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OZET

Bu ¢alismada, farkli (sertralin, ibuprofen ve propranolol) ilaglarin sucul bir organizma
olan Gammarus pulex’teki biyokimyasal yanitinin arastirilmasi amaglanmistir. G. pulex 96
saat siireyle farkli konsantrasyonlarda ilaglara maruz birakilarak LCsy degerleri belirlenmistir.
Probit analizi sonucunda sertralin, ibuprofen ve propranolol LCsy degerleri sirasiyla 0,0087 +
0,002 ugL™, 3,18 + 0,3 ugL™ ve 0,72 + 0,08 pgL™ olarak belirlenmistir.

G. pulex organizmalar1 her bir ilag igin, belirlenen LC degerlerinin 1/4 (A), 1/8 (B) ve
1/16 (C) oranlarinda sertralin, ibuprofen ve propranolola maruz birakilmistir. Kontrol grubu
dahil 4 grupta stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzim
aktivitelerindeki degisimler ELISA kitleri kullanilarak belirlenmistir.

Sertraline maruz birakilan G. pulex’in SOD enzim aktivitesinde 24. saat uygulamasina
bagl olarak her {i¢ konsantrasyonda da istatistiksel olarak 6énemli diizeyde azalma olmustur
(p<0.05). KAT enzim aktivitesi ise; 24. saat ve 96. saat sonunda da her uygulama
konsantrasyonunda anlamli derecede artmustir (p<0.05). AChE enzim aktivitesinde ise;
sertralin uygulamasi sonrasi genel olarak 6nemli bir artis bulunmustur (p<0.05).

Ibuprofen uygulamasina bagl olarak SOD enzim aktivitesinde 24. saat sonunda her bir
uygulama konsantrasyonunda da anlamli bir azalma gériilmiistiir (p<0.05). 96. saat sonunda
ise SOD enzim aktivitesi artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).
KAT enzim aktivitesi ise; 24 ve 96. saatlerin sonrasinda her ii¢ uygulama grubunda da kontrol
ile kiyaslandiginda anlamli derecede artmistir (p<0.05). AChE enzim aktivitesi ise; 24. saat
sonrasinda genel anlamda azalma gosterirken, 96. saat sonunda artmustir (p<0.05).

Propranolol uygulamasina bagli olarak 24. saat sonunda SOD enzim aktivitesi
istastistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma gosterirken (p>0.05), 96. saatte anlamli
diizeyde artmistir (p<0.05). KAT enzim aktivitesi ise; 24.saat sonrasinda genel olarak
artmigtir. 96. saatte ise; azalma gostermistir (p>0.05). AChE enzim aktivitesi ise; propanol
uygulamasina bagli olarak 24. saat sonrasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma
varken 96. saat sonundaki azalis anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Sertralin, ibuprofen ve propranolol ilaglarina kars1 G. pulex' te SOD, KAT ve AChE
enzim aktivitelerinde meydana gelen degisikliklere bakildiginda bu enzimlerin yararli birer
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi kanaatine varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Gammarus pulex, Sertralin, Ibuprofen, Propranolol, Biyobelirteg



ABSTRACT

Investigation of the Biochemical Response of Gammarus pulex to Different
Pharmaceuticals

The aim of this study was to determine the biochemical response of different
Pharmaceuticals (sertraline, ibuprofen, propranolol) on an aquatic organism Gammarus
pulex. LCso values were determined by exposing G. pulex to drugs at different concentrations
for 96 hours. As a result of probit analysis, sertraline, Ibuprofen and propranolol LCs, values
were determined as 0.0087 + 0.002 pgL™, 3.18 + 0.3 pgL™ and 0.72 + 0.08 pgL™,
respectively.

G. pulex organisms were exposed to sublethal concentrations of sertralin 1/4 (A),
propranolol 1/8 (B) and ibuprofen 1/16 (C) of LC values. Superoxide dismutase (SOD),
catalase (KAT) enzyme activities and acetylcholinesterase (AChE) enzyme activities were
determined in four groups including control group by using ELISA Kits.

There was a statistically significant decrease in SOD enzyme activity in all three doses
depending on 24 hour sertraline administration (p>0.05). CAT enzyme activity was
significantly increased of each administration dose at the of the 24 and 96 hours (p>0.05). A
significant increase was found in AChE enzyme activity after sertraline administration
(p>0.05).

There was a significant decrease in SOD enzyme activity for each administration
doses at the end of 24 hours depending on the administration of ibuprofen p<0.05). SOD
enzyme activity increased after 96 hours, but this increase was not statistically significant
(p>0.05). CAT enzyme activity after 24 and 96 hours for all three application groups
increased significantly compared to control. (p<0.05). AChE enzyme activity showed a
general decline at the end of the 24 hour, but increased at the end of the 96th hour (p<0.05).

SOD enzyme activity showed a statistically insignificant decrease at the end of 24
hours depending on propranolol administration (p>0.05), but increased significantly at 96
hour (p<0.05). CAT enzyme activity; generally decreased after 24 hours but decreased 96
hours. There was a statistically significant decrease in AChE enzyme activity after 24 hours
depending on propanol administration. At the end of 96th hour, the decrease was not
significant (p>0.05).

When the changes in SOD, KAT and AChE enzyme activities against sertraline,
ibuprofen and propranololl drugs in G. pulex were considered, these enzymes could be used
as useful biomarkers.

Key Words: Gammarus pulex, Sertralin, ibuprofen, Propranolol, Biomarker
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi ve higbir sekilde “intihal
icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana
aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglari
kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS
1.1. Mikro Kirleticiler

Biyolojik ayrismaya direngli olan mikro kirleticiler, atiksu aritma tesislerinde kismen
aritilarak veya hicbir aritim gergeklestirilmeden alici ortamlara verilmektedirler. Mikro
kirleticiler, dogada genellikle ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (pg/L-ng/L) bulunmaktadirlar.
Kismen aritilmig olan ya da higbir aritim gerceklestirilmeden alict ortamlara desarj edilen
tibbi ilaglar ¢cogunlukla yeralt1 sulart ve igme sularinin kirlenmesine neden olmaktadirlar
(Dereci, 2010).

Hastane atiksulari, ilag kullanan hastalardan kaynaklanan ve evsel atiksu gibi bir¢cok
kaynaktan gelen genis konsantrasyonlara sahip mikro kirleticileri icermektedirler. Makro
kirleticilerden (BOIs, KOI, azot ve fosfor) daha kiiciik miktarda olan mikro kirleticiler, atiksu
aritma tesislerinde adsorplanabilirlik, biyoparcgalanabilirlik, ¢oziiniirliik, uguculuk, polarite ve
stabilite gibi Ozellikleri etkileyen bilesiklerdir. Esas kaynagi hastaneler olan mikro
kirleticilerin dogada ilk bulunus tarihi 1970’lerdir. Mikro kirleticiler, 1990’11 yillarin basinda,
endokrin sistemi ilaglar1 ve lipid diisiiriicii ilaglar olarak tanitilmistir. Bu mikro kirleticilerin
atiksu, ylizey sular1 ve igme suyunda bulunup bulunmadigi hakkinda diinyada birgok
arastirma yapilmistir ve bu aragtirmalar sonucu su sistemlerinde seksen ¢esit tibbi ila¢ oldugu

bilgisine ulasilmistir (Yasar ve ark., 2013).

1.2. Tlag ve Tlaglarmm Cevre Uzerindeki Etkileri

1.2.1. Tlaglar

Ilaglar; insanlarda, hayvanlarda veya bitkilerde, hastaliklarin 6nlenmesinde ya da
iyilestirilmesinde kullanilan kimyasal bilesiklerdir. flaclar dért ana kaynaktan elde edilir:
e Hayvansal kaynakli ilaglar: Insiilin
o Bitkisel kaynakli ilaglar: Kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan baz ilaglar
e Mineral kaynakl ilaglar: Kalsiyum, demir ve magnezyum gibi minerallerden
olusan ilaglar.

e Sentetik kaynakli ilaglar: Giiniimiizde pazarlanan ilaglarin cogu.



1.2.2. flaclarin Cevre Uzerindeki Etkileri

Ilag sektorii, son 35-40 yil iginde gelisen bir endiistri kolu olmustur. Ilaglar, icilebilme
kolayligi ve uzun bir siire depolanabilmesi amaci ile miimkiin oldugunca dayanikli ve sivi
fazda yiiksek haraketlilige sahip olacak bir sekilde iiretilirler. Ilaclarin bu 6zellikleri
nedeniyle, iglerinde bulunan aktif maddeler ve biyotransformasyon firiinleri, ekosistemde
birikerek bir¢cok etkiye neden olurlar. Antibiyotikler, antibakteriyel ilaglar, agr1 kesiciler ve
ates disiirticiiler, kolesterol ve sitostatik ilaclar, betablokerler ve sentetik steroidler, yapilan
bir¢ok arastirma sonucunda ekosistemde var oldugu ortaya ¢ikan ilag tiirleridir (Saygi ve ark.,
2012).

Ilag ve kisisel bakim iiriinlerinden kaynaklanan gevre kirliliginin meydana getirecegi
saglik sorunlarin1 diinyada meydana gelen diger saglik sorunlarinin bir pargasi olarak gérmek
gereklidir. 2007 yilinda yapilan arastirmalara gore yaklasik olarak 30 milyon kimyasal madde
belgelenmistir ve bu ilaglarin yaklasik olarak 14 milyonu ticari olarak temin edilebilmekte ve
bu say1 her y1l %40 artmaktadir (Ashton ve ark., 2004).

Spesifik metabolik ve molekiiler yollar hedeflenerek gelistirilmis olan ilaglarin, insan
ve hayvanlar iizerinde dnemli yan etkileri de bulunmaktadir. Ilaglar cevreye verildikleri
zaman hayvanlarin organlarini, dokularini, hiicrelerini veya biyomolekiillerini etkileyebilirler.
[lag metabolitlerinin ¢evrede olusturdugu toksik etki, etken maddenin toksik etkisinden daha
yiiksektir. Naproksenin fototransformasyon {iriinlerinin, aktif bilesenin toksisitesinden daha
yiiksek oldugu bulunmustur (Isidori ve ark., 2005).

