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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

4F-MDMB-BUTICA'NIN TERATOJENIK ETKIiLERININ VE TOKSIKOGENOMIiK
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Bersan KULLEBI
Damisman: Prof. Dr. Turgay SISMAN

Amac: Sentetik kannabinoidlerin embriyotoksik, teratojenik ve toksikogenomik etkileri
hakkinda detayli caligmalar oldukg¢a smirlidir. Bu ¢alismada yeni nesil sentetik kannabinoid
olan 4F-MDMB-BUTICA’nin olast embriyotoksik, teratojenik, davranigsal ve molekiiler
etkileri zebra balig1 embriyolar kullanarak degerlendirmesi amaglanmastir.

Yontem: Zebra baligi embriyolar1 déllenmeden sonraki 3 ile 24 saat (akut), 3 ile 120 saat
(subakut) arasinda 0,15, 0,30, 0,60, 1,20, 2,40 ve 4,80 mg/L dozlarinda 4F-MDMB-
BUTICA’ya maruz birakilmistir. Calismada gelisimsel farkliliklar, morfolojik degisimler,
koryondan ¢ikma, larva hareketliligi ve canlilik gibi parametreler degerlendirilmistir. Ayrica
apoptoz, davranis ve ndrotransmisyonla iligkili 19 genin transkript diizeyleri qPCR uygulanarak
toksikogenomik bir yaklasimla analiz edilmistir.

Bulgular: Akut maruziyetten sonra embriyolarda herhangi bir gelisimsel anormallik ve 6liim
gozlenmemistir. Subakut (120 saat) 4F-MDMB-BUTICA maruziyeti sonunda canlilik ve
anormallik tizerinden LCso degeri 1,932 ve ECso degeri 0,960 mg/L olarak hesaplanmustir.
Subletal dozlarda 4F-MDMB-BUTICA ayrica omurga olusumu, perikardiyal 6dem, bozulmus
kan akis1, yumurta kesesi 6demi ve gelisimde gerileme gibi embriyonik deformasyonlara neden
olmustur. Ayrica canli kalan larvalarda uyarana yanit olarak hipoaktivite gézlenmistir. gPCR
analizlerine gore subakut kannabinoid maruziyeti apoptoz (casp3a, casp$8, ifngl ve tp53), DNA
onarimi (rad5 1), dopamin (dat, drdl ve drd3), serotonin (5htlaa, Shtla, 5ht1b ve 5ht2c), gama
aminobilitirik asit (gabral, gatl, abat ve gadlb) ve davranisla (gnrh3, gnrhr3 ve kiss2) iliskili
genlerin transkripsiyonel ifade seviyelerini degistirmistir. Bu bilesigin belirtilen genlerle ilgili
toksikogenomik 6zellikleri ilk kez bu ¢alisma ile sunulmustur.

Sonug¢: Bu sonuglar 4F-MDMB-BUTICA nin zebra balig1 embriyolarinda normal gelisim ve
norodavranissal programlamaya miidahale ettigini, toksikogenomik etkisini ve erken omurgali
gelisimine yonelik potansiyel bir risk teskil ettigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: 4F-MDMB-BUTICA, teratojenite, sentetik kannabinoid, zebra balig1, gen
ifadesi, toksikogenomik.

Eyliil 2025, 103 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

THE INVESTIGATION OF TERATOGENIC EFFECTS AND TOXICOGENOMIC
PROPERTIES OF 4F-MDMB-BUTICA

Bersan KULLEBI
Supervisor: Prof. Dr. Turgay SISMAN

Purpose: Detailed studies on the embryotoxic, teratogenic, and toxicogenomic effects of
synthetic cannabinoids are quite limited. This study aimed to evaluate the potential
embryotoxic, teratogenic, behavioral, and molecular effects of a new-generation synthetic
cannabinoid, 4F-MDMB-BUTICA, using zebrafish embryos.

Method: Zebrafish embryos were exposed to 4F-MDMB-BUTICA at concentrations of 0.15,
0.30, 0.60, 1.20, 2.40, and 4.80 mg/L during acute (3—24 hours post-fertilization) and subacute
(3—120 hours post-fertilization) exposure periods. Developmental alterations, morphological
changes, hatching, larval locomotor activity, and viability parameters were assessed. In
addition, the transcript levels of 19 genes associated with apoptosis, behavior, and
neurotransmission were analyzed via qPCR using a toxicogenomic approach.

Results: No developmental abnormalities or mortality were observed following acute exposure.
After subacute exposure to 4F-MDMB-BUTICA (up to 120 hours), the LCso and ECso values
based on viability and malformations were calculated as 1.932 mg/L and 0.960 mg/L,
respectively. Sublethal doses of 4F-MDMB-BUTICA also induced embryonic deformities such
as spinal malformation, pericardial edema, impaired blood circulation, yolk sac edema, and
developmental delay. Furthermore, surviving larvae exhibited hypoactivity in response to
stimuli. According to qPCR analysis, subacute cannabinoid exposure altered the transcriptional
expression levels of genes related to apoptosis (casp3a, casp8, ifngl, and tp53), DNA repair
(rad51), dopamine (dat, drd1, and drd3), serotonin (5htlaa, 5htla, 5htlb, and 5ht2c), gamma-
aminobutyric acid (gabral, gatl, abat, and gadlb), and behavior (gnrh3, gnrhr3, and Kkiss2).
The toxicogenomic properties of this compound in relation to these genes are reported here for
the first time.

Conclusion: These findings indicate that 4F-MDMB-BUTICA interferes with normal
development and neurobehavioral programming in zebrafish embryos, exhibits toxicogenomic
effects, and poses a potential risk to early vertebrate development.

Keywords: 4F-MDMB-BUTICA, teratogenicity, synthetic cannabinoid, zebrafish, gene
expression, toxicogenomic.

September 2025, 103 pages
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GIRIS

Yeni psikoaktif maddeler (NPS), esrar, kokain, eroin, LSD, MDMA (ekstazi) veya
metamfetamin gibi uluslararasi olarak kontrol edilen maddelere benzer etkilere sahiptir. Kasim
2023 itibariyla, diinyanin tiim bolgelerinden 141 {ilke ve bdlge tarafindan UNODC'ye 1230
NPS bildirilmistir. NPS'ler, Uluslararas1 Uyusturucu Kontrol S6zlesmeleri kapsaminda kontrol
edilmemektedir ve yasal durumlar1 lilkeden iilkeye onemli 6l¢lide degismektedir. 2022 yilina
kadar 67 iilke ve bolge, NPS'leri kontrol etmek i¢in yasal miidahalelerde bulunmustur. Birgok
farkli NPS'nin hizla ortaya ¢iktig1 iilkelerde, "kimyasal benzerlik" ilkesi 6ne siiriilmiis ve analog
maddeler kontrol altina alinmaya baglanmistir. Uluslararas1 diizeyde, Narkotik Uyusturucular
Komisyonu, Mart 2023'e kadar 78 NPS'yi uluslararasi denetime tabi tutma karar1 almistir
(Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Su¢ Ofisi, UNODC 2024). NPS'lerin ana gruplarindan biri
sentetik kannabinoidlerdir (SK). SK'lerin bilinen en Onemli o&zellikleri, delta-9-
tetrahidrokannabinol (THC) gibi etki gostermeleri ve endokannabinoid reseptorlerini
uyarmalaridir (Seely et al.. 2012). Bu bilesiklerin toksik etkilerinin olduk¢a farkli olmasinin
nedeni, dort alt birimden (halka, baglayici, ¢ekirdek ve kuyruk) olusmalari ve ¢ok farkl
kombinasyonlara sahip olmalaridir (EUDA 2017). Ozellikle akut ve kronik maruziyetin etkileri
bilim camias1 tarafindan siklikla incelenmektedir. SK'ler i¢in bildirilen baslica yan etkiler
psikoz, ajitasyon, sinirlilik, paranoya, konfilizyon, anksiyete, haliisinasyonlar, sanrilar,
deliryum, kendine zarar verme, tasikardi, hipertansiyon, aritmi, gogiis agrisi, tasipne,
gastrointestinal sikinti, akut bobrek hasari, bulanti, kusma, ates, hiperglisemi, hipokalemi ve
Olimdiir (Cohen and Weinstein 2018; Gurney et al.. 2014; Logan et al.. 2017). Yeni nesil
sentetik  kannabinoidlerin  toksisitesi yeterince arastirilmamistir ve biliylik 6lciide

bilinmemektedir (Morales-No¢ et al.. 2022).

4F-MDMB-BUTICA (4F-MDMB-BICA, 4F-MDMB-2201, 4FBC veya 4FBCA),
EUDA (2020) tarafindan resmi olarak bir NPS olarak bildirilmistir. Bu sentetik kannabinoid,
bitkisel karigimlarda ve buharlastirma soliisyonlarinda tespit edilmis ve kgida enjekte edilmistir
(EUDA 2020). 4F-MDMB-BICA, bitki materyaline piiskiirtiildiikten sonra sigara olarak veya
buharlastirilarak tiiketilir (WHO 2021). 4FMDMB-BICA, sigara olarak kullanilmak {izere
tasarlanmis bitkisel karigimlar, buharlastirma i¢in formiile edilmis sivilar ve kimyasal olarak
enjekte edilmis kagit gibi materyallerde tespit edilmistir. 4F-MDMB-BICA, Avrupa uyusturucu
pazarinda ilk olarak Mart 2020'de Belgika yetkilileri (Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu
Bagimlilig: izleme Merkezi, EMCDDA ve Europol 2020) tarafindan ele gegirildiginde ortaya



cikmistir. Mayis 2020'de Amerika Birlesik Devletleri'nde de tespit edilen madde, toksikoloji
trend raporlarina dahil edildi (Adli Bilimler Arastirma ve Egitim Merkezi, CFSRE 2021).
Zehirlenme i¢in gereken doz belirsizdir. Kannabinoidin bagimlilik potansiyeli, kotiiye kullanim
potansiyeli ve klinik dncesi degerlendirmesi insanlarda ve hayvanlarda incelenmemistir (WHO
2021). 4F-MDMB-BICA'min akut ve kronik toksisitesi hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadir.
Mevcut bilgiler, bu bilesigin saglik risklerinin diger SK'lerde go6zlemlenenlere benzer
olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger yandan, 4F-MDMB-BICA'nin asir1 dozundan
kaynaklanan yan etkiler arasinda gastrointestinal, norolojik, siddetli merkezi sinir sistemi
depresyonu, kardiyovaskiiler ve renal klinik 6zellikler ve solunum depresyonu sayilabilir

(EUDA 2020). 4F-MDMB-BICA'nin embriyotoksik etkileri heniiz arastiritlmamastir.

SK'lerin embriyotoksik etkileri iizerine yapilan c¢alismalar sinirlidir. SK'lerin toksik
etkileri, zebra baligi hari¢ diger omurgali hayvan modelleri kullanilarak arastirilmistir.
(Gustafsson and Jacobsson 2019; Markin ef al.. 2021; Psychoyos et al.. 2008). Zebra balig1
(Danio rerio), bu tir calismalar i¢in ideal bir model organizmadir. Zebra baliklar1 yiiksek
dogurganliga, seffaf embriyolara ve kiicilk boyutlara sahiptir ve bakimi kolaydir. Ayrica,
opioidler (Basnet ef al.. 2019) ve bagimlilik yapan maddeler (Cassar ef al.. 2020) gibi noroaktif
ilag maruziyetinin davranigsal etkileri iizerine yapilan calismalarda da kullanilmistir. Zebra
baliklar1 6nemli genetik, genomik ve gelisimsel biyoloji kaynaklarina sahiptir. Zebra baliklari,
insan genomundaki genlerle %70'ten fazla ortak gen paylasir ve bilinen insan hastalik
genlerinin %80'inden fazlasinin zebra baliklarinda ortak genleri vardir (Howe ef al. 2013).
Ayrica, zebra balig1 embriyo gelisimi insan gelisimine benzerdir (Lieschke and Currie 2007) ve
zebra baligi, tiim hayvanin davranigsal tepkisini 6lgmek i¢in yararli bir aractir (Audira ef al.
2020). Gen ifadesi diizeyindeki molekiiler degisiklikler, kimyasallarin etki mekanizmasini

belirlemek i¢in kullanilabilir (Nilén et al. 2024).

Son yillarda, gen ekspresyon profillerini olumsuz fenotipik sonuglarla iligkilendiren
toksikogenomik yaklagimlar, gelisim siirecinde kimyasal toksisitenin mekanistik olarak
degerlendirilmesinde 6nem kazanmistir (Meier ef al. 2025). Transkriptomik verileri klasik
toksikolojik parametrelerle entegre eden toksikogenomik analizler, sentetik kannabinoidler gibi
maddelerin biyolojik yollart molekiiler diizeyde nasil bozdugunu agiklamaya yardimci olur. Bu
nedenle, sentetik kannabinoidin gelisim iizerindeki olas1 olumsuz etkileri zebra baligi
embriyolar1 kullanilarak arastirilmasi oldukga yeni ve giincel bir arastirma stratejisidir. Bu tez
kapsaminda, 4F-MDMB-BUTICA’nin farkli konsantrasyonlarina kisa ve uzun siireli
maruziyetin zebra balig1 embriyo gelisimi, larva davranisi ve belirli olumsuz sonuglarla iligkili

19 gen tizerindeki etkileri arastirilmistr.



KURUMSAL TEMELLER

Kannabinoidler

Yapisi ve kokeni ne olursa olsun viicut ve beyinde bulunan “Kannabinoid reseptorleri”
olarak bilinen reseptorlere baglanarak, Cannabis sativa bitkisinin kullanimiyla gézlemlenen
etkilerin aynisi veya benzer biyolojik etkileri gosteren maddelerin hepsine “Kannabinoid” denir
(Alves, 2020). Kannabinoid reseptorlerii tip-1 (CB1) ve tip-2 (CB2) olmak tizere iki G-proteini
bagl reseptorlerdir (Marzo and Piscitelli, 2015). Hint kenevir (Cannabis sativa) bitkisinin
yapraklarmin islenerek tiiketilen kannabis maddesi diinyada en cok tiiketilen uyusturucu
maddedir (Tellioglu and Tellioglu, 2012). Kannabis toplum arasinda esrar ve marujana olarak
bilinir. Kannabinoidler genellikle benzopiran iskeletine sahip, aromatik halkalara bagli yan
zincir igeren ve 21 karbon atomu bulunduran trisiklik bilesiklerdir. Polar olmayan yapida olup

lipofilik 6zellik gosterirler (Laaboudi, ef al. 2024).

Kannabinoidler yapisi ve kokenine gore temelde iic gruba ayrilabilir. Bunlar;
fitokannabinoidler, sentetik kannabinoidler ve endokannabinoidlerdir (Schurman et al. 2020),
Cannabis tiirl bitkilerde (Cannabis sativa, cannabis indica ve cannabis rudelasis) 100'den
fazla kannabinoid izole edilmistir. Bu kannabinoidlerin en 6nemli ve bilineni; Delta-9-
Tetrahidrokannabinol (THC) ve Kannabidiol (CBD) diir (Blebea ef al. 2024). TCH ve sentetik
kannabinoidler gibi psikoaktif bilesikler kannabinoid reseptorleri araciligiyla 6diil sistemiyle
etkilesime girerek bagimlhilik yapict  Ozellik  gosterirler (Spanagel, 2020). N-
arasidonoiletanolamin (Anandiamid, AEA) ve 2-arasidonoil-gliserol (2-AG) bilinen
endokannabinoidlerdir ve kannabinoid reseptorlerinin endojen ligandlaridir. (Lachowicz ef al.
2023). Endokannabinodler lipit yapida olup bireylerin fizyolojik siire¢lerinde ve davranislari
tizerinde etkileri vardir (Behl et al. 2022).

Sentetik kannabinoidler ise oOzellikle THC'min yapist ve islevini taklit ederek
kannabinoiid reseptorlerine daha fazla afinite gosteren ve diisiik sentez maliyetine sahip
maddelerdir (Wu et al. 2025). Sentetik kannabionidler yeni psikoaktif bilesikler (NPS)
grubunda olup endokannabinoid sitemini hedef alarak esrarin neden oldugu etkilerin benzerini

daha yogun bir sekilde gosterirler (Roque-Bravo et al. 2023).



Kannabionidlerin tarihgesi

Kannabioidler yiizlerce yildir 6zellikle psikoaktif 6zellikleri sayesinde 6n plana ¢ikan
maddelerdir. Kannabinoidlerin bulundugu Cannabis tiirii bitkiler ise psikoaktif 6zelliklerine ek
olarak gida olarak tiiketilmekte, giinliik kullanilan lif, kagit gibi araclarin iiretiminde ve tibbi
0zellik barindirmalar1 sayesinde uzun yillar boyunca farkli bolgelerde kullanilmislardir. Bu ¢ok
yonlii kullanimina ek olarak ekonomik ve tibbi 6nemi ile yilizyillar boyunca kullanildig1 gibi
giinimiizde kullanilmakta ve biiyiik olasilikla gelecekte de kullanilmaya devam etmesi

beklenmektedir.

Fitokannabioidlerden olan kenevir bitkisinin varligi Orta Asya'daki Altay Daglari
yakinlarinda 12.000 yil oncesinde dayanmaktadir ve gdcebe toplumlarin hareketliligiyle
birlikte diinyanin farkli boélgelerine yayilmistir (Crocq, 2020). Kenevir bitkisi insanlar
tarafindan evcillestirilmesi ve bircok iklime uyum gostermesi ile diinyaya yayilmistir
(Schurman et al. 2020). Cannabis yiizyillardir lif, gida, yag, ilag¢ gibi giinliik kullanimlarina ek
olarak eglence, dini ritiieller ve torenler gibi amagclarla da kullanilmaktadir (Bonini ef al. 2018).
M.O. 4000 'de Cin’de bulundugu bilinen Cannabis’in daha sonraki tarihlerde ilag, tekstil {iriinii,
yiyecek gibi ¢esitli amaglar icin kullanildigr bilinmektedir. Daha sonraki zamanlarda orta ve
bat1 Asya’ya ve 6zelikle Hindistan’a yayilmasiyla dini torenler ve eglence verici amaglar igin
kullanilmaya baslanmistir (Zuardi, 2006). Hindistan’da bitkiye kars1 kutsallik atfedilmesiyle
kullanim1 hizla yayilmis ve mutluluk kaynagi olarak kabul gormiistiir (Pisanti and Bifulco,
2019). Bu sayede kenevir duygular1 degistiren, dini bir ara¢ ve sifa verici bir bitkiye

doniigsmiistiir.

M.O. 1800 yilarinda Siimer ve Akad yazitlarinda kenevirin gesitli rahatsizlik tedavisinde
kullanildigina dair ifadeler gecerken ayni donemde Antik Misir papiriislerinde ise agr1 kesici
etkileri, enfeksiyonlar ve vajinal kasilmalar dahil olmak ilizere ¢ok sayida durum igin
kullanildig1 gegmektedir (Friedman and Sirven, 2017). Mezopotamya’da Cannabis Asur ve
Babil tabletlerinde ilag olarak tanimlanmis, Antik Yunan ve Roma'da ise bu gelenek devam
etmistir. Orta ¢ag Islam diinyasinda 6zellikle Ibni Sina tarafindan yazilan El-kanun fi't-Tibb
eserinde Cannabis’in gut, goz iltthabr ve jinekolojik rahatsizliklar icin tavsiye edildigi

bilinmektedir (Pisanti and Bifulco, 2019).

Cannabis daha ileri donemlerde Afrika’ya girmistir. 13. ylizyi1lda Kenya ve Etiyopya’ya,
15. yiizyilda ise Giiney Afrika’ya yayilarak yilan 1sirig1, dogum, sitma, ates, dizanteri gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Daha sonra 1600’lerin basinda kuzey Amerika’ya
geemis ve psikoaktif 6zellikleri ve tedavilerdeki kullanimi sayesinde endiistriyel bir 6nem de

kazanmustir (Laaboudi et al. 2024).



