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Bu ¢alisma ile diinyada gittikge artig gdsteren saglik sorunlarindan biri olan depresyonun tedavisinde yaygin
olarak kullanilan ve kardiyovaskiiler olarak giivenilir kabul edilen SSRI (Ozgiil Serotonin Geri Alim Engel-
leyicileri) grubu antidepresanlardan Prozac® in etken maddesi olan Fluoksetin Hidrokloriir’iin, sucul bir or-
ganizma olan kilickuyruk balig1 (Xiphophorus hellerii Heckel, 1848) dokularinda olusturdugu oksidatif stre-
sin belirlenmesi amaglanmustir. Fluoksetin-HCI, dogada yiizey sularinda 0.012 pg/L, atik sularda 0.54- 0.929
pg/L doz araliginda bulunmustur. Bu bilgiler dogrultusunda kiligkuyruk baliklarina 0.1 pg/L ve 1 pg/L Flu-
oksetin-HCI uygulamas1 yapilmistir. 96 saat sonunda baliklardan kalp ve karaciger dokular: antiseptik sart-
larda disekte edilip homojenize edilmistir. Daha sonra malondialdehit (MDA), total glutatyon (GSH) miktar-
lar1, katalaz (CAT) enzim aktivitesi, sliperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ve total protein miktari
spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir. Sonug olarak, kalp dokuda CAT enzim aktivitesi ve MDA se-
viyesi azalirken, SOD enzim aktivitesi ve GSH seviyesi artmistir. Karaciger dokuda ise, CAT enzim aktivitesi
ve GSH miktart artarken, SOD enzim aktivitesi ve MDA seviyesi azalmistir. Sonug olarak bu ¢aligmada
kontrol grubu ile yapilan karsilastirmalar sonucu Fluoksetin-HC1’nin kiligkuyruk baliklarinda stres yolakla-
rini etkileyerek, stres cevabinin diizenlenmesinde etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fluoksetin-HCI, Oksidatif stres, Kilickuyruk baligi, Xiphophorus hellerii, Kalp,
Karaciger

ABSTRACT

The determination of oxidative damage caused by fluoxetine hydrocloride in swordtail fish
(Xiphophorus hellerii)

In this study, it was aimed to determine the oxidative stress in the tissues of the swordtail fish (Xiphophorus
hellerii Heckel, 1848) after exposed to the active ingredient of Prozac® and one of the SSRI (Selective Sero-
tonine Reuptake Inhibitor) group antidepressants, Fluoxetine Hydrochloride, which is considered to be safe
cardiovascular. It is widely used in the treatment of depression, which is one of the increasing health problems
in the World. Fluoxetine-HCI has been found 0.012 pg/L in surface waters and in the dose range of 0.54-
0.929 pg/L in wastewater (Sehonova et al., 2018). In line with this information, 0.1 ng /L and 1 pg /L
Fluoxetine-HCI1 was administered to swordtails. At the end of 96 hours, heart and liver tissues of the fish were
dissected under antiseptic conditions and homogenized. Later, malondialdehyde (MDA), total glutathione
(GSH), catalase (CAT) enzyme activity, superoxide dismutase (SOD) enzyme activity and total protein
amount were determined by spectrophotometric methods. As a result, while CAT enzyme activity and MDA
level decreased in heart tissue, SOD enzyme activity and GSH level increased. In liver tissue, while CAT
enzyme activity and GSH amount increased, SOD enzyme activity and MDA level decreased. As a result of
the comparisons with the control group, it was determined that Fluoxetine-HCl is effective in regulating the
stress response by affecting the stress pathways in swordtails.

Keywords: Fluoxetine-HCI, Oxidative stress, Swordtail fish, Xiphophorus hellerii, Heart, Liver
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Giris

Stres, glinlimiizde sik karsilasilan sorunlardan birisidir. Top-
lumun %12-17’sinde stresle iligkili olarak depresyon goriil-
mektedir. Depresyonun en etkili sekilde tedavisi igin ¢esitli
antidepresan ilaglar kullanilmaktadir. Son zamanlarda bu
amagla Ozgiil Serotonin Geri Alim Engelleyicileri (OSGE,
SSRI=Selective Serotonine Reuptake Inhibitor) kullanilmaya
baslanmustir. Ik SSRI grubu antidepresanlardan biri olan Flu-
oksetin-HCI, 1987 yilinda piyasaya siiriilmiistiir ve 2001 y1-
linda etken madde olarak genel kullanima a¢ilmistir (Panlilio
ve dig., 2016; McCallum ve dig., 2017; Zindler ve dig.,
2020).

