

sirasinda apoptoz-indiikleyici faktér (AIF) ve sitokrom c gen ifadelenmesinin
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yaninda aktif kaspaz-3 protein miktari ve transkriptlerinin arttig1 belirlenmistir [120].
Calismamizda D. magna’da fluoksetinin gevresel derisimi ve 10 kat1 karisim grubu
disinda tiim kronik ve subakut uygulamalarda sitokrom C derisimi artmistir. Aslinda
Olctiiglimiiz toplam sitokrom ¢ derisimi mitokondrilerden salinim ve apoptoz
konusunda yeterli aydinlatict bilgiye ulasmamizi saglayamaz. Buna karsin, MMP
depolarizasyonu, artan ROS ve sitokrom ¢ miktari nedeni ile fluoksetin ve metaboliti
norfluoksetinin en azindan c¢evresel derisimlerinin 10 kati kronik ve c¢evresel
derisimlerinin 100 kat1 subakut etkide apoptoza yol acabilecegini 6nerebiliriz. Diisiik
derisim Cd etkisindeki yenge¢ Sinopotamon henanense’de hepatopankreas
dokusunda kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitelerinde artis ve MMP hiperpolarizasyonu
yoluyla hiicrelerin mitokondriyal apoptoza ugradiklar1 belirlenmistir [121]. Bu
canlilarin hiicrelerinde sitokrom ¢ miktarinda herhangi bir degisiklik meydana
gelmemistir. Aksine, yiiksek Cd derisiminin etkisi MMP depolarizasyonu ve
sitokrom ¢ azalmasina karsin kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitelerinde degisim
bulunamamistir [121]. Sitozole atilan sitokrom ¢ yeniden absorbe edilerek ya da
yeniden sentezlenerek, mitokondriler hasardan korunmaya calisirlar. Artan strese
bagli olarak sitokrom C absorbsiyonu durur ve daha fazla mitokondri hasar goriir
[121].

ERK1/2, transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonu ya da bazi proteinlerin
dogrudan fosforilasyonu yoluyla hiicre proliferasyonu ve farklilagmasinin,
kasilmanin, transportun, hasara yanitin ve apoptozun diizenlenmesinde rol alir. Farkli
toksikantlarin etkisi ile aktif hale gelir ve hiicresel hasara karsi yanitta rol oynar
[123]. Tetrabromobisphenol A etkisindeki midye M. galloprovincialis’de
hemositlerde ERK2 fosforilasyonu, E. coli'ye karsi lizozomal enzim salinimi,
fagositik aktivite artis1 ve ekstraseliiler siiperoksit anyon radikali iiretimi yoluyla
mikrobisidal aktivitenin artisina neden olmustur [124]. Crustacea’lerde ERK1/2
islevi genellikle kabuk degisimi [125], spermatogenez [126] ve oogenezdeki [127]
etkileri baglaminca arastirilmigtir. Memeli hiicrelerinde ERK1/2’nin dahil oldugu
sinyal yolagi, mitokondriyal transmembran potansiyeli degisimi ve sitokrom C
salinimimin Oncesi, sonrast ya da bunlarla iliskisiz bir sekilde apoptozun

inhibisyonunda gorev alir [43]. Aslinda ERKI1/2 genellikle hiicre sagkalimini
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desteklerken belirli kosullar altinda pro-apoptotik olabilmektedir [43]. Ornegin, t-
biitil hidroperoksid etkisindeki tavsan renal proksimal tiibiiler hiicrelerinde ERK1/2
aktivasyonu MMP depolarizasyonuna, inhibisyonu enerji {iretiminin  ve
mitokondriyal membran potansiyelinin korunmasma neden olmustur [123].
Fluoksetin  insan  hepatokarsinoma hiicrelerinde =~ MMP  depolarizasyonu,
mitokondriyal Ca®* yiik artii ve ROS olusumu yoluyla ERK1/2 miktarinin
azalmasina neden olmakta, bdylece bu hiicreler apoptoza ugramaktadir [128].
Calismamizda fluoksetin, norfluoksetin  ¢evresel derisimleri ve bunlarin
karisimlarinin etkisinde sitokrom ¢ artisi ve MMP depolarizasyonuna karsin, lipid
peroksidasyonu diizeyleri ve GPx aktivitesinin yaninda ERKI1/2 miktar1 da
degismemistir. Aksine, daha yiiksek derisimlerde sitokrom ¢ miktari, lipid
peroksidasyonu ve GPx aktivite artist ve MMP depolarizasyonuna ERK1/2 artist
eslik etmektedir. Buna gére ERK1/2 miktarindaki artis olasilikla hiicre sagkalimini
desteklemek tizere adaptif bir yanittir. Subakut norfluoksetin etkisinde ERK1/2
miktarinda degisim meydana gelmemistir ve norfluoksetinin farkli derigimlerine
olusturulan farkli yanmtlarin daha ileri c¢alismalar ile ayrintilandirilmasi
gerekmektedir.