19. yilizyilda William Brooke O'Shaughnessy Cannabis ile insanlar ve hayvanlar
izerinde deneyler yaparak bitkinin 6zellikle analjezik, kas gevsetici ve antikonviilsan etkilerini
belgeleyerek tibbi potansiyelini gostermistir. Daha sonra bu 6zelliklerini Avrupa’ya tanitmistir.
Ayn1 donemde Fransiz psikiyatrist Jacques-Joseph Moreau kenevirin psikoaktif etkilerini
bilimsel yontemler ile incelemis ve bu sayede modern psikofarmakolojinin Onciisii kabul
edilmistir. Fransiz psikiyatrist yaptig1 bu ¢alismalarla Cannabis’in hem saglikli bireyler hem de
akil hastalar1 tizerindeki etkilerini deneysel olarak analiz etmis, Ozellikle istah, uyku ve

sakinlestirici etkilerini vurgulamistir (Pisanti and Bifulco, 2019; Zuardi, 2006).

Fitokannabinoidlerin kimyasal yapis1 ilk kez 1930-1940h1 yillarda karakterize
edilmistir. Bu fitokannabinoidkerin en 6nemlilerinden biri olan THC'min kimyasal yapisi ise
1964'te tanimlanmig ve sentezlenmistir (Grotenhermen, 2003). 1963 yilinda Profesér Raphael
Mechoulam ve arkadaslari tarafindan bir diger dnemli kannabinoid olan CBD’nin kimyasal
yapist tanimlanmisti. Mechoulam bu kesiflerinden sonra esrar igerisindeki bilesikleri
kullanarak maymunlar iizerinde deneyler yapmis ve bu maddeleri psikoaktif olarak
tanimlamistir. Daha sonra insanlara esrar bulunduran kekler oral yolla kullandirilarak
gerceklestirilen deneyler ile giilme krizleri, panik ataklar ve tartisma hali gibi durumlar
gbzlemlenmistir (Crocq, 2020). 1970’lerin basinda yapilan ¢aligmalarla CBD’nin THC gibi
psikoaktif ozelliklerinin bulanmadigi anlasilmis ve bu donemde diger kannabinoidlerinde
etkileri iizerinde ¢alismalar yapilmigtir (Crippa et al. 2018). Bu calismalar kannabinoidlerin

dikkat cekmesine ve lizerinde daha fazla arastirmalar yapilmasina olanak saglamistir.

CHj

H3C

Sekil 1. Delta-9 - tetrahidrokannabinol (THC) ve Kannabidiol’un (CBD) kimyasal yapis1 (solda
THC, sagda CBD) (Jones and Vlachou, 2020).

[Ik kannabinoid reseptorlerine dair bulgular 1984 yilinda Howlett ve Flemming
tarafindan ortaya konmustur (Hudson and Ramsey, 2011). Kannabinoid reseptorleri olan CB1
1988'de CB2 ise 1993 yilinda kesfedilmistir. (Johnson and Colby, 2023). Kannabinoidlerin etki
ettigi bu spesifik reseptorler kannabinoidlerle etkilesime girerek etkilerini gosterdigi
bulunmustur. Bu kesif ile kannabinoid reseptdrlerini aktive eden endojen ligandlarin

arastirilmasina sebep olmus ve bu molekiillere endokannabinoidler veya endojen



kannabinoidler olarak adlandirilmislardir (Fraguas-Sanchez and Torres-Suarez, 2018).
Endokannabinoidlerin yapis1 THC ve CBD’nin kimyasal yapilarinin kesfinden ¢ok daha sonra
gerceklesmistir. 1992 yilinda ilk olarak anandiamid (N-arasidonoiletanolamin, AEA) domuz
beyninden izole edilmistir. Ikinci endokannabinoid olan 2-arasidonoil-gliserol (2-AG) ise

kopek bagirsaklarindan elde edilmistir (Boisselier ef al. 2017).

0

Sekil 2. Anandamid (AEA) ve 2-Arasidonoygliserol (2-AG) molekiillerinin yapisi (Barrie, et
al. 2017)

Kannabinoidlerin yasal durumu uzun yillar boyunca Kkiiltiirel, politik ve bilimsel
faktorlerden etkilenerek Onemli degisiklikler gegirmistir. 1930’lu yillarda Amerika Birlesik
Devletleri’nde yiiriitiilen kampanyalar ile 1937 tarihli Marihuana Vergi Yasasi ile bu esrarin
kullanimina yonelik baskilar artmistir (Martin, 2016). Bu yaklagim, 1961 yilinda Birlesmis
Milletler’in Tek Sozlesmesi ile kiiresel diizeyde pekismis ve Cannabis, yiiksek kotiiye kullanim
potansiyeline sahip, tibbi faydasi sinirli bir madde olarak siiflandirilmistir (United Nations,
1961). Tarihsel olarak THC ve CBD gibi kannabinoidlerin farmakolojik 6zelliklerinin bilimsel
olarak daha 1yi anlasilmasiyla birlikte, pek ¢ok iilke tibbi kullanima yonelik kisitlamalari
esnetme yoluna girmistir (Kumar, et al. 2021). Ornegin, Kanada, Uruguay, bazi Avrupa ve ABD
eyaletleri hem tibbi hem de eglence amagh kullanimi yasallastirilmistir (Abuhasira ef al. 2018;
Caulkins and Kilborn, 2019). Almanya, italya, Isvi¢re ve Cekya gibi Avrupa iilkeleri tibbi
kullanima sinirl1 da olsa izin verirken, Asya iilkelerinde genel olarak daha kat1 yasal yaklagimlar
benimsenmistir. Bazi iilkelerde ise son yillarda tibbi 6zellikleri ile esneklik saglanmaya
baslamustir (Aguilar, 2018). Ozellikle psikoaktif olmayan CBD gibi bilesikler THC ye kiyasla
daha fazla yasal olarak goriilmektedir. Buna ragmen, global ¢apta kannabinoidlerin yasal

statiisii hala oldukca degiskendir ve iilkelere gore ciddi farkliliklar gostermektedir.

Kannabinodlerin kullanim alanlari ve toksisitesi

Kannabinoidler endolannabinoid sistem {izerindeki etkilesimleriyle ve c¢esitli
farmakolojik etkileri sayesinde terapotik ve toksikolojik sonuglar dogurabilirler. Bu ¢ift yonlii
etkileri, kullanim sekline ve dozuna bagh olarak degisiklik gosterebilir. Etkilerinin detaylica
arastirilmas1 ve kontrollii bir sekilde yonlendirilmesi bu bilesiklerin potansiyellerinin daha iyi

anlasilmasini saglayarak dnemli bir arastirma konusu haline gelmesini saglayabilir.



En iyi bilinen ve iizerinde arastirilmalar yapilan fitokannabinoidler THC ve CBD dir.
Bu fitokannabinoidler etkilerini endokannabinoid sistemi (ECS) araciligiyla gergeklestirirler.
ECS olusturan endokannabinoidler, bunlarin metabolik enzimleri ve kannabinoid reseptdrleri
hafiza, ruh hali, aglik, agr1 ve noérogenez gibi bir¢ok fizyolojik siirecte rol alirlar.
Kannabinoidler yanitlar1 tetiklemek ve ECS araciliiyla sinyal gondermek i¢in kannabinoid
reseptorleriyle etkilesime girerek dopamin, serotonin, gama-aminobiitirik asit (GABA),
asetilkolin, noradrenalin ve endojen opiodler gibi ndrotransmiterlerin salinimini diizenlerler
(Leinen et al. 2023). Kannabinoid reseptorleri G-protein bagli reseptdrlerdir.
Endokannabinoidlerin CB1 reseptorlerine baglanmasi adenil siklazin inhibisyonuna, kalsiyum
kanallarinin kapanmasina, potasyum kanallarinin agilmasina ve protein kinazlarin uyarilmasina
yol agar. CB2 reseptorlerinin endokannabinoidlerle etkilesimi ise ndromodiiletor etkilere yol
acar (Lachowicz et al. 2023). CB1 reseptorlerinin aktivasyonu dopamin ndronlarinin
ateslenmesini GABA salimimin tetikleyerek artirirken, CB2 reseptdrlerinin aktivasyonu bu
ateslemeyi azaltir. Bu nedenle CB2 reseptorleri psikiyatrik ve norolojik bozukluklarla baglantili

ve noroprotektif etkilere sahip olabilir (Chen ef al. 2017).

CBI1 reseptorleri merkezi sinir sisteminde en bol miktarda bulunan G-proteinine bagl
reseptorlerdendir. Ozellikle hipokampus, neokorteks, bazal gangliyonlar, serebellum ve beyin
sapinda yiiksek miktarda bulunurlar. Ayrica damar endotel hiicreleri, goz, testis ve dalak gibi
periferik dokularda da bulunabilirler (Kendall and Yudowski, 2017). Hiicre yiizeyine ek olarak
hiicre i¢i bolgelerde de yer alabilirler (Brailoiu, ef al. 2011; Garcia et al. 2016).

CB2 reseptorleri genellikle timiis, B lenfositleri, T lenfositleri, dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicreler, polimorfontikleer hiicreler, makrofajlar ve monositler gibi bagisiklik sistemi ile alakali
hiicre ve dokularda yogun miktarda bulunmaktadir. Ayrica CB2 reseptorleri merkezi sinir
sistemi icerisinde de ifade edilirler (Cabral and Griffin-Thomas, 2009). CB2 reseptorleri
beyinde diisiik seviyelerde bulunur ancak bagimlilik, iltihap ve anksiyete gibi patolojik
durumlar nedeniyle artis gosterebilir. CB2 reseptorleri genellikle beyinde postsinaptik bolgede
bulunurlar ve CB1 reseptorlerinden farkli etkiler gosterirler (Chen ef al. 2017).

Kannabinoidler reseptorlere baglandiktan sonra, sinyal iletimini ti¢ farkli yolla modiile

edebilirler:

1) Reseptorleri aktive ederek (kismi veya tam agonist),
2) Reseptor aktivitesini degistirmeden diger ligandlarin baglanmasini engelleyerek (notr

antagonist)



3 ) Reseptoriin temel aktivitesini azaltarak (ters agonist). Fito ve sentetik kannabinoidler
kannabinoid reseptorlerine kismi ya da tam agonist olarak baglanarak etkilerini

gosterirler (Brents and Prather, 2014).

Endokannabinidlerin iiretimi ve yikilmasi hiicre i¢erisinde oldukc¢a kontrollii bir sekilde
denetlenir. Hiicre zarinda ve vezikiillerde hazir bir sekilde beklemezler ve ihtiyag talep halinde
hiicre zarinda bulunan Oncli molekiillerden sentezlenirler (Mackie, 2008). AEA, CBI1
reseptoriine yiiksek afinite gosterirken kismi agonisttir, CB2 reseptoriine nerdeyse aktivite
gostermemektedir. 2-AG ise orta ve diisiik afiniteye ve her iki kannabinoid reseptoriine agonist
etki gosterir (Zou and Kumar, 2018). Endokannabinoidlerden AEA, istah, agr1 ve duygu durum
tizerinde etkili olurken, daha gii¢lii bir agonist olan 2-AG sinaptik diizeyde daha yaygin
baskilayici etki gosterir ve agr1 modiilasyonu ile ndroprotektif mekanizmalarda kritik rol oynar

(Cristino et al. 2020).

THC gibi kannabinoidlerin kannabinoid reseptorlerine baglanmasit cAMP (siklik
adenozin monofosfat) diizeyini diislirerek potasyum kanallarinin agilmasiyla sinyal iletiminin
azalmasina ve kalsiyum kanallarinin kapanmasina neden olur. Bu da presinaptik inhibisyona ve

uyarici ve inhibitor ndrotransmiterlerin saliniminin azalmasina yol agar (Teixeira, 2025).

Kannabinoidlerin etki mekanizmalar1 sayesinde tibbi ve eglence amagh kullanimlari
bulunmaktadir. C. sativa bitkisinde bulunan kannabinoidlerin terapdtik etkileri bulunmaktadir
(Pagano et al. 2022). Kannabinoidler, terapotik potansiyelleri sayesinde pek ¢ok hastalik
grubunda arastirllmakta ve bazi endikasyonlarda tibbi kullanim onay1 almaktadirlar. Bu
terapotik etkilerin multipl skleroz, dravet sendromu, epilepsi, fibromiyalji, anksiyete, sizofreni,
kanser ve kronik agr1 gibi bir¢ok hastalik ve bozukluk tizerinde etkileri vardir (Licitra ef al.
2022). Kenevir iceren iirlinler terapotik amaglar i¢in rektal, dermal, sublingual ve gz damlasi
olarak farkli uygulama yontemlerine sahiptir. Bunlara ek olarak sigaranin sebep olabilecegi
zararlardan kacinmak amaciyla aerosoller ve buharlastiricilar vb. soluma yontemleri ile

kullanilabilirler (Grotenhermen, 2003).

CBD’nin anksiyete bozukluklar: tedavisinde de potansiyeli bulunmaktadir. Preklinik
calismalara gére CBD oOzellikle serotonin reseptorlerinde etki ederek anksiyete
bozukluklarinda, panik bozukluklarda ve oOzellikle travma sonrasi stres bozuklugu gibi

anksiyete bozuklugu spektrumlarinda etkili oldugunu gostermistir (Blessing ef al. 2015).

Kannabinoidlerin kanser iizerindeki etkileri son yillarda dikkat cekmektedir. Ozellikle
THC ve CBD’nin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif (hiicre cogalmasini engelleyici)
etkiler gostererek genellikle apoptoz mekanizmalarini uyararak bu etkilerini gosterir. Ayrica

kannabinoidler anjiyogenezini baskilayarak yeni damar olusumunu engeller ve bu sayede
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tiimorlerin besin ve oksijen kaynagina erisimini sinirlar. Bununla birlikte, metastatik stireglerde
onemli olan hiicre gd¢ili de kannabinoid tedavisi ile baskilanabilir. CBD gibi bilesikler oksidatif
stres olusturmak mitokondriyal hasar ve hiicre Olimiinii tetikler. Bazi bulgular,
kannabinoidlerin  kemoterapotik ilaglarla  kombine kullanildiginda sinerjik  etkiler
olusturabilecegini ve kemoterapiye baglh advers etkilerin hafifletilmesine katki

saglayabilecegini gostermektedir (Daris et al. 2019; Mangal et al. 2021)

2018 yilinda FDA (Gida ve ilag Gelistirme Dairesi) Ingiltere merkezli GW
Pharmaceuticals tarafindan gelistirilen CBD tiirevi Epidiolex isimli ilac1 onaylamistir.
Epidiolex yiiksek saflikta (%98) CBD ve %0,15 oranin1 gegmeyen THC bulunduran oral bir
soliisyondur. (Finley et al. 2022). Epidiolex nadir goriilen ve siddetli etkileri olan Lennox-
Gastaut Sendromu ve Dravet Sendromu gibi epilepsi tiirlerinin tedavisi gibi bir¢ok hastaligin

tedavisinde degerlendirilmektedir (Hilderbrand, 2018).

Bir diger kannabinoid iceren ila¢ Sativex (nabiximols) adli oromukozal (agiz icine
sikilarak mukoza tabakasiyla emilen) spreydir. Sativex 1:1 oraninda THC ve CBD igerir ve
endokannabinoid sistemi modiilatorii olarak etki eder (Vermersch, 2011). Sativex 6zellikle
multipl skleroz (MS) kaynakli spastisite (kas tonusunda artis, kas segirmesi) ve ndropatik agri
tedavisi i¢in iiretilmistir. Kanada'da (Barnes, 2006) ve birgok Avrupa iilkesinde (Dykukha et al.
2022) MS'e bagli ndropatik agrilarin tedavisi i¢in onay almustir.

Kannabinoidlerin hastaliklar i¢in kullanimina olan ilgi artmaktadir ancak recete dist
kullanilan kenevir 6ziitlerinin kullanimi patolojik ve davranigsal toksisiteye sebep olmaktadir
(Lucas et al. 2018). Akut ve kronik esrar kullanim1 anksiyete, panik ataklar, psikotik ataklar
gibi semptomlarla iliskilendirilir (Cohen ef al. 2019). Genglerde ve yetiskinlerde esrarin akut
toksik etkileri tasikardi ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler rahatsizliklar, konjonktival
enjeksiyon ve nistagmus (goz titremesi) gibi gérme kusurlari, hizli veya asir1 yavas nefes alma
gibi solunum rahatsizliklari, uyku hali, uyusukluk, ataksi ve peltek konusma gibi noérolojik
rahatsizliklar ve agiz kurulugu ve istah artisi gibi degisen ¢esitli semptomlara sebep olur (Wong
and Baum, 2019). THC ve CBD kan-beyin bariyerini gegebilir (Calapai et al. 2020). Ozellikle
THC lipofik bir yapiya sahiptir ve bu sebeple beyin ve noéronlarda birikebilme egiliminde

oldugu i¢in ¢esitli norotoksik ve ndrodejeneratif etkiler olusturabilir (Lafzi et al. 2024).

Esrar yoksunluk sendromu genellikle hafif seyirlidir. Bu sendromda anksiyete,
depresyon, uykusuzluk, mide-bagirsak rahatsizliklari gibi belirtiler gézlemlenir ve etkisi 48—72
saat slirebilir. Tibbi amagla kullanilan esrarda bagimlilik riski daha diisiiktiir ¢iinkii kullanim

amaci sarhosluk degildir. THC bagimlilik yapabilirken, CBD nin bagimlilik yapici etkisi yoktur



(Arnold, 2021). THC'nin yogunlugu esrarin bagimliligini etikler. Yiiksek THC yogunluguna
sahip esrar diigiik yogunluga sahip esrardan daha fazla bagimliga yol agar (Lucas ef al. 2018).

Kronik esrar kullanimi kalict ndropsikolojik bozukluga neden olabilir. Uzun siireli
yoksunluktan sonra bile noropsikolojik bozukluk devam edebilir. Bu bozuklugun siddeti ve
kaliciligr esrarin kullanim miktari, siiresi, baslangic yasi, kullanim sikligi gibi faktorlere
baghdir (Meier et al. 2012). Kronik esrar kullaniminin sosyolojik etkileri 6zellikle geng yasta
baslandiginda sosyal islev bozukluguyla iliskilendirilmistir. Bu bozukluklar arasinda sosyal
hayatta zorluk, yasamdan daha az zevk alma ve daha yiiksek issizlik gibi etkiler
gozlemlenebilmektedir (Schrot and Hubbard, 2016).

Sentetik Kannabinoidler (SK)

Sentetik kannabinoidler (SK) THC'min psikoaktif etkilerini taklit etmek amaciyla
tiretilen ancak THC'ye kiyasla kannabinoid reseptdrlerine daha fazla baglanma afinitesi
gosteren bilesiklerdir (Alzu’bi et al. 2024; Walsh and Andersen, 2020). CB1 ve CB2
reseptorlerinin ikisine birden baglanma egilimindedirler (Tai and Fantegrossi, 2017). Sentetik
kannabinoidler kannabinoid reseptorlerini hedef aldiklar1 i¢in (6zellikle CB1) kannabinoid
reseptor agonisteleri olarak da adlandirilirlar (Hudson and Ramsey, 2011). Yeni Psikoaktif
Maddelerin (NPS) en genis ve en yaygin grubunu olustururlar (Martinotti et al. 2017). THC'nin
etkilerini taklit etmesinin yani sira daha yogun, daha kalict ve daha toksik etkilere sahip
olduklarindan kenevirin dogrudan bir sentetik versiyonu olarak kabul edilmezler (Zanda and
Fattore, 2018). Genellikle lipofik, polar olmayan ve ugucu 6zellik gosterirler. Yaklasik olarak
22 ile 26 karbon atomundan olusurlar ve 4 ile 9 arasinda degisen farkli doymus yan zincirler

igerirler (Alves, 2020).