Akilct bir tasarim ile hedeflenerek sentezlenen Fluoksetin-
HCl, in vitro kosullarda %94.5 oraninda albiimin ve insan se-
rum proteinlerine baglanir. Aktif metaboliti olan Norfluokse-
tin ve tanimlanmamis diger metabolitlerine karacigerde yo-
gun olarak metabolize edilerek doniisiir. Inaktif metabolitleri
idrarla atilir. Yarilanma siiresi uzundur. Antidepresan etkisi-
nin yani sira obsesif-kompiilsif bozukluk, bulimiya nervoza
ve premenstrual disforik bozuklugun tedavisinde de kullanilir
(Yang ve dig., 2014; Yan ve dig., 2020).

Farmasatiklerin sucul ortamlardaki davraniglari, akibetleri ve
onlarin metabolitleri heniiz tam olarak tanimlanmamuistir.
Farmasoétikler ¢cevreye verildiginde hayvanlarda benzer veya
ayni hedef organlar, dokular, hiicreler veya biyomolekiilleri
etkileyebilir (Balct ve dig., 2010). Farmasotik bilesiklerin
cevresel degerlendirmeleri yapilirken, beklenen ¢evresel giris
konsantrasyonu (EIC) 1 pg/L’ yi asarsa tiirlerin bu bilesige
verdigi tepkiler gz oniine alinir (FDA-CDER, 1998). Son
yillarda akarsu, gol ve deniz gibi sucul ortamlarda yiizey su-
larinda 0.012 pg/L, atik sularda 0.54-0.929 pg/L doz arali-
ginda Fluoksetin-HCI bulunmustur (Sehonova ve dig., 2018).
Fluoksetin ve onun metaboliti Norfluoksetinin, balik dokula-
rinda 10 pg/kg konsantrasyonda bulunmasi, bu bilesiklerin
biyolojik olarak birikme kapasitesine sahip oldugunu diigiin-
diirmektedir (Orem ve Dolph, 2002; Yan ve dig., 2020).

Baliklar da dahil olmak iizere suda yasayan organizmalar, do-
gal olarak kirleticilerin bir karisimina maruz kalir. Baliklar-
daki antioksidatif enzim aktivitelerinin 6l¢timleri, sucul eko-
sistemlerdeki kimyasallarin neden oldugu oksidatif hasari
gosterebilir (Jin ve dig., 2010). ilaglara maruz kalma, DNA,
lipidler ve proteinlere zarar verebilen siiperoksit anyon (O2),
hidrojen peroksit (H>O,) ve hidroksil radikali (HO) gibi reak-
tif oksijen tiirlerinin (ROT) gelisimini uyarabilir (Halliwell
ve Gutteridge, 2015).

Farmasotiklerin ¢ogu uzun yarilanma Omiirlerinden dolay1
ekosistemde besin zinciri yolu ile sucul ortamlarda taginirlar.

Fluoksetin; hormon seviyelerini diisiirmek, beslenme davra-
niglarmi ve ylizmeyi azaltmak, fizyolojik ve iireme gelisimini
geciktirme gibi 5-HT yolu tizerindeki etkisinden dolay1 ma-
ruz kalan sucul faunanin fizyolojik siiregleri iizerindeki
onemli yikici etkileri nedeniyle hedef olmayan sucul organiz-
malar i¢in toksik ilaglardan biri olarak kabul edilmistir (Men-
nigen ve dig., 2017; Weinberger ve Klaper, 2014; Vera-
Chang ve dig., 2019). Kilickuyruk baligi kii¢iik olmasi ve ye-
tistirme kolaylig1, kisa nesil siiresi ve farkli cinsel 6zellikler
gibi biiyiik avantajlar1 nedeniyle genellikle davranis ekolojisi,
genetik, biyoloji (Kayim ve dig., 1999) ve biyocografya (Gu-
tierrez-Rodriguez ve dig., 2007) ¢alismalarinda siklikla kul-
lanilir ve toksikolojik ¢alismalar i¢in ideal bir tiir olarak kabul
edilir (Kwak ve dig., 2001). Bu 6zelliklerinden dolayi seg¢ilen
kilickuyruk baliklarinin  farkli  dokularinda  Fluoksetin-
HCI’nin oksidatif stres olusturma potansiyelinin belirlenmesi
bu ¢aligmanin amacini olusturmaktadir. Bu ¢alisma, Fluokse-
tin-HCI’nin sucul canlilar iizerinde meydana getirebilecegi
olas1 zararli etkilerinin degerlendirilmesi agisindan 6nemli-
dir.