Ug giin siire ile yiiksek derisim Ni** etkisinde kalan D. magna’da hiicresel
enerji oranindaki azalma ile orantili olarak karapaks uzunlugunun azaldig:
belirlenmistir [129]. Diisiik derisim Ni?* etkisinde ise etkinin 4. gliniinde karapaks
uzunlugunun azaldigr  bildirilmistir.  Calismamizda  fluoksetinin  ¢evresel
derisimlerinin 10 katinin ve norfluoksetin ile karistminin 10 katinin kronik etkisinde
sirastyla 3. dolde ve 2. ve 3. dollerde karapaks uzunlugunda artis meydana gelmistir.
Av olan canlilar avcilarindan kaginmak iizere morfolojik (6rnegin diken ve zirh),
yasam dongiisii degisimi (6rnegin ge¢ yavru lretme), fizyolojik (6rnegin toksin
tiretimi) ve avcidan kacinma davraniglari gibi davranislar sergilerler [130]. Bu
gruplarda fluoksetin ve metaboliti ile karistminin annelerde bir ¢esit avcidan kaginma
davranigini tetikledigi diistiniilebilir. Buna karsin diger tiim etki gruplarinda <24 saat
yavrularin karapaks uzunlugunda azalma belirlenmistir. Etki 6zellikle 4. ve 5. dol
yavrularinda ortaya ¢ikmustir. TiO, nanopartikiillerinin 21 giin siire ile etkisindeki D.

magna’da siire sonunda karapaks uzunlugunun derisime bagli azalma gosterdigi
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belirlenmistir [81]. Non-steroid omurgali strojeni diethylstilbesterol (DES) ve bocek
juvenil hormon analogu methoprenenin 3 ve 6 giinliik etkisinde hem disi hem de
erkek D. magna orneklerinde karapaks uzunlugunun azaldigi belirlenmistir [131].
Herbisit glyphosate (saf) ve ticari formiilasyonu Roundup etkisinde D. magna’da
hem juvenil (<24 saat) hem de anaglarin yasam siiresinin farklt zamanlarinda
derisime bagli olarak karapaks uzunlugunda azalma oldugu saptanmistir [132].
Herbisit Roundup etkisinde D. magna’da juvenil (<24 saat) yavrularda ve 15 giin
sonunda anaglarda karapaks uzunlugunun azaldigi ve en belirgin etkinin 1. doélde
oldugu belirlenmistir [133]. Her dol yavrularinda amilaz ve siikraz aktiviteleri
derisime bagl azalirken, proteaz enzim aktivitesi derisime bagli artis gostermistir.
Bu nedenle D. magna yavrularinin Roundup etkisinin, ardisik dollerde adaptasyon
potansiyelini azalttigi 6nerilmistir [133]. Kronik Cu etkisindeki D. magna’da juvenil
(<24 saat) karapaks uzunlugu azalirken, anaglarin yavru iretim potansiyelinde
herhangi bir degisim meydana gelmemistir [134]. 3 ve 10 ug/L fluoksetin etkisindeki
D. magna’nin 3. ddl juvenil yavrularinda karapaks uzunlugu degismezken, 30, 100
ve 300 pg/L fluoksetin etkisinde derisime bagli azaldigi belirlenmistir [54].
Fluoksetin etkisinin juvenil sagligim1 ve dolayisiyla verimli dol verme olasiligim
azalttig1 belirtilmistir. Diigiik besin kosullarinda 40 pg/L fluoksetin yavru iiretim
oranini artirirken viicut bilyiikligiiniin azalmasia neden olmustur [58]. Kiigiik yapili
yavru iiretiminin uygun olmayan bir adaptasyonel yanit oldugu bildirilmistir [135].
Calismamizda fluoksetin ve norfluoksetinin ¢ok daha diisiik derisimlerinde karapaks
uzunlugunun genel olarak azaldigimi belirledik. Maksimum karapaks genisligi ve
kaudal spina uzunlugu, genel olarak karapaks uzunluguna paralel degisim
gostermistir. Bu nedenle bu parametrelerin de fluoksetin etkisi i¢in Onemli
belirleyiciler olabilecegi onerilmektedir.