SK aseton, metanol ve etanol gibi ¢oziiciilerde ¢ozdiiriildiikten sonra dogal veya yapay
tatlandiric1 eklenmis bitkisel bir materyalin {lizerine eklenip kurutma islemine alinarak
tilketilecek hale getirilirler. Baz1 durumlarda ana bilesigin yani sira 6zensizlikten dolay: farkl
sentetik kannabinoid kalintilar1 da tespit edilebilir (Brents and Prather, 2014; Tettey et al. 2021).
Bu yéntemler ile iiretilen uyusturucu maddeler Tiirkiye’de Bonzai, Jamaica (ibiloglu et al.
2017), ABD’de K2, Avrupa’da ise Spice (Oliveira et al. 2023) olarak bilinirler. Sentetik
kannabinoid igeren maddeler pazarda veya internet iizerinden 'bitkisel {iriin', 'tiitsii' veya 'insan
kullanimi i¢in uygun degildir' ibareleri iceren ambalajlar icerisinde dogal ve gilivenilir algisi

yaratilarak satilirlar (Vandrey et al. 2012).

SK metabolitlerinin belirlenmesine yonelik aragtirmalar hala devam ettiginden,

uyusturucularin tespitinde kullanilan standart kan ve idrar testleri uyusturucu kullaniminin
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izlenmesinde yetersiz kalmaktadir (Camp, 2011; Winstock and Barratt, 2013). Ayrica siirekli
degisen kimyasal yapilar1 bu durumu zorlastirmaktadir. Sentetik kannabinoidlerin en yaygin
kullanimi inhalasyon ile sigara, nargile, bong veya pipo kullanimu ile gergeklestirilir. inhalasyon
ile tiikketimine ek olarak oral veya rektal yontemi uygulamalar1 da bulunmaktadir (Castaneto et
al. 2014). Ayrica son zamanlarda tiitlin birakmaya yardimci olmak amaciyla gelistirilen
elektronik sigaralarin (e-sigaralar) sentetik kannabinoid iceren e-sivilar bulunduran kartuglar
kullanilarak tiiketildigi goriilmektedir. Bu durum yeni bir trend olmakla beraber ayn1 zamanda
daha gizli, fark edilmeden yapilan bir tiikketim yolu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Debruyne

and Boisselier, 2015).

SK iiretim tarihine ve kimyasal yapilara gore dért ayr1 nesille bilinir. Oncii olan ilk
nesil THC'den daha yiiksek afiniteye ve dopamin uyarici etkilere sahiptir. Ornek olarak JWH-
018, CP-47,497 ve HU-210 serileri verilebilir. Ikinci nesil AM-2201 ve diger JWH serilerini
icerir ve yalnizca kimyasal yapilariyla birinci nesilden ayrilir (Zawilska and Andrzejczak,
2015). Diger iki nesillere kiyasla daha yiiksek CB reseptorlerine afinite gosteren ii¢lincii nesilde
AB-CHMINACA ve MDMB-CHMICA bulunur. Son olarak, dordiincii nesil sentetik
kannabinoidler bir indol veya indazol ¢ekirdegi, bir ester, amid veya keton baglayici, kinolinil,
naftil, adamantil, tetrametilsiklopropil veya diger kisim halkast ve indol veya indazol
¢ekirdeginin azot atomuna bagli bir hidrofobik yan zincir igerir. Bu nesil sentetik
kannabinoidlere drnek olarak 4F-MDMB-BINACA ve 4F-ABINACA verilebilir (Oliveira et
al. 2023).

SK kimyasal olarak c¢ok cesitli yapilar gosterirler ve zaman gectikce bu ¢esitlilik
artmaya devam eder. Ilk nesil sentetik kannabinoidler genellikle akademik amacli iiretildigi igin
lireticinin veya iiretildigi kurumun isimleriyle adlandirilirlar. Ornegin JWH serisi (John W
Huffmann), HU-XXX serisi (Hebrew University), CP-XX, XXX serisi (Charles Pfizer), AM-
XXXX serileri (Alexandros Makriyannis) gibi adlandirilirlar (Debruyne and Boisselier, 2015).
Ikinci nesil sentetik kannabinoidlere daha ¢ok pazarlama amaciyla isimler verilir. Ornegin
XLR-11 (Amerikan roketine gonderme), SGT-13 gibi (Stargate International'a atifta bulunan)
adlandirilmalar kullanilir. Daha sonraki zamanlarda adlandirilma sorununu ¢6zmek amaciyla
EMCDDA kimyasal yapiya dayali, sistematik bir adlandirma modeli gelistirmis ve bunu
standardize etmistir (Andrews ef al. 2023). Sentetik kannabinoidlerin kimyasal yapis1 4 gruptan
olusmaktadir. Bu gruplar ¢ekirdek (core), kuyruk (tail substituent), baglant1 grubu (tether), ve
baglanan veya halka (linker) gruplaridir (Potts et al. 2020). EMCDDA sentetik
kannabinoidlerin artan kimyasal cesitliligi karsisinda tutarli bir siniflandirma saglamak

amaciyla bir isimlendirme sistemi gelistirmistir. Bu isimlendirme sisteminde bilesigin dort
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temel yapisal yapi1 tasi esas almir: kuyruk kismi, baglanti grubu cekirdek ve baglayici.
Isimlendirme, molekiiliin u¢ kismindaki ikame ile baslar ve belirli bir siraya gore devam eder.
Her bir yapi tasi, dnceden tanimlanmis kisaltmalarla temsil edilir ve yap1 blogunda gerceklesen

kimyasal degisiklikler 6rnekler veya eklemelerle tanimlanir (Pulver et al. 2023).

Kimyasal igerigine gore SK 6 gruba ayrilabilirler (Hudson and Ramsey, 2011; Meydan,
2022; Shevyrin et al. 2016)

1. Klasik kannabinoidler: Dibenzopiran tiirevi olan THC'nin izomerlerini ve yapisal
olarak benzer sentetik analoglarmi icerir. Ornegin; HU-210.

2. Klasik olmayan kannabinoidler: Siklohekzilfenol (veya 3-arilsiklohekzanoliin) tiirevi
sentetik bilesiklerdir. Ornegin, CP 47.497 ve CP 55.940

3. Hibrit kannabinoidler: Bu sinifa hem klasik hem de klasik olmayan kannabinoidlerin
yapisal ozelliklerini birlestirmek iizere modellenen bazi bilesikler yer alabilir.
Ornegin; AM -4030

4. Aminoalkilindoller: Bu smif, WIN55,212-2 bilesigini de iceren genis bir bilesik

grubudur. Aminoalkilindol kimyasal sinifi asagidaki alt gruplara ayrilabilir:

(A) Naftoilindoller. Ornek: JWH-018, JWH-398, JWH-073
(B) Fenilasetilindoller. Ornek: JWH-250, JWH-253

(C) Benzoilindoller. Ornek: AM-694

(D) Naftilmetilindoller. Ornek: JWH-184

5. Eikosanoidler: N- arasidonoiletanolamin (anandamid; AEA) veya 2-
aragidonoilgliserol (2-AG) gibi endokannabinoidler ve sentetik analoglarini igerir.
6. Diger kannabinoidler: Hazirlanan az sayida bilesik veya aktivitenin yetersiz
anlasilmas1 nedeniyle belirli bir smifa dahil edilemeyen heterosiklik bilesikler
smifidir. Bu smifin 6rnekleri arasinda diarilpirazoller (6rnegin SR141716A ve

SR 144528) ve 3-naftoilpiroller yer alir.

Tim bu smiflandirmalar, sentetik kannabinoidlerin hem yapisal ¢esitliligini hem de
farmakolojik karmagikligini ortaya koymaktadir. Her bir kimyasal grubun farkli biyolojik
etkiler olusturma potansiyeli, bu maddelerin toksikolojik profillerinin detayli bi¢imde
incelenmesini zorunlu kilmaktadir. Giiniimiizde sentetik kannabinoidlerin hizlica evrilmesi hem

bilimsel hem de yasal takibi oldukca giiclestirmektedir.

Sentetik kannabinodlerin tarihcesi

Sentetik kannabinoidler (SK), THC'min yapisinin kesfedilmesinin ardindan ortaya

cikmistir. Gelistirilmelerinin amaci, endokannabinoid sisteminin ve homeostaz, hafiza, bilissel
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islevler, motor kontrol, agr1 hissi ve istah gibi ¢esitli fizyolojik siireclerdeki rollerinin daha iyi
anlagilmasinm1 saglamaktir. Ayrica, SK'ler tibbi arastirmalar1 ve tedavi yoOntemlerinin
gelistirilmesini kolaylastirmak i¢in de kullanilmaktadir (Ozturk ez al. 2019). 1970'lerde Pfizer
ilag firmasi tarafindan kannabinoid reseptor agonisti olan CP 55,940 isimli sentetik kannabinoid
iiretilmistir (Debruyne and Boisselier, 2015). 1988 yilinda Hebrew Universitesi'nde Raphael
Mechoulam ve arkadaslar1 tarafindan HU-210, ayn1 yillarda ABD’de Sterling-Winthrop ilag
firmasi tarafindan WIN 55212-2 tiretilmistir (Luca and Fattore, 2018). 1995 yilinda ise Clemson
Universindeki Profesér John W. Huffman tarafindan JWH serisi sentetik kannabinoidler beyin
tizerindeki etkilerin ilag gelistirme potansiyelini anlamak amaciyla gelistirilmistir (Vera et al.
2020). Bu gelistirilen JWH serisi SK olan JWH-018, JWH-122 ve JWH-210 maddeleri sirastyla
5, 60 ve 82 kat afinite bakimindan THC'den daha giicliidiir (Oliveira et al. 2023).

2000’11 yillarin baglarinda gizli laboratuvarlarda tiretilen sentetik kannabinoidler, 2004
yilinda “yasal esrar” ibaresiyle kafelerde, marketlerde ve internet iizerinden satisa sunulan
Spice adli Urtinlerle eglence amagli kullanilmaya baglanmis ve bu maddelerin kotiiye kullanimi
hizla yayginlasmistir. Spice ad1 verilen bu maddeler renkli, cezbedici paketler icerisinde tiitsii,
bitkisel karisim gibi dikkat cekmeyen ve dogal algis1 yaratacak sekilde satisa sunulmustur
(Castaneto et al. 2014; Debruyne and Boisselier, 2015). Bu paketler lizerinde yalnizca bitkisel
irtinlerin isimleri listelenmekte ancak igerdigi SK'lere dair bir bilgi bulunmamaktadir
(Spaderna et al. 2013). Spice ad1 altinda satilan iirlinler igerisinde yaklagik 15 farkli bitkisel
iriiniin  bulundugu tahmin edilmektedir. Bu bitkilerin bazilarinin da psikoaktif etkisi
bulunmaktadir ve bu sebeple ilag-ilag etkilesimleri ile daha yiiksek etkiler meydana getirirler

(Fattore and Fratta, 2011).

2008 yilinda bir Alman sirketi tarafindan yapilan analizlerle spice adi verilen bitkisel
karigimlarin igerisinde JWH-018, CP 47,494, C6, C7 ve C8 bilesiklerinin bulundugu tespit
edilmistir. Bu tespit SK'lerin kotliye kullanimina dair ilk raporun yayinlanmasina neden
olmustur (Boisselier et al. 2017). 2009 yilinda bazi Avrupa iilkelerinde sentetik kannabinoid
igeren tiim Uriinler Narkotik Yasasina tabi tutulmus bu sayede satiginin kolayligi engellenmistir.
Ayni y1l Uyusturucu Madde Kotiiye Kullanimi Danigma Konseyi'nin (ACMD) ve Avrupa
Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimliligi izleme Merkezi’nin (EMCDDA) tavsiyesiyle 1971
tarthli Uyusturucu Madde Kotiiye Kullanimi Yasast degisikligiyle sentetik kannabinoidler
Birlesik Krallikta kontrollii maddeler olarak simniflandirildi (Fattore and Fratta, 2011).
Tiirkiye’de lizerinde bonzai yazan paketler icerisinde JWH-018 tiirii bulunan uyusturucu
maddelerin satigt bulunmaktaydi. 7 Ocak 2011'de Bakanlar Kurulu karariyla sentetik
kannabinoidler 2011/1310 sayili yasasiyla yasakli hale gelene kadar yaygin bir sekilde
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kullanilmistir (Seyit ef al. 2016). Aralik 2013 yilina gelindiginde EMCDDA 102 farkli sentetik
kannabinoid varligin1 bildirmistir (Ergiil et al. 2015). 2016 yilinda tespit edilen 739 yeni
psikoaktif maddelerin (NPS) %32sini sentetik kannabinoidler olusturmaktaydi (Alves, 2020).
2019 yilinda, Avrupa Birligi Erken Uyar1 Sistemi’ne 18.700’in iizerinde sentetik kannabinoid
yakalanmasi rapor edilmistir. Bu yakalanmalarin yaklasik %651 Tiirkiye’de gerceklesti.
(EMCDDA, 2021).

Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Sug¢ Ofisi'nin (UNODC) "Kiiresel sentetik
uyusturucu degerlendirmesi 2020" raporuna gore, 1 Agustos 2020 itibariyle 125 iilke 1000'den
fazla NPS bildirilmis olup sentetik kannnabinoidler yaklasik %30 orani ile en yaygin ikinci
madde grubunu olusturmustur (Morales-No¢ et al. 2022). 2021 yilinin sonunda EMCDDA
toplam 224 farkli sentetik kannabinoid izleme listesindeydi. 2022 yilinin basindan temmuz
ayina kadar bu sentetik kannabinoidlere 13 tanesi daha eklendi (Andrews ef al. 2023). Tiim bu
tarihsel siireg, sentetik kannabinoidlerin yalnizca bilimsel bir merak unsuru olmaktan ¢ikip
zamanla ciddi bir halk sagligi problemi haline geldigini agik¢a ortaya koymaktadir. Hem
kimyasal yapilarinin gesitlenmesi hem de tespit edilmelerinin zorlagmasi, bu maddelerin
izlenmesini ve kontrol altina alinmasini giderek zorlastirmaktadir. Ozellikle diisiik maliyetle
kolay erisilebilir olmalari, yasa dis1 pazarin biiylimesini hizlandirmis ve diizenleyici sistemleri
zorlamigtir. Dolayisiyla sentetik kannabinoidlerin toksikolojik etkilerini anlamak ve bu
maddelere karsi etkili politika ve tedavi stratejileri gelistirmek, giiniimiiz diinyast i¢in 6ncelikli

hedeflerden biri haline gelmistir.

Sentetik kannabinoidlerin kullanim alan ve toksisitesi

Sentetik kannabinoidler, endokannabinoid sistem iizerine etkileri arastirilmak iizere
baslangigta bilimsel ve farmasotik amaglarla gelistirilmis bilesiklerdir. Ozellikle agr1, bulant,
istah kaybi, kas spazmlar1 ve bazi nrolojik hastaliklar gibi ¢esitli klinik durumlarda potansiyel
terapotik etkileri nedeniyle ilgi gérmiislerdir. Bununla birlikte, giiclii psikoaktif 6zellikleri ve
THC’ye kiyasla daha yiiksek reseptor afinite ve etkinlikleri, bu bilesiklerin terap6tik kullanimi
istenmeyen bir sekilde kotiiye kullanim riskini de beraberinde getirmistir. Giiniimiizde sentetik
kannabinoidler hem kontrollii tibbi uygulamalarda hem de yasa dis1 eglence amaglh
kullanimlarda rol oynamakta; bu da toksikolojik etkilerinin ve giivenlik siirlarmin detayl

sekilde arastirilmasin1 6nemli kilmaktadr.

Bazi ilag sirketleri potansiyel ila¢ olarak gesitli sentetik kannabinoidler gelistirdiler.
THC'ye yapisal olarak benzeyen Nabilon (ticari adi Casamet) FDA tarafindan onayli
kemoterapiye bagli mide bulantis1 ve kusmanin tedavisi olarak gelistirilmistir (Schurman et al.

2020). Nabilon CB1 ve CB2 reseptdr agonistidir. Ayrica nabilon esrar bagimlilig1 ve yoksunluk
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belirtilerinin tedavi edilmesi i¢in kullanilabilir (Hill ez al. 2017). Nabilon sentetik bir THC
analogudur. ABD’de kotiiye kullanim potansiyeli olama ihtimali olarak siniflandirilmistir. Bun
ragmen kotliye kullanimi azdir (Schrot and Hubbard, 2016). Yan etkileri gorece azdir.
Genellikle ortostatik hipotansiyon, agiz kurulugu, nefes darligi, 6fori, uyusukluk ve bas

donmesi gibi etkiler gosterebilir. Nadir fakat ciddi yan etkisi arasinda psikoz bulunabilir

(Legare et al. 2022).

Rimonabant (SR141716) bir CB1 reseptdrii ters agonistidir. Ilk olarak obezite karsiti
ilag olarak gelistirilmistir ancak depresyon, anksiyete ve intihar diisiincesi gibi yan etkilere
neden olur. (An et al. 2020). Rimonabant istahi1 azaltmasi i¢cin CBI antagonisti olarak
gelistirilmisti. Ancak yan etkileri nedeniyle 2009 yilinda kullanimdan kaldirild1 (Schrot and
Hubbard, 2016).

Dronabinol (Marinol) FDA onayli THC'nin sentetik bir varyasyonudur. CB1 ve CB2
reseptOrlerine agonisttir. AIDS ve kemoterapi kaynakli mide bulantisini hafifletmek ve istah
artirarak kilo kaybini engellemek amaciyla tiretilmistir (Calik and Carley, 2016). Aventis ilag
sirketi tarafindan gelistirilen rimonabant 2006 yilinda kullanim1 Avrupa'da onaylandi (Luca and
Fattore, 2018). Dronabinol ayrica esrar kullanan bireyler {izerinde farkli dozlarda esrarin akut
etkileri, yoksunluk belirtileri ve esrari belirli siire kullanmadiktan sonra tekrar baglama

isteklerinin tlizerindeki etkileri de incelenmektedir (Vandrey ef al. 2013).

Sentetik kannabiniodlerin kotiiye kullanim potansiyelinin bulunmasi tibbi alanda
kullanimin1 sinirlamaktadir (Hudson and Ramsey, 2011). Sentetik kannabinoidlerin eglence
amaciyla kullanimi1 sonucu algida degisiklik, sakinlik, rahatlama, nese, 6zgiiven hissi gibi
etkiler gézlemlenir (Debruyne and Boisselier, 2015). Sentetik kannabinoidlerin eglence amagl
kullaniminin olumsuz etkileri kannabinoid reseptdrleri ve kannabinoid reseptorleri disindaki
reseptorlerin ligand baglanma bolgeleriyle kurdugu daha yiiksek ve giiclii etkilesimleri
sayesinde meydana gelir (Schurman et al. 2020). Sentetik kannabinoidlerin reseptorlere olan
afinitesinin daha yiliksek olmas1 toksisitesinin artmasini saglayarak beklenen yan etkilerinin
artmasini saglayabilir (Oliveira et al. 2023). Sentetik kannabinoidlere bagli zehirlenmeler,
tutarli ya da birbirine benzer toksik etkiler gdstermeyebilir ve bu nedenle semptomlar, diger
eglence amagli kullanilan maddelerinkinden ayirt edilemeyebilir (Thomsen et al.2024).
Sentetik kannabinoid kullanildiktan sonra en ¢ok gozlemlenen semptomlar haliisinasyonlar,

ajitasyon, mide bulantisi, anksiyete, panik ataklar ve tagikardidir (Fattore and Fratta, 2011).

Sentetik kannabinoidler var olan psikiyatrik veya ndrolojik bozukluklarin denge halini
bozrak semptomlarin agirlasmasina ya da hastaligin siddetlenmesine ve klinik tablonun

bozulmasina neden olabilir (Oliveira et al. 2023). Ornegin hali hazirda sizofreni tanisi bulunan
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4 kisinin gizlice sentetik kannabinoid AM-2201 kullanmasi sonucu mevcut psikotik etkilerden
bagimsiz yeni psikotik etkilerin ortaya ciktig1r ve diger belirtilerin ise beklenmedik bir artig

gosterdigi belirlenmistir (Celofiga et al. 2014).