Ilaglarin ve ilaglarim yapim siirecinde kullanilan ve yan iiriin olarak elde edilmis bazi
kimyasallarin atik olarak cevreye verildiklerinde olusabilecek bazi zararli etkilerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Belirlenen bu zararli maddelerin su kaynaklarina gecen
miktarlarinin bilinmesi, gelecekte olusabilecek ciddi sorunlarin Oniine gecilebilmesi igin
dikkat edilmesi gereken 6nemli bir konudur (Larsson ve ark., 2007).

llaglar karaciger, bagirsak, bobrek, akciger gibi organlarda birtakim enzimatik
transformasyonlara ugrarlar. Viicut, bu yabanci maddeleri detoksifiye etmek i¢in metabolize
ederek reaksiyona girer ve bu reaksiyonun onemli bir boliimii karacigerde meydana gelir.
Aktif muhtevanin ilag aktivitesinin bir kismini veya tamamini ¢ikarmak icin tiim ilaglar
viicutta farkli seviyelerde polaritelere doniistiirtiliir.

Ilaglarin diisiik molekiiler agirhiklara sahip olmasi ve ¢ogunun polar yapida olmasi

dlgiimlerini zorlastirabilmektedir. Ileri 6l¢iim tekniklerinin (GC-MS/MS, LC-MS/MS gibi)



kullanimu, ilaglarin ¢evresel sulardaki oranlarinin belirlenmesinde kolaylik saglar. Cok diisiik
ng/L seviyesinde ekolojik etkiye sahip olan ila¢ ve hormonlarin, 6l¢tim limitlerinin de yine
ayn1 seviyede olmasi beklenir. ilag ve hormon analizlerinde daha onceleri GC-MS ve
GCMS/MS sistemleri kullanilmis olmasina ragmen, teknolojinin de ilerlemesiyle, hassasiyeti
yiikselten bagka bir madde kullanilmasina da gerek olmayan LC-MS/MS sistemleri bu
calismalar i¢in siklikla tercih edilmektedir (Aydin., 2012).

Kullandigimiz kisisel bakim iiriinleri ve ilaglar tiim kanalizasyon sistemleri ve atiksu
tagtyan sistemlerde bulunmaktadirlar. Bu sistemlerde goriilen farkliliklar bolgelere gore ve
ilag ve kisisel bakim iiriinleri (IKBU)’nin miktarlarima gore cesitlilik gosterir. IKBU’den
kaynaklanan kirlilik su ekosisteminde geri doniisii olmayan zararlara neden olmaktadir. Bu
kirliligin giiniimiizde ne gibi bilinmeyen etkilerinin olabilecegi tartisilmakta olan bir konudur.
Bu konuyla alakali ileri stiriilen yaklasimlar ve agikliga kavusmamis cevap bekleyen bazi
hususlar soyledir;

Cogunlugu IKBU’den kaynaklanan kirliligin ¢ok diisiik dozlarda ve kronik kullanimda
insan sagligimi nasil etkileyecegi, bebekler, hamileler ve yaslilar gibi risk gruplarinin
etkilenim dozlarmin yetigkinlere oranla nasil degistigi halen bilinmemektedir.

Saglik riski olusturan IKBU risk seviyelerinin belirlenmesine iliskin cok sayida
calisma bulunmaktadir.Metabolitlerine ayrilmayan bazi IKBU’ler, su yoluyla ulastigi canli
ortamlarda uzun siire varliklarini ve etkilerini siirdiirmektedirler (Cumurcu ve ark., 2009).

Biyolojik etki olusturacak sekilde tasarlanan ilaglarin, ekosistemleri ve canli
organizmalar1 olumsuz yonde etkiledigi diisiiniilmektedir. Ilaglar ayrica besin zinciri veya
icme suyu yoluyla dogrudan insan sagligini tehdit edebilir.

Bir tiir iizerinde yapilan deneyler genel olarak g¢evrebilimle ilgili etki belirleme
calismalari i¢in kullanilir. Ancak bu deneylerde sadece bir tiiriin kullanilmas: tiirler arasindaki
etkilesim hakkinda minumum bilgi vermektedir. Bu nedenle besin etki mekanizmalarinin
dogru bir sekilde belirlenebilmesi i¢in bu besin zincirinin farkli seviyelerinde farkl tiirlerin

kullanilmas1 gerekmektedir (Aydin., 2012).
1.2.3. Sucul Ortamlarda ilaclar
Antibiyotikler, biyolojik veya sentetik olarak tiiretilen ve mikroorganizmalarin

biiyiimesini engelleyen veya oOldiiren yiiksek etkili biyoaktif maddelerdir. Hem insanlar

tarafindan hem de veterinerlikte antibiyotik kullanimi bu ilaglarin alict ortamlardan



ekosistemlere ¢esitli sekillerde girmesine sebep olur (Mackie ve ark., 2006; Golet ve ark.,
2002). Biyolojik aktiviteleri nedeniyle, antibiyotikler potansiyel mikro kirleticilerdir (Halling-
Senrensen ve ark., 1998). Antibiyotiklerin sucul sistemlerde diisiik konsantrasyonlarda
varolusu, antibiyotige direncli bakterilerin yaygin sekilde gelismesini tesvik eder ve atiksu ve
atik camurdaki mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi direngli hale geldigi yapilan
caligsmalarda belirlenmistir (Kiimmerer, 2001; Hamscher ve ark., 2003).

Giliniimiliziin en 6nemli saglik sorunlarindan olan ve Onlimiizdeki donemlerde de
Ooneminin devam edece8i varsayilan antibiyotik direncinin gelisiminde, sularda bulunan
antibiyotiklerin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Antibiyotiklerin diisiik konsantrasyonlarda var
olmasiin dahi halk saglig1 agisindan kaygi duyulacak bir durumdur (Yasar ve ark., 2013).

Atik antibiyotiklerin ana kaynaklari, kanalizasyonlar, tibbi atiklar, endiistriyel
faaliyetler, antibiyotik ve ila¢ tiretim enddistrileri, gida ve hayvancilik tiretimi fabrikalar1 ve
balik ciftlikleridir. Bugiin, ¢ok cesitli kullanimlara sahip antibiyotiklerin diinyada yillik
100.000-200.000 ton araliginda tiiketildigi varsayilmaktadir. European Federation of Animal
Health FEDESA (2001) verilerine gore, 1999 yilinda Avrupa Birliginde 13288 ton antibiyotik
tikketildigi belirlenmistir. Bu miktarin %65'1 insan tibbinda, %29'u veteriner tibbinda ve %6'st
bliylimeyi tesvik eden maddeler igerisinde kullanilmigtir.

Kullanim sikliklar1 nedeniyle, tedaviye yardimci antibiyotiklerin konsantrasyonlari
cevrede silirekli bulunmaktadir. Antibiyotikler ekosistemde bulunan organizmalarda ve
biyolojik aritma sistemlerinde bulunan mikroorganizmalarda toksik etki yaratirlar ve bu
durumda ekolojik dengenin bozulmasina yol acgar (Sukul ve ark., 2007; Cho ve ark., 2007).
Kanalizasyon giris ve ¢ikis sularindan, yiizey suyundan, yer alt1 sularindan ve igme suyundan
alman numunelerde 30'dan fazla antibiyotik madde bulunmustur. Suda bulunan bu
antibiyotiklere Linkomisin, Klaritromisin, Eritromisin, Roksitromisin, Tilosin, Siilfodiazin,
Siilfometazin, Ciproflokazin, Norflokazin, Tetrasiklin, Oksitetrasiklin, Klortetrasiklin 6rnek
olarak verilebilir (Kemper, 2008). Sucul ortamlarda antibiyotiklerin varligi, diinya ¢apindaki
bir¢ok arastirmayla gosterilmistir (Kolpin ve ark., 2002; Hamscher ve ark., 2006; Battal ve
ark., 2006). Antibiyotiklerin ayrigmasina birgok faktor neden olur. Fotopeptipitasyon,
florokinolonlar, tetrasiklinler ve siilfonamitler i¢in tarif edilmis faktorlerdir (Yildirim ve ark.,
2015).

Gegtigimiz birka¢ yil iginde, sucul organizmalara zarar verebilecek etkiye sahip

konsantrasyonlarin su ortamlarinin gesitli béliimlerinde farmasétikler ve IKBU’lerin varlig



konusunda farkindalik artmaktadir. Sucul ortamda ilaglarin varolmasi ve etkileri, Halling-
Sorensen ve ark., tarafindan 1998 de incelenmistir.

Su ortamindaki ilaglarin askida kati maddelere adsorpsiyonu ve biyolojik olarak
parcalanmasi Onemlidir. Adsorpsiyon pargaciklari ve mikroorganizmalari, ilaglarin hem
hidrofobik hem de elektrostatik ¢ekim Ozelliklerine baglidirlar. Bu bilesikler hidrofilik
olduklarindan, su ortamina girebilir veya kati parcacik iizerinde adsorbe edilmis kalabilirler.
Baz1 farmasotik ilaglarin  hidrofilik ve hidrofobik siniflandirilmas1 asagida verilmistir
(Halling-Sorensen ve ark., 1998).

a) Hidrofilik: Iyonlastirict kontrast ajanlari, Florlu kinolonlar, Lipid diizenleyiciler, B-
blokerleri, NSAID (Nonsteroidal antienflamatuar) ilaglar, Siilfonamitler, makrolid grubu
antibiyotikler, Antiepileptikler; Karbamazepin, Antidepresan Ostrojenleri

b) Hidrofobik

Ingiltere’de yiiriitiilen bir ¢alismada atiksu aritma tesislerinden ve yiizeysel sulardan
alan ornekler, 12 farkl ilag ve bu ilaglara ait kalintilar agisindan degerlendirilmistir. Analiz
edilen numunelerde, 12 ilagtan 10 tanesi ya da metabolitinin varligi tespit edilmistir. Su
aritma tesislerinde varligi tespit edilen ilaglar siklik sirasma gore soyledir; propranolol,
diklofenak, ibuprofen, mefenamik asit, dekstropropoksifen, trimethoprim, asetil-
sulfametoksazol, sulfametoksazol, tamoksifendir. Yiizeysel sularda da benzer bir durum tespit
edilmis olup, burada da propranololiin en sik tespit edilen ilag olarak 6ne ¢iktig1 goriilmiistiir
(Ashton ve ark., 2004).

