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   Prof.Dr. Ahmet KAYRALDIZ 

 

Bu çalıĢmada amacımız, ülkemizde ve dünyada yoğun kullanımı olan 

fluoksetin ve onun metaboliti norfluoksetinin, model organizma Daphnia magna’da 

pro-oksidatif ve pro-apoptotik etkilerini araĢtırmaktır. Bu amaçla, juvenil D. magna 

örnekleri fluoksetin, norfluoksetin ve bunların karıĢımlarının çevresel deriĢimleri ile 

10 katının etkisinde 21 gün süre ile bırakılmıĢtır. 17 günlük D. magna örnekleri de 

çevresel deriĢimlerinin 100 katının etkisinde 4 gün süre ile bırakılmıĢtır. Süre 

sonunda GPx ve tChE enzim aktiviteleri ile TBARS ve total protein miktarı 

spektrofotometrik yöntemlerle, mitokondriyal membran potansiyeli değiĢimi 

fluoresan boyama ile, sitokrom c ve ERK1/2 protein miktarları Western blot yöntemi 

ile, juvenillerde karapaks uzunluğu, maksimum karapaks geniĢliği ve kaudal spina 

uzunluğu mikroskobik yöntemler ile araĢtırılmıĢtır. Fluoksetin ve norfluoksetin 

kronik etkide çevresel deriĢimlerinde tChE aktivitesinde, yavru üretim düzeylerinde 

artıĢa, MMP depolarizasyonuna, juvenillerde karapaks uzunluğunda, maksimum 

karapaks geniĢliğinde ve kaudal spina uzunluğunda azalmaya yol açmıĢtır. Çevresel 

deriĢimlerinin 10 katının kronik etkisinde tüm etki gruplarında GPx aktivitesi ve lipid 

peroksidasyonu düzeyleri ile sitokrom c ve ERK1/2 protein deriĢimlerinde artıĢ 

meydana gelmiĢtir. En belirgin değiĢim norfluoksetin uygulaması iledir. 

Norfluoksetin yavru üretme potansiyelini düĢürmüĢtür. Subakut etkide de benzer 

değiĢimler olmakla birlikte total protein miktarında azalma da meydana gelmiĢtir. 

Sonuç olarak, fluoksetin ve norfluoksetin D. magna’da pro-oksidatif ve pro-

apoptotik potansiyele sahiptir. Daphnia spp. ileri mekanistik araĢtırmalar sonucu 

değerli 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 c 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 c 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. GĠRĠġ 

 

Sucul ortamlara karıĢan farmasötik kimyasalların insan sağlığı ve ekosistem 

üzerine olası etkileri konusunda endiĢeler artmakta ve toplum bu konuya dikkatini 

yoğunlaĢtırmaktadır. Geçen yüzyıl boyunca bilimdeki geliĢmeler, insan sağlığını ve 

yaĢam kalitesini artırmak üzere yeni farmasötiklerin keĢfi ya da geliĢtirilmesini olası 

kılmıĢtır. Analitik teknolojideki paralel ilerlemeler de bu ve pestisitler gibi 

kimyasalların çok düĢük düzeylerde olsalar dahi sudaki varlığını belirleyebilmemize 

olanak tanımıĢtır [1]. Farmasötik kimyasalların çevrede bulunurlukları ve etkilerine 

iliĢkin yoğun araĢtırmalar 1990’ların baĢında baĢlamıĢ ve o zamandan günümüze 

birçok araĢtırma sonucu yayınlanmıĢtır [2]. Bu bileĢikler küresel olarak hemen tüm 

yüzey sularında belirlenmekte ve ekolojik etkileri büyük ölçüde bilinmemektedir [3, 

4]. Çevrede belirlenen deriĢimleri genellikle µg/L gibi oldukça düĢük düzeyde 

olmasına karĢın, ekolojik etkilerinin yeterince anlaĢılamaması, çevrede flora ve fauna 

ve insan sağlığına potansiyel etkilerine iliĢkin endiĢeyi artırmaktadır [5]. Atık taĢıma 

sistemlerine boĢaltılan bu kimyasallar, çevrede ana bileĢik olarak bulunabilecekleri 

gibi metabolitleri ya da konjugatları Ģeklinde de yer alır [6]. Nispeten polar bileĢikler 

olup atık su iĢleme sistemleri ile tamamen uzaklaĢtırılamazlar [6, 7]. 

Farmasötik kimyasallar farklı fiziko-kimyasal ve biyolojik özelliklere sahiptir 

[2]. Cooper vd., bu kimyasalları farklı fizikokimyasal ve toksikolojik verileri temel 

alarak risk kategorilerinde gruplamıĢtır [8]. Psikoterapötikleri de kapsayan merkezi 

sinir sistemi hastalıkları, kardiyovasküler hastalıklar ve iliĢkili ilaçlar ile anti-infektif 

ilaçlar yüksek toksik karakterleri ile bunlar arasında çevre için en tehlikeli grubu 

oluĢturmaktadır. Merkezi sinir sistemine etkili antidepresanlar olan selektif serotonin 

geri kazanım inhibitörleri (SSRI), vahĢi yaĢam üzerine potansiyel etkileri olabilecek 

kimyasallar içerisinde yer almaktadır [9]. 

ÇalıĢmamızda çevresel etkilerini araĢtırdığımız fluoksetin, SSRI olarak 

bilinen yeni nesil antidepresan ilaçlar arasında, bilinen ilk moleküllerden bir tanesidir 

[10]. 1987 yılında ruhsatlandırılmıĢ ve bu zamandan sonra kullanımı yaygınlaĢmıĢtır 

[11]. Ülkemizde 2012 yılı sonu itibarıyla 26.60 milyon reçete ile toplam 37.35 

milyon kutu antidepresan ilaç satıldığı belirlenmiĢtir [12]. Yazarlar bu satıĢ oranının 
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aĢırı ve gereksiz kullanım nedeniyle olduğunu öne sürmektedir. 2008>2016 yılları 

arasında ise, ülkemizde her 1000 kiĢi içerisinde, 27.8>41 günlük doz alımı 

aralığında, artan bir Ģekilde antidepresan kullanımı gerçekleĢmiĢtir [13]. 

Serotonin geri-kazanım inhibitörleri içerisinde yıllar boyunca çok satılmıĢ ve 

satılmakta olanı fluoksetin (IUPAC adı: N-methyl-3-phenyl-3-[4-(trifluoromethyl) 

phenoxy] propan-1-amine; CAS No: 54910-89-3) selektif olarak serotonin geri 

kazanım mekanizmasını inhibe eder. Kimyasal yapısı Ģu Ģekildedir: 

 
Resim 1.1 Fluoksetinin kimyasal yapısı [14] 

 

Moleküler Ağırlığı: 309.332 g/mol 

Oda koĢullarında fiziksel durumu: Katı 

Erime Noktası: 179-182°C 

Suda çözünürlüğü: 25°C’de 50 mg/mL 

Kow: 4.60 

Fluoksetin, memelilerde oral alınımını takiben gastrointestinal kanaldan etkili 

bir Ģekilde absorbe edilir. Karaciğerde ilk faz metabolizması sonrası, yüksek 

lipofilitesi nedeniyle plazma proteinlerine bağlanır ve vücuda dağılır. Ġlk faz 

metabolizması sitokrom P4502C9 (CYP2C9), CYP2C19 ve CYP3A etkisi ile 

gerçekleĢir. En önemli tepkime N-demetilasyondur ve açığa norfluoksetin (IUPAC 
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adı: 3-phenyl-3-[4-(trifluoromethyl) phenoxy] propan-1-amine; CAS No: 83891-03-

6) çıkar [15]. Norfluoksetinin kimyasal yapısı Ģu Ģekildedir: 

 

 

Resim 1.2 Norfluoksetinin kimyasal yapısı [16] 

 

Norfluoksetin de ana bileĢiğin yaptığı gibi SSRI olarak etkilidir; fakat, etkisi 

ana bileĢiğe göre çok daha fazladır. Her iki bileĢiğin yarı ömrü uzundur; fakat, 

norfluoksetinin yarı ömrü (7-15 gün), fluoksetine (1-3 gün) oranla daha yüksektir. 

Fluoksetin ve norfluoksetin ya glukuronidlerine ya da etkisiz diğer metabolitlere 

dönüĢtürülür. Ġnsanlarda alınımını takiben yaklaĢık 30 gün içerisinde, alınan dozun 

yaklaĢık %75’i idrarla, %10 kadarı feçes ile atılır [15]. Ġnsan vücudundan büyük 

ölçüde glukuronid formunda atılır ve bu form, atık iĢleme tesislerinde yeniden ana 

bileĢiğe dönüĢür [17]. 

Merkezi sinir sisteminde nöroiletici serotonin (5-hydroxytryptamine; IUPAC 

adı: 3-(2-aminoethyl)-1H-indol-5-ol; CAS No: 50-67-9) hormonal ve nöronal birçok 

mekanizmada yer alır. Besin alımı ve cinsiyete özgü davranıĢlarda da önemli rol 

oynar. Bir pompa aracılığıyla bu nöroiletici, presinaptik alana geri alınır [18] ve 

etkisi sonlanır. Serotonin ve bunun almaçları birçok sucul omurgasızda bulunur ve 

örneğin Dreissena polymorpha gibi midyelerde yumurta olgunlaĢması ve yumurta 

dökme gibi üreme iĢlevlerinde önemli rol oynar [19]. Crustacea altĢubesi üyelerinde 
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serotonin lokomotor aktivitenin düzenlenmesinde, nöromuskular iletimde, 

osmoregülasyonun, agresyonun ve eriĢkin nörogenezinin kontrolünde önemli bir role 

sahiptir [20, 21]. Ayrıca kardiyo/vaso-aktiftir, nöral devre aktivitesinin 

düzenlenmesinde rol alır [21]. Hiperglisemik hormon, kırmızı/siyah pigment 

dağıtıcı/yoğunlaĢtırıcı hormon, nörodepresan hormon, kabuk değiĢtirme hormonu ve 

gonad uyarıcı hormon gibi diğer hormonların salınımını uyarır [22]. Bu nedenle 

serotonin aktivitesini değiĢtiren herhangi bir kimyasal dolaylı olarak bu 

organizmalarda normal endokrin ve biyolojik iĢlevleri değiĢtirme potansiyeline 

sahiptir. Serotonin bulunurluğunun artıĢı sonucu omurgasızlarda endokrin sistemde 

meydana gelen düzensizlik ile yavru üretim sayısında artıĢ meydana gelebilmektedir 

[3]. Daphnia türlerinde de serotonin ve iĢlevsel olarak iliĢkili proteinlerin varlığı 

farklı çalıĢmalarla ortaya konulmuĢtur [23, 24]. 

Sanderson vd., farmasötiklerin farklı türlerden elde edilen EC50 değerlerine 

göre yapılan istatistiksel kantitatif risk değerlendirme analizine göre Daphnia ve 

Ceriodaphnia gibi cins bireylerinin tahmin edilen en duyarlı türler olduğunu 

belirtmiĢtir [25]. ÇalıĢmamızda kullandığımız Daphnia magna Straus, 1820, 

(Daphniidae, Anomopoda, Cladocera, Phyllopoda, Crustacea) OECD tarafından 

sucul çevresel toksisite testlerinde standart model organizma olarak kabul edilen 

türlerden bir tanesidir [26]. Ġçme suyu kalitesinin belirlenmesinde kullanılan ilk 

canlılardır ve daha sonraları akuatik toksikoloji çalıĢmalarında çeĢitli çevresel 

koĢulların indikatörü olarak yaygın kullanılan organizmalardan biri haline gelmiĢtir 

[27]. Arktik ve ılıman göller, yüksek rakımlı göller, kısa ömürlü (ephemeral) göller, 

kumul tepeler arasında kalan göller gibi birçok tatlı su habitatının pelajik 

bölgelerinde yaĢayan sucul bir türdür. Tatlı su sistemlerinde üreticiler ile üst trofik 

düzeyler arasında anahtar bağlantı noktalarından birini oluĢturur [26]. 

Poliembriyonik bir tür olarak baĢlıca partenogenez ile çoğalır ve serbest yaĢayan 

formlar herhangi bir larval dönemden geçmez. KoĢulların uygun olduğu zamanlarda 

diploid diĢiler, diploid yumurtalar üretir ve bu yumurtalar, yumurta kesesi denen bir 

yapı içerisinde diĢi vücudunda taĢınır. Çevresel koĢulların uygun olmadığı 

zamanlarda partenogenetik üreme yerini gamogenetik (biseksüel) versiyona bırakır. 

DiĢinin yumurta kesesi içerisinde erkek yumurtalar da yer alır. Biseksüel üreme 
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sonucu “ephippia” adı verilen güçlendirilmiĢ kabuk ile çevrili bir yumurta 

oluĢturulur. Annedeki yağ dokusundan üretildikleri için annede yağ biriktirmeyi 

değiĢtiren koĢullar yumurta üretim sayısını da etkilemektedir. Bir D. magna anacı bir 

seferde 15’e kadar yavru verebilir ve bu durum herhangi bir toksikantın varlığı ya da 

diğer çevresel koĢullardan etkilenmektedir. Anacın vücut büyüklüğü ile yumurta 

üretme sayısı arasında pozitif bir iliĢki bulunmaktadır. Juvenil bireyler birkaç kez 

kabuk değiĢtirirler ve her kabuk değiĢimi vücut büyüklüğünde artıĢa yol açar [27], 

(Resim 1.3). 

Daphnia türleri kısa sürede tek bir anneden fazlaca yavru elde edilebildiği için 

toksikoloji çalıĢmalarında gözde organizmalardan biri haline gelmiĢtir [3]. 

 

 

 

Resim 1.3 Juvenil D. magna (4X) 

 

Daphnia türlerinde en çok araĢtırılan biyokimyasal parametrelerden bir tanesi 

kolinesterazlardır (ChE). Ġki tip kolinesteraz tanımlanmıĢtır. Ġlki asetilkoline yüksek 

afinite gösteren asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7) ve diğeri butirilkoline afinite 

gösteren ve non-spesifik esteraz ya da psödokolinesteraz olarak da bilinen 

butirilkolinesterazdır (BChE; EC 3.1.1.8). AChE sinaptik alanda asetilkolini asetat ve 

koline hidrolize ederek nöronal uyarımın sürekli hale gelmesini engeller. Böylece 

yaĢamsal önemdeki duyusal ve nöromuskuler iĢlevler normal olarak yerine getirilir 
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[28]. BChE süksinilkolin, prokain ve kokain gibi birçok eksojen substratın 

detoksifikasyonunu sağlar. Substrat spesifite aralığı AChE’ye göre daha geniĢtir. 

Fakat, tam fizyolojik iĢlevi hala anlaĢılamamıĢtır. Sinir sisteminde ve nöromuskuler 

bağlantılarda iki tip asetilkolin reseptörü vardır: Muskarinik asetilkolin reseptörleri 

ve nikotinik asetilkolin reseptörleri. Asetilkolin reseptörleri endotelyal ve immun 

sistem hücreleri gibi birçok hücre tarafından da ifade edilir [29]. Günümüzde 40 

farklı primer hücre kültürü ya da hücre hattında apoptoz sırasında AChE protein 

ifadelenmesi olduğu belirlenmiĢtir. Apoptotik hücrelerde in vitro ya da in vivo 

aktivite ya da ifadelenme artıĢı nedeniyle AChE’nin apoptoz belirteci olarak 

kullanılması önerilmektedir. Her ne kadar AChE apoptozun baĢlatıcı bileĢeni değilse 

de aĢırı AChE ifadelenmesi yapan hücreler kontrole oranla daha kolay apoptoza 

uğramaktadır. Apoptozom oluĢumunda önemli bir rolü vardır ve AChE geninin 

susturulması kaspaz-9 aktivasyonunu engeller. 

Canlıları çevreleyen ortam genellikle oksidatif koĢullarla karakterize edilirken 

intraselüler redoks durumu indirgeyici ajanların varlıkları ile sürdürülmektedir. 

Böyle bir redoks homeostazı vital hücresel iĢlevler için önemlidir ve bu homeostazın 

kaybolması durumunda, reaktif oksijen türlerindeki (ROS) artıĢ ile iliĢkilendirilen 

lipidler, DNA ve proteinlerde oksidatif hasar meydana gelmektedir. Hücresel redoks 

durumunun sürdürülmesi DNA sentezi, gen ekspresyonu, enzim aktiviteleri, vd. gibi 

olaylarda önemli rol oynamaktadır. Bunun yanında, intraselüler içeriğin ve 

moleküllerin her birinin redoks durumundaki değiĢmeler stres olarak adlandırılan 

hücredeki farklı süreçlerin düzenlenmesinde yer alan intrinsik hücresel aktivitelerde 

değiĢime neden olmaktadır [30]. ROS, aslında fizyolojik deriĢimlerinde Ca
2+

 ile 

birlikte önemli sinyal molekülleri olarak görevlidir [31]. 

Aerobik solunumla doğal olarak oluĢan ROS miktarına, ilaçlar, kimyasallar 

ve ağır metaller katkıda bulunmaktadır. Bu radikaller, hücrenin adaptasyon 

mekanizması kapsamında katalaz (CAT; EC 1.11.1.6), glutatyon peroksidaz (GPx; 

EC 1.11.1.9) ve süperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) gibi enzimleri içeren 

antioksidant savunma ile uzaklaĢtırılmaktadır [32]. 