Sentetik kannabinoidlere akut maruziyet sonucu nobetler, psikoz, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar, nefrotoksisite, hepatoksisite ve ciddi beyin kanamalar1 gibi olumsuz etkiler
meydana getirebilir (Sholler et al. 2020). Sentetik kannabinoidler ayrica 16kositoz, respiratuar-
metabolik asidoz, glukoz seviyesinde yiikselme ve potasyum diisiikliigii gibi ciddi metabolik
etkilerde meydana getirebilir (Ibiloglu et al. 2017). Sentetik kannabinoidlerin kullanimindan
sonra goriilen etkiler yaklasik %61 oraninda norolojik, %43 oraninda ise kardiyovaskiiler
etkilerdir (Debruyne and Boisselier, 2015). SK kullanim sonras1 intihara meyil, asir1 doz veya
advers etkiler sayesinde Oliimler meydana gelebilir (Alves, 2020). Sentetik kannabinoidlerin
Olimciil doz esigi bilinmemektedir. Bunun sebebi 6liim sonrasi orneklerde bulunan genis

araliktaki sentetik kannabinoid konsantrasyonlaridir (Thomsen et al. 2024).

Kronik SK kullanim1 biligsel bozukluk, biling kayb1, ajitasyon, tepkisizlik ve nobetlere
sebep olabilir (Fattore and Fratta, 2011). Ayrica kronik SK 6zellikle hassas gruplar (6rnegin
ergenler ve geng yetiskinler) tarafindan kullanimi, normal nérogenezi bozarak veya epigenetik
degisiklikler meydana getirerek uzun vadede norogelisimsel ya da noropsikiyatrik
bozukluklarin (6rnegin psikoz veya otizm spektrum bozuklugu) ortaya g¢ikmasini tesvik

edebilir. (Roque-Bravo et al. 2023).

SK (6rnegin spice gold) kullanimini biraktiktan sonra yoksunluk doneminde teleme,
huzursuzluk, bag agrisi, viicutta segirmeler, uyusukluk hissi , asir1 ilag istegi ve gastrointestinal
sistem rahatsizliklar1 (bulanti, kusma, ishal) goriilebilir (Zimmermann et al. 2009). Nadir olarak
sentetik kannabinoid yoksunlugu belirtileri; isitsel/gorsel haliisinasyonlar, rabdomiyoliz (ani
kas bozulmalar1) ve deliryumdur (Sharma and Weinstein, 2025). Tiim bu veriler, sentetik
kannabinoidlerin hem terapétik potansiyel tagidigini hem de ciddi saglik riskleri barmdirdigini
gostermektedir. Etki mekanizmalarinin kompleksligi, bireyler arasi yanmit farklari ve hizh
kimyasal degisimleri goéz oOniinde bulunduruldugunda, bu maddelerin tibbi kullaniminin
dikkatle degerlendirilmesi ve kotiye kullaniminin Onlenmesine yonelik stratejilerin

gelistirilmesi ve gili¢lendirilmesi gerekmektedir.

4F-MDMB BUTICA

4F-MDMB-BUTICA, metil (S)-2-(1-(4-florobiitil)-1H-indol-3-karboksamido)-3,3-
dimetilbiitanoat, (diger adlartyla 4F-MDMB-BICA, 4F-MDMB-2201, 4FBCA veya 4FBC).
4F-MDMB-BUTICA, ilk olarak 2020 yilinda Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlilig
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Izleme Merkezi (EMCDDA) tarafindan yeni psikoaktif maddeler (NPS) grubuna dahil edilerek
rapor edilmistir. (EUDA, 2020). 4F-MDMB-BUTICA yapisal olarak bir indol ¢ekirdegi, bir
karboksamid bag grubundan, bir dimetil metil biitanoat bagli gruptan ve 4-florobutil
gruplarindan meydana gelir (Yue et al. 2021). 4F- MDMB-BUTICA. THC ile benzer psikoaktif
Ozellikler gosteren sentetik kannabinoid smifi bir bilesiktir (CFSRE, 2020). 4F-MDMB
BUTICA iizerinde yeterli ¢alisma bulunmamakta ancak, siirli bilgiler bu bilesigin gii¢lii bir
CBI1 reseptor agonisti oldugunu gosterir (EUDA, 2020). Bu bilesik, sigara igerisinde bitkisel
karigimlar, buharlastirma soliisyonlarinda ve blotter ad1 verilen emdirilmis kagit pargalarinda
tespit edilmistir (EUDA, 2020). 4F-MDMB-BUTICA, genellikle bitki materyaline sprey
yoluyla uygulanarak sigara seklinde icilmekte ya da bong gibi araclarla buharlagtirilarak
tilkketilmektedir (WHO, 2021). Bu madde ilk kez Mart 2020'de Belgika'da, Mayis 2020'de
Amerika Birlesik Devletleri'nde de tespit edilerek toksikoloji egilim raporlarina dahil edilmistir

(EUDA ve Europol, 2020; CFSRE, 2021).

4F-MDMB-BUTICA kullanim1 Macaristan'da 21 6liim vakasinin yani sira Almanya,
ABD ve diger bazi tilkelerde sayisi kesin olarak belirlenemeyen 6liimlerle iliskilendirilmistir.
(WHO, 2021). 4F-MDMB-BUTICA nin akut ve kronik toksisite bilgileri sinirhidir (EUDA,
2020). Asir1 doz kullanimina bagli olarak goriilebilecek olumsuz yan etkiler arasinda;
gastrointestinal etkiler, (bulanti, kusma, hiperemezis), ndrolojik etkiler, (ndbet, ajitasyon,
haliisinasyon, konviilsiyon, anksiyete, paranoya, biling bulanikligi, katatoni, letarji, psikotik
epizotlar, santral sinir sistemi depresyonu ve koma), kardiyovaskiiler komplikasyonlar,
(hipertansiyon, tasikardi, akut miyokard enfarktiisii ve ani kardiyak 6liim), bobrek lizerine
etkiler,, (akut bobrek yetmezligi) ve solunum stresleri yer almaktadir (EUDA, 2020). Mevcut
literatiirde 4F-MDMB-BUTICA'nin faz I metabolitlerinin belirlenmesi ile ilgili kapsaml
calismalar sinirhdir. Ancak yapilan bir calismada 4F-MDMB-BUTICA'nin 13'ii kanda, 20'si
idrarda olmak {izere 33 metaboliti tespit edilmistir (Kérmocezi, et al. 2021). Bu durum 4F-

MDMB-BUTICA kullanan kisilerin tespitini kolaylastirmak i¢in 6ncii gérevi gérmektedir.
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Sekil 3. 4F-MDMB-BUTICA 'nin kimyasal yapis1 (Cayman Chemical, Product No: 31075).
Model Organizma Olarak Zebra Bahklar:

Model organizmalar; biyolojik siireglerin arastirilmasi, hastaliklarin anlasilmasi, yeni
tedavi yollarinin bulunmasi, ilaglarin hedef hiicre, doku ve organ iizerindeki etkilerini
arastirmak ve gelistirmek i¢in uzun zamandir kullanilmaktadirlar. Model organizmalar insanlar
tizerinde yapilmasi tehlikeli sonuglar dogurabilecek olan olaylarin Oniine gecebilir ve insan
dogasinin yaninda getirecegi kontrolsiiz ortam sartlarin1 kontrol altinda tutulabilirler. Bu
sebeple de insanli ¢caligmalarin yerini almislar, bilginin ve ¢aligmanin nesnelligini olumlu yonde
etkilemislerdir. Bu nedenle model organizmalarla yapilan c¢aligmalardan elde edilebilecek

¢ikarimlarin teyit edilebilirligi adina biiyiik 6neme sahiptirler.

George Streisinger tarafindan 1982'de karsinojenlerin meydana getirdigi mutasyonlarin
incelenmesi i¢in kullanimii onerdigi giinden beri zebra baliklar1 (Danio rerio) model
organizma olarak sik¢a kullanilan omurgali bir balik tiirtidiir (Bambino and Chu, 2017; Rosa e?
al. 2022). Zebra baliklarinin dogal yasam alan1 Hindistan, Banglades ve Nepal'deki piring
tarlalari, goletler ve akarsulardir. Bulunduklari alanlarin degiskenlerine kolayca uyum

saglayabilirler (Lee ef al. 2022).

Akvaryumlarda siis balig1 olarak tercih edilirler. Genellikle suyun iist kisimlarinda
yiizmeyi seven, saldirgan olmayan bir balik tiirii olup stiriiler halinde dolasmay1 tercih ederler.
Viicutlar1 genellikle glimiis rengindedir. Viicutta boydan boya 7-9 tane mavi ¢izgi ile
karakterize edilirler. Bu ¢izgiler kuyrukta da devam eder. Zebra baliklarinda renklenme ile ilgili

melenoforlar, ksantoforlar ve iridoforlar olmak tizere {i¢ pigment bulunur. Melenoforlar
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yalnizca koyu renkten sorumluyken, ksentoforlar sari, iridoforlar giimiis renkten sorumludur ve
viicut hiicrelerinde daginik halde bulunurlar (Niisslein-Volhard and Singh, 2017). Zebra balig1
omurgali bir balik i¢in kiiciiktiir, yetiskinler 3 cm veya daha fazla uzunluga kadar biiyiir (Deo
and MacRae, 2011). Bu durum kemirgen modellerine nazaran daha fazla avantaj saglar (Bailey

etal. 2013).

Cinsiyet tayinleri gozle veya mikroskop yardimi ile kolayca ayirt edilebilir. Cinsiyet
tayini 3 sekilde gergeklestirilebilir. Birincisi digi zebra baliklarinin karin bolgesi daha siskin
goziikmektedir. Bu sebeple daha biiyiik goziikiirler. Ikinci olarak erkek zebra baliklar1 daha
fazla ksentofor bulundurdugundan 1s1k altinda daha belirli sar1 goriiniime sahiptirler. Ugiincii
ve en Onemli ayirt etme yolu anal yiizge¢lerinin hemen Oniinde aniis agikliginin arkasinda
bulunan genital gozenektir. Disi baliklarda genital gézenek viicuttan disart dogru ¢ikinti

yaparken erkeklerde ¢ikt1 gbzlemlenmemektedir (Kossack and Draper, 2019).

Zebra baliklarinin laboratuvar ortaminda asamali 14 saat aydinlik 10 saat karanlik
dongiide bulunmasi uygun goriilmiistiir. 28°C sabit sicaklik gelisimleri i¢in uygundur ve
bulunduklar1 tankin boyutunun ihtiyaglarini giderecek boyutta olmasi yeterlidir (Lee et al.
2022). Laboratuvar ortaminda zebra baliklariin saglikli gelisimi i¢in c¢evresel faktorlerin

kontrolii 6nemlidir.

Disi zebra baliklar1 2-3 giinde bir yumurtlayabilir, dis d6llenme-dis gelisim gozlenir. Bu
durum embriyolarin tiim gelisim asamalarinda manipiilasyon kolayligi saglar (Lopez-Olmeda
and Sanchez-Vézquez, 2011). Zebra baliklarinda embriyonik dénem 3 giin siirer, 5. Giinden
sonra ekzojen beslenmeye baslar (Sant and Timme-Laragy, 2018). Dollenmeden sonraki ilk 24
saatte (hpf) birincil ndronlar gelisir (Rosa et al. 2022)., 24 hpf’den sonra embriyonik kalp
kasilmaya baglar (Brown et al. 2016). Mikroskop yardimi ile kan basinci gdzlemlenebilir. Tiim
viicut sistemleri 72 hpf’de olusur (Horzmann and Freeman, 2018). Norolojik sistem ise 72 ila

120 hpf arasinda olusumu tamamlanir (Rosa ef al. 2022).,

Zebra baliklarinin modern in vivo deney hayvan modeli olarak global anlamda kabul
gormesi her gecen giin artmaktadir. Bu hayvan modelinin hem yetiskin bireylerinde hem de
embriyolarinda biyomedikal ve toksikolojik arastirmalar yapmak giderek popiiler hale
gelmektedir (Chakraborty et al. 2016). Zebra balig1 bakim kolayligi (Horzmann and Freeman,
2018; Sisman, 2011), kiiclik boyutu (Lai ef al. 2021; Sigsman, 2011) yliksek dogurganlig1 , (Gore
et al. 2018; Park ef al. 2021), hizli gelisimi (Balik-Meisner et al. 2018; Lai et al. 2021; Sigsman,
2011), seffaf embriyoya sahip olmasi nedeni ile gelisiminin kolay gézlemlenmesi (Bailey et al.
2013; Rosa et al. 2022) ve iyi karakterize edilmis genomu (Freeman et al. 2007; Lai et al. 2021;

Sola and Gornung, 2001) ile etkili ve olduke¢a tercih edilen bir model organizmadir.
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Zebra baliginin en 6nemli model organizma olarak siniflandirilmasinin bir diger ve en
onemli nedeni Avrupa Birligi (AB) hayvan refah1 direktifine (AB 2010/63/EU) gore iizerinde
dollenmeden sonraki 120 saat igerisinde arastirmalar yapmak uygundur ve 3R (reduction,
replacement, refinement) kuralina uymaktadir (Rosaet al. 2022). Bu direktife gore zebra
baliklar1 dollenmeden sonraki 120 saate kadar (5 giin) hayvan olarak kabul edilmezler ve AB’de
etik onay gerektirmez (Morales-No¢ et al. 2022).

Zebra baliklar1 insanlardakine benzer; yara iyilesmesi/yenilenmesi, gastrointestinal
hastaliklar, patojen-konak iligkisi, genetik hastaliklar ve ilag gelistirmeleri gibi patolojik
alanlarin c¢alisilmasina olanak tanir (Goldsmith and Jobin, 2012). Zebra baliklar1 gelisim
biyolojisi ¢aligmalarinda sadece mikroskop gibi kolay gdzlemlenme yontemleri kullanilmasi ve
saydam embriyosu sayesinde siklikla tercih edilirler (Horzmann and Freeman, 2018; Park ef al.
2021). Zebra balig1 embriyolar1 ksenobiyotiklere maruziyetinin kolayligi (Horzmann and
Freeman, 2018) ve hizli embriyo gelisimi sayesinde (Ceylan et al. 2016) teratojenite

caligmalarinda degerli bir model organizma olarak kullanilmaktadir.

Zebra baliklart 200°e yakin karmasik davranis modelini sergileyebilirler ve bu
davraniglar kemirgenler de dahil olmak iizere memelilerde olduk¢a korunmustur (Morbiato et
al. 2020). Zebra baliklar1 hastaliklarin genetik, ndrolojik ve davranis gibi temel parametrelerin
incelenmesinde ve tedavi yollarinin arastirilmasi, yeni stratejilerin olusturulmasinda akillara
gelen ilk model organizmadir (Khalili and Rezai, 2019). Zebra balig1 iyi dizilenmis (Menke et
al. 2011; Parichy, 2015), 25 ¢ift kromozoma (2n=50) sahiptir (Freeman et al. 2007; Sola and
Gornung, 2001). Cinsiyeti vahsi tipte ZZ/ZW cinsiyet kromozom tayiniyle belirlenir (Kossack
and Draper, 2019). Zebra balig1 insan genomuyla yaklasik %70 benzerlik gosterir (Howe ef al.
2013; Park ef al. 2021). Zebra balig1 genomunda insan hastaliklarina neden olan proteinlerin
%82’sine ve bilinen insan ilag hedef gen bdlgelerinin %85’inin gen ortologlarmi ifade ettigi

bilinmektedir (Tombari ef al. 2023).

Zebra balig1 genetik calismalar1 kolaylagtirmak icin bir dizi ileri ve geri genetik teknikle
manipiile edilebilir (Gibert et al. 2013). Zebra balig1 embriyolarinda transgenik hatlar elde
etmek miimkiindiir (Cassar et al. 2020; Gore et al. 2018). Bu kolayliklar zebra baliklarini
genetik calismalar, gen terapisi, karyotip analizler ve -omik ¢alismalar gibi alanlarda 6n plana
cikarir (Horzmann and Freeman, 2018). Zebra baliklarinin sahip oldugu fizyolojik, genetik,
memelilere benzer doku-organ sistemleri sayesinde ekotoksikoloji olmak {izere bircok
toksikolojik testler i¢in uygundur (Cooman et al. 2022; Hammond-Weinberger and ZeRuth,
2022).
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Zebra baliklarinin ila¢ arastirmalarinda kullanimi

Ilag kesfi, hastaliklarin tedavi edilmesini saglamak amaciyla yeni maddelerin bulunmasi
ve gelistirmesini kapsayan bir siiregtir. Modern ilag kesfi molekiiler biyoloji, genetik,
farmakoloji ve biyoinformatik gibi ¢esitli bilim dallarinin multidisipliner entegrasyonu ile

gerceklesir.

Ilag gelistirme siireci; kesif, klinik 6ncesi gelistirme ve klinik denemeler olarak {i¢ ana
gruba ayrilabilir (Steinmetz and Spack, 2009). Muhtemel tedaviler igin iiretilecek yeni ilag
adaylarinin belirlenmesi, sentezlenmesi, karakterizasyonu, etkinlik testlerinin yapilmasi gibi
asamalar onemli ve dikkat edilmesi gereken bir siiregtir (Deore et al. 2019). Uygun sonug elde
edilen molekiiller klinik deneyler dncesinde ilag arastirma ve gelistirme siirecine girerler. Bu
siire¢ oldukca maliyetlidir ve yaklasik 10 ile 15 yil aras1 siire gerektirir (Hughes ef al. 2011;
Singh and Seed, 2021). Potansiyeli olan ila¢ adaylarini belirlemek i¢in kullanilan klinik 6ncesi
yontemler arasinda; hedef spesifik etkilesimlerin incelenmesi, fenotipik taramalar, dogal
maddelerin modifikasyonu ve biyolojik temelli yaklagimlar yer alir (Swinney and Anthony,

2011).

Klinik dncesi arastirmalar model organizmalar ile hayvan calismalarini kapsar. ilacin
insan ile maruziyetinin es deger doz giivenligi, farmakodinamigi ve farmakokinetigi hayvan
caligmalariyla saglanir (Umscheid et al. 2011). Ayrica model organizmalar hastaliklarin
patofizyolojisini anlamak, ilacin hedefinin belirlenmesi, yeni terapotik ajanlarin toksisitesini ve
giivenligini degerlendirmek i¢inde kullanilir (Singh and Seed, 2021). Klinik c¢aligmalarda

yiiriitiilen islemler dort asama altinda toplanabilir;

Faz 1I: Klinik Oncesi verilerin incelenmesinin ardindan, saglikli bireylerde farkli

dozlarda ilacin tolere edilebilirligi, giivenligi ve farmakokinetigi test edilir.

Faz II: Faz I'de belirlenen doz araligi temelinde, hasta bireylerde ilacin etkinligi ve

tolere edilebilirligi plasebo ile karsilastirilarak degerlendirilir.

Faz I11: Faz II'de se¢ilen dozla, ¢ok sayida hastada ilacin etkinligi ve tolere edilebilirligi
plasebo veya benzer ilaclarla karsilagtirilarak incelenir. Bu fazin sonuglari, ilacin lisans alip

almayacagini belirler.

Faz IV: lla¢ lisanslandiktan sonra baslar ve pazarlama siireci boyunca devam eder.
Burada amag, ilacin uzun donem etkilerini izlemek, kullanim deneyimlerini artirmak ve

pazardaki konumunu gili¢lendirmektir (Jones, 2001).