Materyal ve Metot
Yontem

Bu calismada kullanilan kiligkuyruk baliklar ticari akvar-
yumculardan satin alinmistir. Laboratuvar ortamina getirilen
baliklar i¢in akvaryumlardaki su sicakligi 26-28°C, pH 7 ve
aydmlik: karanlik (14:10) olacak sekilde ayarlanmistir. Ak-
varyumlara bir hava motoru yardimu ile yeterli diizeyde (9-12
mg/L) siirekli hava verilmistir. Denemede baliklarin beslen-
mesi i¢in graniil balik yemi kullanilmistir. Baliklarin yeni
sartlara adaptasyonu i¢in iki hafta beklenmistir. Uygulama
i¢in baliklar biri kontrol olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir
(n=10). Fluoksetinin uygulama dozlar1 0.1 pg/L ve 1 pg/L
akvaryum sularina eklenmis ve 96 saat boyunca maruziyet
saglanmistir.

Uygulama sonrasi baliklar, soguk soku ile hissizlestirilerek
disekte edilmistir. Cryo tiiplere alinan dokular dismembrana-
tor ile cam boncuklar vasitasiyla hemen homojenize edilmis-
tir. Ardindan 10000 rpm’de 4°C’de 20 dk. santrifiijlenerek
deneylerde kullanilmak iizere siipernatant alinmistir.

Malondialdehit (MDA) Tayini

Ledwozyw ve dig. (1986) yontemine gore belirlenmistir. 250
ul doku homojenati, 1250 puLL TCA ¢ozeltisi (1.22 M, 0.6 M
HCl’deki) ile karnigtirilir. 15 dk. sonra 750 uL TBA ¢ozeltisi
(0.047 M) ile 30 dk. kaynar su banyosunda inkiibe edilir.
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Daha sonra 2000 pL ticari n-Biitanol ilave edilen karisim 10
dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Butanol faz1 alinarak 532
nm’de absorbanslar kaydedilip ve nmol/g doku olarak hesap-
lanir.

Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Tayini

Aebi (1974) yontemi ile yapilmistir. CAT enzimi; H,O; nin,
H>O’ya doniisiim reaksiyonunu katalizler. Bu doniisiim 240
nm’de absorbansin azalmasi ile takip edilebilir. 1 dk.’da ab-
sorbanstaki azalma katalaz aktivitesi ile ilgilidir. 0.4 mL doku
homojenati iizerine kor i¢gin 0.2 mL Fosfat tamponu (50 mM,
pH=7.0), numune i¢in 0.2 mL H,O, ¢ozeltisi (30 mM) + Fos-
fat tamponu eklenir ve U/mg protein dk. cinsinden hesaplanir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Tayini

Mylorie ve dig. (1986) yontemi ile yapilmistir. SOD aktivi-
tesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin foto-oksi-
dasyon hizini arttirma yetenegi olarak olgiiliir. Riboflavinin
floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit radikali, or-
tamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. H,O»
ise o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli iiriin olusturur.
SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli {iriin olusumu da o ka-
dar fazla olur. Olusan renkli lriiniin absorbansi 460 nm’de
spektrofotometrik olarak U/ mg protein cinsinden degerlen-
dirilir.

Total Glutatyon (GSH) Tayini

Beutler (1975) yontemi kullanilacaktir. 0.2 mL homojenat
tizerine 0.3 mL metafosforik asit, NaCl ve EDTA-Na igeren
proteinsizlestirme ¢ozeltisinden ilave edilir. 4000 rpm’de 10
dk. santrifiij edilen homojenattan 0.2 mL siipernatant alinir
ve 0.8 mL Na,HPOj4 ¢ozeltisi (0.3 M) ve 0.1 mL % 40 mg
DTNB (5-5’ ditiyobis 1-2 nitrobenzoik asit) ile karigtirilir.
412 nm’de DTNB ile siilfidril gruplarinin reaksiyonu sonucu
olusan renkli iiriin spektrofotometrik olarak nmol/g protein
cinsinden degerlendirilir.