Glutatyon peroksidazlar, tüm organizmalarda yer alan önemli bir 

oksidoredüktaz enzim ailesini oluĢturur. Aktif merkezlerinde sistein ya da 
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selenosistein içerirler. Sistein içeren versiyonları prokaryotlar, mayalar ve karasal 

bitkilerde yer alırken selenosistein içerenler özellikle memelilerde yer alır. En önemli 

substratları hidrojen peroksittir (H2O2); fakat, organik hidroperoksidleri de substrat 

olarak kullanırlar. Ġki tiyol grubunun oksidasyonu (tiyol grupları, en önemli 

intraselüler antioksidant molekül olan redükte glutatyon, GSH’dan sağlanır) sonucu 

iki elektronlu indirgeme ile substratlarının reaktifliklerini azaltırlar. Bu Ģekilde 

kuvvetli pro-oksidant karaktere sahip diğer ROS’ların oluĢumunu engellerler. 

Örneğin, GPx katalizli tepkime ile H2O2 suya dönüĢtürülür. Açığa çıkan bir diğer 

ürün okside glutatyon (GSSG)’dur [33].  

OluĢumu sağlayan prooksidant süreçler ile bu radikallerin temizlenmesini 

sağlayan antioksidant savunma arasında bir dengesizlikle açığa çıkan oksidatif stres 

sırasında ROS, proteinler, lipidler ve nükleik asitlerin oksidatif modifikasyonlarına 

neden olmaktadır [34]. ROS, membranda yer alan lipidlerden elektron çalarak 

karbon merkezli radikallerin oluĢumunu baĢlatır. OluĢan karbon radikali molekül içi 

yeniden düzenleme ile konjuge dienleri oluĢturur. Fakat, aerobik koĢullarda karbon 

radikali O2 ile karĢılaĢırsa bununla birleĢerek bir peroksil radikali açığa çıkartır. 

Peroksil radikali komĢu yağ asidinden hidrojen çalarak kendisi lipid hidroperoksidine 

dönerken bu tepkime zincir halini alarak çok fazla sayıda peroksid molekülünün 

oluĢturulması ile sonlanabilir. Lipid peroksidleri biyolojik olarak aktiftirler. DüĢük 

deriĢimlerinde H2O2 gibi hücre proliferasyonunu uyarırken, yüksek deriĢimlerinde 

proliferasyonu bloke eder ve hatta daha yüksek deriĢimlerde apoptoz ve nekroz gibi 

hücre ölümü olaylarının baĢlamasına yol açar [35]. Poliansatüre yağ asitlerince 

zengin olan hücre ve organel membranlarında bulunan lipidlerin oksidatif 

modifikasyonları ile hücrelerin bir ve iki valanslı elektronlara geçirgenliği artmakta, 

membran enzimleri inhibe olmakta ve hatta lizozim gibi yapıların içeriği boĢaltılarak 

hücrenin sindirimi baĢlamaktadır. Bu nedenle biyolojik membranlardaki 

peroksidasyonun kontrol edilememesi membran yapısı ve iĢlevini bozarak hücrenin 

ölümüne neden olmaktadır [34]. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde oksidatif 

stresin önemli bir indikatörü olması bakımından tiyobarbiturik asit reaktif 

maddelerinin (TBARS) analizi yaygın olarak kullanılmaktadır [36]. TBARS oluĢum 

mekanizmasının genel Ģeması Resim 1.4’de görülmektedir. 
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Resim 1.4 Lipid peroksidasyonu zincir tepkimesinin baĢlama, ilerleme ve sonlanma 

basamakları [35] 

 

Hücreler, stresin Ģiddetine göre yanıt mekanizmalarını aktive edebildikleri 

gibi tolerans limitlerinin aĢılması durumunda hücresel ölüm mekanizmasını da 

baĢlatabilmektedirler [37]. Apoptozis olarak da adlandırılan programlanmıĢ hücre 

ölümü tüm canlılarda yüksek derecede korunmuĢ, spesifik biyokimyasal ve 

morfolojik değiĢimlerin yer aldığı belirli süreçlerin ardıĢık aktivasyonları ile oldukça 

kompleks bir mekanizmadır. Apoptozisin baĢlangıç aĢaması hücresel redoks 

potansiyelindeki değiĢim, baĢlatıcı kaspazların aktivasyonu, hücrenin büzülmesi, 
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membran lipid asimetrisinin kaybı ve kromatin yoğunlaĢması ile karakterize edilir. 

Daha ileri aĢamalarda yürütücü kaspazların ve endonükleazların aktivasyonu ile 

apoptotik yapıların oluĢumu ve hücrenin parçalara ayrılması görülmektedir. 

Apoptozis ya intrinsik ya da ekstrinsik süreçlerle aktive edilmektedir [38]. 

Mitokondriyal süreç olarak da adlandırılan intrinsik süreç, çok farklı 

sitotoksik uyartılar ya da çevresel stres faktörleri tarafından baĢlatılabilmektedir ve 

birtakım proteinlerin etkileri ile bu süreç düzenlenmektedir. Bunlardan anti-apoptotik 

proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL, Bax ve Bak denilen apoptotik proteinleri inhibe 

etmektedir. Bax ve Bak dıĢ mitokondriyal membranın geçirgenliğini artırarak 

sitokrom c’nin sitoplazmaya salınımına ve apoptozom kompleksi oluĢumunu teĢvik 

ederek dolaylı olarak baĢlatıcı kaspaz-9’un aktivasyonuna neden olmaktadır [38]. 

BaĢlatıcı kaspaz-9’un aktivasyonu yürütücü kaspaz-3’ün aktivasyonu ile birlikte 

apoptozisin ilerlemesini sağlamaktadır [39]. 

Sitokrom c küçük, çözünebilir bir hem proteindir ve özellikle ferrik formunda 

oldukça esnek bir yapıya sahiptir. Spesifik koĢullara, etkileĢimlere ve hücresel 

lokalizasyona bağlı olarak farklı konformasyonları stabil hale gelebilir ve bu durum 

yapısını, redoks özelliklerini, bağlanma afinitesini ve enzim aktivitesini etkiler. Asıl 

iĢlevi oksidatif fosforilasyonda elektron alıĢveriĢini sağlamaktır ve sağlıklı hücrelerin 

mitokondrilerinin intermembran alanında yer alır. Sitokrom c’nin mitokondri dıĢına 

salınımı intrinsik apoptotik süreci baĢlatır ve sitokrom c nükleus içerisine geçerek 

nükleozom kompleksini engeller [40]. Sitokrom c’nin mitokondri dıĢına salınımı 

mitokondriyal membran permeabilite değiĢim porunun (MPTP) oluĢumu ile ilgilidir. 

Bu por memelilerde Ca
2+

 düzeylerine duyarlı bir Ģekilde meydana gelir. 

Memelilerden farklı olarak Crustacea’lerde Ca
2+

 ile düzenlenen iĢlevsel bir MPTP 

yapısına rastlanılamamıĢtır. Bu durum, apoptozdan kaçınmak için yararlı bir 

mekanizma olarak görülmektedir. Buna karĢın, bu canlılarda apoptozun düzenlenme 

mekanizması yeterince aydınlatılmadığından moleküllerin apoptozdaki rolü hakkında 

net bir fikir öne sürmek mümkün olmamaktadır [41]. 

Protein kinazlar hücre biyolojisinde yer alan nerdeyse tüm iĢlevler için baskın 

bir düzenleyici role sahiptir. Bir fosforil (PO3
2-

) grubunu proteinin aminoasit 

rezidüsündeki -OH grubuna bağlarlar ve bu nedenle serin/treonin protein kinazlar ya 
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da tirozin protein kinazlar ve tirozin-kinaz benzeri proteinler olarak gruplandırılırlar. 

Memelilerde mitojen ile aktive olan protein kinazlar (MAPK) sitoplazmik 

serin/treonin protein kinazlardır ve hücre yüzeyindeki sinyallerin hücre içinde 

dönüĢtürülmesi iĢlevlerini gerçekleĢtirirler. Bu grupta yer alan proteinler 

ekstraselüler sinyal ile düzenlenen kinaz (ERK) ailesi, p38 kinaz ailesi ve c-Jun N-

terminal kinaz (JNK ya da SAPK) ailesini kapsar. Aktive olan MAPK’lar 

transkripsiyon faktörleri, protein kinazlar ve fosfatazlar ve diğer iĢlevsel proteinlerin 

fosforilasyonunu kataliz eder. Ġnsan ERK1 ve ERK2’si %84 sekans benzerliği 

gösterir bu nedenle ERK1/2 olarak da bilinir. Neredeyse tüm protein kinazlar gibi 

ERK1/2 de benzersiz N- ve C-terminal eklentilerine sahiplerdir ki bu eklentiler 

sinyalleme mekanizmasındaki özgüllüğü sağlar. Bilinen tüm hücresel uyaranlar 

ERK1/2 yolağında ERK1 ve ERK2’nin paralel aktivasyonunu sağlar. ERK1/2 her 

hücrede ifadelenen hidrofilik reseptör olmayan proteinlerdir ve Ras-Raf-MEK-ERK 

sinyal dönüĢüm kaskadına, bir diğer adıyla MAPK kaskadı, katılırlar. Bu kaskad, 

hücre adezyonu, hücre döngüsünün ilerlemesi, hücre göçü, hücre sağkalımı, 

farklılaĢma, metabolizma, proliferasyon ve transkripsiyon gibi çok farklı iĢlevlerin 

düzenlenmesi iĢine katılır [42]. ERK1/2, pro-apoptotik moleküllerin fosforilasyon ile 

aktivitesini ya da transkripsiyonel düzeyde bu proteinlerin ifadelenmesini azaltarak 

anti-apoptotik etkiler gösterir. Ayrıca anti-apoptotik moleküllerin aktivitesini 

artırarak ya da transkripsiyonlarını uyararak da hücre sağkalımını destekler. Aksine, 

pro-apoptotik etki ile hücre ölümünü teĢvik ettiği de bilinmektedir, fakat mekanizma 

tam olarak anlaĢılamamıĢtır [43]. 

ÇalıĢmamızda amacımız ülkemizde ve dünyada gittikçe artan oranda 

kullanılan fluoksetin, metaboliti norfluoksetin ve bunların karıĢımlarının çevresel ve 

çevresel deriĢimlerinin 10 katının kronik ve çevresel deriĢimlerinin 100 katının 

subakut etkisinde model organizma D. magna’da pro-oksidatif ve pro-apoptotik 

etkilerinin araĢtırılmasıdır. Farklı deriĢimlerinde ve farklı sürelerde fluoksetinin pro-

oksidatif potansiyeli D. magna’da gösterilmiĢtir [44]. Fakat, metabolit 

norfluoksetinin ve fluoksetin ile karıĢımının bu canlı türünde pro-oksidatif ve pro-

apoptotik etkilerini gösteren herhangi bir çalıĢmaya rastlanılamamıĢtır. 
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2. ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

 

Ġdrar ile atılan farmasötik bileĢikler, kanalizasyon sistemlerine ve atık iĢleme 

tesislerine, buradan da çevresel sulara karıĢmaktadır [45]. Atık iĢleme tesislerinde 

özellikle polar olan bileĢiklerin eliminasyonu ancak %60-90 düzeyine 

ulaĢabilmektedir [46]. ÇalıĢmamızda D. magna’da toksik etkilerini araĢtırdığımız 

antidepresan fluoksetin ve metaboliti norfluoksetin çevresel sularda ve bu sularda 

yaĢayan canlı türlerinde varlığı belirlenen önemli bileĢiklerden bir tanesidir. 

ABD Teksas Eyaleti’nde yer alan Pecan deresinden toplanan balık Ictalurus 

punctatus, Pomoxis nigromaculatus, Lepomis macrochirus beyin, karaciğer ve kas 

örneklerinde fluoksetinin 0.11-1.58 ng/g doku; metaboliti norfluoksetinin ise 1.07-

10.27 ng/g doku aralığında biriktiği bildirilmiĢtir [47]. Kanada, Ontario, Grand Nehri 

boĢaltma havzasındaki atık su iĢleme tesislerinden alınan suda yapılan analizde 

fluoksetinin 0.091 µg/L, norfluoksetinin ise 0.011 µg/L düzeylerine ulaĢtığı 

belirlenmiĢtir [48]. Bu değerler çalıĢmamızda temel aldığımız deriĢimlerdir. Aynı 

çalıĢmada tesislerden 10 m aĢağıda kafes içerisinde suda bekletilen balık Pimephales 

promelas örneklerinde fluoksetinin birikmediği, biriken norfluoksetin miktarının ise 

1.22 µg/kg olduğu saptanmıĢtır. Kolpin vd., ABD’de 139 farklı dereden toplanan su 

örneklerinde ortalama 0.012 µg/L fluoksetin bulunduğunu bildirmiĢlerdir [49]. 

Norveç Tromso’da yer alan farklı atık su iĢleme tesislerindeki pompa 

istasyonlarından alınan su örneklerinde 0.4-2.4 ng/L deriĢiminde fluoksetin 

bulunduğu belirlenmiĢtir [50]. Daha ileri tarihte Tromso’da yer alan farklı su iĢleme 

tesislerinde farklı aylarda yapılan su örneklemelerinde fluoksetinin maksimum 18.7 

ng/L, norfluoksetinin ise 9.3 ng/L deriĢime ulaĢtığı bildirilmiĢtir [51]. Kanada 

Montreal atık su iĢleme tesisi ve çıkıĢında yer alan St. Lawrence Nehri giriĢinden 

toplanan su örneklerinde fluoksetinin 0.42-3.5 ng/L, norfluoksetinin ise 1.2-4.2 ng/L 

aralığında bulunduğu belirlenmiĢtir [52]. 

Fluoksetinin D. magna’da biyobirikim potansiyeli de araĢtırılmıĢtır. 0.5 ve 5 

µg/L nominal deriĢimlerinde suya uygulanan fluoksetinin baĢlangıç deriĢimi, 

sırasıyla 0.54±0.05 ve 4.42±0.25 µg/L olarak, 48 saat sonunda ise sırasıyla 0.32±0.02 

ve 1.54±0.13 µg/L olarak belirlenmiĢtir. 48 saat sonunda suda gözlenen bu azalma, 
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ilacın D. magna’da birikimine bağlanmıĢtır. Fluoksetin ilk 6 saat içerisinde D. 

magna’da sırasıyla 208.71±11.83 ve 307.15±14.12 µg/kg deriĢimlerine ulaĢmıĢ, 48 

saat sonunda sırasıyla 147.95±17.62 ve 268.10±18.57 µg/kg olarak belirlenmiĢtir. 

Ġnce bir dıĢ iskelet ve geniĢ bir yüzey alanı/hacim oranına sahip bu türde, 

fluoksetinin besin akıntısı ile vücuda kolayca girip karapaksın ince duvarından 

solunum gazı değiĢimi sırasında kolayca alınabileceği vurgulanmıĢtır [44]. 

Fluoksetin diğer sucul organizmalarda da önemli derecede birikim potansiyeline 

sahiptir. Örneğin, midye Mytilus galloprovincialis’de 30-300 ng/L aralığındaki 

fluoksetin deriĢimlerinde birikim gerçekleĢen organlar sırasıyla sindirim kanalı ≥ 

solungaçlar > kabuk/gonadlar Ģeklindedir [53]. 

<24 saat C. dubia ve D. magna örneklerinde fluoksetinin 48 saatlik LC50 

değeri, sırasıyla, 234 µg/L ve 820 µg/L’dir [47]. Fluoksetin deriĢimine ve besin 

bulunurluğuna bağlı olarak D. magna’da yavru üretim sayısı üzerine farklı etkiler 

yapmaktadır. 

102 ve 241 µg/L fluoksetinin 7 gün etkisi sonunda D. magna’da büyümenin 

etkilendiği, 21 günlük süre sonunda toplam bireylerin %40’nın öldüğü ve üremenin 

%32 azaldığı gösterilmiĢtir. Sonraki jenerasyonda 31, 102 ve 241 µg/L fluoksetin 

etkisinde juvenillerde uzunluğun azaldığı ve 102 µg/L fluoksetin etkisinde %70 

oranında ölüm meydana geldiği, en düĢük deriĢimde bile üremenin %18 azaldığı 

belirlenmiĢtir [54]. 100 µg/L fluoksetin etkisinde D. magna’da 21 ve 40 gün sonunda 

toplam yavru sayısının azaldığı belirlenmiĢtir [55]. 1.6 × 10
5
, 3.3 × 10

5
 ve 6 × 10

5
 

Chlorella vulgaris hücresi/mL besin bulunan ortamlarda 40 µg/L fluoksetinin D. 

magna’da yalnızca düĢük besin deriĢimlerinde yavru üretiminde artıĢa neden olduğu 

bildirilmiĢtir [56]. Benzer Ģekilde 36 µg/L fluoksetin, 6 gün etki süresi sonunda ergin 

ya da juvenillerde hayatta kalma oranı, morfoloji, dayanıklı yumurta üretimi, yavru 

oluĢturma ve cinsiyet oranı üzerine etki etmezken, 30 günlük etkide yavru üretiminde 

artıĢ meydana gelmiĢtir [3]. 10 µg/L fluoksetinin 10 gün etkisinde artan yavru 

üretimine karĢılık karbohidrat miktarının istatistiksel önemde olmasa da azaldığı ve 

oksijen tüketim oranının istatistiksel önemde artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir [57]. 

Fluoksetinin serotonin aktivitesini kesintiye uğratması nedeniyle karbohidrat ve 

oksidatif metabolizmada düzensizliğe yol açtığı ve bu nedenle bu canlıların özellikle 
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anoksik koĢullara dirençsiz hale geldiği belirtilmiĢtir. D. magna’da 80 µg/L 

fluoksetin etkisinde artan yavru üretiminin 10 ve 50 µg/L serotonin almaç antagonisti 

siproheptadinin birlikte etkisinde kontrol düzeylerinde azaldığı belirlenmiĢtir [58]. 