Klinik denemeler ve daha sonrasindaki adimlar ila¢ kesfi ve gelistirmenin diger

asamalar1 ise; yeni hedefleri belirlemek, hedef-hastalik iliskileri i¢in daha giliclii kanitlar
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saglamak , kiiclik molekiillerden olusan bilesiklerin tasarimini1 ve optimizasyonunu artirmak,
hastaliklara neden olan mekanizmalarinin anlagilmasini saglamak, hastaligi ve hastaligt
etkileyen dis etkenlerin fenotiplerin anlagilmasini artirmak ve hastaligin seyrini ve tedavi
sonuglarmin 6ngorist, ilerleme ve ilag etkinligi i¢in yeni biyobelirtecler gelistirmektir
(Vamathevan et al. 2019). Ilaclarin insan i¢in kullanimi ve pazara sunulmasi Amerika Birlesik
Devletleri temelli Gida ve Ilag Gelistirme Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmasi ile gergeklesir
(Singh and Seed, 2021). Ila¢ kesfinin insan tedavisinde kullanmak i¢in model organizmalar

tizerinde yapilan klinik dncesi ¢alismalar ile elde edilen veriler biiylik 6neme sahiptir (Bissig et

al. 2018).

Tiim laboratuvar yontemlerinde oldugu gibi ila¢ arastirmalarinda da dogru model
organizma sec¢imi ¢ok Onemlidir. Zebra baliklar ilag kesfi i¢in verimli taramalara, yeni
bilesiklerin kesfine, yeni ve taninmayan hedeflerin tanimlanmasinda kullanilan verimli bir
model organizmadir (Horzmann and Freeman, 2018). Ila¢ gelistirmenin dogasinda bulunan
zaman ¢izelgesini azaltmak ve memeli ¢aligmalar1 i¢in gereksiz maliyeti azaltmak icin zebra
baliklar1 tlizerinde yapilan ilag tarama analizleri giderek daha dikkat c¢ekici ve popiiler hale
gelmektedir (McGrath and Li, 2008). Zebra baligi farmasotik arastirmalarda ve ilag
gelistirmelerinde kullanilmasinin  6nemli adimlari; 6ncli bilesiklerin taranmasi, hedef
tanimlama, hedef dogrulama fizyolojik tabanli ila¢ kesfi, kantitatif yapi-aktivite iligkisi
(QSAR), yapi-aktivite testi (SAR) c¢alismast ve ilag toksisite ¢alismalaridir (Chakraborty et al.
2009) Ayrica zebra baliklar1 boyutlarinin kiigiik olmasi nedeniyle az miktarda ila¢ kullanilarak
ilag arastirmalar1 gerceklestirilebilir (McGrath and Li, 2008). Zebra baliklar1 ila¢ kesfi i¢in
verimli taramalara, yeni bilesiklerin kesfine, yeni ve taninmayan hedeflerin tanimlanmasinda

kullanilan verimli bir model organizmadir (Horzmann and Freeman, 2018).

Zebra baliklari; insanlardakine benzer karaciger, bobrek, kan-beyin ve kan-retina
bariyerleri, ilag metabolize eden enzimleri ve metabolik hizlariin yani sira, agri, sedasyon,
metastaz, vaskiiler kasilma ve bagirsak hareketliligi gibi fizyolojik Ozellikleri sayesinde

farmakolojik aragtirmalarda one ¢ikan bir model organizmadir (Rosa et al. 2022).

Zebra balig1 bir balik tiirli olmasina ragmen, memelilerin gelisimsel siirecindeki
toksisite testlerinde elde edilen bulgularin yaklasik %86 sina benzerlik gosterir ve teratojenik
indeks hesaplamasi yapilabilir (Cassar et al. 2020). Bu 6zellik, gelisimi etkilemesi diisiiniilen
ilaglarin zebra balig1 iizerinde klinik oncesi calismalarla test edilmesini miimkiin kilar. Ornek
olarak, 60'l1 y1llarda hamile kadinlarin mide bulantis1 i¢in regetelenen ve dogan ¢ocuklarda uzuv
kaybr ile biiylik bir faciaya yol acan talidomid ilaci, fareler iizerinde benzer etkiler

olusturmazken zebra balik modelinde benzer uzuv kaybina neden olmustur (Patton ez al. 2021).
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Aragtirillacak bilesiklerin emilimi, dagilimi, metabolizmas1 ve atilimi (ADME) toksisitesi
hakkindaki farmakokinetigi zebra baliklar tizerinde uygulanabilir (Patton ef al. 2021; Rosa et
al. 2022).

Zebra baliklari; gama-aminobutirik asit (GABA), glutamat, dopamin, serotonin,
norepinefrin, histamin ve asetilkolin gibi yiiksek omurgalilarinkiyle ayni norotransmiter
sisteme sahiptirler (Basnet et al. 2019). Zebra baligi modeli otizm gibi noérogelisimsel
bozukluklara, depresyon ve anksiyete gibi noropsikiyatrik bozukluklara ve Alzheimer,
Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin calisilmasana olanak tanir (Cassar et al. 2020).
Zebra baliginin sahip oldugu bu nérolojik ¢alisma spektrumunun genisligi bu alandaki ilag

gelistirmelerine biiyiik katki saglar.

Cok sayida ilag retina ya da belirli gorme yollar iizerinde toksik etki yapabilir. Bu
nedenle gelisim asamasindaki ila¢ adaylarinin retina toksisitesi nedeni ile {iretimi siirecleri
durdurulabilmektedir (Richards et al. 2008). Kemirgenler noktiirnal canlilardir ve dolayisiyla
retinalart Rod (¢ubuk) hiicre yogunluguna sahiptir. Bu sebeple fare modellerinin en biiyiik
dezavantaj1 diisiik renk duyarliligina sahip olmasidir. Bahsedilen bu dezavantaja ragmen zebra
balig1 retinasi insan retinasina 6zellikle koni fotoreseptér baskinligr ile daha ¢ok benzerlik
gosterir (Goldsmith and Harris, 2003). Zebra balig1 gérme testlerinden elde edilen sonuglar ile
insanlarin ilaglara verdigi okiiler reaksiyonlar arasinda uyum oldugu belirlenmistir (Cassar et
al. 2020). Sonug olarak zebra baliklar ilaglarin okiiler toksisite 6zelligini arastirmak i¢in 6n

plana ¢ikan model organizmadir.

Insanlarda glikoz homeostasini diizenleyen ilaglar, hematopezi ve anemiyi etkileyen
ilaglar ve kardiyovaskiiler ilaglarin zebra baligi {iizerindeki etkileri benzerdir. Ayrica
hematopoietik sistem tiizerindeki etkileriyle Prohema, BMP sinyallemesini inhibe eden
Dorsomorfin ve ototoksisiteyi azaltma potansiyeline sahip PROTO-1 gibi kiiciik molekiillerin
farmakolojik 6zelliklerinin arastirmalarina ek olarak mevcut ilaglarin yeni kullanim alanlariin

arastirilmasi zebra baliklari tizerinde test edilebilir (MacRae and Peterson, 2015).

Zebra baliklarimin kannabinoid toksisitesindeki kullanimi

Zebra baliklar norolojik ve toksikoloji alaninda giincel olarak kullanilan 6dnemli bir
model organizmadir. Kannabinoidlerin de yogun toksik etkileri oldugu bilenmesine ek olarak
sinir sistemini iizerinde etkiler meydana getirmesi zebra baliginin kannabinoid toksisitesine

calisilmasi i¢in 6n plana ¢ikarmaktadir.

Uyusturucularin koétiiye kullanim potansiyeli ilag gelistirme rol oynayan kritik bir

faktordiir. Zebra baliginin bu alandaki 6n plana ¢ikma sebebi fare ve primat modellerindeki
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pahalilik ve zaman parametrelerini ortadan kaldirmasidir (Cassar et al. 2020). Zebra baliklar1
uyusturucu ve bagimlilik yapan maddelere duyarlidir ve biyolojik etkilerini incelemek i¢in
kullanilmaktadir (Bian et al. 2022; Markin et al. 2021). Literatiirde zebra baliklarinin bagimlilik
yapicit maddelere kars1 duyarliligi son zamanlarda artis gosterir (Cachat et al. 2010). Zebra
baliginin insaninkine benzer metabolik enzimleri ve biyotransformasyonu gergeklestiren
sitokrom P450 enzimlerine sahip olmasindan dolay1 sentetik kannabinoidlerin metabolizmasini

anlamak i¢in kullanilirlar (Morales-Noé¢ ef al.2022).

Endokannabinoid sistemin (ECS) zebra baliklar1 ve memeliler arasinda biiyiik bir
oranda korunmaktadir (Oltrabella et al. 2017) Zebra baliginda CB1 ve CB2 reseptdrlerine ek
olarak endokannabinoid sistem ile ilgili genler ifade edilir (Chatzimitakos et al. 2022).
Kannabinoid reseptorleri zebra baliginin erken embriyonik doneminde tespit edilebilir (Amin
et al. 2022; Licitra et al. 2021). Zebra baligi CB1 ve CB2 reseptdrlerinin sirastyla %6675 ve
%39 oraninda memelilere benzerlik gosterir (Lachowicz ef al. 2023). Zebra baliginda CB1
reseptoriinii bir gen kodlarken CB2 reseptorii iki gen tarafindan kodlanan iki CB2 reseptorii
vardir (Demin et al. 2018; Rodriguez-Martin et al. 2007). Zebra baliginda bulunan bu ECS
bagimlilik, anksiyete, gelisim, enerji homeostazi, 6grenme, gida alimi, hafiza ve bagisiklik
sistemi fonksiyonu ile iligkilendirilmistir (Chatzimitakos et al. 2022). Kannabinoid reseptorleri
baz1 siireglerde kritik rol oynar, bu roller; hareketlilik, kalp atimi, uyarilara cevap verme, erken
gelisim siirecinde hayatta kalma, motor noron gelisimi gibi siireclerdir. Embriyogenez sirasinda
kannabinoid reseptorlerinin inhibe olmasi yapisal ve lokomotor bozukluklara neden olur ve bu

durum organizmay1 ciddi sonuglar dogurabilecek sekilde etkiler (Lachowicz et al. 2023).

Zebra baliginda cnrl (kannabinoid reseptorii 1) geninin mRNA ekspresyonu
dollenmeden yaklasik 11 saat sonra tespit edilmeye baslar ve 15. giine kadar artis gosterir. cnrl
ekspresyonu embriyonun dollenmeden sonraki 1. giliniinde preoptik alanda 2. giinde ise
serebrum, hipotalamus tegmentum ve 6n ile arka beyin boyunca yayilir. Bu ifade parametreleri
yetiskinlik doneminde devam eder ve memelilerinkine benzerlik gosterir. cnrl ayrica merkezi
sinir sistemi disinda karaciger ve yumurtaliklarda da gézlemlenmistir (Krug and Karl, 2015).
cnr2 (kannabinoid reseptorii 2) ekspresyonu 6 ve 24 hpf araliginda yiiksek olarak gerceklesir,
ilerleyen donemlerde ekspresyon gozlemlenmez (Son and Ali, 2022) Zebra baliginda cnr?2
mRNA ekspresyonu beyin, kalp, retina, bagirsak, solungag, kas, dalak ve hipofiz gibi cesitli
dokularda tespit edilmistir (Krug and Karl, 2015).

Zebra balig1 modeli kullanilarak yapilan bir aragtirmada, embriyonik donemde THC ve
CBD’ye maruz kalan gruplarin (FO) ve onlarin sonraki kusaklarinda (F1) molekiiler, davranislar

ve lireme parametreleri incelenmistir. Maruziyet, morfolojik anormallik olusturmazken, cesitli
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genlerinin ekspresyonunda degisikliklere yol agar. THC, FO kusaginda motor aktiviteyi
azaltmis, F1 kusaginda ise artirmisti. CBD’nin FO kusag: lizerinde etkisi gbozlenmezken, F1
kusaginda aktiviteyi azaltmigtir. Ayrica, en yiiksek THC dozuna maruz kalan F1 gruplarinda
anksiyete benzeri davraniglar ortaya cikmustir. Bu bilgilere dayanarak, zebra baliginda
kannabinoid maruziyetinin kusaklar aras1 norotoksik etkiler yapabilecegi gozlemlenmektedir

(Carty et al. 2019).

Bagka bir ¢alismada; farkli dozlarda C. sativa 6ziitleri zebra balig1 embriyo gelisimi,
larva davranisi, sag kalim ve mRNA ekspresyonu iizerindeki etkileri arastirilmistir. Yiiksek doz
C. sativa 0ziitii kullanilan larva grubunda hareket kabiliyeti artmis ve cnrl ile cnr2 kannabinoid
reseptoOrlerinde asir1 ekspresyonu belirtilmistir ama toksik etki belirlenmemistir (Licitra et al.

2021).

Sentetik kannabinoid olan MDA-19'un zebra balig1 embriyolarinda davranis, oksidaif
stres, norogelisimsel ve metabolik etkileri arastirilmistir. Diisiik dozlarda MDA-19,
embriyolarin yumurtadan ¢ikmasini hizlandirmig, malformasyon ve 6lim olmadan viicut
uzunlugunu azaltmistir. Tiim dozlarda ytizme davranisi ve aktif siire azalmis spinal motor ndron
gelisimi bozulmustur. Yiiksek dozlarda ise reaktif oksijen tiirleri (ROS) artmis, siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitesi yiikselmistir. MDA-19 ayrica enerji
metabolizmasiyla ilgili bircok biyolojik yolu etkilemistir (Xu et al. 2025). Tiim bu bulgular,
zebra baliginin kannabinoidlerin ndrotoksik etkilerini degerlendirmek adina giiglii ve duyarli
bir model organizma oldugunu ortaya koymaktadir. Hem dogal hem de sentetik
kannabinoidlerin gelisim donemine bagl olarak davranigsal, molekiiler ve fizyolojik diizeyde
cesitli etkiler olusturdugu goriilmektedir. Bu nedenle, zebra baligt modeli iizerinden
gerceklestirilecek yeni calismalar; toksisite profillerinin, gen ekspresyon dinamiklerinin ve

norogelisimsel siireglerin daha 1yi anlagilmasina katki saglayacaktir.

Toksikogenomik Analiz i¢in Secilen Zebra Bahg Genleri
Apoptoz ile ilgili genler (casp3a, casp8, ifngl, tr53)

Cok hiicreli canlilarda hiicre 6liimii organizmanin gelisimi, homeostasi ve doku
biitiinliiglinde 6nemli rol oynar (Jan and Chaudhry, 2019). Viicuttaki hiicrelerin ¢ogalmasi ve
Oliimii denge igerisinde olmalidir. Hiicrelerin 6liimii kontrollii bir sekilde gerceklesmesine ek
olarak travma sonucu istemsiz bir sekilde hiicre 6liim gerceklesir. Yetigkin bir insanda giinde
ortalama 1011 hiicre apoptozis kontrollii programlanmis hiicre 6liimiine ugrar bu da bir yilda

viicut agirhigina denk gelecek kadar hiicrenin 6ldiigiin anlamina gelebilir (Newton et al. 2024).
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Apoptoz en 1yi bilinen ve ger¢eklesme yolaklar1 anlasilmis kontrollii hiicre 6limdiir.
Nekroz ise travma ve akut dig hasarlara tepki sonucu hiicrenin zarar gorerek Olmesi ile
sonuclanir (Xu et al. 2019). Nekroz pasif bir siiregtir ve hiicrenin sismesi hiicresel organellerin
gerilmesi, DNA’nin kiimelenmesi ve rastgele par¢alanmasi, hiicre membraninin ekzositozu ve
otofaji ile sonuglanir (Syntichaki and Tavernarakis, 2002). Nekroz sonucunda inflamatuar etki

gozlemlenir.

Programlanmis hiicre oliimii, hiicrelerde genetik olarak kontrol edilen, molekiiler
mekanizmalar tarafindan diizenlenerek bir sekilde hiicrelerin 6lmesini saglayan karmasik bir
stirectir ve hem saglikli yasam siirdiiriilmesinde hem de hastaliklarin gelisiminde kritik rolleri
vardir (Yuan and Ofengeim, 2024). Apoptozis hiicrelerin kendi 6liimiinde aktif bir sekilde rol
oynadigi hiicre oOlimii mekanizmasidir (Bredesen, 1995). Apoptozis en temelde
programlanmis-kontrollii hiicre 6liimii olarak tanimlanabilir. Ancak apoptozis hiicrelerde
gerceklesen tek kontrollii hiicre 6liimii degildir. Nekroptoz, piroptoz, otofajik hiicre Sliimii,
mitoptoz, paraptozis, NETosiz, ferroptozis, otozis, lizozomal hiicre 6liimii, immiijonik hiicre
olumti, alkaliptozis gibi hiicre dliimleri de kontrollii bir sekilde gerceklesen programlanmis

hiicre 6liim tipleri olarak tanimlanir (Park ef al. 2023).

Apoptoziste hiicre biiziilmesi, niikleer DNA’nin pargalanmasi ve membranin kabarmasi
gibi tipik morfolojik ve biyokimyasal siiregler gergeklesir (Debatin, 2004). Apoptozis
morfolojik bir siire¢ oldugundan 151k veya elektron mikroskopu ile gézlemlenebilir. Apoptoz
sonucunda inflamatuar etkiye yol agmadan fagositoz ile temizlenebilen apoptotik cisimler
meydana gelir (Reed, 2000). Apoptoz fetiiste parmaklarin ayrilmasi (D'Arcy, 2019), DNA
hasar1 ve genotoksik stres (Pistritto ef al. 2016), normal hiicre doniisiimii, bagisiklik sisteminin
gelisimi ve isleyisi, hormona bagh atrofi (Elmore, 2007) ve patojenlere karsi hiicre savunmasi
(Ampomah and Lim, 2020) gibi siireglerde 6nemli rol oynar. Apoptoz sirasinda meydana gelen
kusurlar kanser, restenoz, inme, kalp yetmezligi, norodejenerasyon ve AIDS gibi bir¢ok

hastaligin ilerlemesi ve gerceklesmesine katkida bulunur (Reed, 2000).

Apoptotik hiicreler kaspaz olarak adlandirilan sistein proteaz ailesi enzimlerinin
diizenledigi, 6zglin morfolojik ve biyokimyasal degisiklerle hiicre 6liimii yoluna girerler. Bu
stirecte ¢esitli hiicre i¢i ve hiicre disi sinyallerin etkisiyle kaspazlarin aktivasyonu ile apoptotik
hiicre dliimiine giden yol baslar (Zimmermann and Green, 2001). Kaspazlar katalitik olarak
zimogen olarak tretilir (Martin and Elkon, 2004). Hiicre hasar tespit edildiginde prokaspaz
formunda bulunan baslatict kaspazlar uygun sinyal yolaklar1 (DISC veya apoptosom)
araciligiyla aktif edilir. Aktif olan baslatic1 kaspazlar infazci kaspazlar aktif hale getirir. Infazci

kaspazlarin aktivasyonu niikleer proteinlerin ve sitoskeletonun yikimi, DNA parcalanmasi ve
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apoptotik cisim olusumu gibi siireclerin baglamasina yol agan bir dizi olayin baglamasin1 saglar

(D'Arcy, 2019).

Apoptozda iki ana yol vardir.; digsal ve i¢sel. Dissal yol hiicre zarinda bulunan 6lim
reseptorlerinin TNF (timdr nekroz faktorii) ve Fas ligandlan ile etkilesime girerek tetiklenir
(Xu et al. 2019). Hiicre dis1 ligandlar 6liim reseptdrlerin baglandiktan sonra 6liim indiikleyen
sinyal kompleksleri (DISC) olusur ve kaspaz-8, kaspaz-10 gibi baslatic1 kaspazlar1 aktive eder.
Bagslatic1 kaspazlar kaspaz-3, -6, -7 gibi efektor kaspazlar aktive eder (Park ef al. 2023).