Sonug olarak; hastaneler, aritilmamis atiksularla su ortamina salinan, antibiyotiklere
kars1 direng¢ gosteren antimikrobiyal maddelerin ve mikroorganizmalarin saliniminin kaynagi
haline gelmektedir. Bu nedenle, atiksu aritma tesislerine sahip olmayan belediyelerin, hastane
atik sular1 icin mutlaka 6zel bir aritma islemi uyguladiktan sonra kanalizasyona verilmesi
saglanmalhidir (Saygt ve ark, 2012). Hastane atiksularinda bulunan antibiyotik
konsantrasyonlari; B-lactam antibiyotikleri igin 20-80 pg/L, siprofloksasin igin 2-83 ug/L
araliginda bildirilmistir. Bu deger, belediye atiksularinda 50 pg/L’ye yaklagmaktadir.
Antibiyotiklerin bazilar1 aritma tesislerindeki aktif camura adsorplanarak, biyolojik aritmada
bozukluga ve dirence neden olabilmektedirler. Hiicre gelisimine engel olan ve hasta idrarinda
yiiksek oranda bulunan sitostatikler, c¢evre ve insandaki risk potansiyeli acisindan
bakildiginda ilaglarin en 6nemli grubunu olustururlar. Hastanelerde ayakta tedavi ve pratik
cerrahi amacgl kullanilan maddelerin genellikle kanserojenik, mutajenik ve fetotoksik

ozelliklerinin oldugu yapilan arastirmalarla kanitlanmis (Kiimmerer, 2001) olup, kullanim



miktarlar1 hastanelere gore degismektedir. Hastane atiksularinda bu maddelerin beklenen
yillik ortalama konsantrasyonu 5-50 pg/L'dir, ancak yiizey sularinda 1 ng/L'den az olabilir
(Kiimmerer, 2001; Yasar ve ark., 2013). Anestezide kullanilan organik floro / kloro bilesikleri

atmosfere yayilarak ozonun tiikenmesine ve kiiresel 1sinmaya neden olur (Kiimmerer, 2001).

1.3. Cahsmada Kullanlan flaclar

Su ortaminda bulunan ilaglarin varligi, sudaki organizmalar i¢in 6nemli bir tehdit
unsurudur. Sucul organizmalarda en toksik serotonin geri alim inhibitorleri olarak bilinen
Sertralin, gevresel kirletici olarak diisiik konsantrasyonlarda dahi toksik etkisi yiiksek olan

Ibuprofen ve Propranolol bu ¢alisma kullanilan ilaglardir.

1.3.1. Sertralin

Sertralin, sizofreni hastalarinin remisyon donemlerinde karsilasilan major depresif
ataklarin tedavisinde kullanilan bir antidepresif ilagtir (Hanci ve ark., 2015). Pfizer ilag
firmas1 Sertralini, 1991 yilinda tanitmistir. Sertralin, ozellikle yetigkinlerde ve major
depresyon, obsesif-kompulsif bozukluk ve genel ve sosyal anksiyete bozuklugu olan yetiskin
ve cocuklarda kullanilan bir antidepresandir. Sertralin obsesif kompulsif bozukluk i¢in
Biligsel Davranis¢1 Terapi (BDT) gibi bir etkiye sahip olmadig1 ancak Sosyal fobi ve Travma
Sonrasi Stres Bozuklugu tedavisinde etkili oldugu gériilmiistiir (URL-1, 2018)

Sekil 1.1. Sertralinin kimyasal formiilii (URL-2, 2019)



Sertralin, zihinsel hastaliklar, depresyon, akli dengesizlik, premenstriiel disforik
bozukluk gibi hastaliklarin ve semptomlarin tedavisinde, bu semptomlarin kontrol altina

alinmasinda iyilestirilmesinde kullanilir.
1.3.2. Tbuprofen

Ibuprofen, steroidal olmayan bir anti-enflamatuar ilag aktif bilesenidir. Ibuprofen, 2-
propanoik asit, siklooksijenaz igeren zayif bir asittir ve yaygin olarak artritte agriyi

hafifletmek, iltihap ve ates ile ilgili durumlar i¢in kullanilir.

O

OH

Sekil 1.2. ibupofenin kimyasal formiilii (URL-3, 2019)

Diinya ¢apindaki satis siralamasina gore en yiiksek tiiketimli receteli ilaglardan biridir.
Tiiketimi yiiksek bir ila¢ olmasi nedeniyle de birkag desarj sekliyle dahil su ortamini
kirletebilir. Ibuprofen'in gevresel kirletici olarak kilit yonii toksik etkisiyle alakalidir ve diisiik
konsantrasyonlarda bile toksik etkisi oldukga yiiksektir (Sousa ve ark., 2013).

Ibuprofen, Diinya Saglik Orgiiti (World Health Organization, WHO) ana ilag
listesinde steroid olmayan agr1 kesiciler grubunda yer almakta olup, romatoid artrit, osteoartrit
gibi hastaliklarin tedavisinde ve grip semptomlarinin hafifletilmesi i¢in kullanilir. 1950’1
yillarda kesfedilen ilag, anti-enflamatuar 6zelliklerine ek olarak, yiiksek dozlarda antipiretik
Ozelliklere sahiptir. Bir takim yardimci maddeler kullanilarak etken maddenin ilag formuna
gelmesi saglanir. Ilaglarin bazilar tek basina bazilar da degisik etken maddelerle birlikte
kullanilir. Bu ilaglar hastanin durumu ve hastaligin yerine gore doktor onerisi ile kullanilir
(URL-4, 2019).

Ibuprofen su durumlarda kullanilir:

e Eklemlerde romatizmal iltihabi hastaliklarin (romatoid artrit, osteoartrit ve ankilozan
spondilit) 1yilestirilmeside,

e Gut (damla) hastaliginda goriilen eklem iltihabininda,
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e Akut kas-iskelet agrilarin rahatlatilmasinda,
e (Cerrahi operasyondan sonrasi karsilasilan agrilarda,
e Adet donemi agrilarinin giderilmesi.
Cok nadiren, asir1 duyarlilik reaksiyonlari, karaciger fonksiyon testi anomalileri,

bobrek fonksiyon bozuklugu, agraniilositoz ve trombositopeni bildirilmistir (URL-4, 2018).
1.3.3 Propranolol

Propranolol, genellikle hipertansiyon tedavisinde kullanilan, segici olmayan bir beta
blokerin tibbi adidir. Yurtdisinda ticari adi Inderal olup Tiirkiye pazarinda Dideral ismiyle
satilmaktadir. Propranolol; kalbin ig ylikiinii azaltan ve daha diizenli ¢aligmasina yardimeci
olan agizdan alinan bir ilagtir. Hipertansiyon tedavisinde kalp ritmini kontrol altinda tutmak
ve gogls agrisin1 azaltmak icin kullanilir. Hidroklorik formda kullanilir. Kimyasal agilimi

C16H21N02 dir (URL-S, 2018)

OH

Sekil 1.3. Propranololun kimyasal formiilii (URL-6, 2019)

Propranolol, simdiye kadar gelistirilen ilk basarili beta blokér olmustur. 1960l
yillarda Iskog bilim adam1 James W. Black tarafindan gelistirilmis ve bu kesfi ona George H.
Hitchins ve Gertrude B. Elian ile birlikte 1988 yilinda Nobel Tip Odiiliinii kazandirmustir.
Bilinen ilk kullanimi 1964 yilindadir. Piyasada genellikle oral tabletler halinde bulunan
propranolol ayni zamanda kapsiil ve sivi soliisyon halinde farkli doz ve formlarda da
tiretilmektedir. Propranolol, genellikle A sinifi beta blokerler ad1 verilen bir ilag sinifina aittir.
A smifi, benzer sekilde calisan ilaglar anlamina gelmektedir. Benzer bir kimyasal yapiya
sahip ve ayn1 durumlar1 tedavi etmek i¢in kullanilirlar. Propranolol, segici olmayan bir p
reseptorli bloke edici maddedir. Bu kalp, akcigerler ve viicudun diger bolgelerinde de benzer

sekilde calistig1 anlamina gelir. Beta blokerlerin 6zellikleri; kalp ritmini kontrol altina alip



gogiis agris1 baslangicini geciktirme, migreni dnleme ve titremeleri kontrol altina almaktir.
Ancak propranololun bu sorunlar1 tedavi etmek i¢in nasil ¢alistig1 anlagilamamaistir.

Etki mekanizmas1 heniiz anlasilamayan propranololun, antihipertansif etkisine katkida
bulunan etmenler sunlardir:

Kardiyak ¢ikist azalmast,

Bobrekler tarafindan renin salinimi engellenmesi,

Beyindeki vazomotor merkezlerinden tonik sempatik sinir ¢ikis1 azalmasi.

Toplam perifel direncte artis olsada propranolol kronik kullanim ile tedavi Oncesi
seviyesinin altina diigliriir. Propranolol gogiis agrist sirasinda kalp hizini, sistolik kan
basincini ve miyokard kasilma hizin diisiirerek kalbin oksijen gereksinimini azaltir.

Propranololiin yaygin goriilen yan etkileri, ishal, kuru goz, sa¢ dokiilmesi, bulant1 ve
halsizlik veya yorgunluk olarak siralanabilir. Ozellikle diyabet hastalar1 ve kemik erimesi

bulunan bireylerin kullanimina uygun degildir.

1.4. Biyobelirtecler

Biyobelirtecler cogunlukla sucul kirliligin olustugu ortamlarda prognoz veri saglamak
amactyla kullanilmaktadir. Bu veriler molekiiler, hiicresel, genetik, immiinolojik ve fizyolojik
olgiimleri igermektedir. Ornegin enzimler gibi biyokimyasal ve fizyolojik belirtegler, sucul
organizmalarin saghigini etkileyecek su kalitesi degisimlerine neden olan c¢evresel
kirleticilerin tespitinde kullanilabilmektedir (Vural ve ark., 2010). Ekolojik c¢aligmalarda
ozellikle incelenmesi gereken bazi biyobelirtecler vardir. Bunlarin baglicalari, kondisyon
faktorii, sitokrom p-450 enzimleri (organik kirleticilerin varliginda) DNA hasari,
astilkolinesteraz enzimi aktivitesi, etallotiyonein sentesi, antioksidan enzimler, lipid

peroksidasyonu, vitellojenin diizeyleri ve histopatalojik incelemelerdir (Souid ve ark., 2018).