Bu sonuca göre fluoksetin postsinaptik alanda serotonin aktivitesini artırarak yavru 

üretiminde artıĢa neden olmaktadır. 

Fluoksetin, D. magna’da genellikle karapaks uzunluğu ile ölçülen vücut 

büyüklüğünün azalmasına yol açmaktadır. 3 ve 10 µg/L gibi nispeten düĢük 

fluoksetin deriĢimleri D. magna’nın 3. döl juvenil yavrularında karapaks uzunluğuna 

etki etmezken, 30, 100 ve 300 µg/L daha yüksek deriĢimlerinde, deriĢime bağlı 

azalma belirlenmiĢtir [54]. 40 µg/L fluoksetin düĢük besin koĢullarında, D. 

magna’da <24 saat juvenillerde vücut büyüklüğünün azalmasına neden olmuĢtur 

[58]. 

Kolinesterazlar, çevresel toksikoloji çalıĢmaları için yaygın kullanılan 

biyomarkırlar arasındadır [28]. Fluoksetin etkisinde ChE aktivitesinin araĢtırıldığı 

çalıĢmalar farklı bulgular ortaya koymaktadır. Bu çalıĢmaların bir kısmında 

fluoksetinin inhibitör özelliği ortaya konulmuĢtur. 7 gün 0.5 ve 5 µg/L fluoksetin 

etkisindeki D. magna’da AChE aktivitesinin azaldığı belirlenmiĢtir [44]. Benzer 

Ģekilde, düĢük fluoksetin deriĢimlerinin etkisinde deniz tarağı Venerupis 

philippinarum’da solungaç AChE aktivitesi azalırken, yüksek dozlarda enzim 

aktivitesinde herhangi bir etki saptanmamıĢtır [59]. 0.03-300 ng/L fluoksetin 

etkisinde M. galloprovincialis'de solungaç dokusunda AChE aktivitesinin azaldığı 

belirlenmiĢtir [53]. Bu bulguların aksine, fluoksetinin ChE aktivitesini artırdığını 

gösteren çalıĢmalar da bulunmaktadır. 120 ve 750 µg/L fluoksetin etkisindeki yengeç 

Carcinus maenas’da kas dokusunda ChE aktivitesinde artıĢ meydana gelmiĢtir [60]. 

75 ng/L fluoksetin etkisinde midye M. galloprovincialis’de solungaç dokusunda 3 

gün etki sonunda AChE aktivitesi artarken, 15 gün etki sonunda aktivite azalmıĢtır 

[61]. 

Oksidatif stres ile iliĢkili analizlere konu olan bileĢik ve enzimler yine 

çevresel toksikoloji çalıĢmalarında kullanılan ve kirletici ya da farklı bir stres 

kaynağını belirten genel biyomarkırlar içerisinde önemlidir [28]. Fluoksetinin D. 

magna’da pro-oksidatif etkileri hakkında çalıĢma bulguları sunulmaya baĢlanmıĢtır. 
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Oksidatif strese karĢı antioksidant savunmanın ilk basamağını oluĢturan SOD enzim 

aktivitesi 0.5 µg/L fluoksetin etkisindeki D. magna’da artarken 5 µg/L etkide 

azalmıĢtır. SOD aktivitesindeki artıĢ lipid peroksidasyonu düzeylerinde azalmaya yol 

açmıĢtır [44]. 75 ng/L fluoksetinin 15 gün süre ile etkisinde midye M. 

galloprovincialis’de sindirim kanalında lipid peroksidasyonu düzeylerinin, glutatyon 

S-transferaz (GST) ve CAT antioksidant enzim aktivitelerinin arttığı belirlenmiĢtir 

[61]. 0.03-300 ng/L fluoksetin deriĢimleri etkisindeki M. galloprovincialis’de 

sindirim kanalı ve solungaç dokularında CAT ve GST enzim aktiviteleri artarken 

sindirim kanalı dokusunda lipid peroksidasyonu düzeyleri azalmıĢtır [53]. 

Yarı Ģeffaf özelliği nedeniyle Daphnia spp. fluoresan problar yardımıyla 

toksisite mekanizmasının aydınlatılmasında kullanıĢlı türler olmaktadır [62]. JC1 

mitokondriyal membran potansiyeli değiĢimi hakkında bilgi verici fluoresan 

problardan bir tanesidir. JC1 ile ölçülen mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) 

depolarizasyonu nedeni ile AgNO3 nanopartiküllerinin <24 saat D. magna 

örneklerinde mitokondriyal hasara yol açtığı belirlenmiĢtir [63]. Streptomyces 

griseus toksini valinomisin ya da Bacillus cereus toksini olan cereulidenin in vivo 

etkisinde D. magna’da sindirim kanalı hücrelerinde mitokondriyal membran 

ptoansiyelini depolarize ettiği ve bu değiĢimin olasılıkla apoptoza yol açtığı 

bildirilmiĢtir [62]. 

ÇalıĢmamızda fluoksetin ve metaboliti norfluoksetinin sitokrom c ve ERK1/2 

protein miktarına etkileri araĢtırılmıĢtır. Fakat, bu proteinler ile ilgili Daphnia 

spp.’de yapılan herhangi bir çalıĢmaya rastlanılamamıĢtır. Buna karĢın, diğer canlı 

türlerinde mitokondrilerden sitokrom c salınımını ve böylece apoptoz mekanizmasını 

etkilediği yönünde bulgular vardır. 

5 mg/kg fluoksetinin 21 gün etkisi sonunda erkek Wistar sıçan karaciğerinde 

antioksidant enzimler SOD aktivitesinin azaldığı, GPx aktivitesinin ve apoptotik 

belirteçler olan Bax/Bcl-2 protein oranının arttığı belirlenmiĢtir [64]. Sonuçlar, 

fluoksetinin oksidatif stres oluĢturma potansiyelinin apoptotik sinyallere neden 

olduğu Ģeklinde yorumlanmıĢtır. Fluoksetin sıçan hippokampal piramidal 

hücrelerinde ve feositokroma (PC12) hücrelerinde voltaj-bağımlı Ca
2+

 kanallarını 

inhibe etmektedir [65], [66]. Burkitt lenfoma hücrelerinde fluoksetin hücre içi Ca
2+
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deriĢiminin artıĢı yoluyla apoptoza yol açmaktadır [67]. Aksine izole sıçan karaciğer 

mitokondrilerinde 50 µM fluoksetinin Ca
2+

-indüklü MPTP açılmasını ve sitokrom c 

salınımını engellendiği, voltaj-bağımlı anyon kanalını stabilize ettiği ve staurosporin-

indüklü apoptotik hücre ölümüne karĢı U-937 hücrelerini koruduğu belirlenmiĢtir 

[68]. 

Daphnia cinsi üyelerinde çevresel kirleticilerin apoptotik etkilerine iliĢkin 

çalıĢmalar oldukça sınırlıdır. D. pulex’de farklı gruplardan çevresel kirleticilerin 4 

gün etkisinde kaspaz 3/7 aktivitesindeki değiĢim araĢtırılmıĢtır [69]. Fungusid metam 

sodyum, herbisidler bromasil, fluroksipir, izopropil-N-[m-klorofenil] karbamat, 

monuron, orizalin, prometon, S-propil bütiletil tiyokarbamat, trikloroasetik asit, 

insektisidler nikotin, O, O-dietiltiyofosfat, O-diklorobenzen ile bütillenmiĢ 

hidroksianizol ve dietilftalat aktivitede önemli artıĢlara neden olmuĢtur. Ağır metal 

kadmiyum (Cd) ve organoklorlu insektisid klordanın farklı deriĢimlerinin etkisinde 

D. magna hücrelerinde apoptotik hücre oranının azaldığı, aksine nekrotik hücre 

oranının deriĢime ve etki süresine bağlı olarak arttığı belirlenmiĢtir [70]. C70-gallik 

asit bileĢiğinin 24 saat etkisinde D. magna’da lipid peroksidasyonu düzeyleri ile 

antioksidant enzimler SOD ve GPx aktivitelerinin arttığı, apoptotik hücre sayısında 

önemli bir değiĢim olmadığı bildirilmiĢtir [71].  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

ÇalıĢmamızda model organizma olarak kullanılan D. magna örnekleri 

Carolina Biological Supply Company, Burlington, NC, ABD firmasından alınarak 

laboratuvara getirildi. D. magna örnekleri havalandırılmıĢ ve dinlendirilmiĢ 15 L 

ASTM sert suyu [72] içeren plastik kaplarda en az 10 jenerasyon sonrasına kadar 

laboratuvar koĢullarına adapte edildi. Kültür ortamını hazırlamada kullanılan suyun 

iletkenliği 10 µS’den düĢüktür [73]. Kültür suyunun özellikleri; sıcaklık 21±1ºC, pH 

7.60-8.00, çözünmüĢ oksijen >7 mg/L, toplam sertlik 130-160 mg/L CaCO3, 

alkalinite 110-120 mg/L CaCO3’tür. Laboratuvarda ıĢık yoğunluğu cool white 

floresan lamba ile nominal 10.53 µmol.m
-2

.s
-1

 olacak Ģekilde ayarlandı. 

Laboratuvarda 16 saat aydınlık, 8 saat karanlık fotoperiyodu uygulandı [74]. Besin 

olarak 150-300 µm alabalık yemi (Çamlı Yem, Ġzmir), hamur mayası (Dr. Oetker 

Instant Kuru Maya, Ġzmir) ve kurutulmuĢ alfalfa (Naturade Alfalfa, Sepe Natural, 

Ġzmir) ile hazırlanan karıĢım kullanıldı [75]. D. magna örnekleri haftada üç kez 1.5 

mL besin/1 L su olacak Ģekilde bu karıĢım ile beslendi. Stokların kültür ortamı her 

hafta değiĢtirildi ve D. magna stokları 500 adet birey içerecek Ģekilde su değiĢimi 

sırasında hasat edildi. Model organizma olarak kullanılan D. magna örnekleri için 

döl terimi bir anaçtan farklı zamanda dünyaya gelen bireyleri, jenerasyon terimi ise 

bir anaçtan doğan ve kendileri de anaç olarak hizmet eden bireyleri tanımlamak 

amacıyla kullanıldı. 

Toksikant olarak fluoksetin hidroklorür (IUPAC adı: 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 hidroklorür (IUPAC adı: 3-

phenyl-3-[4-(trifluoromethyl) phenoxy] propan-1-amine; CAS No: 83891-03-6) 

uygulandı. 
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3.1.1. Kimyasal Maddeler 

 

1. Kalsiyum sülfat dihidrat   CaSO4  Sigma-Aldrich 

2. Sodyum bikarbonat    NaHCO3 Sigma-Aldrich 

3. 5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit)  DTNB  Sigma 

4. Asetiltiyokolin iyodür    ATChI  Sigma 

5. Redükte L-glutatyon    GSH  Sigma-Aldrich 

6. ĠndirgenmiĢ β-nikotinamid adenin dinükleotit fosfat β-NADPH Sigma 

7. Glutatyon redüktaz    GR   Sigma 

8. tert-bütil hidroperoksid  t-BHP   Aldrich 

9. Tris baz    Tris baz  Sigma 

10. Tris hidroklorür   Tris HCl  Sigma 

11. di-Sodyum etilendiamin tetraasetik asit EDTA  Sigma-Aldrich 

12. 1,1’,3,3’-tetramethoxypropane TMP   Aldrich 

13. Potasyum klorür   KCl   Sigma-Aldrich 

14. di-Potasyum hidrojen fosfat  K2HPO4  Sigma-Aldrich 

15. Potasyum dihidrojen fosfat  KH2PO4  Sigma 

16. Potasyum dikromat   K2Cr2O7  Merck 

17. 2-Tiyobarbitürik asit   TBA   Sigma-Aldrich 

18. Trikloroasetik asit   TCA   Merck 

19. Folin-Ciocalteu’s fenol ayıracı    Sigma-Aldrich 

20. Sodyum hidroksit   NaOH   Sigma-Aldrich 

21. Sodyum lauril sülfat   SDS   Sigma 

22. Bakır sülfat    CuSO4.5H2O  Sigma 

23. Etil alkol       Sigma-Aldrich 

24. Magnezyum sülfat heptahidrat MgSO4.7H2O  Sigma-Aldrich 

25. Sığır serum albumini   BSA   Sigma 

26. Sodyum klorür   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 

Sigma-Aldrich 

31. Protein markırı      Bio-Rad 

32. Lityum dodesil sülfat tamponu 

33. Sinyal artırıcı çözelti      Invitrogen 

34. PVDF membran      Invitrogen 

35. BCIP/NBT substrat çözeltisi     Thermo-Fisher 

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

 

3.1.2. Cihazlar ve Diğer Gereçler 

 

1. Analitik Terazi    A&D HR-250AZ  

2. Benmari     Daihan Wise Bath 

3. Buz Makinası     Ġzmak 

4. Homojenizatör    Daihan WiseStir Wisd 

5. Oksijenmetre     YSI Environmental DO100 

6. Otomatik Pipet Seti    Nichiryo Nichipet EX 

7. Otomatik Pipet Seti    Axygen AxyPet 

8. pH Metre     YSI Environmental pH100 

9. Soğutmalı Santrifüj    Hettich Universal 320R  

10.  Spektrofotometrik Analiz Küvetleri  ISOLAB 

11. Vorteks     IKA MS1 Minishaker 

12. UV-Visible Spektrofotometre  Shimadzu UV1800 

13. Distile Su Cihazı    Elga Ultra Analytic 

14. Distile Su Cihazı    Millipore Rios 8   

15. Mikroplaka Spektrofotometre  BioTek EON 

16. Fotoğraf Makinası     Canon EOS 1200D 

17. Mikroplaka     Greiner Polystyrene 96 Well Flat 

Bottom 

18. Stereo Mikroskop    Olympus SZX16 

19. Binoküler Mikroskop    Olympus BX53 
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20. Konfokal Lazer Taramalı Mikroskop Carl Zeiss LSM800 

21. Dikey Elektroforez Sistemi   Invitrogen Mini Gel Tank 

22. Kuru Jel Transfer Cihazı   Invitrogen iBlot2 

23. Orbital Çalkalayıcı    Cleaver Scientific 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Toksisite Denemeleri 

 

3.2.1.1. Toksisite denemeleri için D. magna anaçlarının bakımı 

 

Kullanılan D. magna örnekleri arasında genetik varyasyonu minimuma 

indirebilmek amacıyla, tek bir anaçtan elde edilen en az 5. jenerasyon yavrular anaç 

olarak kullanıldı. 15 L ASTM sert suyu içeren iki ayrı plastik kaba 250’Ģer birey 

içerecek Ģekilde <24 saatlik yavrular konuldu. Ġlk su değiĢimi 7. günde yapıldı ve bu 

7 gün içerisinde iki günde bir 1.5 mL/L olacak Ģekilde besin verildi. 10. ve 13. 

günlerde su değiĢimi yapıldı ve her su değiĢiminden sonra 1.5 mL/L olacak Ģekilde 

besin verildi. 8. gün birinci döl yavruları alındı ve bu yavrular balık yemi olarak 

kullanıldı [73]. Bir anaçtan yaklaĢık 48 saatte bir yeni yavrular alındı. 10. gün <24 

saatlik ikinci döl yavruları kullanılarak, ana toksisite denemeleri öncesi beĢ farklı 

deriĢimde K2Cr2O7 içeren ASTM sert suyu çözeltileri ile EC50 duyarlılık testi yapıldı. 

12. gün <24 saatlik üçüncü döl yavruları ile kronik toksisite denemelerine baĢlandı. 

15. gün <24 saatlik dördüncü döl yavruları ile yeni anaç grubu oluĢturuldu. Anaç 

olarak ayrılan bu yavrulardan benzer Ģekilde elde edilen yavrular ile tekerrürler ve 

subakut toksisite testleri yapıldı. 

EC50 duyarlılık testi için 0.45 mg/L, 0.6975 mg/L, 1.08 mg/L, 1.26 mg/L, 

1.89 mg/L K2Cr2O7 EC50 deriĢim aralığı belirlendi. 250 mL’lik cam beherlere 200 

mL farklı deriĢimlerde K2Cr2O7 içeren çözeltiler dolduruldu ve her behere 20 adet 

<24 saatlik D. magna yavruları konuldu. Bir behere yalnızca ASTM sert suyu 

konuldu ve bu kontrol grubu olarak değerlendirildi. 48 saatlik hareketsiz kalma 

oranları ölçüldü. Hafif dokunmaya tepki vermememe durumu hareketsizlik Ģeklinde 
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değerlendirildi. Elde edilen hareketsiz kalma oranlarından yola çıkarak SPSS 17.0 

paket programında yer alan Probit analizi testi kullanılarak 24 saatlik EC50 değeri 

hesaplandı. Buna göre EC50 0.972 mg/L (%95 güven aralığı 0.904-1.042, ġekil 

3.1)’dir. Bu sonuç OECD [73] tarafından belirlenen deriĢim aralığı (0.6-2.1 mg/L) ile 

uyumludur. 