Di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) etkisindeki D. magna’da azalan total
protein miktarina bagli olarak yavru iiretim potansiyelinde de diisiis meydana
gelmistir [136]. Herbisit Roundup etkisiyle D. magna’da her dolde yavru iiretme
potansiyelinin azaldigi belirlenmistir [133]. Bu durum, juvenillerde azaldigi gibi
anaclarda da sindirim ile iligkili enzim aktivitelerindeki olas1 azalmaya baglanabilir.

Calismamizda norfluoksetinin ¢evresel derisiminin 10 kat1 uygulanan grupta 2. dolde
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ve genel yavru iiretim ortalamasinda azalma meydana gelmistir. Norfluoksetinin yer
aldig1 tiim karigim gruplarinin 5. doliinde de ayni gruplarin diger dollerinden farkli
olarak yavru iiretme potansiyeli azalmistir. Bu durum fluoksetin uygulanan gruplara
oranla norfluoksetin grubundaki anaglarda meydana gelen biyokimyasal ve
molekiiler degisimlere baglanabilir. Fakat, norfluoksetinin bu etkisi i¢in daha ileri
calismalara gereksinim vardir. Norfluoksetinin etkisi yliksek derisim fluoksetinin
yavru Uretimini azaltma potansiyeline benzemektedir. Norfluoksetin, ana bilesik
fluoksetine gore ¢ok daha potent ve insan plazmasinda yarilanma 6mrii ¢ok daha
uzundur (fluoksetin 1-3 giin ve norfluoksetin 7-15 giin) [137]. 100 pug/L fluoksetin
etkisinde D. magna’da 21 ve 40 giin sonunda toplam yavru sayisinin azaldigi
belirlenmistir [55]. 241 ng/L fluoksetin etkisinde D. magna’da 21 giin sonunda yavru
tiretim sayisinin azaldigi belirlenmistir [54].

Calismamizda kronik gevresel derisimlerinde fluoksetin, norfluoksetin ve
cevresel derisiminin 10 katinda fluoksetin ve karisim gruplarinda D. magna’da yavru
iretim potansiyelinde artis meydana gelmistir. 36 pg/L fluoksetinin 30 giin etkisinde
D. magna’da 1., 2., 5. ve 6. dollerde karapaks uzunlugu degismeksizin yavru iiretim
sayisinda artis meydana geldigi belirlenmistir [3]. Benzer sekilde, 40 ve 80 pg/L
fluoksetinin etkisinde karapaks uzunlugu etkilenmeksizin D. magna’da yavru iiretim
sayisinin arttign  belirlenmistir [58]. Fluoksetinin serotoninin kullanilabilirligini
artirarak yavru lretimini tegvik ettigi bildirilmistir. Serotonin reseptdr antagonisti
siproheptadin, fluoksetin etkisi ile yavru iiretim sayisindaki artisi engellemektedir
[58]. Serotoninin Crustacea’de iireme, biiylime, erginlesme, larval gelisim, immun
islevler, metabolizma, davranmis ve renk fizyolojisi gibi c¢ok farkli islevlere ait

nérohormonlari etkiledigi bilinmektedir [22].
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5. SONUC ve ONERILER

Fluoksetin ve metaboliti norfluoksetin, cevresel derisimleri ve bunun katlar1 olan
derisimlerde kronik ve subakut olarak tChE aktivitesinde artisa neden olmaktadir.
Bu durumun serotoninin intraseliiler Ca®* derisimlerini artirarak asetilkolin
salinimini etkilemesi sonucu oldugu diisiiniilmektedir.