1.4.1. Oksidatif Stres ve Biyobelirteg

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan hidroksil ve siiperoksit radikal
ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasiyla organizmanin kendisine
zararli olan toksik maddelerden temizlenen antioksidanlarin yetersizli olmamasi sonucu

oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.



Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanarak enerjiye donistiiriildigiinde olusan
molekiillerdir. “Protein oksidasyonu”, “Lipid peroksidasyonu” ve onemlisi DNA hasar1 (8
hidroksi deoksiguanozin tayini) testleri oksidatif hasarin bir gostergesi olarak kullanilir.
Yapisal doku hasariyla birlikte nekroz, apoptoz yoluyla hiicre 6liimii ve makromolekiillerin
oksidatif modifikasyonunu igerir. Hiicreler normal kosullarda orta dereceli oksidatif stresi,
antioksidan savunma mekanizmalarinin sentezini gen ekspresyonundaki degisiklikler yoluyla
diizenleyerek ortadan kaldirabilir. Fakat oksidatif stres yiiksek diizeylere ulastiginda
oksidasyon tiriinlerine kars1 adaptasyon saglanamazsa hiicrede hasar olusabilir. DNA, protein
ve lipidleri igeren tiim biyomolekiillerin oksidatif hasar1 bir¢cok hastalikla iligkilendirilmistir.
Cesitli kanser tipleri, kardiyovaskiiler hastaliklar, alkolik karaciger hastaligi, diyabet, agir
metal toksisitesi, radyasyon hasari, vitamin eksikligi, bilinen tedavilerin toksisitesi,
inflamasyon, sigaranin toksik etkileri, katarakt, amfizem ve Parkinson ile Alzheimer
hastaligin1 da kapsayan norodejeneratif hastaliklarin gelismi ile oksidatif stres arasinda bir
iliski oldugu belirlenmistir (Mackie ve ark., 2006).

Sudaki organizmalarda artan iiretim nedeniyle "reaktif" oksidatif strese yol acan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) kirlilik toksisitesini olusturabilir (Kankaya ve ark., 2017).
Analiz edilen oksidatif stres biyobelirtecleri arasinda siiperoksit dismutaz (SOD),

katalaz (KAT), asetilkolinesteraz (AChE) bulunmaktadir.

1.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

O,- anyonunun H,0;’ye dismutasyonunu gergeklestiren enzimdir (Atasoy ve ark.,
2016).
20,5.- + 2H+ —- H,0,+ O,

Bu tepkime oksidatif strese karsi savunmayi ilk olarak baslatmaktadir (Yildirim ve
ark., 2015). Bu tepkime sonucunda olusan tiriinler ya lizozomlardaki KAT tarafindan ya da
mitokondrideki glutatyon peroksidaz tarafindan H,O’ye detoksifiye edilir (Ekberli ve ark.,
2012).

H>O; + RH; — R+2H,0

SOD reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk savunma sistemini olugturmaktadir ve hiicreleri

yeniden canlandirmay1 saglayan giiglii bir antioksidandir (Mackay ve ark., 2006). SOD,
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stiperoksit radikalini (O2.) hidrojen peroksit (H,O- ) ve molekiiler oksijene (O ) katalizleyen
enzimatik bir antioksidandir. Hidrojen peroksit daha sonra, KAT ile ortamdan uzaklagtirilir.
SOD enzimi reaksiyon hizimi yiikseltmekte yeterince giigliidiir. Stiperoksit anyonu
(0%) da, H,0, gibi bir oksidan olarak cogu organik bilesikle direkt olarak reaktif degildir
fakat daha reaktif ve yiiksek toksisitesi olan oksijen tiirlerinin olusumuna sebep olur (Larson,

1988).
1.4.3. Katalaz (KAT)

KAT en yiiksek turnover hizina sahip enzimdir: Bir molekiill KAT bir dakikada ~6
milyon molekiil H,O;’1 oksijen ve suya doniistiirebilir.

KAT yaklasik 240 kDa molekiiler agirliga sahip ve aktif kisminda dort Fe * 3 jgeren bir
hemoproteindir. Her alt birim, enzimi substrat H,O'ya kars1 koruyan ve aktivitesini artiran
NADPH igerir (Bigim ve ark., 2013). KAT, SOD'a benzer bir ayrilma mekanizmasiyla,
hidrojen peroksidi suya ve molekiiler oksijene parcalayarak biyolojik sistemleri H,O,
hasarlarina kars1 korumus olurlar (Yanar ve ark., 2019; Halliwell ve ark., 1999).

KAT ayrica, hidrojen peroksit ikiye katlayarak fenol ve alkol gibi farkli substratlar
detoksifiye eder.

Birgok KAT da NADPH molekiilii yiizeye yakin ve sikica bagli bulunmaktadir.
KAT, peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde daha fazla bir oranda bulunurken, mitokondri
ve endoplazmik retikulumda daha az bir oranda bulunurlar. KAT, Hidrojen peroksitin, H,O
ve O, ’ye doniisimiinii katalize eder. Siiperoksit radikali SOD ile H,O'ya doniistiirtiliir.
Oksijen tiirti olan hidroksil radikali (OH.) olusumunda bir 6n madde olarak rol alirlar. Her ne
kadar hidrojen peroksit radikal olmasa ve biyolojik olarak en 6nemli molekiillerle reaksiyona
girmese de, Cu ve Fe katalizi, Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiirii olan hidroksil
radikalinin (OH) olusumunda 6ncii bir rol oynar.

Bir metalloenzim olarak bilinen KAT enzimi redoks reaksiyonuna yon veren etkili
protein katalistlerinden birisidir (Larson, 1988). SOD etkinlikleri sonunda ortaya ¢ikan toksik
hidrojen peroksit (H20,), “KAT” enziminin de etkisiyle su ve oksijene doniistiiriiliir (Yanar
ve ark., 2019). KAT 2 H; O, g 2H, O + O, Hidrojen peroksit (H, O, ), biyolojik olarak
onemli molekiillerin birgogu spesifik olarak reaksiyona girmese de, OH radikalleri gibi daha

reaktif oksidanlarin olusumu tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Larson, 1988).

11



1.4.4. Asetilkolinesteraz (AChE) inhibitérleri

Inhibitérler, bir ndrotransmitter olan asetilkolin (ACh)’nin hidrolizini katalize eder.
Viicutta iki kolinesteraz enzimi vardir, AChE ve butirilkolinesteraz. AChE'yi inhibe eden
ilaglara kolinesteraz inhibitorleri veya AChE'ler denir. Kolinesteraz inhibitorleri, AChE
degradasyonunu inhibe ederek merkezi ve periferik kolinerjik fonksiyonu arttirir. AChE, serin
hidrolaz siiper ailesine dahil bu enzim ailesi, insan proteomundaki genlerin %1’ini yani
yaklagik 200 enzimi igeren bir biiylikliikktedir. Bu grubun en oOnemli karakteristigi;
substratlarin hidrolizi i¢in kullanilan niikleofilik serine sahip bir aktif site bulundurmalaridir.
Diger non katalitiklerin aksine bu hidrolazlarin niikleofilik serini bir asidik (aspartat veya
glutamat) veya bazik (genellikle histidin) kalint1 iceren proton ¢arki ile aktive edilir (Simon
ve ark., 2010). AChE, ¢ok ytiksek katalitik aktiviteye sahip (saniyede 25000 AChE molekiilii)
bir enzimdir (Mantar ve ark., 2011). Enzimin aktif bolgesi iki anyonik ve katyonik kisimdan
olusur (Biberoglu ve ark., 2014).

Kolinesterazlar, viicut sivilarinda, kolinerjik ve kolinerjik olmayan dokularda genis bir
yeri olan enzimdir. Substrat spesifikligine, asir1 substrat varliginda davraniga ve inhibitorlere
duyarhiliga gore iki gruba ayrilir. Farmakolojik 6zelliklerinde farklilik gosteren tim AChE
inhibitorlerinin timii, AChE'nin bozulmasiin inhibisyonunu saglamak icin birlikte islev
gorur.

AChE, beyin ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonda bulunur. AChE’in G1,G2 ve

G4 olmak tizere ii¢ izoformu oldugu bilinmektedir.

1.5. Gammarus pulex

Gammaridler tatli-sert ve temiz sularda yasayan, Gammaridae ailesine ait bir kabuklu
(Malacostraca), amphipod tiiriidiir (Resim 1.1). Gammarid tiirleri, hem deniz hem de tath
sular i¢in 6nemli bir biyogosterge canlilaridir (Demirci, 2018 ). Tatli su amfipodlar1 uzun
yillardir sucul toksikolojide test organizmasi olarak kullanilmistir. G. pulex ise, tatli su
amfipodlarn i¢inde toksikolojik caligmalarda kullanilan en popiiler canlilardan biridir.
Diinyanin bir¢ok bolgesinde yaygin olarak bu canli tiirliniin kullanilmasinin nedeni, elde
edilme ve toplama kolayligi, laboratuvar kosullarinda yasatilabilmesi avantajlarinin yaninda

birgok toksik maddeye karsida duyarli olmasidir (Kutlu ve ark., 2002).
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Resim 1.1. Gammarus pulex (orijinal)

Gammarus pulex tiiriiniin sistematikteki yeri,
Alem: Animalia

Sube : Arthropoda

Altsube : Crustacea

Siif : Malacostraca

Takim : Amphipoda

Aile : Gammaridae

Cins : Gammarus

Tiir : Gammarus pulex

Gammarus cinsi ¢esitli ekotoksikolojik arastirmalarda kullanilmistir. Avrupa'da,
Gammarus cinsinin 100 tiiriiniin, Gammarus locusta (L., 1758) (Hupato ve ark., 2018) oldugu
tahmin edilmektedir. Gammarus pulex, biyoizleme g¢aligsmalart kullanim igin birgok &zellige
sahiptir. Gammarus pulex, tatli su omurgasizlari, baliklar ve kuslar i¢in besin zincirlerinde
besin kaynagi olarak 6nemli rol oynar (Miller ve ark., 2015).

Bir ilacin sucul organizmalar tizerindeki etkisi biiyiik 6l¢iide konsantrasyon ve maruz
kalma siiresi ile ilgilidir. Tlaglarin, yiiksek konsantrasyonlarda ve birka¢ dogal su ortaminda,
zararl etkileri oldugu gozlenmistir (Iseri ve ark., 2019).