  

ġekil 3.1 Daphnia magna örneklerinin ileri analizler için uygun olup olmadığını 

anlamak üzere yapılan EC50 duyarlılık testinin grafiği 

 

3.2.1.2. Kronik Toksisite Denemeleri 

 

Kronik toksisite denemeleri, stok ve anaç grupları ile aynı laboratuvar 

koĢullarında ve nominal deriĢimler ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Deneme süresi sonunda 

hiçbir grupta ölüm gözlenmedi. Deney kurgusu aĢağıdaki Ģekildedir: 

o Kontrol grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna örnekleri ASTM sert suyu 

içerisinde 21 gün süreyle tutuldu. 

o Fluoksetin grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna örnekleri fluoksetinin 

0.091 µg/L çevresel deriĢiminin etkisinde 21 gün süreyle tutuldu. 

o Norfluoksetin grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna örnekleri 

norfluoksetinin 0.011 µg/L çevresel deriĢiminin etkisinde 21 gün süreyle 

tutuldu. 
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o Fluoksetin ve Norfluoksetin karıĢım grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna 

örnekleri fluoksetinin 0.091 µg/L ile norfluoksetinin 0.011 µg/L çevresel 

deriĢiminin etkisinde 21 gün süreyle tutuldu. 

o 10XFluoksetin grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna örnekleri 

fluoksetinin çevresel deriĢiminin 10 katı olan 0.91 µg/L deriĢiminin etkisinde 

21 gün süreyle tutuldu. 

o 10XNorfluoksetin grubu: Bu gruptaki <24 saatlik D. magna örnekleri 

norfluoksetinin çevresel deriĢiminin 10 katı olan 0.11 µg/L deriĢiminin 

etkisinde 21 gün süreyle tutuldu. 

o 10XFluoksetin ve 10XNorfluoksetin karıĢım grubu: Bu gruptaki <24 saatlik 

D. magna örnekleri fluoksetinin çevresel deriĢiminin 10 katı olan 0.91 µg/L 

ile norfluoksetinin çevresel deriĢiminin 10 katı olan 0.11 µg/L deriĢiminin 

etkisinde 21 gün süreyle tutuldu. 

Her gruptaki her tekrar 800 mL ASTM sert suyu içeren cam beherlerde 

hazırlandı. Her beher 21 adet <24 saat 3. döl D. magna örnekleri içermekteydi. 

Deneme grupları hazırlandıktan sonra içerisine 1.5 mL/L besin verildi. Üzerleri cam 

kapakla kapatıldı. Deneme gruplarında deneme süresi boyunca 3 gün arayla su 

değiĢimi yapıldı. Her su değiĢiminden sonra 1.5 mL/L besin verildi. Su değiĢimi 

sırasında örnekler sayılarak yeni sularına aktarıldı. Su değiĢiminden önce ASTM sert 

suyunun pH’ı 8.00 olacak Ģekilde ayarlandı, çözünmüĢ oksijen 9.05±0.18, sıcaklık 

20.20±0.35ºC, alkalinite 120.42±7.77 ve sertlik 138.51±8.52 Ģeklinde ölçüldü. Her 

su değiĢiminden sonra üç günlük kontrol grubu sularında, pH 7.99±0.4, çözünmüĢ 

oksijen 7.07±0.86 ve sıcaklık 20.20±0.53ºC Ģeklinde ölçüldü. Deneme süresince 8. 

günden itibaren her 24 saatte bir her gruptan aynı saatte yavrular toplanıp sayıldı. 

Tüm yavrular, morfometrik analizler için Falcon tüplerinde %50’lik etil alkol 

içerisine alındı ve +4ºC de saklandı. 21. gün sonunda her beherden artık anaç haline 

gelmiĢ birer örnek JC1 boyaması için mikroplaka kuyucuklarına alındı ve -80ºC’de 

saklandı. Her beherde geriye kalan 20 adet örnek, suyun uzaklaĢtırılması için 

filtreden süzüldü ve filtrenin alt tarafından bir peçete yardımıyla hafif bir Ģekilde 

dokunarak kurutuldu. Her beherden 20 adet örnek, daha önceden tartımı yapılan ve 

buz içerisinde bekletilen bir mikrosantrifüj tüpü içerisine zarar vermeden aktarıldı. 
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Örneklerin bulunduğu mikrosantrifüj tüpleri tekrar tartılarak canlıların ağırlığı 

hesaplandı ve analizlere kadar -80ºC’de bekletildi. ÇalıĢma iki tekerrürlü yapıldı ve 

her deneme grubu her tekerrürde dört kez tekrar edildi. Böylece toplamda her 

deneme grubu için 8 tekrar yapıldı. 

 

3.2.1.3. Subakut Toksisite Denemeleri 

 

Subakut toksisite denemeleri, anaç ve stok kapları ile aynı laboratuvar 

koĢullarında ve nominal deriĢimler ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Hem subakut hem de 

kronik toksisite testlerinde ergin bireyler, biyokimyasal analizler için yeterli protein 

deriĢimine ulaĢabilmek amacıyla kullanıldı [76]. Deneme süresi sonunda hiçbir 

grupta ölüm gözlenmedi. Deney kurgusu aĢağıdaki Ģekildedir: 

o Kontrol grubu: Bu gruptaki 17 günlük D. magna örnekleri ASTM sert suyu 

içerisinde 4 gün süreyle tutuldu. 

o 100XFluoksetin grubu: Bu gruptaki 17 günlük D. magna örnekleri 

fluoksetinin çevresel deriĢiminin 100 katı olan 9.1 µg/L deriĢiminin etkisinde 

4 gün süreyle tutuldu. 

o 100XNorfluoksetin grubu: Bu gruptaki 17 günlük D. magna örnekleri 

norfluoksetinin çevresel deriĢiminin 100 katı olan 1.1 µg/L deriĢiminin 

etkisinde 4 gün süreyle tutuldu. 

o 100XFluoksetin ve 100XNorfluoksetin karıĢım grubu: Bu gruptaki 17 günlük 

D. magna örnekleri fluoksetinin çevresel deriĢiminin 100 katı olan 9.1 µg/L 

ile norfluoksetinin çevresel deriĢiminin 100 katı olan 1.1 µg/L deriĢiminin 

etkisinde 4 gün süreyle tutuldu. 

Subakut toksisite denemeleri için her biri 15 L ASTM sert suyu içeren iki ayrı 

plastik kaba 250 adet birey içerecek Ģekilde kronik toksisite çalıĢmalarında anaç 

olarak ayrılan <24 saatlik 4. döl yavruları konuldu. Birinci su değiĢimi 7. gün, ikinci 

su değiĢimi 10. gün yapıldı. Bu canlılardan 8. gün toplanan ilk döl yavruları balık 

yemi olarak kullanıldı. Yine bu canlıların 10. günde toplanan <24 saat ikinci döl 

yavruları, diğer tekerrür için 15 L’lik ASTM sert suyu içerisine ayrıldı. 17. günde 

800 mL ASTM sert suyu içerisine 21 örnek olacak Ģekilde rastgele dağıtım yapıldı. 



3. MATERYAL ve YÖNTEM Sevgi BAġALAN 

23 

 

Deneme grupları oluĢturulurken bir gün önceden hazırlanıp havalandırılan ASTM 

sert suyunda pH 8.00’a ayarlandı ve bu suda sıcaklık 20.00±0.19ºC, alkalinite 

120.02±4.97, sertlik 145.95±8.99 ile çözünmüĢ oksijen 9.03±0.09 olarak ölçüldü. 

Deneme grupları hazırlandıktan sonra içerisine 1.5 mL/L olacak Ģekilde besin verildi. 

Üzerleri cam kapakla kapatıldı. 48 saat sonunda su değiĢimi yapıldı. Su değiĢiminden 

sonra besin verilmedi. 96 saat sonunda her beherden birer adet örnek JC1 boyaması 

için mikroplaka kuyucuklarına konuldu. Geriye kalan 20 adet örnek bir filtre 

yardımıyla suyundan süzüldü ve filtrenin alt tarafından bir peçete yardımıyla hafif bir 

Ģekilde dokunarak kurulandı. Her beherdeki 20 örnek, daha önceden tartılıp buzda 

bekletilen bir mikrosantrifüj tüpü içerisine zarar görmeden aktarıldı. Mikrosantrifüj 

tüpleri daha sonra tekrar tartıldı ve canlı ağırlığı hesaplandı. Örnekler analizlere 

kadar -80ºC’de saklandı. Subakut toksisite denemeleri de iki tekerrürlü yapıldı ve 1. 

tekerrürde her grup dört kez, 2. tekerrürde her grup 5 kez tekrar edildi. Böylece 

toplamda her deneme grubu için 9 tekrar yapıldı. 

 

3.2.2. Biyokimyasal Analizler 

 

Biyokimyasal analizlere baĢlamadan önce, her beherdeki 20 D. magna örneği 

havuzlandı ve ağırlığının 4 katı olacak Ģekilde (w/v) 100 mM KCl, 1 mM EDTA 

içeren pH 7.4 100 mM potasyum fosfat tamponu ile buz içerisinde homojenize 

edildi. Elde edilen homojenat 10000 x g’de +4ºC’de 10 dakika süreyle santrifüjlendi 

ve elde edilen supernatant GPx, tChE enzim aktiviteleri ile TBARS ve protein 

miktarının belirlenmesinde kullanıldı. 

 

3.2.2.1. Glutatyon Peroksidaz Yöntemi 

 

Glutatyon peroksidaz, GSH’ın H2O2 ve organik hidroperoksidler ile GSSG’ye 

yükseltgenmesini kataliz eder. t-bütil hidroperoksid bulunan ortamda GPx’in 

oluĢturduğu GSSG, glutatyon redüktaz (GR) ve NADPH yardımıyla GSH’a 

indirgenir. GPx aktivitesi, NADPH’ın NADP
+
’ye yükseltgenmesi sırasındaki 

absorbans farkının 340 nm dalga boyunda okunması ile ölçülür [77]. 
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Ayıraçlar 

 

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-bütil hidroperoksid 

 

Yöntem 

 

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini ölçebilmek için ayıraçlar 

spektrofotometrik ölçüm küvetine aĢağıdaki Ģekilde konuldu (Çizelge 3.1). 

 

Çizelge 3.1 Glutatyon peroksidaz yöntemi 

Çözeltiler Örnek (µL) 

Saf su 635 

Tris tamponu 100 

GSH 25 

GR 100 

β-NADPH 100 

Supernatant 25 

37°C’de 10 dakika inkübe edildi. 

t-bütil hidroperoksid 10 

 

Kör için örnek yerine saf su kullanıldı. OluĢan tepkime sonucu absorbans 

değerlerindeki değiĢim 340 nm dalga boyunda 0. dakika ve 2. dakikalarda ölçüldü. 

Hesaplama 

                            
    

 
 

  

        
 

 

∆ABS= Zamana göre absorbans değiĢimi 
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t = Zaman (dak.) 

Vt = Toplam hacim 

Vö = Örnek hacmi 

l = IĢık yolu uzunluğu 

↋ = 6.220 M
-1

cm
-1

 

                                              
              

               
 

 

3.2.2.2. Total Kolinesteraz Yöntemi 

 

Kolinesterazlar, asetilkolin, butirilkolin ve propiyonilkolin gibi bileĢiklerin 

kolin ve içeriğine göre asetat gibi bileĢiklere parçalanması tepkimesini katalizlerler. 

Substrat olarak kullanılan asetiltiyokolin ile tepkimesinden sonra ürün olarak açığa 

çıkan tiyokolin ile DTNB’nin tepkimesi sonucu sarı renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik 

asit oluĢur. OluĢan rengin Ģiddeti 405 nm’de ölçülür [78]. 

 

Ayıraçlar 

 

1. 10 mM Sodyum bikarbonat 

2. 10 mM DTNB 

3. 0.1 M Potasyum fosfat tamponu (pH 7.2) 

4. 0.075 M Asetiltiyokoliniyodür    

 

Yöntem 

 

Toplam kolinesteraz enzim aktivitesini ölçebilmek için çözeltiler kör ve örnek 

olmak üzere iki farklı küvete aĢağıdaki Ģekilde konulur (Çizelge 3.2). 
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Çizelge 3.2 Total kolinesteraz yöntemi 

Çözeltiler Kör Örnek 

Tepkime Çözeltisi 125 125 

Asetiltiyokoliniyodür 100 100 

Oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. 

Supernatant - 100 

Potasyum Tamponu 100 - 

 

OluĢan tepkimede açığa çıkan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin absorbansı 405 

nm dalga boyunda 0. dakika ve 5. dakikalarda ölçüldü. 

 

Hesaplama 

                             
    

 
 

  

      
 

 

∆ABS = Zamana bağlı olarak absorbans değiĢimi 

t = Zaman (dak.) 

Vt = Toplam hacim 

Vö = Örnek hacmi 

↋ = 13600 M
-1

cm
-1

  

l = IĢık yolu uzunluğu 

                                                
               

               
 

 

3.2.2.3. TBARS Yöntemi 

 

Tiyobarbitürik asit reaktif maddeleri aerobik koĢullarda TBA ile 100°C’de 

inkübasyon sonucu pembe renkli bir kompleks oluĢturur, bu kompleksin absorbansı 

spektrofotometrede 535 nm’de ölçülür [79]. 
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Ayıraçlar 

 

1. %0.65 TBA 

2. %10 TCA 

 

Standart Grafiğin Hazırlanması 

 

400 nmol/mL 1,1’,3,3’-tetrametoksipropan stok çözeltisi hazırlandı. 

Hazırlanan bu stok çözelti, 10, 20, 40, 60, 80, 100 nmol/mL olacak Ģekilde 

seyreltildi. Standart grafik çiziminde bu çözeltilerin spektrofotometrik analizlerinden 

elde edilen absorbans değerleri kullanıldı. 

 

  

ġekil 3.2 TBARS standart grafiği 

 

Yöntem 

 

25 µL supernatanta 25 µL %10’luk TCA eklendi, vortekslendikten sonra 500 

rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 37.5 µL supernatanta 37.5 µL %0.65’lik TBA 

eklendi ve vortekslendi. 100°C’lik benmaride 10 dakika bekletildi. Süre sonunda 

örnekler oda sıcaklığına getirildi ve üzerine 12.5 µL saf su eklendi ve çalkalandı. Bu 

y = 0.0141x 

R² = 0.9954 
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tepkime sonunda örneklerin absorbans değeri 535 nm dalga boyunda ölçüldü. Elde 

edilen absorbans değerleri standart grafiğe göre deriĢim değerlerine dönüĢtürüldü. 

 

3.2.2.4. Protein Yöntemi 

 

D. magna örneklerinde protein miktarı GPx, tChE spesifik enzim aktiviteleri 

ile TBARS miktarını hesaplamak amacıyla çalıĢıldı. Alkali koĢullar altında +2 

değerlikli bakır (Cu) peptid bağları ile kompleks kurarken +1 değerlikli Cu haline 

dönüĢür. Monovalan Cu iyonu ile tirozin, triptofan ve sisteinin radikal gruplarının 

Folin ayıracı ile tepkimesinde molibden/tungsten mavisine indirgenen kararsız bir 

bileĢik meydana gelir. OluĢan rengin absorbansı 750 nm dalga boyunda ölçülür [80]. 

 

Ayıraçlar 

 

a) %2 Na2CO3  

b) %1 CuSO4.5H2O  

c) %2 Na-K tartarat 

Tüm bu çözeltiler karıĢtırılarak Cu ayıracı hazırlanır. 

1. %1’lik SDS 

2. 1 M NaOH 

3. 2N Folin ayıracı  

Kullanılacağı zaman eĢit hacimde karıĢtırılır. 

A. Lowry ayıracı (Günlük hazırlanır); 3 mL Cu ayıracı, 1 mL SDS, 1 mL 

 NaOH karıĢtırılır. 

B. Folin-Ciolcalteu’s ayıracı: 100 µL Folin-Ciolcalteu’s 900 µL saf su ile 

 karıĢtırılır. 

 

Standart Grafiğin Hazırlanması 

 

Sığır serum albümini kullanılarak 1000 µg/mL stok çözeltisi hazırlandı. 

Hazırlanan bu stok çözelti 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 µg/mL olacak Ģekilde 
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seyreltildi. Bu çözeltilerin analizinden sonra ölçülen absorbans değerleri standart 

grafik çiziminde kullanıldı. 

 

 

ġekil 3.3 Protein standart grafiği 

 

Yöntem 

 

10 µL supernatant üzerine 45 µL Lowry ayıracı eklendi, vortekslendi ve 10 

dakika oda sıcaklığında ve karanlıkta bekletildi. Süre sonunda örneklere 45 µL Folin-

Ciolcalteu’s ayıracı eklendi, vortekslendi ve 30 dakika oda sıcaklığında ve karanlıkta 

bekletildi. 750 nm dalga boyunda örneklerin absorbans değeri ölçüldü. Aynı iĢlem 

örnek yerine 10 µL saf su kullanılarak kör için uygulandı. Elde edilen absorbans 

değerleri standart grafiğe göre deriĢim değerlerine dönüĢtürüldü. 

 

3.2.2.5. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin (∆Ψm) Ölçülmesi 

 

Sağlıklı mitokondriler yüksek elektrokimyasal potansiyele sahiptirler. JC1 

boyası membrandan geçerek fluoresans yapan kırmızı agregatlar oluĢturur. DüĢük 

elektrokimyasal potansiyele sahip mitokondrilerde boyanın birikimi engellenir ve 

boya yeĢil fluoresans yapan monomerler halinde kalır. Daha önceden JC1 boyaması 

için ayrılan her bir mikroplaka içerisindeki D. magna örneği, plaka içerisinde 6 µM 

y = 0.0002x 

R² = 0.9945 
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JC-1 boyası ile 90 dak. karanlık ortamda ve oda sıcaklığında inkübe edildi. Süre 

sonunda her bir örnek JC1 yıkama çözeltisi ile 2 defa yıkandı. Fluoresans yapan 

örnekler Carl Zeiss marka konfokal lazer taramalı mikroskop yardımı ile 

görüntülendi [62]. 