Total Protein Hesaplama

Protein tayini Bradford (1976) yontemi ile dl¢iilmiistiir. Stok
albiimin ¢ozeltisi ile standart egri grafigi olusturulur. 25 pL
doku homojenat1 775 pL distile su ve 200 pL ticari Bradford
reaktifi ile karistirildiktan 15 dk. sonra 595 nm’de kore karst
absorbanslar1 kaydedilir. Protein miktarlar1 pg/pL cinsinden
ifade edilir.
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Istatistiksel Analiz

Biyokimyasal parametrelerin istatistiksel analizi IBM SPSS
Statistic version 23 yazilim programi (IBM Corp., Armonk,
NY, ABD) kullanilarak yapildi. Veriler, ortalama =+ standart
hata olarak ifade edildi. Iki grup arasindaki karsilagtirmalar
parametrik Student's t-testi ve parametrik olmayan Mann-
Whitney U testi ile esit olmayan varyanslar varsayilarak ya-
pildi. Ikiden fazla grup arasindaki karsilastirmalar tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. ANOVA'y1 takiben
gruplar arasindaki onemli farki karsilagtirmak i¢in Tukey
post-hoc testi yapildi. p <0.05 anlamli kabul edildi.

Bulgular ve Tartisma

Kiligkuyruk baliklarmin kalp ve karaciger dokularinda Flu-
oksetin-HCI’nin etkilerinin biyokimyasal parametrelerle in-
celendigi bu ¢alismada, doza bagl olarak SOD enzim aktivi-
tesi kalp dokuda artarken (p<0.01), karacigerde azalmistir
(p<0.05) (Sekil 1A). SOD, siiperoksit radikalinin oksijen ve
hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizler. CAT aktivitesi or-
tamda bulunan hidrojen peroksitin konsantrasyonuyla dogru
orantili olarak artar. Eger ortamda diisiik konsantrasyonda
bile hidrojen peroksit bulunuyorsa bu bilesigi substrat olarak
kullanan katalaz devreye girerek zararli bilesigi ortamdan
uzaklastirir (Airhart ve dig. 2007). Ancak bu calismada, CAT
enzim aktivitesi kalp dokuda azalirken, karacigerde artmistir
(p<0.01) (Sekil 1B). Teorik bilgiler ile ¢elisen bu durum artan
toksisiteyle enzimlerin inhibe olmasiyla agiklanabilir. Gok-
kusag1 alabaliklarina (Oncorhynchus mykiss) Propiconazole
(PCZ) uygulanmasi ile yapilan bir ¢aligmada enzimatik olma-
yan antioksidan parametrelerinde yiiksek seviyeler ile antiok-
sidan enzimlerde inhibisyon goriilmiis, uzun siireli muamele-
lerin ise ciddi oksidatif hasara yol ac¢tig1 bildirilmistir (Li ve
dig., 2010). Ek olarak, fluoksetin detoksifikasyon ve antiok-
sidan fonksiyonlar1 bozarak organizmalarin oksidatif hasarla
bas edememesine neden olabilir (Cunha ve dig., 2016). Flu-
oksetin hidrokloriire ve diazepama akut maruziyetin Danio
rerio’da olusturdugu stres cevabina etkilerinin aragtirildigi
caligmada, Fluoksetin ve diazepamin stres yolaklarini engel-
ledigini gosterilmistir. Bu sonuca bagli olarak da psikotik
ilaglarin sucul sistemlerdeki varliginin néroendokrin iglev yi-
timine sebep olabilecegini belirtmiglerdir (Abreu ve dig.,
2014).
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Sekil 1. Kilickuyruk baliklarinda kalp ve karaciger dokula-
rinda Fluoksetin-HCL nin; A) Siiperoksit dismutaz
(SOD) enzim aktivitesine, B) Katalaz (CAT) enzim
aktivitesine etkileri

Figure 1. Effects of Fluoxetine-HCL in heart and liver tissues in
swordtail fish; A) Superoxide dismutase (SOD) enzyme
activity, B) Catalase (CAT) enzyme activity

GSH, oksijen radikali yakalayicisi olarak oksidatif strese
kars1 savunmada Onemli bir antioksidandir. GSH miktari,
hiicresel iglevlerin korunmasinda 6nemlidir ve detoksifikas-
yon ve oksidatif stres durumlarinda oksidatif strese karsi ko-
yabilmek amaciyla seviyeleri artar (Oliveira, 2016; Sehring
ve dig., 2016). Bu calismada da kalp ve karaciger dokuda
kontrole gore artig gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 2A). Chen ve
digerleri (2018) yaptiklar1 ¢alismada fluoksetinin Pseudo-
rashbora parva baliklarinin karaciger dokularinda CAT en-
zim aktivitesinin ve GSH miktariin akut uygulamalarda ar-
tirdigini, kronik uygulamalarda azalttigini belirtmislerdir.
Zebra balig1 larvalarina fluoksetin, B-nafthoflavon, dstrojen
ve 17a-etinilestradiol uygulanarak cesitli cevresel atiklarin
akut toksisite mekanizmasi incelenmistir. Fluoksetin ve -
nafthoflavonun tiim viicutta Na* ve K* degerlerini diisiirdiigii