Gammaridler tath sularda olduk¢a yaygin olarak dagilim gdsteren ve bentik bolgede
biiyiik omurgasizlarin biiyiik gogunlugunu olusturan tiirler olup, hem etobur hem de otoburdur
olarak beslenirler (Macneil ve ark., 1999). Gammarid tiirleri, hem deniz hem de tatli sular igin
onemli biyogosterge canlilaridir. Cevre toksikolojisi alaninda memelilerin kullanildig:
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caligmalardaki kisitlamalar nedeniyle Gammarus gibi bir¢ok amfipod omurgasiz hayvanlar
son zamanlarda daha fazla ilgi ¢ekmektedir (Demirci, 2018). Yapilan son c¢alismalarda
Gammarus Kischineffensis test organizmasi olarak kullanilmistir (Demirci ve ark., 2015;
Ugurlu ve ark., 2015).

Gammarus cinsine ait bireylere akarsu ortamlarinin temiz, sucul bitkiler bakimindan
zengin kisimlarinda, genellikle cakil tasli habitatlarda siklikla rastlanir. Belirli derecede
organik kirlilige dayaniklilik gosterebilirler ve BMWP (Biological Monitoring Working
Party) skor sisteminde orta derecede kirlenmis sucul ortamlarin indikatorii olarak gosterilirler
(Gaffney ve ark., 2019).

Yapilan bu calismada, model organizma olarak Gammarus pulex kullanarak bazi
farmasoétiklerin - sucul ortamlardaki etkilerini degerlendirmeyi amagcladik. Bu amacla
Gammarus pulex’deki bazi biyokimyasal parametreler (SOD, KAT ve AChE)’deki
degisiklikler degerlendirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Model Canlinin Dogadan Temini

Calismada kullanilan model canli G. pulex (L., 1758) 6rnekleri, Tunceli ili Munzur
Akarsuyu yan kollarindan (39.156820 N, 39.499640 E) temin edilmistir.

G. pulex’ler Haziran 2019 — Temmuz 2019 doneminde, 6rnekleme noktasinin
akintili kisimlarindan dip kepgesi yardimiyla, toplanarak, hava takviye edilmis tanklarla
Munzur Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akuatik Toksikoloji Arastirma Laboratuvarina

canli olarak getirilmistir.

2.2. G. pulex’lerin Laboratuvar Kosullarina Adaptasyonu

Laboratuvara canli olarak getirilen G. pulex 6rnekleri dogal ortamina benzer sekilde
hazirlanmig akvaryumlara yerlestirilmistir. Bu amagla canli materyalin yasam ortamindan
getirilen sedimentler distile su ile yikanarak 80x40x25 cm ebatlarindaki stok
akvaryumlarina ilave edilmistir (Resim 2.1). Akvaryumlara 6rneklerin temin edildigi dogal
ortamlardan alinan dinlenmis su konulmustur. Laboratuvar aydinlatmasinda, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde fotoperyot uygulanmistir (Welton ve ark., 1980).
Ortam sicakligi termostatli klima sayesinde hem adaptasyon hem de test asamalarinda
18°C’ye ayarlanarak sabit tutulmustur. G. pulex’lerin beslenmeleri igin dogal
ortamlarindan toplanan sogiit aga¢ yapraklari cam bir kapta, su igerisinde ciirlimeye
birakilmistir (Cold ve ark., 2004).

Stok akvaryumlarinda su sirkiilasyonu i¢in harici filtre, G. pulex’lerin oksijen
thtiyacim1 karsilamak icin hava motoru kullanilmistir. Akvaryumlardaki sularin %701
canlilarin dogal ortamindan temin edilen dinlenmis suyla haftada bir degistirilerek

yenilenmistir. Adaptasyon siiresince canlilarin beslenmesi ve hareketliligi gézlemlenmistir.
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Resim 2.1. Stok G. pulex akvaryumlari (Orijinal)

2.3. Kullanilan ilaglarin G. pulex'teki LCs Degerlerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan her bir kirletici ilag (sertralin, ibuprofen ve propranlol) etken
maddesinin G. pulex’lerin tizerindeki akut toksisitesini belirlemek i¢in 96 saatlik statik
LCso testi uygulandi. Bu amagla organizmalara aralik belirleme testi uygulanmigtir. Aralik
belirleme testi sonuglarma gore Sertralin etkenli ilag konsantrasyonlari 0,000 (kontrol),
0,0005, 0,0025, 0,0125 ve 0,0625 pg/L, ibuprofen etkenli ila¢ konsantrasyonlari 0,000
(kontrol), 0,125, 0,250, 0,500, 1,000 pg/L ve propranolol etkenli ilag konsantrasyonlari
0,000 (kontrol), 0,156, 0,312, 0,625, 1.250 pg/L olarak belirlendi (Tablo 2.1). LCso degeri
igin belirlenen konsantrasyonlarda 1 litre hacme sahip cam akvaryumlara 10’ar adet G.
pulex kullanilarak akut toksisite testi uygulanmustir. Akut toksisite testlerinin, aralik

belirleme testleri dahil tiim asamalari ii¢ tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

Tablo 2.1. Deney konsantrasyonlart

Kirleticiler ~ Kontrol Akut Toksisite Gruplart (ug/L)
Sertralin 0,000  0,0005 0,0025 0,0125 0,0625
Ibuprofen 0,000 0,125 0,250 0,500 1,000

Propranolol 0,000 0,156 0,312 0,625 1,250
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Yapilan deneysel c¢alismada 96 saat siire igerisinde organizmalara besleme
yapilmamistir. Deneme siiresince her bir konsantrasyon grubu 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
gozlemlenmistir. Olii bireyler deneme ortamindan uzaklastirilarak not edilip kayit altina
alinmistir. Elde edilen verilerden probit analizi kullanilarak LCso toksisite degerleri

hesaplanmustir.

2.4. Subletal Konsantrasyon Uygulamalari

Sertralin, ibuprofen ve propranolol ilaglarinin LC 50 degerleri Sertralin:3,19 + 0,3;
Ibuprofen:0,0083 + 0,002, Propranol:0,72 + 0,08 olarak bulunmustur.
Deney gruplari ise; bu LC50 degerlerinin 1/4 (A grubu), 1/8 (B grubu) ve 1/16 (C grubu)’s1
olacak sekilde 3 uygulama grubu ve kontrol grubundan olusmustur. Her bir gruptaki
organizmalara 24 ve 96 saat boyunca ilag uygulamasi yapilarak, biyokimyasal yanitlari

tespit edilmistir.

2.5. Diseksiyon Islemleri ve Siipernatantlarin Hazirlanmasi

Bu kisimda yapilacak tiim calismalar Munzur Universitesi Merkezi AR-GE
Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Calismada model canli olarak G. pulex kullanilmustir.
Test organizma bireyleri 0,5 g tartilmis ve 1/5 w/v oraninda PBS tamponu (fosfat ile
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi) eklenerek, buz ile birlikte homojenizator kullanilarak
homojenize edilmistir. Homojenize edilen bu 6rnekler sogutmali santrifiijde 17000 rpm’de
15 dakika santrifiij edilerek ve elde edilen siipernatanlar -86 °C’ de derin dondurucuda

Ol¢lim islemleri tamamlanincaya kadar muhafaza edilmistir.

2.6. Biyokimyasal Yanitin Belirlenmesi

Calisgmamizda biyokimyasal yanitin belirlenmesi i¢in, SOD, KAT, AChE
seviyeleri belirlendi.

Calismada kullanilan SOD ve KAT CAYMAN, AChE Kkitleri ise CUSABIO
firmasindan satin alinmigtir. Katalog numaralar1 sirasiyla (KAT: 707002, SOD: 706002,
AChE: CSB-E17001Fh) gibidir.
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2.6.1. SOD Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kit igeriginin belirledigi bu yontem, ksantin oksidaz ve hipoksantinin trettigi
stiperoksit radikallerinin belirlenmesi i¢in tetrazolium tuzunu kullanilir. Bir linite SOD
Stiperoksit radikalinin  %350’sinin  dismutasyonunu gdsteren enzim miktart olarak
tanimlamaktadir. Bu yontem {i¢ tip SOD’un aktivitesini de belirlemektedir (Cu/Zn, Mn, Fe
-SOD).

2.6.2. KAT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kullandigimiz kit enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in KAT'nin peroksidatik
fonksiyonunu kullanir. Yontem enzimin optimal bir HyO, konsantrasyonunun varliginda
metanol ile reaksiyona girmesine dayanir. Uretilen formaldehit, 4-amino-3-hidrazino-5-
merkapto-1,2,4-triazol (Purpald) ile kromojen olarak spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. 1,2
Purpald, 6zellikle aldehitlerle bisiklik bir heterosikl olusturur; oksidasyon degisimine bagh

olarak renksizden mor renge dogru bir degisim gozlenir.

2.6.3. AChE Aktivitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan homojenatlar 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra
slipernatantlar alinarak AChE enzim aktivitesi CUSABIO marka CSB-E17001Fh katalog

numarali kitlerle ELISA yontemine gore mikroplate okuyucu ile belirlendi.

2.7. istatistiksel Analizler

Calisma sonunda var olan verilerin istatistiksel analizleri SPSS 24.0 istatistik
programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir ilacin G. pulex’teki LCsy degeri Probit
analizi kullanilarak hesaplanmistir. Ayn1 uygulama siire i¢inde farkli gruplar arasindaki
istatistiksel fark (A, B, C ve kontrol) DUNCAN testi ile belirlenmistir. Uygulama siireleri
(24 ve 96 saaat) arasindaki fark ise bagimsiz t testi ile belirlenmistir. (Stimbiiloglu, 1998;

Kalayci, 2010).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. LCsp Bulgular:

Aralik belirleme testlerinden sonra G. pulex bireyleri igin sertralin, ibuprofen ve

propranol ilaglarina ait LCsy degerleri belirlenmistir (Tablo 3.1.)