 

3.2.2.6.Sitokrom c ve ERK1/2 Protein DeriĢimlerinin Belirlenmesi 

 

Dört farklı tekerrürü oluĢturan her beherden 20 D. magna örneği tek bir tüpte 

havuzlandı ve toplam 80 örneğin havuzlanması ile elde edilen tek bir tüpteki D. 

magna örneği RIPA lizi tamponu ile parçalandı. Elde edilen çözeltinin öncelikle total 

protein deriĢimi modifiye Lowry yöntemi [80] ile belirlendi. Örnekler, 3:1 v/v 

oranında 4X lityum dodesil sülfat (LDS) tamponu ile karıĢtırıldı ve 100°C’de 10 dak. 

boyunca bekletilerek proteinleri denatüre edildi. 100 µg protein içerecek Ģekilde 

örnekler, 500 mL yürütme tamponu içeren dikey elektroforez sistemine yerleĢtirilen 

%10’luk akrilamid jelindeki kuyucuklara yüklendi. Jelin bir kuyucuğuna 5 µL markır 

yüklemesi yapıldı. Yüklemenin devamında proteinler elektroforez tankındaki jelde 

80 volt altında yaklaĢık bir saat yürütüldü. Tamamı eksi yükle yüklenmiĢ olan 

proteinler, molekül büyüklüklerine göre ayrıldı. Jel elektroforezinde yürütülen 

proteinler, aktarım cihazı yardımıyla PVDF membrana 10 dak. sürede aktarıldı. 

Membran ve antikor kullanılarak proteinin tanımlanması iĢlemine geçildi. Protein 

bantlarının daha net ve belirgin görünmesi için membran, sinyal artırıcı çözelti içeren 

kaba yerleĢtirildi ve 15 dak. süre ile orbital karıĢtırıcı yardımıyla oda sıcaklığında 

çalkalandı. Süre sonunda membran, üç kez saf su ile yıkandı. Non-spesifik 

bağlanmaları en aza indirmek için membran, %5 BSA çözeltisinde 1 saat bekletilerek 

doyurma iĢlemi yapıldı. Proteinlerin tanımlanması için her bir birincil antikor 

(sitokrom c ve ERK1/2) protokolüne göre %5’lik BSA çözeltisi ile 1/1000 oranında 

seyreltildi. Membran, birincil antikor çözeltisi ile +4°C’de bir gece orbital çalkayıcı 

yardımı ile soğuk odada inkübe edildi. Daha sonra membranlar, ikincil antikorların 

uygulanması için PBS-T çözeltisi ile 5’er dak. süreyle üç kez yıkandı. Ġkincil 

antikorlar (anti-rabbit) protokolüne göre %5 BSA çözeltisinde 1/6000 oranında 

seyreltildi. Membranlar, bu çözelti ile oda sıcaklığında 1 saat orbital çalkayıcı 
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yardımıyla inkübe edildi. Daha sonra, 5’er dak. olmak üzere üç kez PBS-T tamponu 

ile yıkandı. Membranlar BCIP/NBT çözeltisi ile karıĢtırıldı. Görüntü oluĢunca 

membranlar saf su ile yıkandı ve fotoğraf makinesi ile görüntüleme yapıldı. Bant 

koyuluğu ImageJ versiyon 1.46r analiz programı ile ölçülerek kontrole göre yüzde 

değiĢim grafikleri hazırlandı (https://imagej.nih.gov/ij/). 

 

3.2.2.7.Morfometrik Analizler 

 

%50 etil alkol içerisinde bekletilen örnekler, çukur lam içerisine damlatılan 

laktik asit üzerine konuldu. Olympus BX53 binoküler mikroskop altında Canon EOS 

1200D fotoğraf makinesi ile fotoğraflandı ve fotoğraflar kaydedildi. Fotoğraflanan 

örneklerin Micam v2.0 (http://www.science4all.nl/?Microscopy_and_Photography) 

bilgisayar yazılımı yardımıyla karapaks uzunluğu ölçümü yapıldı. Karapaks 

uzunluğu baĢın anteriyor ucundan kaudal spinanın temeline kadar ölçüldü ve kaudal 

spina uzunluğu bu ölçüme dahil edilmedi [81]. Kaudal spina gövde temelinden uca 

olan uzunluk Ģeklinde ölçüldü. Maksimum karapaks geniĢliği, karapaksın lateralden 

en geniĢ bölgesi dikkate alınarak iki uçtan yatay düzlemde ölçüldü. 

 

3.2.3. Ġstatistiksel Analizler 

 

Biyokimyasal ve morfometrik analizlerin yanında yavru sayılarının 

istatistiksel değerlendirilmesi SPSS 17.0 paket istatistik programında (SPSS Inc. 

Released 2008. SPSS Statistics for Windows, Version 17.0. Chicago: SPSS Inc.) 

yapıldı. Verilerin normalitesi Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal 

dağılım gösteren veriler tek yönlü varyans analizi (OneWay ANOVA) testine tabi 

tutuldu. Bu test ile gruplar arasında fark görülmüĢse öncelikle veri setlerinin Levene 

testi ile homojenitesi araĢtırıldı. Homojenlik gösteren veri setleri için gruplar 

arasındaki istatistiksel ayrım Duncan post-hoc testi ile, homojenlik göstermeyen veri 

setleri için gruplar arasındaki ayrım Tamhane’s T2 post-hoc testi ile analiz edildi. 

Normal dağılım göstermeyen veri setleri arasındaki istatistiksel önem derecesi 

öncelikle Kruskal-Wallis testi uygulanarak belirlendi. Kruskal-Wallis testinde önem 
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gösteren parametrelerde sürekli bir değiĢken yönünden bağımsız iki grup arasında 

fark olup olmadığını test etmek için Mann-Whitney U Testi uygulandı [82]. Veriler 

aritmetik ortalama±standart sapma Ģeklinde sunuldu (P<0.05). 
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4. BULGULAR ve TARTIġMA 

 

4.1. Bulgular 

 

Bu çalıĢmada fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel 

deriĢimlerinin ve çevresel deriĢimlerinin 10 katının kronik ve çevresel deriĢimlerinin 

100 katının subakut ayrı ve karıĢım halinde etkilerinin D. magna’da GPx ve tChE 

enzim aktivitelerine, lipid peroksidasyonu düzeylerine, total protein miktarlarına, 

mitokondriyal membran potansiyeline, sitokrom c ile ERK1/2 protein deriĢimlerine 

ve morfometrik özellikleri ile yavru üretme oranına etkisi araĢtırılmıĢtır. 

 

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

Ölçülen DeğiĢimler 

 

4.1.1.1. Biyokimyasal DeğiĢimler 

 

D. magna’da fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel 

deriĢimlerinin ve çevresel deriĢimlerinin 10 katının ayrı ve karıĢım halinde kronik 

etkisinde GPx, tChE enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonu düzeyleri ile total 

protein miktarındaki değiĢimler Çizelge 4.1’ de gösterilmiĢtir. 

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel deriĢimlerinin ayrı ve 

karıĢım halinde 21 günlük kronik etkisi, GPx aktivitesinde herhangi bir değiĢime 

neden olmamıĢtır. Benzer Ģekilde çevresel deriĢimlerinin 10 katının karıĢım halinde 

uygulanması GPx aktivitesini etkilemezken fluoksetin ve norfluoksetinin 10 katı 

çevresel deriĢimlerinin ayrı etkileri aktivitede sırasıyla %82.98 ve %31.92 oranında 

artıĢa yol açmıĢtır. Fluoksetin ve norfluoksetinin çevresel deriĢimlerinin birlikte ve 

ayrı etkisi tChE aktivitesinde sırasıyla %40.48, %60.71 ve %54.76 oranında artıĢa 

neden olmuĢtur. Fluoksetinin çevresel deriĢiminin 10 katının kronik etkisinde tChE 

aktivitesi %61.91 oranında artarken diğer 10 katı deriĢim uygulanan gruplarda 

herhangi bir değiĢim belirlenememiĢtir. Fluoksetin ve norfluoksetinin ayrı ve karıĢım 

halinde çevresel deriĢimlerinde lipid peroksidasyonu düzeyleri değiĢmezken çevresel 
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deriĢimlerinin 10 katı uygulandığı tüm gruplarda düzeyler hem kontrole hem de 

çevresel deriĢim uygulanan gruplara oranla artıĢ göstermiĢtir (kontrole göre sırasıyla 

fluoksetin için %100.20, norfluoksetin için %167.35 ve karıĢımları için %90.97). 

Fluoksetin ve norfluoksetinin çevresel ya da çevresel deriĢiminin 10 katının kronik 

etkisinde D. magna’da total protein düzeylerinde herhangi bir değiĢim 

belirlenememiĢtir (Çizelge 4.1). 

 

4.1.1.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli ile Sitokrom c ve ERK1/2 Protein 

DeriĢimlerindeki DeğiĢimler 

Fluoksetin Norfluoksetin Fluoksetin+Norfluoksetin 

   
10XFluoksetin 10XNorfluoksetin 10XFluoksetin+10XNorfluoksetin 

   
Kontrol 

 
 

Resim 4.1 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel 

deriĢiminin 10 katının kronik etkisinde D. magna’da mitokondriyal membran 

potansiyeli değiĢimi analizine ait görüntüler (  200 µm).
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Çizelge 4.1 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel deriĢiminin 10 katının kronik etkisinde D. magna’ 

da GPx ve tChE enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu ve total protein düzeylerinde meydana gelen değiĢimler 

 

 GPx 

(µmol/dak/mg 

protein) 

tChE 

(nmol/dak/mg 

protein) 

TBARS 

(nmol/mg protein) 

Total Protein 

(mg/mL) 

Kontrol 0.047±0.010
a
 0.0084±0.0014

ac
 8.169±2.892

a
 1.143±0.271

a
 

Fluoksetin 0.048±0.002
a
 0.0118±0.0014

b
 8.413±0.999

a
 0.972±0.038

a
 

Norfluoksetin 0.051±0.004
a
 0.0135±0.0009

b
 11.670±1.347

ab
 0.996±0.032

a
 

Fluoksetin + Norfluoksetin 0.056±0.010
ac

 0.0130±0.0009
b
 8.750±1.106

a
 0.948±0.037

a
 

10XFluoksetin 0.086±0.003
b
 0.0136±0.0009

b
 16.354±3.315

b
 0.909±0.028

a
 

10XNorfluoksetin 0.062±0.010
c
 0.0098±0.0007

a
 21.840±6.003

c
 0.966±0.125

a
 

10XFluoksetin + 

10XNorfluoksetin 
0.050±0.005

a
 0.0073±0.0016

c
 15.600±3.283

b
 1.029±0.098

a
 

Veriler aritmetik ortalama±standart sapma Ģeklinde sunulmuĢtur. Kontrol grubuna göre farklı harfler ile gösterilen diğer gruplar 

arasında istatistiksel ayrım bulunmaktadır (P<0.05; N=4). 
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Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel deriĢiminin 

10 katının kronik etkisinde D. magna’da MMP değiĢimi analizine ait görüntüler 

Resim 4.1’de gösterilmiĢtir. 

Mitokondriyal membran potansiyeli kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında en 

çok etkilenenden en aza doğru norfluoksetin, 10X norfluoksetin, 10X fluoksetin, 10X 

fluoksetin + 10X norfluoksetin, fluoksetin, fluoksetin + norfluoksetin olduğu 

gözlemlendi (Resim 4.1). 

         A            B            C        D           E            F           G 

Sitokrom 

c 

 

ERK1/2 

 

Resim 4.2 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel 

deriĢiminin 10 katının kronik etkisinde D. magna’da sitokrom c ve ERK1/2 protein 

deriĢimi analizine ait jel görüntüleri (A: Kontrol; B: Fluoksetin; C: Norfluoksetin; D: 

Fluoksetin+Norfluoksetin; E: 10XFluoksetin; F: 10XNorfluoksetin; G: 

10XFluoksetin+10XNorfluoksetin) 

 

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel deriĢiminin 

10 katının kronik etkisinde D. magna’da sitokrom c ve ERK1/2 protein 

deriĢimlerinin değiĢimi Resim 4.2 ve ġekil 4.1’de görülmektedir. 

Kronik etkide norfluoksetinin her iki deriĢiminde de sitokrom c deriĢimi 

belirgin ölçüde artmıĢtır. Çevresel deriĢimlerinde karıĢım grubunda yine sitokrom c 

deriĢimi artarken çevresel deriĢimin 10 katının uygulandığı grupta sitokrom c 

düzeyinde herhangi bir değiĢim meydana gelmemiĢtir. Fluoksetin çevresel 

deriĢiminde sitokrom c deriĢimini etkilemezken 10 katı uygulandığı grupta sitokrom 

c deriĢimini belirgin bir Ģekilde artırmıĢtır (Resim 4.2 ve ġekil 4.1). 
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Çevresel deriĢimin 10 katının ayrı ve karıĢım halinde uygulandığı gruplarda 

ERK1/2 protein deriĢimi kontrole oranla belirgin bir Ģekilde artmıĢtır (Resim 4.2 ve 

ġekil 4.1). 

  

ġekil 4.1 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel 

deriĢiminin 10 katının kronik etkisinde D. magna’da sitokrom c ve ERK1/2 protein 

deriĢiminin kontrole göre yüzde değiĢimi (A: Kontrol; B: Fluoksetin; C: 

Norfluoksetin; D: Fluoksetin+Norfluoksetin; E: 10XFluoksetin; F: 

10XNorfluoksetin; G: 10XFluoksetin+10XNorfluoksetin) 

 

4.1.1.3. Morfometrik DeğiĢimler 

 

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel deriĢiminin 

10 katının kronik etkisinde <24 saat D. magna yavrularının karapaks uzunluğu, 

maksimum karapaks geniĢliği ve kaudal spina uzunluğu ölçümlerine ait veriler 

Çizelge 4.2’de verilmiĢtir. 

Çevresel deriĢiminde fluoksetin 2., 3., 4. ve 5. döllerde karapaks uzunluğunda 

azalmaya neden olmuĢtur. 4. ve 5. döllerde maksimum karapaks geniĢliğinde ise 

azalmaya yol açmıĢtır. 3. dölde kaudal spina uzunluğu çevresel fluoksetin 

deriĢiminde azalırken 4. dölde artmıĢtır. Çevresel deriĢiminde norfluoksetin 2., 4. ve 

5. döllerde karapaks uzunluğunda azalmaya neden olmuĢtur. Çevresel deriĢiminde 

norfluoksetin, yalnızca 4. dölde maksimum karapaks geniĢliğinde azalmaya yol 

açmıĢtır. Kaudal spina uzunluğu 3. ve 4. döllerde azalma göstermiĢtir. Fluoksetin ve 
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norfluoksetinin çevresel deriĢimlerinin karıĢımının etkisinde 3. dölde ölçülen tüm 

parametreler azalırken 5. dölde karapaks uzunluğu dıĢındaki tüm parametreler artıĢ 

göstermiĢtir. 4. dölde kaudal spina uzunluğu azalmıĢtır. 

Çevresel deriĢiminin 10 katının etkisinde fluoksetin 3. dölde karapaks 

uzunluğunda ve maksimum karapaks geniĢliğinde artıĢa, 4. ve 5. döllerde ise 

azalmaya neden olmuĢtur. Yalnızca 5. dölde kaudal spina uzunluğunda azalma 

meydana gelmiĢtir. Çevresel deriĢiminin 10 katında norfluoksetin, 2. dölde 

maksimum karapaks geniĢliğinde artıĢa, 5. dölde azalmaya neden olmuĢtur. 3. dölde 

ve genel ortalamada kaudal spina uzunluğunda azalmaya yol açmıĢtır. 4. ve 5. 

döllerde karapaks uzunluğunu azaltmıĢtır. Çevresel deriĢimlerinin 10 katında 

fluoksetin ve norfluoksetin etkisindeki D. magna anaçlarının 2. ve 3. döl yavrularının 

karapaks uzunluğunda artıĢ meydana gelmiĢtir. 2. döl yavrularında maksimum 

karapaks geniĢliği de artarken 3. döl yavrularında kaudal spina uzunluğu azalma 

göstermiĢtir. Bu bulguların aksine, 4. ve 5. döl yavrularında kaudal spina uzunluğu 

etkilenmezken karapaks uzunluğu ve maksimum karapaks geniĢliği azalmıĢtır. 

Tüm döllerde elde edilen yavruların morfometrik analizlerine göre fluoksetin 

ve norfluoksetin hem çevresel hem de çevresel deriĢiminin 10 katı düzeylerinde 

birlikte ya da ayrı uygulamasına bakılmaksızın karapaks ve kaudal spina 

uzunluğunda azalmaya neden olmuĢtur. Maksimum karapaks geniĢliğinde de 

norfluoksetinin 10 katı ve 10 katı karıĢım uygulandığı gruplar dıĢında tüm gruplar da 

azalma ölçülmüĢtür. 

 

4.1.1.4. Yavru Üretme Potansiyeline Etkiler 

 

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel deriĢiminin 

10 katının kronik etkisinin, D. magna’nın yavru üretme potansiyelinde meydana 

getirdiği değiĢime ait veriler Çizelge 4.3’de verilmiĢtir. 

Fluoksetin çevresel deriĢiminde yalnızca 3. dölde yavru üretim sayısında 

artıĢa yol açmıĢtır. Aksine metaboliti norfluoksetin 2. döl dıĢında tüm döllerde yavru 

üretim sayısında artıĢa yol açmıĢtır. Tüm döllerde üretilen toplam yavru sayısı 

bakımından da bu artıĢ istatistiksel anlamlıdır. Fluoksetin ve norfluoksetinin çevresel 
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deriĢimlerinde karıĢım olarak uygulandığı grupta, tüm döllerde ve genel yavru üretim 

sayısı ortalaması açısından kontrole göre oldukça yüksektir. Tüm etki grupları 

içerisinde en yüksek yavru üretim sayısına, bu karıĢım grubunun 3. döl üretimi 

sırasında ulaĢılmıĢtır. ArtıĢ kontrole göre %227.25 düzeyindedir; fakat bu değiĢim 

fluoksetin grubuna göre de anlamlı olsa da norfluoksetin grubundan farklı değildir. 