. Fluoksetin ve metaboliti norfluoksetin ¢evresel derisimlerinin 10 kati kronik ve

100 kati subakut etkide antioksidant yanitin uyarilmasina ve oksidatif strese
neden olmaktadir. Etki ¢evresel derisimin 100 katinda daha belirgindir.
Fluoksetin ve metaboliti norfluoksetin etkisi denenen tiim siire ve derigsimlerde
MMP depolarizasyonuna neden olmustur. Bu durum, her iki bilesigin ROS
iiretme potansiyeli nedeniyle olabilir.
Sitokrom ¢ protein miktart fluoksetinin gevresel derigimi ile 10 kat1 karisim
grubu disindaki tiim gruplarda artmistir. Bu artis, kaspaz-3 ya da kaspaz-9
aktivitesi ile iligkili bir sekilde apoptoza yol acabilir. Fakat, 6zellikle Daphnia
spp.’de apoptoz ile iligkili genlerin varligr bilinse de [138] molekiiler etkilesim
mekanizmasi yeterince aydinlatilamadigindan kesin bir sonuca ulasmak zordur.

. ERK1/2 protein miktar1 ¢evresel derisimler disindaki yiliksek derigimlerin
etkisinde ve tiim siirelerde artis gdstermistir. Bu artisin, oksidatif stres, MMP
depolarizasyonu ve sitokrom c artigina adaptif bir yanit oldugu onerilmektedir.

. Norfluoksetin en belirgin MMP depolarizasyonu, tChE aktivitesinde degisim
olmaksizin oksidatif stresin meydana gelmesi, c¢evresel derisimlerinden
baglayarak sitokrom c artis;, uygulandigi gruplarda yavru iretim sayisinin
diismesi gibi nedenlerle fluoksetin etkisinden farklilik gostermistir. Bu farklilik
olasilikla bu bilesigin ana bilesik fluoksetine gore daha potent serotonin geri
kazanim inhibitorii olmasi ve yar1 dmriiniin daha fazla olmasi ile iligkilidir.

. Fluoksetin, norfluoksetin ile karisim gruplari dahil tiim siirelerde genel olarak
karapaks uzunlugu, maksimum karapaks genisligi ve kaudal spina uzunlugunda
azalmaya neden olmustur. Maksimum karapaks genisligi ve kaudal spina
uzunlugu bu ve diger toksikantlarin etkisini belirlemede kullanish parametreler

olarak onerilmektedir.
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8.

10.

Fluoksetin, norfluoksetin ile karigim gruplar1 dahil tim stirelerde, beklenildigi
gibi genel olarak yavru iiretim sayisinda artisa neden olmustur. Norfluoksetinin
uygulandigr gruplarda gozlenen azalmanin ileri calismalarla aydinlatilmasi
gerekmektedir.

Daphnia tiirlerinin, yalnizca morfolojik 06zellikleri ile degil, molekiiler ve
biyokimyasal karakterleri ile model organizma olarak kullanimi yararlidir. Fakat,
omurgalilarda oldugu gibi, hiicresel mekanizmalarin aydinlatilmasi gereksinimi
hala devam etmektedir.

Pestisitler, agir metaller ve farmasdtikler gibi farkli ksenobiyotiklerin hedef
olmayan organizmalarda ayri ve karisim halinde degerlendirildigi caligsmalar
degerli bilgiler sunmaktadir. Farmasotiklerin hedef olmayan sucul canlilara
toksisitesinin, metabolitlerinin varliginda degerlendirilmesi de bilgi birikimimize

onemli katkilar yapma potansiyeline sahiptir.
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