Tablo 3.1. G. pulex’e uygulanan ilaglarin LCgy degerleri

Mlaglar LCso Degeri (ugL™)
Sertralin 3,19+0,3
Ibuprofen 0,0083 + 0,002
Propranol 0,72 +0,08

3.2. Biyokimyasal Bulgular

Bu c¢alismada sertralin, ibuprofen ve propranolol ilaglarin  farkli
konsantrasyonlarma maruz birakilan G. pulex’te SOD, KAT AchE enzim aktiviteleri

tizerine etkileri belirlenmis olup elde edilen sonuglar Tablo 3.2.” de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Sertralinin uygulamasina bagli olarak G. pulex’te bazi antioksidan ve detoksifikasyon enzim
aktivitesi iizerindeki degisiklikler

Sertralin Ibuprofen Propranolol

Grup 24. saat 96. saat 24, saat 96. saat 24, saat 96. saat

Knt. 0,02+0,001% 0,0123+0,004% 0,020+0,0001*  0,012+0,004% 0,020+0,0001% 0,009010,001b

A 0,004310,001b 0,0153+0,004% 0,0103£0,0008% 0,008+0,004% 0,0097+0,0003% 0,026+0,006*
SOD

B 0,0158i0,006alb 0,0ISOi0,000Sa* 0,008010,005b 0,01710,00315‘* 0,0079+0,006? 0,0307i0,001a*

C 0,0087ﬂ:0,002z“b 0,0130+0,006% 0,0067i0,0016b 0,016+0,0073%  0,0103+0,005% 0,0233i0,0006ab

Knt. 4,14+024°  8,12+1,12% 4,1340,24° 8,12+112  4,13+024° 8,12+1,12%

A 1241£1,19°  7,10+0,89% 11,7440,83°  14,91+0,69° 9,37+0,26°  7,47+0,38%"
KAT

B 823+0,34°  21,4+091% 13,5742,03%  12,10+1,46®° 3,92+0,97°  2,09+0,053"

C  1022+0,59® 13,07£1,54>  12,52+1,64%  548+1,99  6,75+2,3% 2,55+0,13"

Knt. 5.04+0,19°  4,87+0,02° 5,04+0,19%  4,87+0,01°  5,0440,19°  4,87+0,01°

A 45540, 13°  4,89+0,06° 6,20+0,71° 5,95£0,51°  4,60+0,17°  4,71+0,08%
AChE

B  6,71£0,34*  6,72+0,21° 4,4340,04° 5,08£0,13%"  3,9540,15°  4,66+3,04%

C  6,62+0,13°  6,33+0,7° 43140,05°  423+0,11°  3,91+0,16"  4,51+0,25®

*Ust simgedeki a, b ve ¢ harfleri ayni saatteki farkli gruplar arasindaki ve alt simgedeki * ise ayn1 grubun
farkl saatleri (24. ve 96. saatler) arasindaki istatistiksel farklar1 gdstermektedir.

3.2.1. SOD aktivitesi

Farkli konsanstrasyonlarda sertralin'e maruz kalan G. pulex’te SOD aktivitesi
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arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1.” de gosterilmistir. SOD aktivitesinin kontrol ile
kiyaslandiginda 24 saatte A, B ve C gruplarinda azaldigi gozlenmistir (p>0.05). Yine
kontrol grubu ile kiyaslandiginda A, B ve C gruplarinda 96 saatte bir azalma saptanmis

fakat bu azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

Maruz kalma siireleri karsilastirildiginda ise; istatistiksel olarak gruplar arasinda

onemli farkliliklar olmadig1 bulunmustur (Sekil 3.1).

SOD

SOD aktivitesi (U/ml)

o
o
o
i

o

24 .SAAT 96.SAAT

mKontrol mA mB mC

Sekil 3.1. Sertralinin G. pulex’teki SOD enzim aktivitesi tizerindeki etkisi

Farkli konsanstrasyonlarda ibuprofen'e maruz kalan G.pulex’de SOD aktivitesi
arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.2.°de gosterilmistir. SOD aktivitesinin kontrol ile
kiyaslandiginda 24 saatte A, B ve C gruplarinda azaldigi gézlenmistir (p>0.05). Yine
kontrol grubu ile kiyaslandiginda A, B ve C gruplarinda 96 saatte bir azalma saptanmis

fakat bu azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gériilmiistiir (p>0.05).

Maruz kalma siireleri karsilastirildiginda ise; istatistiksel olarak gruplar arasinda

onemli farkliliklar olmadig1 bulunmustur (Sekil 3.2).
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0,02

0,015

0,01

SOD aktivitesi (U/ml)

o
o
o
(%)

24 .SAAT 96.SAAT

mKontrol mA mB mC

Sekil 3.2. Ibuporfenin G. pulex’teki SOD enzim aktivitesi tizerindeki etkisi

Farkli konsanstrasyonlarda propranolol’a maruz kalan G.pulex’de SOD aktivitesi
arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.3.’de gosterilmistir. SOD aktivitesinin kontrol ile
kiyaslandiginda 24 saatte A B ve C gruplarinda azaldigi gozlenmistir (p>0.05). Yine
kontrol grubu ile kiyaslandiginda A B ve C gruplarinda 96 saatte bir azalma saptanmig

fakat bu azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

Maruz kalma siireleri karsilagtirildiginda ise; istatistiksel olarak gruplar arasinda

onemli farkliliklar olmadigi bulunmustur (Sekil 3.3).

SOD

0,035

0,03

0,025

0,02

0,015

0,01

SOD aktivitesi (U/ml)

0,005

24 .SAAT 96.SAAT

mKontrol mA mB mC

Sekil 3.3. Sertralinin G. pulex’teki SOD enzim aktivitesi lizerindeki etkisi
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3.2.2. KAT Aktivitesi

Farkli konsanstrasyonlarda sertralin'e maruz kalan G.pulex’de KAT aktivitesi
arastiritlmis olup sonuglar Tablo 3.4.’de gdsterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
farkli konsantrasyonda sertralin'e maruz kalan tiim gruplarda KAT aktiviteleri 24 saat
sonrasinda azalmis ancak gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur
(p>0.05). 96 saate bakildiginda KAT aktivitesinin A grubunda azalma goriilmiis (p<0.05)
B ve C gruplarinda arttigi gézlenmistir (p>0.05).

Farkli uygulama siirelerinin KAT aktivitesinde istatistiksel olarak Onemli bir

farkliliga neden olmadig1 saptanmadi Sekil 3.4 (p>0.05).

KAT

25

20

KATaktivitesi (nmol/min/ml)

24 .SAAT 96.5AAT

mKontrol mA mB mC

Sekil 3.4. Sertralinin G. pulex’teki KAT enzim aktivitesi tizerindeki etkisi

Farkli konsanstrasyonlarda ibuprofen'e maruz kalan G. pulex’de KAT aktivitesi
arastirtlmis olup sonuglar Tablo 3.5°de gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
farkli konsantrasyonda ibuprofen'e maruz kalan tiim gruplarda KAT aktiviteleri 24 saat
sonrasinda azalmis ancak gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur
(p>0.05). 96 saate bakildiginda KAT aktivitesinin A ve B gruplarinda azaldig1 (p<0.05) C
grubunda ise arttig1 (p<0.05) bulunmustur.

Farkli uygulama siirelerinin KAT aktivitesinde istatistiksel olarak onemli bir

farkliliga neden olmadig1 saptanmadi Sekil 3.5 (p>0.05).
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Sekil 3.5. Ibuprofenin G. pulex’teki KAT enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Farkli konsanstrasyonlarda propranolol'a maruz kalan G.pulex’de KAT aktivitesi
arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.6° de gosterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
farkli konsantrasyonda propranolol‘a maruz kalan tiim gruplarda KAT aktiviteleri 24 saat
sonrasinda azalmis ancak gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur
(p>0.05). 96 saate bakildiginda KAT aktivitesinin A ve B gruplarinda azaldig1 (p<0.05) C
grubunda ise arttig1 (p<0.05) bulunmustur.

Farkli uygulama stirelerinin KAT aktivitesinde istatistiksel olarak onemli bir

farkliliga neden olmadigr saptanmadi Sekil 3.6 (p>0.05).

KAT

=
=]
\F]

co

KATaktivitesi (nmol/min/ml)

24 .SAAT 96.SAAT

mKontrol mA mB mC
Sekil 3.6. Propranololun G. pulex’teki KAT enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

24



3.2.3. AChE Aktivitesi

Farkli konsanstrasyonlarda sertralin'e maruz kalan G.pulex’de AChE aktivitesi
arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.7.” de gosterilmistir Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
farkli konsantrasyonda sertralin'e maruz kalan A grubunda azalma saptanmis, B ve C
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda AChE aktiviteleri 24 saat uygulama sonrasinda
artmigtir. 96 saat uygulama sonrasinda tiim gruplarda artis gozlenmistir. Fakat fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir Sekil 3.7 (p>0.05).

AChE

AChE aktivitesi (U/ml)
[ L T "= N ¥ ) B o ) B B o'

24 .SAAT 96.SAAT

mKontrol mA mB mC

Sekil 3.7. Sertralinin G. pulex’teki AChE enzim aktivitesi tizerindeki etkisi

Farkli konsanstrasyonlarda ibuprofen'e maruz kalan G.pulex’de AChE aktivitesi
arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.8.” de gosterilmistir Farkli konsantrasyonda ibuprofen'e
maruz birakilan tiim gruplarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda AChE aktiviteleri 24
saat ve 96 saat uygulama sonrasinda de8ismistir fakat gruplar arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir Sekil 3.8 (p>0.05).
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Sekil 3.8. Iibuprofenin G. pulex’teki AChE enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

Farkli konsanstrasyonlarda propranolol'a maruz kalan G.pulex’de AChE aktivitesi
arastirtlmis olup sonuglar Tablo 3.9 de gosterilmistir Farkli konsantrasyonda propranolol‘a
maruz birakilan tiim gruplarda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda AChE aktiviteleri 24
saat ve 96 saat uygulama sonrasinda degismistir fakat gruplar arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir Sekil 3.9 (p>0.05).
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Sekil 3.9. Propranololun G. pulex’teki AChE enzim aktivitesi tizerindeki etkisi
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Sucul kaynaklart kontamine eden farmasotik karigimlar diinyaca yaygin bir
problemdir (Stancova ve ark., 2017). Insan kullanim1 nedeniyle, biiyiik miktarlarda ilag su
ortamlarina bosaltilmistir (Blair ve ark., 2013; Liu ve ark., 2013).