Çevresel deriĢiminin 10 katı uygulandığı grupta fluoksetin 1. ve 3. döllerde 

yavru üretim sayısında artıĢa neden olmakla birlikte, 5. dölde yavru üretim 

potansiyelini azaltmıĢtır. Tüm döllerde ortalama yavru üretim sayısına ise etki 

etmemiĢtir. Çevresel deriĢiminde gösterdiği etkinin aksine, 10 katı deriĢiminde 

norfluoksetin 2. dölde ve genel yavru üretim ortalamasında azalmaya yol açmıĢtır. 

Çevresel deriĢimin 10 katı verildiği karıĢım grubunda 1., 2. ve 3. döllerde yavru 

üretim sayısı artmıĢ, 5. dölde ise azalmıĢtır. 10 katı karıĢım grubunda genel yavru 

üretim potansiyelinde herhangi bir değiĢim bulunamamıĢtır. 

 

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

Ölçülen DeğiĢimler 

 

4.1.2.1. Biyokimyasal DeğiĢimler 

 

D. magna’da fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel 

deriĢimlerinin 100 katının ayrı ve karıĢım halinde subakut etkisinde GPx ve tChE 

enzim aktivitelerindeki, lipid peroksidasyonu düzeylerindeki ve total protein 

miktarındaki değiĢimler Çizelge 4.4’de gösterilmiĢtir. 

Fluoksetin ve metaboliti norfluoksetinin çevresel deriĢimlerinin 100 katının 

ayrı ve karıĢım halinde subakut etkisinde D. magna’da GPx aktivitesi tüm etki 

gruplarında artmıĢtır. ArtıĢ fluoksetin grubunda %177.78, norfluoksetin grubunda 

%333.33 ve karıĢım grubunda %104.76 oranındadır. Norfluoksetin grubunda GPx 

aktivitesindeki artıĢ karıĢım grubuna göre de istatistiksel fark düzeyindedir. tChE 

enzim aktivitesi tüm etki gruplarında kontrole oranla artıĢ göstermiĢtir. Bu artıĢ 

fluoksetin gubunda %262.50, norfluoksetin grubunda %231.25 ve karıĢım grubunda 

%237.50’dir. Lipid peroksidasyonu düzeyleri enzim aktivitelerinde olduğu gibi artıĢ 

göstermiĢtir. Bu artıĢ fluoksetin grubunda %539.05, norfluoksetin grubunda %125.95 
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ve karıĢım grubunda %232.75’dir. Total protein miktarı ise fluoksetin ve metaboliti 

norfluoksetinin çevresel deriĢimlerinin 100 katının subakut etkisinde azalma 

göstermiĢtir (Çizelge 4.4). Bu azalma fluoksetin grubunda %46.40, norfluoksetin 

grubunda %59.18 ve karıĢım grubunda %56.39’dur.
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Çizelge 4.2 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel deriĢiminin 10 katının kronik etkisinde D. magna <24 

saat yavrularının karapaks, maksimum karapaks geniĢliği ve kaudal spina uzunluğundaki değiĢimler (µm) 

 

Veriler aritmetik ortalama±standart sapma Ģeklinde sunulmuĢtur. Farklı harfler ile gösterilen veriler arasında istatistik ayrım 

bulunmaktadır (P<0.05, N=9-27, Genel Ortalama analizi için N=227-267) 

 

 

Karapaks 

Uzunluğu 

Maks. 

Karapaks Gen 

Kaudal Spina 

Uzunluğu 

Karapaks 

Uzunluğu 

Maks. 

Karapaks Gen. 

Kaudal Spina 

Uzunluğu 

Karapaks 

Uzunluğu 

Maks. 

Karapaks Gen. 

Kaudal Spina 

Uzunluğu 

1. Döl 2. Döl 3. Döl 

Kontrol 777.63±50.37 430.00±40.98 403.21±30.43 880.89±85.85a 473.71±86.94acd 415.33±31.48 847.02±46.14a 490.62±52.81ad 411.47±42.75a 

Fluoksetin 773.04±37.27 414.47±43.08 385.18±26.37 827.82±76.06b 437.51±62.93c 400.55±33.11 806.87±45.74b 475.63±53.62ac 371.21±42.03b 

Norfluoksetin 748.48±30.42 408.46±38.88 354.02±34.59 842.26±72.46b 448.53±66.14ac 403.53±28.64 838.66±41.81a 475.02±38.87ac 378.07±44.39bc 

FLX+NOR 774.21±33.85 420.94±47.82 366.97±29.26 857.27±56.06a 466.04±55.09ad 397.35±32.28 812.37±45.20b 469.19±45.39bc 369.74±39.85b 

10XFluoksetin 742.59±32.68 400.94±45.76 345.06±25.88 874.13±107.48ab 496.44±97.67de 406.11±42.99 906.22±80.93c 524.35±70.22e 397.25±40.16ac 

10XNorfluoksetin 764.20±34.56 407.58±36.87 358.79±26.18 893.78±101.5ac 521.56±78.70be 401.38±41.71 857.86±69.39a 492.76±67.99abf 379.91±41.53bc 

10FLX+NOR 733.73±34.09 388.53±43.23 349.36±41.89 925.61±102.05c 544.48±81.90b 407.98±53.59 915.73±105.30c 523.95±90.61def 380.28±56.67bc 

 4. Döl 5. Döl Genel Ortalama 

Kontrol 887.59±22.54a 483.00±31.22a 391.97±31.30ae 899.73±64.54a 497.67±49.17a 385.83±30.28ac 864.98±70.32a 478.29±59.63a 400.97±35.35a 

Fluoksetin 842.86±27.41bd 456.71±33.74bc 414.14±32.39b 783.66±58.17b 446.36±35.11b 363.03±51.67a 805.90±58.45b 444.51±50.00b 386.75±42.57b 

Norfluoksetin 852.19±55.07bc 449.72±52.39b 372.00±28.72cd 890.85±100.06c 503.89±71.46af 389.79±49.72cb 831.13±78.71c 455.78±62.44bd 378.81±41.51c 

FLX+NOR 878.82±56.81a 473.41±60.36ac 367.68±31.62d 891.22±93.96ac 532.30±63.71c 395.54±35.53cb 836.74±74.78c 468.28±65.78cef 378.73±36.03c 

10XFluoksetin 845.27±47.09bd 454.40±37.51b 395.90±28.95a 836.93±35.9d 462.11±30.48ed 393.98±25.68b 840.96±86.02c 467.55±73.56deg 387.88±39.61bd 

10XNorfluoksetin 855.91±22.15c 480.38±24.82a 393.96±41.53a 838.38±98.52e 476.48±69.73def 386.65±44.56ab 837.82±84.44c 472.15±71.44afg 382.26±41.47cd 

10FLX+NOR 833.00±42.33d 465.94±25.89c 381.00±23.75ce 832.97±88.68de 470.24±61.02be 381.03±45.28ab 849.93±105.67c 480.21±84.12afg 381.02±48.93cd 
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Çizelge 4.3 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel ve çevresel deriĢiminin 10 katının kronik etkisindeki D. magna’nın 

yavru üretme potansiyelinde meydana gelen değiĢimler 

 

 
1. döl 2. döl 3. döl 4. döl 5. döl 

Genel 

Ortalama 

Kontrol 76.83±13.62
a
 50.08±16.49

ac
 44.08±16.39

a
 73.91±15.31

a
 84.75±32.33

ac
 65.93±25.12

a
 

Fluoksetin 79.75±24.41
ac

 46.17±5.67
a
 62.67±18.13

b
 78.67±32.06

a
 81.33±29.68

a
 69.72±26.86

a
 

Norfluoksetin 143.33±44.65
b
 69.50±25.43

cdf
 140.67±51.79

c
 135.58±64.15

bc
 62.17±22.82

cd
 110.25±56.62

b
 

Fluoksetin + 

Norfluoksetin 
126.33±29.87

b
 94.25±43.39

bd
 144.25±29.46

c
 135.33±68.12

b
 45.42±9.29

b
 109.12±53.68

b
 

10XFluoksetin 129.50±59.01
bd

 53.50±29.18
aeg

 60.58±9.25
b
 84.92±58.56

ac
 41.83±17.39

bd
 74.07±47.97

ac
 

10XNorfluoksetin 70.58±21.94
a
 42.25±26.79

e
 57.67±29.90

ab
 52.67±33.18

a
 67.58±27.57

c
 58.15±29.06

c
 

10XFluoksetin+10X

Norfluoksetin 
98.58±31.79

cd
 64.42±19.98

fg
 56.75±8.86

b
 60.58±48.52

a
 42.25±15.52

b
 64.52±33.37

ac
 

Veriler aritmetik ortalama±standart sapma Ģeklinde sunulmuĢtur. Farklı harfler ile gösterilen veriler arasında istatistik ayrım 

bulunmaktadır (P<0.05).
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Çizelge 4.4 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel deriĢiminin 100 katının subakut etkisinde D. magna’da GPx ve 

tChE enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu ve total protein düzeylerinde meydana gelen değiĢimler 

 

 GPx 

(µmol/dak/mg 

protein) 

tChE 

(µmol/dak/mg 

protein) 

TBARS 

(nmol/mg protein) 

Total Protein 

(mg/mL) 

Kontrol 
0.063±0.005

a
 

 
0.016±0.003

a
 10.635±3.731

a
 0.681±0.107

a
 

100XFluoksetin 0.175±0.071
bc

 0.058±0.020
b
 67.963±32.735

b
 0.365±0.048

b
 

100XNorfluoksetin 0.273±0.221
b
 0.053±0.009

b
 24.030±7.179

c
 0.278±0.071

b
 

100XFluoksetin + 100XNorfluoksetin 0.129±0.042
c
 0.054±0.012

b
 35.388±15.764

bc
 0.297±0.069

b
 

Veriler aritmetik ortalama±standart sapma Ģeklinde sunulmuĢtur. Farklı harfler ile gösterilen gruplar arasında istatistiksel ayrım 

bulunmaktadır (P<0.05; N=5). 

 

 

 

 

 



4. BULGULAR ve TARTIġMA Sevgi BAġALAN 

44 

 

4.1.2.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli ile Sitokrom c ve ERK1/2 Protein 

DeriĢimlerindeki DeğiĢimler 

 

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel deriĢimlerinin 100 

katının subakut etkisinde D. magna’da mitokondriyal membran potansiyelinde 

meydana gelen değiĢimler Resim 4.3’de gösterilmiĢtir. 

Resim 4.3’de kırmızı alanlardan anlaĢılabileceği üzere kontrol dahil tüm 

gruplarda mitokondriyal membran depolarizasyonu gerçekleĢmesine karĢın, değiĢim 

kontrol grubuna göre etki gruplarında daha belirgindir. 

100XFluoksetin 100XNorfluoksetin 
100XFluoksetin+100XNorfluokse

tin 

   
Kontrol 

 

Resim 4.3 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel deriĢimlerinin 100 

katının subakut etkisinde D. magna’da mitokondriyal membran potansiyelinde 

meydana gelen değiĢimler (            200µm). 

 

Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel deriĢimlerinin 100 

katının subakut etkisinde D. magna’da sitokrom c ve ERK1/2 protein deriĢimlerinde 

meydana gelen değiĢimler Resim 4.4 ve ġekil 4.2’de gösterilmiĢtir. 
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Sitokrom c ve ERK1/2 protein deriĢimleri tüm etki gruplarında kontrole 

oranla artıĢ göstermiĢtir. Ġstisnai bir durum olarak 100 katı norfluoksetin grubunda 

ERK1/2 protein deriĢimi, kontrol grubu düzeylerinde idi (Resim 4.4, ġekil 4.2). 

 

                     A                    B              C              D 

Sitokrom c 

 

ERK1/2 

 

Resim 4.4 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel deriĢiminin 100 

katının subakut etkisinde D. magna’da sitokrom c ve ERK1/2 protein deriĢimi 

analizine ait jel görüntüleri (A: Kontrol; B: 100XFluoksetin; C: 100XNorfluoksetin; 

D: 100XFluoksetin+100XNorfluoksetin) 

 

 

ġekil 4.2 Fluoksetin ve metaboliti olan norfluoksetinin çevresel deriĢiminin 100 

katının subakut etkisinde D. magna’da sitokrom c ve ERK1/2 protein deriĢiminin 

kontrole göre yüzde değiĢimi (A: Kontrol; B: 100XFluoksetin; C: 

100XNorfluoksetin; D: 100XFluoksetin+100XNorfluoksetin) 
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4.2. TartıĢma 

 

Hem aktif madde hem de metabolitler olarak terapötik ajanlar, baĢta sucul 

bileĢenler olmak üzere çevrede belirlenmeye baĢlanmıĢtır. Bu bileĢikler her ne kadar 

memeliler ve diğer hedef organizmalarda spesifik bir yapısal ya da iĢlevsel birimi 

etkileyerek yarar sağlamak üzere kullanılsalar da bunların hedef olmayan 

organizmalar üzerine çok farklı mekanizmalar ile etki edebilme potansiyeli 

bulunmaktadır [83]. Toksikant, temel bir mekanizmaya, örneğin sinyal iletim 

mekanizmasına etki ediyorsa evrimsel olarak korunmuĢ yapıları nedeni ile hedef 

olmayan organizmalarda farklı yanıtların oluĢabilmesine yol açmaktadır [83]. 

ÇalıĢmamızda etkisi denenen toksikant fluoksetin, selektif serotonin geri kazanım 

inhibitörü olarak birçok fizyolojik iĢlevin etkilenmesine neden olmaktadır [84]. D. 

pulex’de serotonin üretim, reseptör ve taĢıyıcılarına ait genlerin varlığı belirlenmiĢ 

[24], fluoksetinin hedefi olan serotonin taĢıyıcılarının Crustacea’leri de kapsayan 

diğer omurgasızlarda farklı fizyolojik etkilere neden olabileceği bildirilmiĢtir [58]. 

Organofosfatlı insektisit chlorpyrifos etkisinde karides Palaemonetes 

argentinus’un abdomen dokusunda artan sitozolik ChE aktivitesinin toksikant 

etkisine bir çeĢit adaptif yanıt olduğu bildirilmiĢtir [85]. Fluoksetin, norfluoksetin ve 

bunların karıĢımı, denenen tüm deriĢimlerinde ve sürelerde tChE aktivitesini 

artırmıĢtır. Ġstisna olarak çevresel deriĢiminin 10 katında norfluoksetin ayrı ya da 

fluoksetin ile karıĢım halinde aktivitede herhangi bir değiĢime neden olmamıĢtır. 

Fluoksetinin de içerisinde yer aldığı spesifik serotonin geri kazanım inhibitörleri 

insan serum ve eritrosit membranında AChE ve BChE inhibitörüdür ve fluoksetin 

bunlar arasında en düĢük inhibisyon oranına sahiptir [86]. Benzer olarak, 7 gün 0.5 

ve 5 µg/L fluoksetin etkisindeki D. magna’da AChE aktivitesinin azaldığı 

belirlenmiĢtir [44]. Yazarlar, AChE enziminin fluoksetin etkisinde değiĢimine iliĢkin, 

uygulanan deriĢim ve süre gibi deneysel koĢulların etkili olabileceğini ve bu konuda 

daha ileri çalıĢmalar yapılması gerekliliğini bildirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada, Ding vd. 

[44]’nin çalıĢmasının aksine daha düĢük deriĢimleri daha uzun sürede, ya da ara bir 

deriĢimi daha kısa sürede uyguladık. Analiz yaptığımız örnekler de yaĢ olarak daha 

ileriydi. Fluoksetin düĢük dozlarında deniz tarağı V. philippinarum’da solungaç 
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AChE aktivitesini azaltırken yüksek dozlarda enzim üzerine herhangi bir etki 

göstermemektedir [59]. ÇalıĢmamızda herhangi bir inhibitör kullanarak D. magna’da 

var olan kolinesteraz tipini ayırmadık. Bu nedenle tChE aktivitesi içerisinde AChE 

aktivitesinin oranı hakkında herhangi bir bilgiye sahip değiliz. Her ne kadar 

kolinesteraz tipini ayırmamıĢ olsa da, Jemec vd. [87], düĢük deriĢimlerinde Cd
2+

’nin 

AChE aktivitesini artırdığını, artan deriĢimlerde ise düĢük deriĢimlere oranla 

aktivitedeki artıĢın yavaĢladığını bildirmiĢtir. Li ve Tan [88], organofosfatlı insektisit 

triazophos ve chlorpyrifosun D. magna’da ChE aktivitesi üzerine etkisini 

araĢtırdıkları çalıĢmalarında, hem asetiltiyokoliniyodür hem de butiriltiyokoliniyodür 

ile aktivite olduğunu göstermiĢtir. Aynı çalıĢmada, iki toksikantın hormetik etkili 

olarak düĢük dozlarında ChE aktivitesini artırdığını bulmuĢlardır. 