gbzlemlenmistir. Sucul ortamdaki bir¢ok atik maddenin var-
1181, baliklarda iyon dengesini bozarak toksisiteye neden ola-
bilecegini belirtmislerdir (Alsop ve Wood., 2013).
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Sekil 2. Kilickuyruk baliklarin kalp ve karaciger dokula-
rinda Fluoksetin-HCL’nin; A) Total Glutatyon
(GSH) miktar1, B) Malondialdehit (MDA) mikta-
rina etkileri

Figure 2. Effects of Fluoxetine-HCL in the heart and liver tissues
of swordtail fish; A) Total Glutathione (GSH) amount,
B) Malondialdehyde (MDA) amount

Lipid peroksidasyonu (LPO), oksidatif stresin bir belirteci
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir ve hiicre zar1 lipidleri-
nin ayrigmast olarak belirlenebilir (Sayeed ve dig., 2003).
Malondialdehit (MDA), LPO sonucu olusan iiriinlerden biri-
dir ve oksidatif hasar1 gostermede siklikla kullanilan bir pa-
rametredir. MDA miktarinin yiiksek bulunmasi, yiiksek lipid
peroksidasyonuna isarettir. LPO meydana gelmemesi veya
diisiik olmasi oksidatif enzimlerin koruyucu etkilerini goste-
rir. Bu ¢aligmanin sonucunda, kiligkuyruk baliklarmin kalp
ve karaciger dokularinda Fluoksetin-HCl uygulamasinin
MDA miktarmi azalttigi bulunmustur (p<0.01) (Sekil 2B).
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Ding ve digerleri (2016) Fluoksetinin Carassius auratus do-
kularinda MDA seviyesini artirdigini bildirmislerdir. Trisik-
lik antidepresan olan amitriptilin’e maruz birakilan zebra ba-
l1g1 embriyolarinda oksidatif stres parametrelerine bakilmis
ve amitriptilin’in toksik etkileri belirlenerek diger antidepre-
sanlarin sucul ortama igin potansiyel risk olusturdugunu or-
taya koymuslardir (Yang ve dig., 2014).

Sonuc¢

Sonug olarak, sucul ortamlarda bulunabilen dozlardaki Flu-
oksetin-HCI’nin kiligkuyruk baliklarinda oksidatif strese ne-
den oldugu ve buna antioksidan savunma ile karsilik verilse
dahi, enzimlerde inhibisyona neden oldugu bulunmustur.
Fluoksetin-HCI’nin depresyon tedavisinde en ¢ok kullanilan
antidepresan oldugu bilindiginden, sucul canlilarda da bu et-
kileri ile antioksidan cevaplar etkiledigi diisliniilmektedir.
Ayrica, bu ¢alisma ile sucul biyotadaki antidepresan konsant-
rasyonlarmi tespit etmek ve 6l¢me i¢in daha iyi tekniklerin
gelistirmesine acil bir ihtiya¢ oldugu ortaya koyulmustur.
Hatta bu ilaglarin ¢evredeki biyolojik ve biyolojik olmayan
yollardan dolay1 yasadig1 kimyasal degisikliklerin daha iyi
anlasilmasi, antidepresan bilesikleri verimli bir sekilde boza-
bilmek i¢in atik su aritma tesislerinin yeniden tasarlanmasi ve
giincellenmesi gerekmektedir.

Etik Standart ile Uyumluluk

Cikar catismasi: Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢catismasinin olmadi-
gin1 beyan eder.

Etik kurul izni: Bu ¢calisma, Marmara Universitesi Hayvan Deney-
leri Etik Kurulu (Etik onay no: 37a.2018.mar Tarih: 09.04.2018)
prosediirlerine uygun olarak yapilmistir.

Finansal destek: -
Tesekkiir: -

Aciklama: Bu calismanin bir boliimi “2nd International Eurasian
Conference on Biological and Chemical Sciences (EurasianBioC-
hem 2019)” kongresinde 6zet bildiri olarak sunulmustur.
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