Bir antidepresan sinifi olan serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI), sucul sistemler
baglaminda en ¢ok incelenen farmasotiklerdir (Fent ve ark., 2006). Sertralin bir segici
merkezi serotonin geri alim inhibitoriidiir. Dolayisiyla serotonerjik iletiyi artirir. Bu,
sertralinin antidepresan etkisini de agiklar (Savas ve ark., 1994). Ibuprofen en cok satilan
streroid olmayan anti-inflamatuar ilaglardan biri olup, artirit, romatoit rahatsizliklar, agri
ve ates rahatsizhiklarini gidermek icin kullamlir (Parolini ve ark., 2011). Ibuprofen
hidrofobik kristale benzer yapist nedeniyle tehlikeli bir bilesik olarak smiflandirilir
(Carlsson ve ark., 2006). ibuprofen, kalict olmasi, dogada birikebilme &zelligi, diisiik
ucuculugu ve organik maddeye odsorbsiyon egiliminin diisiik olmasi nedeniyle sucul
ortamlarda uzun siire kalabilmektedir (Bendz ve ark., 2005). Propranolol yiiksek tansiyon
ve kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bir beta blokerdir (Owen ve ark., 2007).
Blokerler giris ve ¢ikis sularinda, yilizey sularinda, yerlt1 sularinda ve igme sular1 gibi sucul
ortamlarda bulundugu tespit edilmistir (Ashton ve ark., 2004; Benotti ve ark., 2009; Kolpin
ve ark., 2002; Santos ve ark., 2010).

Oksidatif stres, reaktif oksijen ksenobiyotik kaynakli asir1 ROS {iretilmesi ile
aerobik oranizmanin antioksidan savunma mekanizmasinda meydana gelen dengesizlik
olarak tanimlanir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx)
ve Glutatyon S-transferaz (GST) dahil olmak iizere antioksidan ve biyotransformasyon
enzimleri organizmalart ROS'a kars1 korur ( Eren ve ark., 2015). Bir¢ok ¢evresel kirletici
oksidatif stres ile ilgili toksik etkiler gosterdiginden, antioksidan enzim aktiviteleri
(0rnegin, SOD ve KAT) cevresel risk degerlendirme programlarinda potansiyel
biyobelirtegler olarak incelenmektedir. AChE ise; uyarici verici asetilkolin (ACh) 'yi
hidrolize ederek sinir uyarilarimin kolinerjik sinapslar boyunca gecisini kontrol eden
onemli bir diizenleyici enzimdir ve organofosfatlar, polibromlanmis di fenil eterler ve
farmasotikler gibi antikolinesteraz kimyasallar tarafindan baskilandiklar1 i¢in
ndrotoksisitenin bir biyobelirtegi olarak bilmektedirler (Miiller ve ark., 2002).

Yapilan bu ¢alismada, model organizma olarak Gammarus pulex kullanilarak bazi
farmasotiklerin sucul ortamlardaki etkilerini degerlendirmeyi amacladik. Bu amacla
Gammarus pulex’deki bazi biyokimyasal parametreler (SOD, KAT ve AChE)’deki
degisiklikler degerlendirilmistir.
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Yapilan bu caligmada, SOD aktivitesi karaciger, kan, solunga¢ dokularinda
kontrolle kiyaslandiginda artmistir. En yliksek aktivite ise; 12 saat maruziyet sonrasi
karacigerde gozlenmistir. Karaciger ve solungaglardaki SOD aktivitesindeki artis,
ibuprofenin oksidatif metabolizmasinin SOD aktivitesinin artisindan sorumlu olan,
siiperoksit anyonunun olusumuna neden oldugu gercegi ile agiklanabilir. Ayrica,
ibuprofen’in hiicre membrani, mitokondri ve sitoplazmada baglanmasi ve birikimi
hiicrelerde yapisal hasar ve dejenerasyona neden olabilecegi ve kan dolasiminda SOD
enziminin salinimi ile sonuglanabilecegini 6nermislerdir (Asensio ve ark., 2007; Saravanan
ve ark., 2012).

Mathias ve ark., (2013) tarafindan yapilan benzer c¢alismada KAT enzim
aktivitesnde 12 sonrasinda bir artis saptanmistir. En yliksek artis yine karacigerde
saptanmistir. Bu artisin organizmanin H;O, tarafindan indiiklenen oksidatif hasara karsi
antioksidan kapasitenin arttirllmasina katki sundugu one siiriilmiistir. Gémez ve ark.,
(2010) yaptiklar1 ¢alismada diclofenac ilaglarina maruz kalan Hyalella azteca’da KAT
aktivitesinde yine bir artis gézlenmistir.

Demirci ve ark., (2015) antidepresan fluxetin’in immun parametreler ve AChE
tizerine etkileri model canli olarak deniz taragi Venerupis philippinarum kullanilarak
arastirilmugtir. Canhilar 7 giin boyunca fluxetin’e maruz birakilmislardir. 1 or 5 pg 1™
fluxetine maruz kalan canlilarin solunga¢ dokularinda AChE aktivitesinin diistiigii, en
yiiksek dozdaki maruziyet sonrasi ise; tekrar kontrol degerlerine dondiigii bulunmustur.
Yapilan bu ¢alismada, SOD enzim aktivitesinde 24 saat sertralin uygulamasina bagli olarak
her li¢ dozdada istatistiksel olarak onemli diizeyde azalma olmustur (p<0.05). 96.saat
sonunda ise; bir artis saptanmis fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigi gériilmistiir.
KAT enzim aktivitesi ise; 24. saat sonunda 96. saat sonunda da her uygulama dozunda
anlaml derecede artmistir (p<0.05).AChE enzim aktivitesinde ise; sertralin uygulamasi
sonrasi genel anlamda 6nemli bir artig bulunmustur (p<0.05).

Wu ve ark., (2019) yaptiklar1 ¢alismada antidepresan amitriptylin’in zebra baligi
(Danio rerio)’da antioksidan ve biyotransformasyon enzimleri mRNA diizeyleri iizerine
etkileri arastirilmigtir. SOD ifadesinin 24 saat ile kiyaslandiginda 96 saat sonrasinda artt1g1,
KAT aktivitesinin ise 96. ve 144. saatlerde azaldig1 saptanmistir. Amitriptylin’in etkilerini
belirlemek i¢in sadece CAT’1n biyobelirteg olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Chen ve ark., (2016) yaptiklar1 ¢alismada Corbicula fluminea'da 5 ve 50 pg L™

fluoxetin uygulamasina bagli olarak solunga¢ SOD aktivitesinde onemli diizeyde azalma
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oldugunu KAT aktivitesinin ise; arttigin1 bulmuslardir. Siiperoksit anyonlarindaki artigin
SOD enziminin tiikketilmesine neden oldugu, KAT aktivitesindeki artigin ise H,O, olusumu
tarafindan indiiklenmesi kaynakli oldugu onerilmistir.

Miiller ve ark., (2002) yaptiklar1 ¢alismada antidepresan ilaglar olan fluoxetin,
sertralin ~ ve amitriptylin’in  kolinesterazlar  (kolinesteraz, asetilkolinesteraz, ve
bitirilkolinesteraz) tlizerine etkilerini insan serumunda ve eritrosit membraninda
arastirmiglardir. 3 to 60 puM fluxetin ve amitriptylin uygulamasinin ve 0.3ile 12 uM
sertralin uygulamasinin asetilkolinesteraz aktivitesini inhibe ettigini kanitlamislardir.

Ebuehi ve ark., (2009) yaptiklar1 ¢alismada sertralin, clozapin, amitriptylin ve
imipramin’nin tavsanlarda beyin serotonin, karaciger enzimleri ve kan biyokimyasi lizerine
etkilerini arastirmislar ve serum, karaciger ve beyindeki protein, kolesterol, trigliserit
seviyelerinin 6nemli diizeyde arttigin1 bulmuslardir.

Battal ve ark., (2014) akut ve kronik olarak 10, 40,80 mg/kg dozlarinda sertralin
uygulamasinin oksidatif stres cevabmi nasil etkiledigini wistar albino siganlarda
aragtirmiglardir. Beyin dokusunda SOD enzim aktivitesinin azaldigi ancak plazma
sevilerinin arttig1 gézlenmistir. KAT enzim aktivitesinin ise; plazma ve beyin dokularinda
distiigli goriilmistiir. Calismadan elde edilen sonuglara gore; yliksek dozda sertralin
uygulamasinin oksidatif stresi indiikleyebilecegi Onerilmistir. Baska bir calismada ise;
thioacetamid 1ile ratlarda olusturulan oksidatif strese kars1 fluoxetin, sertralin ve
imipramin’in beyin ve karacigerde etkileri arastirilmistir. Thioacetamid’in indiikledigi
karaciger hasarini sz konusu ilaglarm azaltmadigi bulunmustur (Ozdemir ve ark., 2013).

Nunes ve ark., (2017) ciprofloxacin’in Daphnia magna’da ekotoksikolojik
etkilerini ¢aligmislardir. KAT enzim aktivitesinde istatistiksel olarak herhangi bir
degisiklik kaydedilmedigi belirtilmistir. Yapilan baska bir caligmada ise; tatli su baligi
Carassius auratus’da sertralin’in davranigsal ve biyokimyasal olarak nasil bir etki yaptig1
arastirilmistir. SOD enzim aktivitesinde tiim uygulama peryotlarinda (1,2,4,7 giin) 6nemli
artiglar bulunmustur. KAT ve AChE aktivitesinde 6nemli artis gozlenmistir (Eren ve ark.,
2015).

Ericson ve ark., (2010) diclofenak, ibuprofen and propranolol ilaglarinin fizyolojik
etkilerini Baltik Denizi mavisi midye’de c¢alismiglardir. S6z konusu ilaglarin hedef
olmayan tiirlerin fizyolojisini olumsuz yonde etkiledigini 6ne siirmiislerdir.

Parolini ve ark., (2011) yaptiklari ¢alismada D. polymorpha’da 0,2 pg/L

Ibuprofen’e maruziyet sonrast SOD aktivitesinin arttigini bulmuslardir.
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Contardo-Jara ve ark., (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada Dreissena polymorpha’da
Carbamazepin, Ibuprofen and Bezafibrat’in molekiiler etkilerini calismislardir. ibuprofen
maruziyeti sonrasi artan stres durumlarina yanit olarak KAT enzim mRNA seviyelerinin
arttig1 gozlenmistir. Yine uygulamanin 4. giiniinde SOD enzim aktivitesinde de artis
gozlenmistir. Bu da oksidatif stresin meydana geldiginin bir isareti olarak yorumlanmaistir.