Antikolinesterazların etkisinde ChE aktivitesindeki artıĢın, bir çeĢit adaptif 

mekanizma ile de novo sentez sonucu homeostazı sürdürmek üzere meydana 

geldiğini bildirmiĢlerdir. 120 ve 750 µg/L fluoksetin etkisindeki yengeç C. 

maenas’da kas dokusunda ChE aktivitesinde artıĢ meydana gelmiĢtir [60]. ChE 

aktivitesindeki indüksiyonun, serotoninin omurgasızlarda asetilkolin salınımını 

artırmasına bir yanıt olduğu bildirilmektedir. Bununla birlikte, in vitro ve in vivo 

apoptotik uyaranların AChE aktivitesinde artıĢ meydana getirdiği genel bilinen bir 

olgudur [89]. Bu nedenle AChE aktivitesindeki artıĢın apoptoz için bir biyomarker 

olması gerektiği önerilmektedir [89]. 75 ng/L fluoksetinin 3 gün etkisinde kalan 

midye M. galloprovincialis’de solungaç dokusunda AChE aktivitesinde artıĢ 

meydana gelmiĢ, fluoksetinin olasılıkla solungaç hücrelerinde apoptozu tetikleyerek 

bu artıĢa neden olabileceği önerilmiĢtir [61]. Norfluoksetinin çevresel deriĢiminin 10 

katı ve bu deriĢimin karıĢımı grupları dıĢında tüm gruplarda gözlenen tChE 

aktivitesindeki artıĢın, her ne kadar düzeylerini ölçmesek de olası asetilkolin 

salınımındaki artıĢa yanıt olarak meydana geldiği ve bunun da artan lipid 

peroksidasyonu ve GPx enzim aktivitesi ile MMP depolarizasyonu ve artan sitokrom 

c ve ERK1/2 miktarı ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir. 

Serotonin uygulanan salyangoz Helisoma trivolvis nöronlarında intraselüler 

Ca
2+

 düzeylerinde artıĢ olduğu belirlenmiĢtir [90]. Kerevit Procambarus clarkii’de 

bacak motor nöron preparatlarında intraselüler Ca
2+

 düzeylerindeki artıĢın asetilkolin 
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salınımını stimule ettiği saptanmıĢtır [91]. Aslında plazma membran depolarizasyonu 

ile indüklenen intraselüler Ca
2+

 düzeylerinde artıĢ, nöroiletici salınımında anahtar 

role sahiptir [91]. Deniz yumuĢakçası Aplysia californica’da abdominal gangliyonun 

spesifik serotonerjik nöronlarında serotoninin, asetilkolinin uyarıcı etkisini artırdığı 

belirlenmiĢtir [92]. Yengeç Cancer borealis’in dorsal gangliyon preparatlarında 

serotonin ve asetilkolinin birlikte Ca
2+

 alınımını indüklediği belirlenmiĢtir [93]. Bu 

verilerden yola çıkarak serotonin indüklü Ca
2+

 alınımının asetilkolin salınımına yol 

açtığı ve asetilkolinin serotonin ile sinerjistik olarak intraselüler Ca
2+

 düzeylerini 

artırarak oksidatif stres gibi ileri etkilere neden olabileceği öne sürülebilir. 

Asetilkoline yapısal benzerlik gösteren insektisit imidacloprid etkisinde artan tChE 

aktivitesinin asetilkolin-indüklü ROS oluĢumuna karĢı adaptif bir yanıt olduğu 

bildirilmiĢtir [94]. Yang ve Dettbarn, antikolinerjik insektisit 

diisopropylphosphorofluoridate (DFP) etkisinde sıçan diyafram dokusunda AChE 

inhibisyonu nedeniyle artan asetilkolinin, ROS oluĢumu yoluyla lipid 

peroksidasyonu düzeylerini artırdığını bildirmiĢtir [95]. 

Chlorpyrifos etkisindeki P. argentinus’un abdomen dokusunda sitozolik ChE 

aktivitesi, H2O2 düzeyleri ile GPx aktivitesinde artıĢ meydana gelmesine karĢın lipid 

peroksidasyonu düzeyleri değiĢmemiĢtir [85]. ÇalıĢmamızda artan tChE aktivitesine 

paralel olarak artan lipid peroksidasyonu düzeyleri nedeniyle, fluoksetin ve 

norfluoksetin etkisi ile artan serotonin düzeyinin intraselüler Ca
2+

 düzeylerini artırma 

ve dolayısıyla asetilkolin salınımını indükleme potansiyeli sonucu, olası intraselüler 

Ca
2+

 homeostazında değiĢime, oksidatif strese ve olası apoptoz geliĢimine yol açmıĢ 

olabileceği düĢünülmektedir. D. magna’da AgNO3 nanopartiküllerinin etkisinde 

intraselüler ve sodyum selenate etkisinde intramitokondriyal Ca
2+

 düzeylerinde artıĢ 

olduğu gösterilmiĢtir [96, 97]. Yüksek intraselüler Ca
2+

 düzeyleri mitokondrilerde 

hasar oluĢturabilir [98, 99] ve endoplazmik retikulum gibi intraselüler depolardan 

salınma ya da hücre içine net Ca
2+

 giriĢi gibi etkenler ROS üretimini ve hücre 

ölümünü tetikleyebilir [98, 100]. Oksidatif strese karĢı koymak üzere ilk savunma 

hattında yer alan GPx enzim aktivitesi [32], kronik çevresel deriĢimler dıĢında tüm 

uygulamalarda artıĢ göstermiĢtir. GPx, H2O2 ve organik peroksidlerin GSH ile 

tepkimesi sonucu GSSG oluĢumunu sağlayan enzimdir [32] ve GSH’ın 
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rejenerasyonundaki aksama sonuçta oksidatif strese yol açmaktadır. Bulgumuzun 

aksine, 120 ve 750 µg/L fluoksetin deriĢimlerinin etkisindeki yengeç C. maenas'da 

hepatopankreas dokusunda lipid peroksidasyonu düzeyleri ile GPx aktivitesi 

değiĢmezken, total glutatyon (tGSH, endojen antioksidant molekül), GR ve GST 

aktivitelerinde artıĢ ölçülmüĢtür [60]. GST, lipid peroksidasyonu ürünlerinin GSH ile 

konjugasyonunu sağlayarak peroksidasyon zincir tepkimesinin sonlandırılmasını 

sağlayan önemli bir enzimdir. GR ise, artan GPx aktivitesi nedeniyle GSSG’yi, 

NADPH varlığında, en önemli endojen antioksidant olan GSH’a indirgeyen 

enzimdir. Mesquita vd. [60], yengeç C. maenas'da hepatopankreas dokusunda Krebs 

döngüsünün önemli bir enzimi olan izositrat dehidrojenaz aktivitesi artıĢı  ile 

NADPH düzeylerinin korunmasına bağlı olarak oksidatif stresin azaldığını 

belirlemiĢlerdir. ÇalıĢmamızda etkisi ayrı ve karıĢım halinde araĢtırılan fluoksetin ve 

metaboliti norfluoksetinin çevresel deriĢimlerinin 10 katının kronik etkisinde ve 100 

katının subakut etkisinde lipid peroksidasyonu düzeylerinde ve GPx aktivitesinde 

artıĢ belirlenmiĢtir. Ġntraselüler ROS artıĢını gösteren bu parametrelerin farklı 

toksikantların etkisinde arttığını gösteren farklı çalıĢmalar bulunmaktadır. Aslında 

fluoksetin, uygulanan deriĢim, süre ve uygulandığı yaĢ aralığından bağımsız D. 

magna’da antioksidant savunmanın uyarılmasına neden olmaktadır. Örneğin, 7 gün 

0.5 µg/L fluoksetin etkisinde D. magna’da SOD enzim aktivitesi artıp lipid 

peroksidasyonu azalırken, 5 µg/L fluoksetin etkisinde SOD aktivitesi düĢmektedir 

[44]. Paraquat, endosulfan pestisitleri ile Cd ve Cu ağır metallerinin etkisinde D. 

magna’da GPx aktivitesinin deriĢime bağlı arttığı, lipid peroksidasyonunun yalnızca 

Cu etkisinde yükseldiği belirlenmiĢtir [101]. Asetilsalisilik asit etkisindeki D. 

magna’da GPx aktivitesi ile lipid peroksidasyonu düzeylerinin deriĢime bağlı arttığı 

saptanmıĢtır [102]. Metabolizması sırasında açığa çıkan ROS nedeniyle, 

asetilsalisilik asidin D. magna’da oksidatif strese neden olduğu bildirilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda çevresel deriĢiminin 10 katının ayrı ve fluoksetin ile birlikte 

kronik etkisinde norfluoksetin, tChE aktivitesini değiĢtirmemiĢ ve GPx aktivitesinin 

artıĢına bağlı olmayan bir Ģekilde lipid peroksidasyonu ve diğer biyokimyasal ve 

moleküler parametrelerde değiĢime yol açmıĢtır. tChE aktivitesindeki artıĢın, olası 

hücre içi Ca
2+

 düzeylerindeki artıĢa, GPx aktivitesi ve lipid peroksidasyonu ile 
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belirlenen artan ROS düzeylerine yanıt olduğu tartıĢılsa da farklı toksikantların 

etkisinde D. magna’da bu parametrelerin farklı yanıtlar gösterebildiği de 

belirlenmiĢtir. Ağrı kesiciler diclofenac ve asetaminofen etkisindeki D. magna’da 

GPx ve tChE aktivitesinde meydana gelen azalmanın, artan ROS düzeyleri ile iliĢkili 

olduğu bildirilmiĢtir [122]. Aynı çalıĢmada, antipsikotik chlorpromazine ve 

antihipertansif propranolol etkisinde tChE aktivitesinde değiĢim olmadığı halde GPx 

aktivitesinde azalma belirlenmiĢtir. Olasılıkla artan ROS deriĢimlerine bağlı olarak 

her iki enzimin aktivitesinde kayıp olduğu belirtilmektedir. 

Mitokondriler, iç membranları boyunca proton gradienti oluĢturarak bir 

membran potansiyeli üretmek üzere, okside edilebilir substratları kullanır [103]. 

Fluoksetin, norfluoksetin ve bunların çevresel deriĢimlerinin 100 katının subakut 

uygulandığı gruplarda total protein miktarında azalma meydana gelmiĢtir. Herbisit 

tebuconazole etkisindeki D. magna örneklerinde total protein miktarının deriĢime ve 

süreye bağlı olarak azaldığı belirlenmiĢtir [104]. Toksik stres koĢullarında artan 

enerji gereksinimlerini karĢılamak üzere artan protein katabolizmasının tebuconazole 

etkisi için önemli bir biyomarkır olabileceği önerilmektedir. Villarroel vd. [105], 

akarisit tetradifon etkisindeki D. magna’da fizyolojik bir adaptasyon olarak doku 

proteinlerinin proteolize uğradığını, açığa çıkan serbest aminoasitlerin enerji 

üretimini sürdürebilmek için Krebs döngüsüne okside edilebilir substratlar olarak 

iletildiğini bildirmiĢtir. Total protein miktarı yengeç Barytelphusa guerini’de 

solungaç, kas, hepatopankreas ve nöral gangliyon dokularında chlorpyrifos etkisi ile 

azalırken, serbest aminoasit miktarı ile aspartat aminotransferaz ve alanin 

aminotransferaz enzim aktiviteleri artmıĢtır [106]. Bu çalıĢmadaki bulgumuzun 

aksine, 80 µg/L fluoksetinin 24 saat etkisinde ergin D. magna’da protein ve lipid 

miktarlarının etkilenmediği, buna karĢın karbohidrat miktarının azaldığı ve oksijen 

tüketim oranının arttığı belirlenmiĢtir [58]. Spesifik serotonin geri kazanım 

inhibitörleri, oksijen tüketim oranındaki artıĢ nedeniyle aerobik metabolizmanın 

artıĢını sağlamakta [58], bu da olasılıkla daha fazla ROS üretimine yol açmaktadır 

[107]. Oksijen tüketiminde artıĢ ve karbohidrat miktarında azalma 10 µg/L fluoksetin 

etkisindeki D. magna’da da gösterilmiĢtir [57]. Fluoksetin ve norfluoksetinin subakut 

etkisindeki D. magna’da, artan GPx aktivitesi ve lipid peroksidasyonu düzeyleri 
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nedeniyle, protein miktarındaki azalmanın, aĢırı ROS üretimi sonucu meydana gelen 

oksidatif hasarın bir sonucu olduğu da ileri sürülebilir [108]. Benzer bir bulgu, 

chlorpyrifos etkisindeki P. argentinus’da elde edilmiĢtir [85]. Abdomen dokusunda 

artan ChE ve GPx aktivitesi yanında protein karbonil miktarında da artıĢ meydana 

gelmiĢtir. Oksidatif stresin bir göstergesi olan protein karbonil oluĢumu, bu Ģekildeki 

okside proteinlerin proteozomal yıkımı ile sonuçlanmaktadır [109]. 

Mitokondriyal membran depolarizasyonu, hücre ölümünü belirlemek için 

yaygın kullanılan markırlardan bir tanesidir [103, 110, 111] ve hücre ya da dokuların 

fizyolojik durumları hakkında bilgi vericidir [111]. Norfluoksetinin izole kalp 

mitokondri preparatlarında düĢük dozlarından baĢlayarak MMP depolarizasyonuna 

ve kompleks I aktivitesinde inhibisyona neden olduğu gösterilmiĢtir. Daha yüksek 

dozlarda elektron transfer zinciri bileĢenlerini inhibe ederek oksijen tüketiminde de 

azalmaya yol açmıĢtır [112]. Yazarlar, MMP depolarizasyonunun nedenini 

norfluoksetin etkisiyle elektron transfer zinciri inhibisyonu sonucu olası ROS artıĢına 

bağlamıĢlardır. Valinomycin ve cereulide gibi çeĢitli toksinlerin etkisinde D. 

magna’da JC1 ile ölçülen MMP’de depolarizasyon bildirilmiĢtir [62]. <24 saat D. 

magna örneklerinde JC1 ile ölçülen MMP depolarizasyonu nedeni ile AgNO3 

nanopartiküllerinin mitokondriyal hasara yol açtığı belirlenmiĢtir [63]. 

Organofosfatlı bir insektisit olan malathionun düĢük deriĢimlerinin etkisinde balık 

Ctenopharyngodon idellus epidermis hücre hattında MMP depolarizasyonu yanında 

artan ROS ve intraselüler Ca
2+

 ile azalan ATP düzeylerine eĢlik eden apoptoz 

geliĢimi bildirilmiĢtir [113]. ÇalıĢmamızda fluoksetin, norfluoksetin ve bunların 

karıĢımları, tüm süre ve deriĢimlerde mitokondriyal membran depolarizasyonuna 

neden olmuĢtur. Kronik etkide en belirgin değiĢim, özellikle norfluoksetin uygulanan 

gruplarda iken, subakut etkide tüm gruplarda değiĢim Ģiddetlidir. DüĢük tuzluluk 

koĢullarında ve Cu etkisinde bulunan yengeç Neohelice granulata’da anteriyor 

solungaç dokusunda heksokinaz, piruvat kinaz, fosfofruktokinaz ve sitrat sentaz 

enzim aktiviteleri ile MMP’nin azaldığı, laktat dehidrojenaz aktivitesinin arttığı 

bildirilmiĢtir [114]. Enzim aktivitelerindeki ve MMP’deki düĢüĢ nedeniyle enerji 

üretim modunun aerobikten anaerobiğe kaydığı ve ATP üretiminin bu nedenle 

azaldığı önerilmiĢtir. Açlık gibi farklı stres kaynaklarının etkisi altındaki tatlı su 
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karidesi Neocaridina heteropoda’da barsak ve hepatopankreas epitel hücrelerinde 

MMP depolarizasyonuna sahip mitokondri sayısının oldukça düĢük olduğu ve etkin 

bir otofaji mekanizması ile hücrelerin ölümünün engellendiği bildirilmiĢtir [111]. 

MMP depolarizasyonu memelilerde mitokondriden sitokrom c salınımından 

sorumlu önemli bir mekanizmadır [103] ve memelilerde sitokrom c salınımı 

hücrelerin mitokondriyal apoptozu için önemli bir baĢlatıcı faktördür [115]. Ekstrem 

anoksik koĢullara dayanıklı Artemia franciscana embriyolarının izole 

mitokondrilerinde aĢırı Ca
2+

 yüklemesine karĢın sitokrom c salınımının 

gerçekleĢmediği; buna karĢın, HgCl2 etkisinde mitokondriyal membran ĢiĢmesi ve 

sitokrom c salınımı meydana geldiği belirlenmiĢtir [116]. Bu canlılarda aĢırı Ca
2+

 

yüklemesi, memeli mitokondrilerinin aksine büzülme ile sonuçlanmamakta, önceden 

var olan Ca
2+

 da atılmamaktadır. Bu özellikleri nedeni ile bu canlıların aĢırı anoksik 

koĢullara dayanabildiği önerilmektedir. D. pulex’de de Ca
2+

 yükleme kapasitesinin 

oldukça yüksektir ve Ca
2+

 satürasyonu sonrası MPTP oluĢumu gerçekleĢmemektedir 

[117]. Bir baĢka çalıĢmada, A. franciscana embriyolarından izole edilen kaspaz-3 ve 

kaspaz-9 çözeltisine sitokrom c eklenmesi, aktivitede herhangi bir değiĢime neden 

olmamıĢtır [118]. Ca
2+

 ilavesi de kaspaz-9 aktivitesini değiĢtirmemesine karĢın, 

kaspaz-9 aktivitesini etkileyebilecek proteazların aktivasyonuna yol açması 

nedeniyle Ca
2+

, bu apoptoz baĢlatıcı proteinler için allosterik etkili olabilir [118]. 