Icsel yol mitokondri aracilifiyla gerceklesir. Mitokondriyal yol Bcl-2 proteinleri
tarafindan kontrol edilir bu protein ailesi proapoptotik ve antiapoptotik aktiviteye sahip tiyeler
icerir. Proapoptotik proteinler aktif edildiginde mitokondride tutulan proteinlerin mitokondri
membran gegirgenligini artirarak intermemebran bosluga salinmasini saglar. Bu proteinleri en
onemlisi sitekrom-c dahil Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, endoniikleaz G ve AIF’dir (Antonsson,
2004). Sitokrom c apoptozu olusturmak i¢in APAF-1 ve kaspaz-9 ile iliski kurarak kaspaz-9’un
aktivasyonunu saglayarak kaspaz-3, -6 ve -7’nin aktiflesmesini saglar. Bdylece apoptoz

tetiklenir (Voss and Strasser, 2020).

Hiicre dongiisii bilesenlerindeki diizensizlik, mitotik siireci bozarak apoptoza yol
acabilir (King and Cidlowski, 1995). Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinden sorumlu bir¢ok
onkogen ayni zamanda apoptozu tetikler (Evan et al. 1995). Tiimér baskilayici olan p53 proteini
DNA hasari, hipoksi ve belirli onkogenlerin ekspresyonu gibi uyarilar ile apoptozu baslatir. p53
ekspresyonuyla antiapoptotik faktdrleri (6rn. Bcl-2) baskilarken proapoptotik faktorleri (6rn.
Bax) aktive ederek apoptoza giden yolu agar (Xu ef al. 2019). p53 proteiinini kodlayan 53
geninde meydana gelen mutasyonlar p53 proteinin tiimdr baskilama 6zelligini kaybetmesine ve
yeni onkojenik 6zellikler kazanmasina neden olur (Mao and Peng, 2023). Bu olaylar sonucu
hiicre apoptoza ugramaz ve daha kotiisii kanser meydana gelebilir. Bu ¢aligmada kullanilan
sentetik kannabinoidin gelisim siireci boyunca hiicresel diizeyde apoptoz mekanizmalarini
etkileyebilecegi diisiiniildiigiinden, apoptoz ile iligkili belirli genlerin ekspresyon diizeyleri
analiz edilmistir. Bu analiz davranis degisikliklerin ve norogelisimsel bozukluklarin altinda

yatan sebeplerin anlagilmasina katki saglayabilir.

casp3a

casp3a geni zebra baliklarinin 1.kromozomu {izerinde yer alir (Ensembl, 2024). Zebra
baliklarinda insan CSAP3 geninin iki ortologu (casp3a, casp3b) bulunmaktadir. casp3a geni
tarafindan {iretilen enzim insan CASP3 geninde iiretilen enzimle %61,8 oraninda benzerlik

gosterir. Zebra balig1 casp3a enziminin substrata baglanmasinin birkag¢ istisnasina ragmen
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CASP3 enzimiyle benzerlik gosterir (Tucker et al. 2016). Zebra balig1 embriyosunun 24 hpf’de
casp3a koku plakodunda, diensefalonda, orta ve arka beyinde giiglii bir sekilde ifade edilir. 48,
72 ve 96 hpf’de beyin ve retinada fazla yogun ifade edilmesine ek olarak 96, saatte karaciger

ve rektal ampulde gii¢lii bir sekilde ifade edilir (Spead et al. 2018).
casp8

Zebra balig1 casp8 geni memeli casp8 genlerine benzer bir genomik organizasyona
sahip olup 10 ekzondan meydana gelir. Zebra baliginin casp8 geni insanlarin 2.kromozomun
uzun koluna ortolog olan baglanti grubu (LG) 6'da (6.kromozoma denk gelen bdlge)
bulunmaktadir. Ayrica zebra balig1 casp8 geni memelilerin CASPS ortologlarina benzer yap1 ve

islevleri bulunmaktadir (Sakata et al. 2007).
ifngl

Interferonlar (IFN) viriislerin gelisimini engelleyen sitokinlerdir. Yiiksek omurgalilarda
IFN ailesi iiyeleri genetik olarak {i¢ farkli alt tipe ayrilir bunlar tip I, II, III'diir. Her farkli I[FN
tipi farkli bir ligand konformasyonundan ve reseptdr kompleksinden olusur (Shibasaki et al.
2024). ifng edinilmis bagisiklik ve dogustan gelen bagisiklik tepkilerinde rol oynar.
Memelilerde ifng geni tip II IFN grubunun tek tiyesiyken baliklarda iki tiir ifng bulunur. Bunlar
ifnl ve ifng2’dir. Baliklardaki ifng geni 4 ekzon ve 3 introndan olusur. Balik ifing genleri diisiik
amino asit sayis1 ve memelilerin ifng amino asit 6zdesligi/benzerligi diistiktiir. Baliklardaki her
iki ifng bas bobrek (bagisiklik, kan hiicresi lireten organ), dalak, bagirsak ve bagisiklik
hiicrelerin de ifade edilir. ifng2 geni ifngl geninden daha ¢ok ifade edilir (Lépez-Muioz et al.
2011). ifgnl geni zebra baligimin 4. Kromozomunda yer alir (Ensembl, 2024).

tp53

Cok hiicreli organizmalarda timdr baskilayici gen (#p53) ¢esitli hiicresel streslere yanit
vererek hiicre dongiisliniin durmasina veya apoptozun tetiklemesinde rol oynar. Zebra baliginda
yiiksek derecede korunmus #p53 geninin DNA baglanma bolgesi 97 ile 292. kodonlar arasinda
bulunur ve 4 ile 8. ekzonlar i¢inde kodlanir. Bu durum insanlarinkilerle aynidir (Berghmans et
al. 2005). Zebra baliginin 53 geni 5. Kromozomda bulunur ve 20 ekzon bolgesi igerir
(UniProt, 2025).

DNA tamiri ile ilgili gen (rad51)

Hiicreler DNA'ya zarar verebilecek ve genomik kararsizliga yol acabilecek endojen ve
eksojen ajanlarin saldirilarina siirekli olarak maruz kalir. Bu lezyonlar DNA'da yapisal hasara
sebep olup DNA replikasyonu veya transkripsiyon gibi hiicresel siire¢lerin degismesine veya

ortadan kalkmasina sebep olabilir (Dexheimer, 2013). Hiicreler bu hasarlara karsi DNA onarim

28



yanitlar1 ve hedeflenen onarimlarin sonuglarinin diizenlemesini saglayan birbirine bagli DNA
onarimindan sorumlu karmasgik bir sisteme sahiptir (Minten and Yu, 2019). DNA'da meydana
gelen hasara karsilik olarak hiicre donglisti gegici olarak durdurulur; bu durum boliinme ve
replikasyon 6ncesinde onarim siireglerinin ger¢eklesmesi icin hiicreye kritik bir siire kazandirir.
Ancak hasarin boyutu onarimi asacak diizeydeyse hiicre, agir hasarli ve islevsiz hiicrelerin

cogalmasini engellemek i¢in apoptozis siirecini devreye sokabilir (Schirer, 2003).

DNA onarmmi 5 ana yola ayrilabilir. Bunlar uyumsuzluk onarimi (MMR), homolog
rekombinasyon onarimi (HRR), homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ), niikleotid ¢ikarma
onarimi (NER) ve baz ¢ikarma onarimidir (BER) (Bernstein ef al. 2002). Bu onarim yollarindan
BER ve NER genellikle tek zincir hasarlarinda gorev alirken HRR ve NHEJ yollar ¢ift zincir
kiriklart onariminda gorev alir. Cift zincirli DNA kiriklar1 (DSB'ler), genom biitiinliigiinii tehdit
eden ciddi hasarlardir ve omurgali hiicrelerde her replikasyon turunda az da olsa kendiliginden
olusabilir. Bu hasarlar genellikle homolog rekombinasyon (HR) ile onarilir ve HR mekanizmasi
bozuldugunda hiicre yasamini siirdiiremez. Ozellikle tiimér hiicrelerinde, HR eksikligi
genomda diizensizliklere neden olur. DSB onarimi genellikle HRR ve NHEJ yollarinin bir
kombinasyonu ile gerceklesir. Ayrica, bakterilerden insanlara kadar pek cok canlida HRR

stireci, RecA/Rad51/Dmcl rekombinaz protein ailesi tarafindan yonlendirilir (Haber, 2018).

Zebra baligt memelilerin sahip oldugu tiim DNA onarim genlerinin ortologlarina
sahiptir (Canedo and Rocha, 2021). Zebra balig1 genomunda bulunan uyumsuzluk onarimi,
niikleotid ¢ikarma onarimi, homolog olmayan u¢ birlesimi, homolog rekombinasyon, baz
¢ikarma onarimi ve geri doniis mekanizmasi gibi farkli DNA onarim yollarinda yer alan birgok
gen Ornek verilebilir (Pei and Strauss, 2013). Embriyonik gelisim siirecinde meydana gelen
DNA hasarlarinin davranigsal ve morfolojik anomalilere yol agabilecegi bilindiginden, DNA
onariminda gorev alan genlerin ekspresyonlari da ¢alismaya dahil edilmistir. Bu durum, maruz

kalinan bilesigin hiicresel diizeydeki etkilerini anlamaya yardimci olmasi hedeflenmistir.
rads1

HR yoluyla DNA onariminda 6nemli bir adim olan homolog iplik degisiminde rol oynar.
Homoloji arama ve iplik degisimi i¢in gerekli olan niikleoprotein olugturmak tizere ATP bagimli
bir sekilde tek iplikli DNA'ya (ssDNA) baglanir. Homolog DNA ciftleri arasinda homolojinin
taninmasi ve iplik degisimini katalize ederek islenmis DNA kopyasi ile onarim sablonu arasinda
ortak bir molekiil olusturur. Replikasyon hatasi1 sirasinda olugsmus replikasyon c¢atalin1 ¢6zmek
icin ve ayrica iplikler arasinda ¢apraz bag onariminda gorev alir (UniProt, 2025). rad51 genin
zebra baliginin 20. kromozomunda bulunur. Bu gen 4 transkript, 216 ortolog ve 6 paralogu

bulunur ve 15 fenotiple iliskilendirilmistir (Ensembl, 2025).
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Dopamin sistemi ile ilgili genler (dat, drd1, drd3)

Dopamin ¢ogu Okaryotik hiicrelerde bulunan katekolamin grubu nérotransmiter olarak
gorev alan bir molekiildiir (McHugh and Buckley, 2015). Dopamin merkezi sinir sisteminde ve
periferde sentezlenen G-proteini bagli reseptorlere baglanarak etkilerini gosterir. Dopamin
reseptorleri viicutta yaygin olarak ifade edilir. Dopaminerjik sinyal yollar1 fizyolojik siire¢lerin
stirdiiriilmesinde 6nemlidir ve dengesiz aktivasyonuyla ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili

islev bozukluklarina yol agabilir (Klein ef al. 2019).

Dopamin viicutta; koku sogani ve retinadaki duyusal alginin erken sathalarinda,
O0grenme, hafiza, viicut sicakligi, beslenme, duygusal ve motivasyon ile ilgili siireclerde ve
omurilik soganindaki belirli bolgelerde kimyasal hassasiyeti modiile etmek gibi bir¢ok islevi
bulunmaktadir (Yamamoto and Vernier, 2011). Dopamin beyinde tirozin amino asidinden
karacigerde ise fenilalanin amino asidinden fenilalanin hidroksilaz enzimi ile iiretilir.
Katekolaminerjik néronlar igerisinde tirozin, tirozin hidroksilaz ile L-dopa molekiiliine, L-dopa

molekiiliide, dopa dekarboksilaz enzimi ile dopamine doniistiiriiliir (Ayano, 2016).

Dopamin reseptorleri iki gruba ayrilir ve bes alt tipi vardir. D1- benzeri reseptor sinifi
D1 ve D2 alt tipini igerirken D2- benzeri reseptor siift D2, D3 ve D4 alt tipin igerir (Neve et
al. 2004). D1-benzeri reseptorler ¢ogunlukla postsinaptik bolgede bulunurken D2-benzeri
reseptorler hem prosinaptik hem de presinaptik ndronlarda bulunur (Jaber et al. 1996). Orta
beyin dopamin néronlarinin yogun oldugu bolgedir. Ventral tegmental alanda, subtantia nigra
ve tertorubral gibi orta beyin boélgesinde bulunan dopamin néronlar1 6diil, 6grenme, hafiza ve

hareket gibi islevlerde rol alirlar (Nair-Roberts et al. 2008).

Dopamin tasiyicis1 (DAT) plazma membraninda bulunan hiicre i¢i ve hiicre dist
dopamin konsantrasyonlarini diizenleyen bir proteindir (Canzian et al. 2024). DAT presinaptik
terminalde yer alir. DAT dopaminin ekstraseliiler bosluktan geri alimini saglar ve dopaminerjik
norotransmisyonu sonlandirir (Li et al. 2024). Bu sayede dopaminin postsinaptik hiicrelere
baglanmas1 azalir ve dopaminin etkisi sona erer. Dopamin daha 6nce vurgulandigi gibi
katekolaminerjik bir norotransmiter olup basta motor kontrolii, motivasyon, ddiil ve bilissel
stireclerde onemli ve karmagsik sinyal yolaklarimi aktive eder. Bu sinyal iletim yollarinda
bozulmalar Parkinson, sizofreni, huntington hastaligi, dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu
(DEHB) ve madde bagimlilig1 gibi hastaliklarin patogenezine katki sagladigi gosterilmistir
(Klein ef al. 2019). Dopamin sisteminin ndrolojik uyarilabilirlik ve motivasyonel davranislar
tizerindeki etkisi nedeniyle, bu ¢aligmada dopamin tasiyicilari ve reseptorlerine ait genlerin
transkript diizeyleri incelenmistir. Davranigsal hipoaktivitenin altinda yatan ndrotransmiter

diizeylerindeki degisimleri anlama agisindan bu genler 6nemli bir role sahiptir.
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dat

Zebra balig1 modelinde dat geni yalnizca dopamin sentezleyen ndronlarda ifade edilen
ve transmembran yapida bir protein kodlayan gendir. Insan dat geni zebra ballig1 dat geni ile
yiiksek diizeyde benzerlik gostermektedir. Zebra baligi embriyosunda dat geninin ifade edildigi
ilk bolge ventral diensefalon (18-20. hpf) olup sirayla olfaktor bulbus (48 hpf), retina (amacrine
hiicreler 60 hpf), pretektum (72 hpf), optik sinir ¢evresindeki astrositler gibi bolgelerde zamanla
ifade edilmeye baslar (Holzschuh et al. 2001).

drdl

Zebra baligi D1 benzeri dopamin reseptor genleri diger omurgali genleriyle yiiksek
oranda homologdur, bu benzerlik 6zellikle transmembran bolgelerde %80'e ulagmaktadir
(Shontz et al. 2018). Zebra balig1 embriyolarinda drd ] geni yaklasik 30 saat sonra arka beyinde
gbllenmeden sonraki 48 saat sonra 6n ve arka beyin gibi bolgelerde ekspresyonu tespit edilir.
Retinana gelisimi rasinda drdl ekspresyonu belirli bolgelerde gozlemlenirken yetiskin zebra
balig1 retinasinda drdl ekspresyonu dis niikleer tabaka ve ganglion hiicre tabakasinda da
goriiniir. Zebra baliginda drd1 geni baglanti grubu 21 (LG21) pozisyonunda bulunur (Li et al. ,
2007).

drd3

Zebra baligin ‘da tek bir D3 dopamin reseptor geni (drd3) tanimlanmistir ve bu gen
memelilerinkiyle %64-67 oraninda amino asit benzerligi gosterir. Zebra balig1 drd3 genlerinin
ekzon ve intron organizasyonu memelilerinkiyle olduk¢a benzerdir. drd3 geni ifadesi zebra
baliginda ilk olarak somit olusumu sirasinda ifadesi gozlemlenir daha sonra merkezi sinir
sistemi boyunca ifade edilir (Boehmler et al. 2004). Zebra balig1 drd3 geni 24. Kromozom

tizerinde bulunur ve 14 ekzona sahiptir (UniProt, 2025).
Seretonin ile ilgili genler (5htlaa, 5htla, 5htlb, 5ht2c)

Serotonin hem bitki hem de hayvanlarda evrensel olarak yaygin bir sekilde bulunur
(Kema et al. 2000). Bu sebeple serotoninin filogenetik olarak korunmus bir molekiil oldugunu
anlagilir. Serotonin merkezi sinir sisteminde norotasmiter periferde ise dolasim hormonu olarak
homeostaziden sorumlu bir monoamindir (Kawai ve Rosen, 2010). Serotonin periferde
trombosit agregasyonu, damar tonusu, hiper tansiyon ve bagirsak hareketliliginden
sorumluyken beyinde ruh hali, viicut sicaklig1, uyku-uyaniklik dongiisii, kusma, cinsel davranis,

saldirganlik, nosisepsiyon ve enerji dengesi ile iliskilendirilir, (Marston et al. 2011).

Serotonin esansiyel bir amino asit olan triptofandan sentezlenen bir indol ve bir karbosi-

amid yan zincirinden olusan bir indolamindir. Triptofan ilk 6nce triptofan hidroksilaz (TPH)
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enzimi araciligiyla S-hidroksitriptofana (5-HTP) daha sonra aromatik L-amino asit
dekarboksilaz (AAAD) enzimi ile 5-hidroksitriptamine (serotonin, 5-HT) doniistiiriiliir (Lam et
al. 2010). TPH enziminin iki izoformu bulunur ve hiz sinirlayici 6zelligi vardir. TPH1 periferde
bulunurken TPH2 izoform enzimi merkezi sinir sisteminde bulunur (Swami ve Weber, 2018).
Serotonin kan-beyin bariyerini gecemez. Bu sebeple beyin ve periferik serotonin sistemleri
biiyiilk oranda birbirinden fonksiyonel olarak ayrilir (Yabut et al. 2019). Bu sebeple TPH

enziminin iki farkli izoformu oldugu diisiiniilebilir.

Merkezi sinir sistemindeki serotonin {iretimi beyin sapinda {iretilen raphe
cekirdeklerinde bulunan serotoninerjik ndronlardan gergeklesir. Bu serotoninerjik néronlarin
aksonlar1 6zellikle dorsal raphe ¢ekirdegi, median raphe ¢ekirdegi ve alt beyin sapinin komsu
cekirdeklerinden cikarak korteks, limbik sistem, mezensefalon ve arka beyin gibi beynin farkli

bolgelerine uzanir ve burada sonlanir (Pourhamzeh et al. 2022).

Viicuttaki serotoninin yaklasik %95't dolasim sisteminden ve bagirsak liimeninden
gelen sinyaller araciligiyla enterokromofin hiicreleri tarafindan iiretilir ve salgilanir (Liu et al.
2021). Ayrica serotonin sentezi pankreastaki beta hiicreleri, yag hiicreleri ve osteoklastlar gibi
dokularda tiretilirken ayrica monositler, mast hiicreleri, makrofajlar, B hiicreleri, T hiicreleri ve
dentrik hiicreler gibi bagisiklik hiicreleri tarafindan da iretilir (El-Merahbi et al. 2015).
Trombositler serotonin depolarina sahiptir fakat serotonin iireten enzimleri bulunmaz (Berger
et al. 2009). Kanda bulunan serbest serotonin trombositler tarafindan alinir ve depolanir ve daha
sonra trombositlerdeki serotonin salinarak hemostatik siireclere katilir (Veenstra-VanderWeele

et al. 2000).