Gonzales-Rey ve ark., (2012) vyaptiklar1 ¢alismada midyelerde ibuprofen
uygulamasmin 3. ve 7. giinli sonrasinda KAT enzim aktivitesinin iki kat arttig1
bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda ise; ibuprofen uygulamasina bagli olarak SOD enzim
aktivitesinde 24 saat sonunda her {i¢ uygulama dozunda da anlaml1 bir azalma goriilmiistiir
(p<0.05). 96 saat sonunda ise SOD enzim aktivitesi artmistir ancak bu artig isttistiksel
olarak anlaml degildir (p>0.05). KAT enzim aktivitesi ise; 24 ve 96 saatler sonrasinda her
i uygulama grubunda da kontrol ile kiyaslandiginda anlamli derecede artmistir (p<0.05).
AChE enzim aktivitesi ise; 24 saat sonrasinda genel anlamda azalma gosterirken, 96 saat
sonunda artmustir (p<0.05).

Bartoskova ve ark., (2013) zebra baliklarinda yaptiklari bir ¢aligmada oksidatif stres
biyobelirteglerini kullanarak ibuprofen toksisitesini degerlendirmistir. 28 giinliik bir
maruziyet sonrasinda iborofenin KAT enzim aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli bir
degisiklige neden olmadigini bulmuslardir.

Goémez -Olivan ve ark., (2012) yaptiklar1 ¢alismada Daphnia magna’da diclofenak,
ibuprofen and naproxen’in genotoksik cevabini and oksidatif stres yanitini aragtirmiglardir.
SOD ve KAT aktivitelerinin ibuprofen ve neproxen uygulamalarina bagli olarak arttigini
bulmuglardir. SOD aktivitesinin ibuprofen uygulanan grupta 48 saatte kontrol ile
kiyaslandiginda 6nemli derecede arttig1 goriilmiistiir. Katalaz aktivitesinin ise D. magna’da
2,9 mg/L of ibuprofene maruziyet sonrasi arttig1 gozlemlenmistir.

Ozdemir ve ark., (2013), ibuprofen’in Cyprinus carpio’daki etkilerini oksidatif stres
parametrelerini kullanarak arastirmistir.

Zoubair ve ark., (2015), 30 mg/kg ibuprofen’in farelerde oksidatif strese girmis
farelerde koruyucu etkisinin oldugu ortaya konulmustur. lbuprofen uygulanan farlerde
SOD ve KAT enzim aktivitesinin diistiigli bulunmustur.

Proshkina ve ark., (2016), ibuprofen'in Drosophila melanogaster'de geroprotektif
ve radyoprotektif aktivitelerini arastirmiglardir. Kisa siireli ibuprofen tiiketiminin, oksidatif
ve genotoksik stres kosullar1 altinda, 30-40 giinliik disi sineklerde yasam siiresini ve

sineklerin hayatta kalmasini olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir.
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Stancova ve ark., (2017) yaptiklar1 ¢alismada iboprofen, diclofenak ve
karbamapezinin tek tek ve kombine etkilerini kadife baliginda ¢aligmiglardir. Elde edilen
sonuglara gore iboprofen ve diclofenak ilaglarinin antioksidan aktivite {lizerine benzer
sonuglar gosterdikleri ve s6z konusu farmasotiklerin oksidatif stresi indiikledigi
gorilmiistiir.

Yang ve ark., (2019) g¢evremizde siklikla kullandigimiz ilaglar olan Ofloxacin,
sulfamethoxazole and ibuprofen’in ekotoksik olarak bir degerlendirmesini yapmistir. Bu
ilaglarin tek tek ve ticlii karisim halindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla s6z konusu
ilaglara 1, 2, 4 ve 7 glin maruziyet sonrasi Carassius auratus’da AChE ve SOD
aktivitelerindeki degisimleri incelemistir. Elde edilen sonuglara gore, 0,002-0,01 mg/L
ofloxacin ve 0,0008-0,004 mg/L sulfamethoxazole uygulamasinin AChE ve SOD
aktivitelerinde bir degisiklik yaratmadigi, ibuprofenin ise SOD ve AChE biyobelirteglerini
indiikledigini 6ne siirmiislerdir. iboprofenin biitiin uygulana dozlarda SOD aktivitesini
arttirdignt  gozlenmistir. 0,25 ve 1,258 mg/L ofloxasin ve 0,5 mg/L. sulfamethoxazol
uygulamasinin 4. ve 7. Giinde AChE aktivitesini inhibe ettigi saptanmigstir. Aksine,
ibuprofen ve karisiminin AChE aktivitesini arttirdigi gosterilmistir. Biyolojik olarak bu
aktivitenin nedenini tam olarak agiklanmamistir ancak AChE’deki bu artisin zararh
toksikolojik etkileri telafi edebilmek i¢in edebilmek igin oldugu tahmin edilmektedir.

Sun ve ark., (2015) yaptiklari ¢alismada 96 saat propranolol’a maruz kalan yetiskin
zebra baliklariyla yaptiklar: bir B-blokerlara maruziyet sonrast baliklarda detoksifikasyon
prosesi ve oksidatif stresin meydana geldigi ve bu baglamda antioksidan cevap ve
detoksifikasyon prosesi ile iliskili genlerin indiiklendigi goriilmiistiir. Propranololiin
Akdeniz midye, Mytilus galloprovincialis’da 0.3 ve 30ng/L  dozda uygulanan
propranolol’in  KAT aktivitesini énemli diizeyde arttirdigi bulunmustur (Franzellitti ve
ark., 2011).

Li ve ark., (2012)’nin akvaryum baliklarinda yaptiklart benzer bir ¢alismada 50
mg/L sulfamethoxazoliin AChE aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda,
propranolol uygulamasina bagli olarak 24 saat sonunda SOD enzim aktivitesi istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir azalma gosterirken (p>0.05), 96 saatte anlamli diizeyde
artmistir (p<0.05). KAT enzim aktivitesi ise; 24 saat sonrasinda genel olarak artmistir. 96
saatte ise; azalma gOstermistir (p>0.05). AChE enzim aktivitesi ise; propranolol
uygulamasina bagli olarak 24 saat sonrasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma

gosterirken 96 saat sonundaki azalis anlamli bulunmamstir (p>0.05).
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Sole ve ark., (2010) yaptiklar1 ¢calismada deneysel olarak propranolole maruz kalan
deniz midyelerinde propranolol’iin midyelerdeki beslenme oranini etkiledigi, karaciger
CbE aktivitesini arttirdigi ancak AChE aktivitesini baskiladigin1  bulmuslardir.
Asetaminofen’e maruz kalan midyelerde de oksidatif stres olustugu ve solunga¢ AchE
aktivitesinin baskilandig1 goriilmiistiir.

Franzellitti ve ark., (2011) yaptiklar1 ¢alismada propranololiin Akdeniz midye,
Mytilus galloprovincialis’da 0,3 ve 30ng/L dozda uygulanan propranololin KAT

aktivitesini onemli diizeyde arttirdig1 bulunmustur.
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4. SONUC VE ONERILER

Kirleticiler, herhangi bir canlinin biyolojik sistemine girdigi zaman, o canlinin
tizerindeki yasamsal islevlerine zarar verme Kkapasitesine sahiptir (Hu, 2000; Kayhan,
2006). Sucul ortamlarda konsantrasyonu artan Kirleticiler sucul organizmalarca alinip besin
zinciri vasitastyla iist trofik diizeylere tasinmaktadir. Canlilar aleminin ortak serveti olan su
rezervleri ve barindirdiklar1 sucul organizmalar, kaliteli protein arayisinda olan toplumlarin
gida deposudur. Tiim toplumlarin ana hedefi, endiistrilesmenin yaninda taze ve temiz
tiriinlerle saglikli beslenmeyi korumak ve yasam kalitesini bozmadan siirekliligini
saglamak olmalidir (Kayhan, 2006).

Biitiin sucul ortamlar icerisinde var olan organizmalara zarar verebilecek olan her
tirlii yabanci maddenin karistirilmamasi insan sagligi, ¢cevre canli iliskileri, ekonomik ve
organizma saglhigr agisindan biiyiilk Onem tasimaktadir (Atamanalp ve ark., 2003).
Dolayisiyla gerekli 6n tedbirler ve yasal diizenlemelerin yanisira gii¢lii bir denetimin
olmasi1 elzemdir. Su yasamin temel kaynaklarindan biri olup yasamin idamesi i¢in olmazsa
olmazidir. Bu sebeple dogal su kaynaklarimizin her c¢esit kirleticilerden korunmasi
zorunludur.

Bu arastirmada elde edilen bulgularin sonuglarina gore;

* Sucul bir canli olan G.pulex’in ilaglarin neden oldugu kirliligin arastirilmasinda

uygun bir indikator tiir oldugu goriilmiistiir.

SOD, KAT ve AChE’in uygun birer biyokimyasal biyobelirte¢ oldugu

saptanmistir.

«Sertralin, Ibuprofen ve propranolol’un diisiik konsantarsyonlarda bile oksidatif

stresi ve norotoksisiteyi tekikleyebilecegi goriilmiistiir.

» Farkli ilaglarm bir sucul indikator olan G. pulex bireylerine ¢ok diisiik

konsantrasyonlarda dahi toksik etki yaptigi tespit edilmistir. Bu nedenle alici

ortamlara karisma olasilig1 yiiksek olan bu tiir ilaglarin kalintilarinin giderimi
lizerine aragtirmalar yapilmalidir.

s Tlaglarin olusturdugu kirliliklerin, kirlilige duyarli indikator tiirler ve gida

zincirinin ~ basamaklarindaki  canhilar  kullanilarak  bu  tiir  c¢alismalar

yayginlagtirilmalidir.
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*Deneysel caligsmalarda laboratuvar ortaminda toksik maddeye maruz birakilan
canli bireylerin i¢ giidiisel (avlanma, beslenme, tireme vb.) davramiglarinin da
etkilenebilecegi gozoniine alarak toksik maddelerin neden olabilecegi davranigsal
degisikliklerde ileriki caligmalarda arastirilmalidir.

ellaglarin sucul ortamlardaki canlilar iizerine genotoksik etkileri ile histopatalojik

etkilerinin de ¢alisilmasi 6nerilmektedir.
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