Tüm bu verilere karĢın Crustacea apoptozomunun moleküler yapısı anlaĢılmadan 

sitokrom c’nin apoptozdaki rolünün dıĢlanmaması gerektiği önerilmektedir [41]. D. 

magna da A. fransciscana embriyoları gibi kısa süreli anoksiyaya ve Ģiddetli 

hipoksik koĢullara dayanıklı bir türdür [27]. Cd etkisindeki istiridye Crassostrea 

virginica hemosit hücrelerinin sitokrom c bağımlı kaspaz-3 benzeri enzim 

aktivitesine sahip olduğu belirlenmiĢtir [119]. Bu hücrelerde Cd etkisi ile, ATP 

düzeylerinin azalmasına karĢın, MMP’nin değiĢmediği ve değiĢmeyen kaspaz-3 

aktivitesi nedeniyle sitokrom c salınımının gerçekleĢmediği saptanmıĢtır. Cd 

etkisindeki hücrelerin apoptozu için mitokondriler destekleyici bir mekanizma 

sunmasına karĢın, hemositlerin mitokondrilerden bağımsız olarak apoptoza uğradığı 

bildirilmiĢtir [119]. Karides Litopenaeus vannamei’de WSS virüs enfeksiyonu 

sırasında apoptoz-indükleyici faktör (AIF) ve sitokrom c gen ifadelenmesinin 
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yanında aktif kaspaz-3 protein miktarı ve transkriptlerinin arttığı belirlenmiĢtir [120]. 

ÇalıĢmamızda D. magna’da fluoksetinin çevresel deriĢimi ve 10 katı karıĢım grubu 

dıĢında tüm kronik ve subakut uygulamalarda sitokrom c deriĢimi artmıĢtır. Aslında 

ölçtüğümüz toplam sitokrom c deriĢimi mitokondrilerden salınım ve apoptoz 

konusunda yeterli aydınlatıcı bilgiye ulaĢmamızı sağlayamaz. Buna karĢın, MMP 

depolarizasyonu, artan ROS ve sitokrom c miktarı nedeni ile fluoksetin ve metaboliti 

norfluoksetinin en azından çevresel deriĢimlerinin 10 katı kronik ve çevresel 

deriĢimlerinin 100 katı subakut etkide apoptoza yol açabileceğini önerebiliriz. DüĢük 

deriĢim Cd etkisindeki yengeç Sinopotamon henanense’de hepatopankreas 

dokusunda kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitelerinde artıĢ ve MMP hiperpolarizasyonu 

yoluyla hücrelerin mitokondriyal apoptoza uğradıkları belirlenmiĢtir [121]. Bu 

canlıların hücrelerinde sitokrom c miktarında herhangi bir değiĢiklik meydana 

gelmemiĢtir. Aksine, yüksek Cd deriĢiminin etkisi MMP depolarizasyonu ve 

sitokrom c azalmasına karĢın kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitelerinde değiĢim 

bulunamamıĢtır [121]. Sitozole atılan sitokrom c yeniden absorbe edilerek ya da 

yeniden sentezlenerek, mitokondriler hasardan korunmaya çalıĢırlar. Artan strese 

bağlı olarak sitokrom c absorbsiyonu durur ve daha fazla mitokondri hasar görür 

[121]. 

ERK1/2, transkripsiyon faktörlerinin regülasyonu ya da bazı proteinlerin 

doğrudan fosforilasyonu yoluyla hücre proliferasyonu ve farklılaĢmasının, 

kasılmanın, transportun, hasara yanıtın ve apoptozun düzenlenmesinde rol alır. Farklı 

toksikantların etkisi ile aktif hale gelir ve hücresel hasara karĢı yanıtta rol oynar 

[123]. Tetrabromobisphenol A etkisindeki midye M. galloprovincialis’de 

hemositlerde ERK2 fosforilasyonu, E. coli'ye karĢı lizozomal enzim salınımı, 

fagositik aktivite artıĢı ve ekstraselüler süperoksit anyon radikali üretimi yoluyla 

mikrobisidal aktivitenin artıĢına neden olmuĢtur [124]. Crustacea’lerde ERK1/2 

iĢlevi genellikle kabuk değiĢimi [125], spermatogenez [126] ve oogenezdeki [127] 

etkileri bağlamınca araĢtırılmıĢtır. Memeli hücrelerinde ERK1/2’nin dahil olduğu 

sinyal yolağı, mitokondriyal  transmembran potansiyeli değiĢimi ve sitokrom c 

salınımının öncesi, sonrası ya da bunlarla iliĢkisiz bir Ģekilde apoptozun 

inhibisyonunda görev alır [43]. Aslında ERK1/2 genellikle hücre sağkalımını 
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desteklerken belirli koĢullar altında pro-apoptotik olabilmektedir [43]. Örneğin, t-

bütil hidroperoksid etkisindeki tavĢan renal proksimal tübüler hücrelerinde ERK1/2 

aktivasyonu MMP depolarizasyonuna, inhibisyonu enerji üretiminin ve 

mitokondriyal membran potansiyelinin korunmasına neden olmuĢtur [123]. 

Fluoksetin insan hepatokarsinoma hücrelerinde MMP depolarizasyonu, 

mitokondriyal Ca
2+

 yük artıĢı ve ROS oluĢumu yoluyla ERK1/2 miktarının 

azalmasına neden olmakta, böylece bu hücreler apoptoza uğramaktadır [128]. 

ÇalıĢmamızda fluoksetin, norfluoksetin çevresel deriĢimleri ve bunların 

karıĢımlarının etkisinde sitokrom c artıĢı ve MMP depolarizasyonuna karĢın, lipid 

peroksidasyonu düzeyleri ve GPx aktivitesinin yanında ERK1/2 miktarı da 

değiĢmemiĢtir. Aksine, daha yüksek deriĢimlerde sitokrom c miktarı, lipid 

peroksidasyonu ve GPx aktivite artıĢı ve MMP depolarizasyonuna ERK1/2 artıĢı 

eĢlik etmektedir. Buna göre ERK1/2 miktarındaki artıĢ olasılıkla hücre sağkalımını 

desteklemek üzere adaptif bir yanıttır. Subakut norfluoksetin etkisinde ERK1/2 

miktarında değiĢim meydana gelmemiĢtir ve norfluoksetinin farklı deriĢimlerine 

oluĢturulan farklı yanıtların daha ileri çalıĢmalar ile ayrıntılandırılması 

gerekmektedir. 

Üç gün süre ile yüksek deriĢim Ni
2+

 etkisinde kalan D. magna’da hücresel 

enerji oranındaki azalma ile orantılı olarak karapaks uzunluğunun azaldığı 

belirlenmiĢtir [129]. DüĢük deriĢim Ni
2+

 etkisinde ise etkinin 4. gününde karapaks 

uzunluğunun azaldığı bildirilmiĢtir. ÇalıĢmamızda fluoksetinin çevresel 

deriĢimlerinin 10 katının ve norfluoksetin ile karıĢımının 10 katının kronik etkisinde 

sırasıyla 3. dölde ve 2. ve 3. döllerde karapaks uzunluğunda artıĢ meydana gelmiĢtir. 

Av olan canlılar avcılarından kaçınmak üzere morfolojik (örneğin diken ve zırh), 

yaĢam döngüsü değiĢimi (örneğin geç yavru üretme), fizyolojik (örneğin toksin 

üretimi) ve avcıdan kaçınma davranıĢları gibi davranıĢlar sergilerler [130]. Bu 

gruplarda fluoksetin ve metaboliti ile karıĢımının annelerde bir çeĢit avcıdan kaçınma 

davranıĢını tetiklediği düĢünülebilir. Buna karĢın diğer tüm etki gruplarında <24 saat 

yavruların karapaks uzunluğunda azalma belirlenmiĢtir. Etki özellikle 4. ve 5. döl 

yavrularında ortaya çıkmıĢtır. TiO2 nanopartiküllerinin 21 gün süre ile etkisindeki D. 

magna’da süre sonunda karapaks uzunluğunun deriĢime bağlı azalma gösterdiği 
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belirlenmiĢtir [81]. Non-steroid omurgalı östrojeni diethylstilbesterol (DES) ve böcek 

juvenil hormon analoğu methoprenenin 3 ve 6 günlük etkisinde hem diĢi hem de 

erkek D. magna örneklerinde karapaks uzunluğunun azaldığı belirlenmiĢtir [131]. 

Herbisit glyphosate (saf) ve ticari formülasyonu Roundup etkisinde D. magna’da 

hem juvenil (<24 saat) hem de anaçların yaĢam süresinin farklı zamanlarında 

deriĢime bağlı olarak karapaks uzunluğunda azalma olduğu saptanmıĢtır [132]. 

Herbisit Roundup etkisinde D. magna’da juvenil (<24 saat) yavrularda ve 15 gün 

sonunda anaçlarda karapaks uzunluğunun azaldığı ve en belirgin etkinin 1. dölde 

olduğu belirlenmiĢtir [133]. Her döl yavrularında amilaz ve sükraz aktiviteleri 

deriĢime bağlı azalırken, proteaz enzim aktivitesi deriĢime bağlı artıĢ göstermiĢtir. 

Bu nedenle D. magna yavrularının Roundup etkisinin, ardıĢık döllerde adaptasyon 

potansiyelini azalttığı önerilmiĢtir [133]. Kronik Cu etkisindeki D. magna’da juvenil 

(<24 saat) karapaks uzunluğu azalırken, anaçların yavru üretim potansiyelinde 

herhangi bir değiĢim meydana gelmemiĢtir [134]. 3 ve 10 µg/L fluoksetin etkisindeki 

D. magna’nın 3. döl juvenil yavrularında karapaks uzunluğu değiĢmezken, 30, 100 

ve 300 µg/L fluoksetin etkisinde deriĢime bağlı azaldığı belirlenmiĢtir [54]. 

Fluoksetin etkisinin juvenil sağlığını ve dolayısıyla verimli döl verme olasılığını 

azalttığı belirtilmiĢtir. DüĢük besin koĢullarında 40 µg/L fluoksetin yavru üretim 

oranını artırırken vücut büyüklüğünün azalmasına neden olmuĢtur [58]. Küçük yapılı 

yavru üretiminin uygun olmayan bir adaptasyonel yanıt olduğu bildirilmiĢtir [135]. 

ÇalıĢmamızda fluoksetin ve norfluoksetinin çok daha düĢük deriĢimlerinde karapaks 

uzunluğunun genel olarak azaldığını belirledik. Maksimum karapaks geniĢliği ve 

kaudal spina uzunluğu, genel olarak karapaks uzunluğuna paralel değiĢim 

göstermiĢtir. Bu nedenle bu parametrelerin de fluoksetin etkisi için önemli 

belirleyiciler olabileceği önerilmektedir. 

Di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) etkisindeki D. magna’da azalan total 

protein miktarına bağlı olarak yavru üretim potansiyelinde de düĢüĢ meydana 

gelmiĢtir [136]. Herbisit Roundup etkisiyle D. magna’da her dölde yavru üretme 

potansiyelinin azaldığı belirlenmiĢtir [133]. Bu durum, juvenillerde azaldığı gibi 

anaçlarda da sindirim ile iliĢkili enzim aktivitelerindeki olası azalmaya bağlanabilir. 

ÇalıĢmamızda norfluoksetinin çevresel deriĢiminin 10 katı uygulanan grupta 2. dölde 
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ve genel yavru üretim ortalamasında azalma meydana gelmiĢtir. Norfluoksetinin yer 

aldığı tüm karıĢım gruplarının 5. dölünde de aynı grupların diğer döllerinden farklı 

olarak yavru üretme potansiyeli azalmıĢtır. Bu durum fluoksetin uygulanan gruplara 

oranla norfluoksetin grubundaki anaçlarda meydana gelen biyokimyasal ve 

moleküler değiĢimlere bağlanabilir. Fakat, norfluoksetinin bu etkisi için daha ileri 

çalıĢmalara gereksinim vardır. Norfluoksetinin etkisi yüksek deriĢim fluoksetinin 

yavru üretimini azaltma potansiyeline benzemektedir. Norfluoksetin, ana bileĢik 

fluoksetine göre çok daha potent ve insan plazmasında yarılanma ömrü çok daha 

uzundur (fluoksetin 1-3 gün ve norfluoksetin 7-15 gün) [137]. 100 µg/L fluoksetin 

etkisinde D. magna’da 21 ve 40 gün sonunda toplam yavru sayısının azaldığı 

belirlenmiĢtir [55]. 241 µg/L fluoksetin etkisinde D. magna’da 21 gün sonunda yavru 

üretim sayısının azaldığı belirlenmiĢtir [54]. 

ÇalıĢmamızda kronik çevresel deriĢimlerinde fluoksetin, norfluoksetin ve 

çevresel deriĢiminin 10 katında fluoksetin ve karıĢım gruplarında D. magna’da yavru 

üretim potansiyelinde artıĢ meydana gelmiĢtir. 36 µg/L fluoksetinin 30 gün etkisinde 

D. magna’da 1., 2., 5. ve 6. döllerde karapaks uzunluğu değiĢmeksizin yavru üretim 

sayısında artıĢ meydana geldiği belirlenmiĢtir [3]. Benzer Ģekilde, 40 ve 80 µg/L 

fluoksetinin etkisinde karapaks uzunluğu etkilenmeksizin D. magna’da yavru üretim 

sayısının arttığı belirlenmiĢtir [58]. Fluoksetinin serotoninin kullanılabilirliğini 

artırarak yavru üretimini teĢvik ettiği bildirilmiĢtir. Serotonin reseptör antagonisti 

siproheptadin, fluoksetin etkisi ile yavru üretim sayısındaki artıĢı engellemektedir 

[58]. Serotoninin Crustacea’de üreme, büyüme, erginleĢme, larval geliĢim, immun 

iĢlevler, metabolizma, davranıĢ ve renk fizyolojisi gibi çok farklı iĢlevlere ait 

nörohormonları etkilediği bilinmektedir [22]. 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

1. Fluoksetin ve metaboliti norfluoksetin, çevresel deriĢimleri ve bunun katları olan 

deriĢimlerde kronik ve subakut olarak tChE aktivitesinde artıĢa neden olmaktadır. 

Bu durumun serotoninin intraselüler Ca
2+

 deriĢimlerini artırarak asetilkolin 

salınımını etkilemesi sonucu olduğu düĢünülmektedir. 

2. Fluoksetin ve metaboliti norfluoksetin çevresel deriĢimlerinin 10 katı kronik ve 

100 katı subakut etkide antioksidant yanıtın uyarılmasına ve oksidatif strese 

neden olmaktadır. Etki çevresel deriĢimin 100 katında daha belirgindir. 

3. Fluoksetin ve metaboliti norfluoksetin etkisi denenen tüm süre ve deriĢimlerde 

MMP depolarizasyonuna neden olmuĢtur. Bu durum, her iki bileĢiğin ROS 

üretme potansiyeli nedeniyle olabilir. 

4. Sitokrom c protein miktarı fluoksetinin çevresel deriĢimi ile 10 katı karıĢım 

grubu dıĢındaki tüm gruplarda artmıĢtır. Bu artıĢ, kaspaz-3 ya da kaspaz-9 

aktivitesi ile iliĢkili bir Ģekilde apoptoza yol açabilir. Fakat, özellikle Daphnia 

spp.’de apoptoz ile iliĢkili genlerin varlığı bilinse de [138] moleküler etkileĢim 

mekanizması yeterince aydınlatılamadığından kesin bir sonuca ulaĢmak zordur. 

5. ERK1/2 protein miktarı çevresel deriĢimler dıĢındaki yüksek deriĢimlerin 

etkisinde ve tüm sürelerde artıĢ göstermiĢtir. Bu artıĢın, oksidatif stres, MMP 

depolarizasyonu ve sitokrom c artıĢına adaptif bir yanıt olduğu önerilmektedir. 

6. Norfluoksetin en belirgin MMP depolarizasyonu, tChE aktivitesinde değiĢim 

olmaksızın oksidatif stresin meydana gelmesi, çevresel deriĢimlerinden 

baĢlayarak sitokrom c artıĢı, uygulandığı gruplarda yavru üretim sayısının 

düĢmesi gibi nedenlerle fluoksetin etkisinden farklılık göstermiĢtir. Bu farklılık 

olasılıkla bu bileĢiğin ana bileĢik fluoksetine göre daha potent serotonin geri 

kazanım inhibitörü olması ve yarı ömrünün daha fazla olması ile iliĢkilidir. 

7. Fluoksetin, norfluoksetin ile karıĢım grupları dahil tüm sürelerde genel olarak 

karapaks uzunluğu, maksimum karapaks geniĢliği ve kaudal spina uzunluğunda 

azalmaya neden olmuĢtur. Maksimum karapaks geniĢliği ve kaudal spina 

uzunluğu bu ve diğer toksikantların etkisini belirlemede kullanıĢlı parametreler 

olarak önerilmektedir. 
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8. Fluoksetin, norfluoksetin ile karıĢım grupları dahil tüm sürelerde, beklenildiği 

gibi genel olarak yavru üretim sayısında artıĢa neden olmuĢtur. Norfluoksetinin 

uygulandığı gruplarda gözlenen azalmanın ileri çalıĢmalarla aydınlatılması 

gerekmektedir. 

9. Daphnia türlerinin, yalnızca morfolojik özellikleri ile değil, moleküler ve 

biyokimyasal karakterleri ile model organizma olarak kullanımı yararlıdır. Fakat, 

omurgalılarda olduğu gibi, hücresel mekanizmaların aydınlatılması gereksinimi 

hala devam etmektedir. 

10. Pestisitler, ağır metaller ve farmasötikler gibi farklı ksenobiyotiklerin hedef 

olmayan organizmalarda ayrı ve karıĢım halinde değerlendirildiği çalıĢmalar 

değerli bilgiler sunmaktadır. Farmasötiklerin hedef olmayan sucul canlılara 

toksisitesinin, metabolitlerinin varlığında değerlendirilmesi de bilgi birikimimize 

önemli katkılar yapma potansiyeline sahiptir. 
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