Serotonin yedi ana reseptor aile (5-HT1-5HT7) altinda toplanan 15’ten fazla reseptor
alt tipine baglanarak fizyolojik etkilerini gosterir. Her reseptor farkli genler tarafindan kodlanan
reseptOr alt gruplarma ayrilir (Adayev et al. 2005). Serotonin ana reseptorlerinin altis1 G-
proteini bagl reseptorlerdir ancak 5-HT3 iyon kanali bagli reseptordiir (Mohammad-Zadeh et
al. 2008). 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT6, 5-HT6 ve 5-HT7 reseptorleri uyarici etki gosterirken
5-HT1 ve 5-HTS5 reseptorleri inhibitor etki gosterir (Pytliak ef al. 2011). 5-HT1 reseptorleri
adenil siklaz inhibe etmek ve iyon kanallarin1 diizenlemek icin G alfa i/G alfa o proteinleri ile
etkilesime girer (Lanfumey and Hamon, 2004). 5-HT1A, raphe ¢ekirdeklerinde presinaptik
olarak serotoninin fazla salinimini inhibe eder hem de postsinaptik olarak belirli bolgelerde
dopamin salinimini diizenler. 5-HT1 reseptorleri anksiyete ile iliskilendirilmistir. Bu sebeple
anksiyete ve depresyon tedavisinin hedef reseptoriidiir. 5S-HT5 Alt Tipleri SA ve 5Bdir. 5-HTS5
alt ailesi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. 5-HT5A, insan korteksi ve beyinciginde

bulunmustur. Hayvan modellerinde hafiza ve startle (irkilme) refleksiyle iliskilendirilmis. 5-
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HT2A, 2B, 2c reseptorleri hiicre i¢i Ca*" artis1 ile iliskilendirilir. 5-HT2A: kortekste fazla
ifadesinin bulunur ve haliisinojenler ile belirli iligskisi bulunmaktadir. Ayrica sizofreni,
depresyon ve tourette sendromu gibi hastaliklarla iliskilidir. 5-HT2C: merkezi sinir sisteminde
yaygin olarak bulunur. Dopamin saliimini negatif diizenler. 5-HT4: bagirsaktaki peristaltik
hareketlenmeden ve hipokampiiste uzun vadeli potansiyanyonla iligskilendirilir (McCorvy ve
Roth, 2015). 5-HT3 diger serotonin reseptorlerinden farkli olarak ligand kapli iyon
kanallarindan olusur ve bes alt birimden olusur (Thompson and Lummis, 2006). Migrenle
iliskilendirilmesine ek olarak bagimlilik yapan maddelerin kronik kullaniminin kesilmesiyle
ortaya ¢ikan davranislarin baskilanmasiyla iliskilendirilmistir. SHT6 reseptorleri laboratuvar
hayvanlarinda mekansal hafiza ile iligkilendirilirmistir. SHT7 ise damarlarda bol miktarda, diiz
kas ve merkezi sinir sistemin ‘de de ifade edilir (Pytliak et al. 2011). Serotonin sistemi, stres
yaniti, duygudurum regiilasyonu ve motor aktiviteyle iliskili olmasi nedeniyle, ¢alismada
serotoninle iliskili genlerin ekspresyonu analiz edilmistir. Bu sayede gozlenen davranissal

etkilerin olas1 nérokimyasal temelleri ortaya konulmaya calisilmistir.
Shtrlaa

Zebra baliginda 5-HT1A reseptoriiniin iki homologu olan gen tanimlanmistir. Bunlar
htlaa ve ht1b’dir. Ayrica insan 5-HT1B ve 5-HT1D reseptor benzerligine sahip {igiincii bir 5-
HTab olarak bilinen reseptor bulunmaktadir (Klee et al. 2012). 3 giinliikk zebra baligi
larvalarinda Atrlaa ekspresyonu pretektumda, dorsal ve ventral talamusun lateral kisminda,
preoptik alanda, ara ve iist retikiiler formasyonda ve serebellar plakada bulunur. Ayrica retinanin
amacrin hiicrelerinde htrlaa ifadesi tespit edilir (Norton et al. 2008). Htlaa geni zebra baliginin

8. Kromozomunda bulunur ve 1 ekzona sahiptir (UniProt, 2025).
Shtla

Shtla reseptorleri merkezi sinir sisteminde presinaptik otoreseptorler ve postsinaptik
heteroreseptorler olmak iizere iki alanlarda bulunur. Otoreseptdrlerde Shtla seratonin salinimin
negatif geri bildirim yoluyla baskilar. Heteroreseptorlerde ise seratoninin stres, kaygi biligsel
islevler ve duygu durumu iizerinde etkilerden sorumludur (Albert and Vahid-Ansari, 2019).
Ayrica zebra baliklarinda 5-htla reseptorlerinin anksiyete benzeri davraniglarda rolil

bulunmaktadir (Bruce de Souza et al. 2025).
5htlb

5-ht1b reseptorleri G-proteni bagli reseptorlerdir. Presinaptik ve postsinaptik alanalarda
etki gosterirler. Postsinaptik reseptorler seratonin aktivitesini hedef néronlara iletir. Presinaptik

seratonin negatif geribildirim etkisiyle kendi salinimin1 inhibe eder (Norton et al. 2008). Zebra
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baliklarinda 5-htlb reseptorleri anksiyete ve yeniliklere karsi tepkilerle iliskilendirilmistir

(Maximino et al. 2015).
5ht2c

Zebra baligi 5ht2c geni 7. kromozomda bulunur. 54¢2¢ geni ge¢ embriyo doneminde sinir
dokuda eksprese edilir, diger dokularda ekspresyonu gozlemlenmez. Gelisimin erken
donelerinde ise farkli dokularda ekspresyonu gozlemlenir (Schneider et al, 2012). Zebra
baliklarinda 5ht2c¢ reseptorleri sosyal davramiglar ve savunma davranigilarinda rolleri

bulunmaktadir (Moura et al. 2023).
GABA sistemi ile ilgili genler (gabral, gatl, abat, gadlb)

Gama-aminobiitirik asit (GABA) mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarda yaygin
olarak bulunan, protein sentezine katilmayan bir amino asittir (Zhang et al. 2024). GABA
oncelikle merkezi sinir sistemin'de 6nemli bir inhibitor nérotransmiter olarak gorev alir. Bunun
yant sira merkezi ve periferik sinir sisteminde hatta bazi noral olmayan dokularda da farkli
islevler iistlenen ¢ok yonlii bir molekiildiir (Watanabe, et al. 2002). GABA ayrica noral
progenitdr hiicrelerin proliferasyonu, farklilagsmasi ve gociine ek olarak sinaps olgunlagsmasi ve

noritogenez siireclerinde de dnemli roller istlenir (Kihara, 2024).

GABA'nmm fizyolojik islevleri arasinda sinaptik iletimin diizenlenmesi, gevsemenin
desteklenmesi ile uykusuzluk ve depresyonun onlenmesi yer almaktadir. Ayrica, daha once
belirtildigi gibi GABA'nin periferik dokular ve organlar iizerindeki etkileri c¢esitli farmasétik
ozelliklerle iliskilendirilmistir. Bu etkiler arasinda antialerjik, antioksidan, anti-inflamatuar,
anti-diyabetik, antimikrobiyal, hepatoprotektif ile bobrek koruyucu ve gastrointestinal sistemi

destekleyici 6zellikler bulunmaktadir (Ngo and Vo, 2019).

GABA hiicrelerde glutamik asit dekarboksilaz (GAD) enzimi tarafindan glutamat amino
asidinden {iretilir (Braga et al. 2024). GAD enziminin GAD65 ve GAD76 olmak {izere iki
formu bulunur. GAD67 noral hiicre sitoplazmasinda esit sekilde dagilip ndrotrasmisyon diginda
GABA santinda enerji iiretimi, antioksidan etki ve sinaptogenez igin trofik faktdr olarak
islevleri gerceklestirmek i¢in GABA iiretimini saglarken GADG6S5 ise sinir terminalinde
yogunlasip ndrotrasmisyon i¢in GABA iiretir (Buddhala et al. 2009). GABA iiretildikten sonra
akson terminalindeki vezikiillerde depolanir. Vezikiillerde biriktirilen GABA’lar salinimin
gerceklemesi i¢in vezikiiller noral membranla birleserek ekzositoz yoluyla sinaptik bosluga
birakilir. Serbest birakilan GABA molekiilleri GABA reseptorlerine baglanarak etkisini
gosterir. (Sarasa et al. 2020). Daha sonra sinaptik boslukta bulunan GABA molekiilleri GABA
tastyicilart (GAT) tarafindan ortamdan uzaklastirihir (Yadav et al. 2025). GABA tasiyicilart
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sodyum bagimh tasiyicilardir ve  GABA molekiiliiniin hiicre dis1  konsantrasyonunun

diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Scimemi, 2014).

Farmakolojik ve elektrofizyolojik 6zellik farkliliklarina dayanarak ii¢ farkli GABA
reseptori tammmlanmistir. Bu reseptorler GABA A, GABA B ve GABA C reseptorleridir. GABA
A ve GABA C reseptorleri ligand kapli iyon kanallarindan olusurken GABA B reseptorii G
protein bagimli reseptordiir (Enz, 2001). GABAA reseptorleri pre- ve postsinaptik bolgelerde
cok fazla yayilis gosteren kloriir kanallaridir GABA molekiilleri GABA A reseptorlerine
baglandiktan sonra ligand bagli iyon kapilar1 agilir ve hiicre icerisine negatif yiiklii kloriir
iyonlariin girisini saglayarak hiicre zarinin hiperpolarize olmasini sagar ve noral ateslemeyi
azaltir (Burt, 2003). Bu sayede GABA molekiilleri inhibitor etkisini gerceklestirir. GABAA
reseptorleri bes alt birim proteinlerden olusur. Memelilerde 19 farkli GABAA reseptor alt birimi
(al-6, B1-3, y1-3, o, &, m, O ve p1-3) bulunurken zebra baliklarinda 23 GABAA reseptorii alt
birimi (al, a2a, a2b, a3-5, aba, abb, B1-4,y1-3, 6, «, {, p1, p2a, p2b, p3a ve p3b) bulunmaktadir
(Sadamitsu et al. 2021). GABAB reseptorleri G proteinlerine bagli yapilariyla merkezi sinir
sistemin’de noronal uyarilabilirligi ve sinaptik iletimi diizenler. Gai/o proteinlerini aktive
ederek potasyum ve kalsiyum kanallarin1 modiile ederek cAMP yolaklarini tetikler (Lujan and
Ciruela, 2012). GABAC reseptorleri retina, omurilik, hipofiz ve gastrointestinal bolgelerde
islevseldir. GABAC reseptorleri mss'de GABA reseptoriine gore daha az miktarda ve daha az
yaygin dagilis gosterir (Johnston et al. 2003).

GABA molekiiliiniin katabolizmas1 6zellikle mitokondride lokalize olan ve ABAT geni
tarafindan kodlanan GABA trasnaminaz (GABA-T) proteini tarafindan gerceklesir (Besse et al.
2015). GABA-T enzimi ayrica GABA {reten noronlar ve astrositler (yildiz seklinde
gozlemlenen glial hiicreler) gibi hiicrelerin iiretimi ve geri alinimi soncu hiicrede bulunan
GABA molekiillerini pargalar (Park et al. 2025). GABA-T, GABA ile alfa ketoglutarat ko-
stibstratin1 birlikte kullanarak transaminasyon reaksiyonula glutamat ve siiksinik semialdehit
sentezini katalizler. Daha sonra siiksinik semialdehit siiksinik semialdehit dehidrogenaz
enzimiyle (SSADH) siiksinata doniistiiriilerek TCA (trikarboksilik asit) dongiisiine katilmasi
saglanir (Bragaer al. 2024). GABA-T enziminin inhibisyonu GABA konsantrasyonunda artisa
neden olarak alkolizm, epilepsi ve Alzheimer hastaligi gibi noropsikiyatrik hastaliklarla
iliskilendirilmistir (Sherif, 1994). GABA sisteminin larva davranis parametrelerini diizenleyen
baslica inhibitor yolaklarindan biri oldugu g6z 6niine alindiginda bu ¢alismada GABA sistemi
ile ilgili belirli genlerin ekspresyon profilleri degerlendirilmistir. GABAenerjik dengenin
bozulmast motor yanit ve uyarilara karsi duyarhilik gibi etkilerle baglantili olabilecegi

diistiniilebilir.
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gabral

Gabra geni zebra baliklarinda GABAA reseptoriin alfa-1 alt birimini kodlayan bir
gendir ve insan gabral geninin ortologudur. Gabral geni dollenmenin baslarinda sinir
sisteminin gelisimi sirasinda gozlemlenirken ilerleyen donemlerde orta ve arka beyin
bolgelerinde lokalize olmaya baglar (Reyes-Nava et al. 2020). gabral geni zebra baliginin

21.kromozomunda yer alir ve 9 ekzon bulundurur (UniProt, 2025).
gatl

GABA tasiyicist proteini tiretiminden sorumlu gendir. gat/ geni slc6al ve slc6alb
olarakta bilinir. Bazal plak orta beyin bolgesinde ve sinir sisteminde ifade edilir. Zebra baliginin

11.kromozom bolgesinde bulunur (ZFIN, 2025).
abat

GABA transaminaz enziminin iiretiminden sorumlu gendir. abat geni mitokondride
aktif olarak islev goriir. Kanda, karacigerde, sinir sisteminde, pronefrik kanalda ve d6llenmeden
sonra yumurtanin gelisimi sirasinda ifade edilir. Zebra balig1 abat geni insan abat genine
ortologdur (ZFIN, 2025). Abat geni zebra baliginin 3.kromozomunda bulunur ve 15 ekzon
bolgesi igerir (UniProt, 2025).

gadlb

Glutamik asit dekarboksilaz (GAD) enzimi tiretimi ile ilgili gendir. Zebra baliginda
insan gad genine paralog gadla ve gadlb olmak tizere iki gen bulunur (O’Connor et al. 2019).
gadlb geni zebra baliZinin sinir sisteminde ve embriyo gelisimi sirasinda noral tiipte ifade edilir
(ZFIN, 2025). gadlb geni zebra baliginin 6.kromozomunda bulunur ve 16 ekzon bolgesi icerir
(UniProt, 2025).

Davrans ile Tlgili Genler (gnrh3, gnrhr3, kiss2)

Stres tiirleri insanlarda ve hayvanlarda hipotalamus-hipofiz ve gonadal (HPG) aksin1 ve
tireme davranisini olumsuz etkileyebilir. Son yapilan calismalar kisspeptin ve GnlH
(gonadotropin inhibitor hormon) gibi noropeptitler gonadotropin salgilayict hormon (GnRH)
ve gonadotropin sentezi ve salgilanmasi lizerinde etkiler gdsterir. Bu iki peptit stres kaynakl
iireme davranisi bozulmalarinda 6énemli rol oynar (Iwasa et al. 2018). Bu kisimda iireme

davranigiyla ilgili yalnizca GnRH ve kisspeptit lizerinde durulacaktir.

Gonadotropinler hipofiz bezinden salgilanan ve glikoprotein yapidaki hormonlardir.
Gonadlardaki G-protein bagli reseptorlere baglanarak etki gosterirler (Gilbert et al. 2018).

Erkek ve disilerdeki lireme fonksiyonu luteinlestirci hormon (LH) ve folikiil uyarici hormon
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(FSH) gibi hormonlarin kontroliindedir. Gonadlarda bu hormonlar spesifik reseptorlere

baglanarak steroidogenez ve gametogenezi diizenler (Ronin, 1989).

Ureme siireglerinin hormonal diizenlenmesinde temel bir rol {istlenen gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH), hipotalamustan salinarak hipofiz bezini uyarir ve burada luteinize
edici hormon (LH) ile folikiil uyarici hormonun (FSH) sentezini ve salinimini baslatir. GnRH,
bu hormonlar araciligiyla tireme fonksiyonlarini diizenlemesinin yani sira, cinsel davraniglarin
olusumunda ve korku sinyallerinin iletilmesinde de néromodiilator bir islev goriir (Schneider
et al. 2006; Dubois et al. 2002). GnRH, etkisini gonadotropin salgilatici hormon reseptdrlerine
(GnRHR) baglanarak gosterir. GnRHR, G proteinine bagl bir reseptordir ve GnRH ile
etkilesimi sonucunda fosfolipaz C yolunu aktive eder. Bu sinyal yolunun ateslenmesiyle, FSH

ve LH hormonlarinin sentezi ve salinimi kimyasal olarak tetiklenir (Fanis et al. 2023).

Kisspeptin baliklar da dahil olmak iizere pek ¢ok omurgali tiiriinde tireme ve diger farkl
fizyolojik siire¢lerin diizenlemesinde gorev alan bir ndropeptindir. Teleostlarda Kiss1 ve Kiss2
olmak {izere iki analogu bulunmaktadir. Teleostlarda kisspeptin, sistem gelisimi, metabolizma
ve davranis rolleri tizerinde etkileri vardir (Wang ef al. 2022). Hipotalamusta bulunan kisspeptin
noronlart GnRH ndronlarindan gonadotropin tiretici hormon salinimini diizenleyerek lireme

eksenini kontrol eder (Navarro, 2020).
gnrh3

Zebra baliginda diger teleost balik tiirlerinden farkli olarak sadece 2 GnRH formu
(gnRH2 ve gnRH3) bulunur. Zebra balifinda gnRH3 ventral telensefalon, terminal sinir,
preoptik alan ve hipotalamus gibi 6n beyin bolgelerinde ifade edilir (Zhao et al. 2014). Zebra
baliklarinda GnRH3 noronlar1 koku alma bdlgesinden (olfaktdr bolge) geliserek preoptik alan-
hipotalamus bolgesine goc etmektedir. Zebra baliklarindaki tiim 6n beyin GnRH néronlarinin
kokeni koku alma bolgesidir (Abraham et al. 2009). gnrh3 geni cinsiyet farklilagmasinda, beyin
ve gbz gelisiminde etkisi vardir. Sindirim sisteminde, sinir sisteminde, gonadlarda ve koku
alama bolgesi gibi ¢esitli bolgelerde ifade edilir. gnrh3 (eski adiyla sGnRH) geni insan gnrh2
geninin ortologudur (ZFIN, 2025). Gnrh3 geni zebra baliginin 17.kromozomunda lokalize olur.
1 transkripti bulunur ve 9 fenotiple iliskilendirilir (Ensembl, 2025).

gnrhr3

Zebra baliklarinda insanlardan farkli olarak genomunda 4 farklit GnRH reseptor geni
bulunmaktadir. Bu 4 reseptor arasinda %45 ile %71 arasinda amino asit dizisi 6zdesligi
bulunmaktadir. gnrhr3 eksprese olan hiicrelerde cAMP birikiminde artis gézlemlenir (Tello et

al. 2008). gnrhr3 disi ve erkek zebra baliklarinda sinir sistemi, bagirsak gibi ¢esitli bolgelerde
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ifade edilir (ZFIN, 2025). gnrhr3 geni zebra baliginin 16.kromozomunda bulunur (UniProt,
2025).

kiss2

Zebra baligi ve bagska omurgali canlilarda kiss/ genine paralog olan kiss2 geni
bulunmaktadir. kiss2 mRNA's1 dollenmeden 1 giin sonra tespit edilebilir ve daha sonra
embriyonik ve larva gelisimi boyunca artar (Zhao et al. 2014). Zebra baliklarinin disi ve erkek
bireylerin merkezi sinir sisteminde ifade edilir (ZFIN, 2025). Kiss2 geni zebra baligi
4 kromuzomunda yer alir. 1 transkripti ve 20 ortologu bulunur. 12 fenotiple iliskilendirilir

(Ensembl, 2025).
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MATERYAL VE METOT

Kimyasallar ve Cozeltiler

4F-MDMB-BUTICA (%98'den fazla saflikta), Cayman Chemical Company'den
(Michigan, ABD) temin edilmistir. Doz se¢imi, Chatzimitakos ve ark. (2022) ve Markin ve ark.
(2021) tarafindan yapilan caligmalara gore belirlenmistir. 4F-MDMB-BUTICA, %1 DMSO
iceren E3'te (zebra balig1 embriyo besiyeri) ¢oziilmiistiir. Besiyeri 5 mM NaCl, 0,17 mM KCl,
0,33 mM CacCl2, 0,33 mM MgSO4 ve 0,001 metilen mavisi icermektedir. Tiim toksisite testleri
E3 besiyerinde gergeklestirilmistir. %1 DMSO'nun zebra baligi embriyo gelisimsel toksisite
deneyindeki bilesikleri ¢6zmek i¢in giivenle kullanilabilecegi bilinmektedir (Hoyberghs et al.
2021).

Zebra Bahg Kiiltiirii ve Embriyo Toplama

AB ki zebra baliklari, Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Deneysel Arastirma
Birimi'ndeki kapali devre sisteminde yetistirilmistir. Zebra baliklari, 27+1,0°C sabit su
sicakliginda, 14:10 saatlik aydinlik-karanlik dongiisiinde olup gilinde iki kez beslenmistir.
Calismada kullanilacak balik embriyolar1 bu birimden elde edilmistir. Bu amagla ii¢ disi ve iki
erkek yetiskin balik kulugka akvaryumlarina yerlestirilmistir. Akvaryumlar sistem suyuyla
doldurularak yukaridaki kosullar saglanmistir. Ertesi sabah akvaryum tabanindaki tiim
embriyolar sifonlanarak toplanilmistir. Dollenmis yumurtalar secilip yikanmis ve E3 besiyeri
iceren Petri kaplarina aktarilmistir. Bu prosediire uygun olarak elde edilen dollenmis zebra

balig1 embriyolari toksisite testi i¢in laboratuvarimiza ayni giiniin sabahinda getirilmistir.

Balik Embriyosu Toksisite (FET) Testi

Test Organisation for Economic Co-Operation and Development (OECD) test
yonergelerine (OECD 2013) gore gergeklestirilmistir. Zebra baligi embriyolar1 her petride 30
adet olacak sekilde planlanarak i¢inde 25 ml besiyeri ve kannabinoid soliisyonu olan kaplarak
yerlestirilmistir. Balik embriyolar1 ortalama 3 hpf olarak maruziyete birakilmaya baglanmistir.
4F-MDMB-BUTICA 0,15, 0,30, 0,60, 1,20, 2,40 ve 4,80 mg/L konsantrasyonlarda olacak
sekilde stok c¢ozeltiden seyreltme yapilarak hazirlanilmistir. Su halde 6 uygulama, 1 ¢oziicii
kontrol (%1 DMSO) ve 1 kontrol (E3) olmak {izere 8 grup deney seti embriyo ilavesinden sonra

27+1,0°C'de etiivde farkli zaman araliklarinda inkiibe edilmistir.

39



Maruziyet 3-24 saat (akut) ve 3-120 saate (subakut) kadar devam edilmistir. Maruziyet
stiresince deney soliisyonlar1 yenilenmemistir. Akut maruziyetten sonra embriyolar E3 ortamina
transfer edilerek 120. saate kadar izlenilmistir. Subakut maruziyette ise embriyolar 120 saat
boyunca test kimyasalinda tutulmustur. Her deney {i¢ kez tekrarlanilmistir. Ayrica, yiiksek
konsantrasyonlarda gen ekspresyonu ¢alismalarinda kullanilmak iizere yeterli sayida larva elde
etmek i¢in deney bazen alt1 kez tekrarlanilmistir. Her 24 saatte bir, tiim embriyolar 120. saate
kadar 6lim ve gelisimsel anormallikler agisindan dijital kamera destekli stereo mikroskop

(Nikon SMZ1000 ve Nikon DSLR D70s) kullanilarak gozlenilmistir.

Embriyolarin 60-120 saatlik koryondan ¢ikis oranlar1 da izlenilmistir. Bu oran su
formiille hesaplanilmistir: HT = Cikan embriyolar/Yasayan embriyolar x 100 (Lee et al.. 2013).
Deneyin sonunda larvalarin viicut uzunlugu, bas alani, goz alani ve perikardiyal alani
Olciilmiistlir ve LEICA LAS EZ goriintii isleme yazilimi1 kullanilarak analiz edilmistir. Ortalama
6lim konsantrasyon (LCso) ve ortalama etkili konsantrasyon (ECso) degerleri, maruz kalma
stirelerinin sonundaki kiimiilatif 6liim oran1 ve morfolojik anormallige gore hesaplanmistir.
Konsantrasyon-tepki egrisi, ECso (teratojenik etkiler) ve LCso (embriyotoksik etkiler)
degerlerini elde etmek i¢in 120. saat sonundaki veriler kullanimistir. Teratojenik indeks (TT)
degeri, LCs0/ECso oran1 olarak hesaplandi. TI degeri 1 veya daha biiyiik oldugunda, uygulanan
bilesik teratojenik olarak kabul edilmektedir (Selderslaghs et al. 2009).

Zebra balig1 larvalarinin kalp atiglart dollenmeden sonraki 48 ve 120. saatlerde (hpf)
izlenmistir. Kalp atiglari, HD kamera destekli LEICA DM750 mikroskobu (Solms, Almanya)
altinda 1 dakikada sayilarak hesaplanmistir. Her gruptan on embriyo rastgele segcilerek veriler
almmistir. Morfolojik degisiklikler mikroskop altinda 24, 48, 72, 96 ve 120. hpf’de
gozlemlenmistir. 24. hpf’de gdzlemlenen degisiklikler arasinda somitlerde defektler ve kuyruk
ayrilmamasi takip edilmistir. G6z ve viicutta zayif pigmentasyon veya renksizlik, anormal g6z
morfolojisi, yumurta kesesi 6demi, perikardiyal 6dem, anormal kan akisi, gecikmis yumurtadan
citkma ve gelisme (kuyruk aktivitesi olmamasi, kisalmis boy uzunlugu, c¢ene olusumu
gerceklesmemesi, ylizme kesesi olusmamasi, ylizme eylemi olmamast vb.), kivrik kuyruk,
omurga deformiteleri ve anormal viicut morfolojisi déllenmeden sonraki 48 ve 120. saatlerde
arastirilmistir. Skorlama, normal i¢in (0) ve anormal icin (1) verilerek yapilmistir. 24, 48, 72,
96 ve 120. hpf’de gozlemlenen deforme yiizdeleri, anormal embriyo veya larvalarin, o anki
canli embriyo/larva sayisina orani olarak hesaplanmistir. Ozellikle, omurga deformeleri, ddem,
koryondan ¢ikmama ve anormal pigmentasyon gibi bazi morfolojik anormallikler ECso degerini

hesaplamak i¢in kullanilmistir.

40



Davranissal Analiz

llaglarin ve benzeri kimyasallarin biyoaktivitesinin incelenmesinde davranigsal
degisikliklerin belirlenmesi ¢ok dnemlidir. Kannabinoidlerin zebra balig1 larvalar {izerindeki
davranigsal etkileri Dokunma Tepki Yanit1 (Touch-Evoked Response (TER) testi ile
arastirilmistir. TER, viicudun bir uyarana tepki olarak acisal ivmelenmesi ve yer degistirmesi
olarak tanimlanmistir (Kalueff et al. 2013). TER testi, Guzman ve ark. (2020) tarafindan
bildirilen sekliyle gerceklestirilmistir. Maruz kalmanin sonunda, 120 saatlik larva, 2 mL E3
besiyeri ile doldurulmus petri kabina (3 cm ¢apinda) aktarilmis. Petri kabi, dijital bir kamera
cihaz1 (Nikon DSLR D70s) ile bir stereomikroskop (Nikon SMZ1000, Tokyo, Japonya) altina

yerlestirilmistir.

1 dakika sonra video kaydi baslatilmis ve 10. saniyede larvanin rostral basina insiilin
ignesi ile dokunulmustur. Bu islem her larva icin ii¢ kez tekrarlanmistir (videonun toplam
uzunlugu 40 saniyedir). Degerlendirme, her larvanin dokunmaya tepkisi ve sonrasinda kat ettigi
mesafe Olcililerek yapilmistir. Dokunmaya verilen tepkiler nicel olarak su sekilde
degerlendirilmistir: 0 puan; larva hareket etmedi, 1 puan; larva bir cemberin ¢eyreginden az
hareket etmis, 2 puan; larva bir cemberin ¢eyregi ile yaris1 arasinda yilizmiis, 3 puan; larva bir
cemberin yarisi ile yarisindan fazla yiizmiis ve 4 puan ise larva bir ¢cemberden daha fazla
yiizmiis. Her konsantrasyonda en az bes larva degerlendirildi. Dijital kayitlar LEICA LAS EZ

goriintli isleme yazilim ile analiz edilmistir.

Toksikogenomik Analiz

120 saat boyunca subletal konsantrasyonlarda (0,15, 0,30, 0,60 ve 1,20 mg/L)
kannabinoide maruz birakilan zebra baligi larvalar1 (120. hpf) analiz i¢in kullanilmistir.
Maruziyetten sonra larvalar, kalint1 kimyasallar1 uzaklastirmak icin taze E3 besiyeriyle ii¢ kez
yikanmistir. Her yikama 1 dakika slirmiis ve embriyolar steril Eppendorf tiiplerine aktarilarak
gen ifadesi analizi i¢in -80°C'de saklanmistir. Toksik tepkilerle iliskili gen ifade diizeyindeki
degisimleri belirlemek icin toksikogenomik bir yaklasim kullanilmistir. Her deney grubundan
elde edilen toplam RNA &rnekleri, iScript Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad, Hercules,
California, ABD) kullanilarak cDNA’ya ters transkribe edildi. ifade (ekspresyon) analizleri,
secilmis 19 genlik bir grup lizerinde gerceklestirilmistir. Genlerin primer dizileri Tablo 1'de
gosterilmistir. Genler apoptoz, DNA onarimi, inflamasyon, ndrotransmisyon ve davranigla
iligkili genler olarak secilmistir. qPCR reaksiyonu, CFX96 Touch Real- Time PCR Tespit
Sistemi (Bio-Rad) kullanilarak, SsoAdvanced™ Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad)
ile gerceklestirildi. Veriler, CFX Manager Yazilimi (Bio-Rad) kullamilarak analiz edilmistir

Ilgili gen ifadeleri Bactin genine gore normalize edilmistir.
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Tablo 1. gPCR Analizi i¢in Kullanilan Genler ve Tasarlanan Primerler

Genler Etki ileri primer Geri primer
casp3a Apoptoz ven DNA AAGGACTTTGATCGCAGG TAATCTGCGCAACTGTCT
onarimi AC GG
casp8 TATTCAAGCCTGCCAAGG CCGATCAGGAAATCAGC
AG TTC
ifngl CTGTTTTCGGGATGGATGA AGCTTTGAGCTCTTCGA
C TGC
tp53 GGGCAATCAGCGAGCAAA ACTGACCTTCCTGAGTC
TCCA
rad51 ACTAGCCGTCACCTGCCA  ACTGCCCACCAGACCAT
GC ACCGTT
dat Dopamin AGACATCTGGGAAGGTGG ACCTGAGCATCATACAG
TG GCG
drd?2 ACGCTGTCCATCCTTATCT TGTCCGATTAAGGCTGG
C AG
drd3 ATCAGTATCGACAGGTATA CCAAACAGTAGAGGGCA
CAGC GG
Shtlaa 5-hidroksitriptamin ~  ATGAGGATGAGCGGGATG CAATCAGCCAGGACCAC
(Serotonin) TAG G
Shla ATGAGGATGAGCGGGATG CAATCAGCCAGGACCAC
TAG G
Shtlab CTGTGTCGCCTGCACTTTT CAGCCAGATGTCGCAGA
C TG
Sht2c GCGCTCTCTGTCCTATTTG GTAGCGGTCGAGAGAAA
G TGG
gabral Gama-amino biitirlkk TCAGGCAGAGCTGGAAGG TGCCGTTGTGGAAGAAC
asit AT GT
gatl ATGCTGTTTATCCTGTTCA TGTTGAAGGGGTTGTAG
TCCG CTCC
abat GCGTTCAGGCAAAGCTCT GCAGGACGGAAACGGA
T
gadlb AACTCAGGCGATTGTTGC TGAGGACATTTCCAGCC
AT TTC
gnrh3 Davranis TGGTCCAGTTGTTGCTGTT CCTGAATGTTGCCTCCAT
AGTT TTC
gnrhr3 AACAGACATGATCCCGAA AGGTTCCCGAACACAAA
GG CAG
kiss2 TCAATGGAGCGAAGGCAG CTGTCAGAGTCGCTGGT
TT TGT
6-aktin Houskiping geni ACACAGCCATGGATGAGG TCACTCCCTGATGTCTG
AAATCG GGTCGT
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Istatistiksel Analiz

Ortalama + standart hata/sapma olarak sunulan veriler tanimlayic istatistikler olarak
kullanilmistir. Kontrol grubu ile sentetik kannabinoid ile muamele edilen gruplar arasindaki
farklar tek yonliit ANOVA analizi ile belirlenip ardindan Dunnett's HSD ve/veya Duncan's HSD
testleri uygulanmistir. Davranigsal sonuglar, uyaran—yanit ve zaman degiskenleri i¢in iki yonli
ANOVA ile analiz edilmis ve ardindan Tukey-HSD testi uygulanmistir. Gelisimsel bozukluk
testinde elde edilen morfolojik degisiklik ve 6l larva yiizdeleri sirasiyla ECso ve LCso
hesaplamalarinda kullanilmistir. Doz—yanit egrileri, 6liim yiizdesinden LCso ve morfolojik
degisiklik yiizdesinden ECso’yi tahmin etmek igin Probit analizi ile hesaplanmustir. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi p<0.05 veya p<0.01 olarak kabul edildi. Sonug¢lar SPSS 21.0 yazilim
programi ve Prism 9 (GraphPad Software Inc, Boston, ABD) ile analiz edilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Canhhk

Olii embriyolar, akut ve subakut maruziyetlerin sonunda kaydedilmistir. 24 hpf°de, 4F-
MDMB-BUTICA, zebra balig1 embriyolarinda 6liime neden olmamistir. Ancak, 120 hpf’de
maruziyetten sonra balik larvalarinda oliimler ve anormallikler gozlemlenmistir. 4F-MDMB-
BUTICA™nim 120 hpf LCso ve ECso degerleri sirasiyla 1,932 ve 0,960 mg/L olarak bulunmustur
(Sekil 4). Kannabinoide maruz kalan balik larvalarinin canli kalma oranlar Sekil 5°te
gosterilmistir. Akut maruziyetin (24 hpf) hayatta kalma orani iizerinde herhangi bir olumsuz
etkisi olmamustir. 120 hpf’de, 1,2 mg/L'den diisiik konsantrasyonlar, larvalarin hayatta kalma
oranini kontrol grubuna kiyasla énemli 6l¢iide etkilememistir. Buna karsilik, 2,4 ve 4,8 mg/L

kannabinoid dozlari larvalarin hayatta kalma oranlarimi diistirmedigi gorilmiistiir.

A Probit Doniistirilmis Yanitlar B Probit Donistirilmiis Yantlar

R? Cubic =0,962

R? Cubic <0993
0,0 0,57

Probit
o
i
Probit

Doz Doz

Sekil 4. 4F-MDMB-BUTICA igin LCso (A) ve ECso (B) degerlerinin hesaplanmasinda
kullanilan doz-yanit egrileri (gliven araligi %95)
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Sekil 5. Farkli 4F-MDMB-BUTICA konsantrasyonlarina akut (A) ve subakut (B) maruz
birakilan zebra balig1 larvalarinin kiimiilatif canlilik oranlari (%). Veriler ortalama =+ standart
hata seklinde sunuldu (n=90). *p<0,05 kontrol grubuna kiyasla

Koryondan Cikma Oranlari

Koryondan ¢ikma orani, gelisimsel toksisiteyi degerlendirmek i¢in kullanilan 6nemli bir
parametredir. 4F-MDMB-BUTICA'ya maruz birakilan zebra balig1 embriyolarinin koryondan
¢ikma orani Tablo 2'de gosterilmistir. Akut maruziyet i¢in farkli kannabinoid dozlarina maruz
birakilan embriyolarda bu oranda herhangi bir gecikme gozlenmemistir. Buna karsilik, subakut
maruziyette koryondan ¢ikma orani diisiik bulunmustur. 1,20 ve 2,40 mg/L dozlarinda
kiimiilatif koryondan ¢ikma oranlar1 60 hpf’de %35,7 ve %12,1 olarak hesaplanmisken 120
hpf’de %34.,9 ve %11,7 olarak hesaplanmustir.

Tablo 2. Farkli Maruziyet Siirelerinde 4F-MDMB-BUTICA'nin Koryondan Cikis Orani (%)
Uzerindeki Etkileri

Gruplar Akut maruziyet Subakut maruziyet

60 hpf 120 hpf 60 hpf 120 hpf
Kontrol 68.0+1.42 96.8+1.52 67.7+2.5 97.3+1.42
DMSO 68.4+2.32 97.5+1.32 68.8+1.42 96.5+1.52
0.15 mg/L 66.9+1.72 93.9+2.82 66.3+2.82 97.0+0.9°
0.30 mg/L 67.9+1.7 95.4+2.6% 64.2+2.1° 97.9+0.6
0,60 mg/L 66.7+3.22 95.043.12 58.34+0.72P 90.7+1.6
1.20 mg/L 66.4+3.2° 97.6+0.9° 35.7+4.3%° 34.9+6.6*, b
2.40 mg/L 65.8+1.22 98.3+1.1° 12.1£3.0%°¢ 11.742.4"¢
4,80 mg/L 64.7+3.9° 98.0+1.2° 0.0+0.0"¢ 0.0+0.0"¢

Not: Veriler ortalama + SD (n=90) olarak sunulmustur. Post hoc Duncan testine gdre, ayn siitunda farkli
harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). Tek yonlii ANOV A Dunnett testine gore, ayni
stitunda y1ildiz (*) ile gosterilen gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).
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Morfometrik Analiz

120 hpf’de, deney gruplarindaki larvalarin viicut uzunlugu, géz alani, bas alani ve
perikardiyal alani gibi baz1 morfometrik parametreleri dl¢tilmiistiir (Sekil 6). Akut maruziyet
grubunda zebra baligi embriyolarinin morfometrik parametrelerinde anlamli bir degisiklik
gbzlenmezken, subakut maruziyet gruplarinda viicut uzunlugunda kisalma, gbéz alaninda

azalma ve perikardiyal alanda artig gézlenmistir.

4F-MDMB-BUTICA maruziyetinin larvalarin bag alani lizerinde anlamli bir etkisi
olmamistir. 120 hpf’de 0,60, 1,20 ve 2,40 mg/L doz-maruziyet gruplarinda larva uzunlugunda
kisalma gozlenmistir. Benzer sekilde 0,60, 1,20 ve 2,40 mg/L dozlarda perikardiyal alan
artarken, goz kiiresi biiytikligii 1,20 ve 2,40 mg/L dozlarinda azalmistir (Tablo 3).

Sekil 6. Kontrol (A-C) ve maruziyet (D—F) gruplarina ait 120 hpf larvalarinin morfometrik
ozellikleri. (A, D) Goz alani ve perikardiyal alan, (B, E) bas alan1 ve (C, F) larva boyu-viicut
uzunlugu

Tablo 3. 4F-MDMB-BUTICA’nin 120 hpf Larvalarin Viicut Uzunlugu ile Bas, Goz ve
Perikardiyal Alanlar1 Uzerindeki Etkileri

Gruplar Morfometrik parametreler
Viicut uzunlugu Basalam (mm) Goz kiiresi Perikardiyal
(mm?) alan (mm?)
Kontrol 3.82+0.16° 0.28+0.03? 0.031+0.0012 0.030+0.0032
DMSO 3.76+0.23% 0.29+0.012 0.030+0.0022 0.028+0.002
0.15 mg/L 3.62+0.22° 0.28+0.03? 0.031+0.0022 0.028+0.0012
0.30 mg/L 3.62+0.172 0.28+0.022 0.030+0.0022 0.027+0.0022
0,60 mg/L 3.20+0.122P 0.27+0.012 0.028+0.0022 0.040+0.001™°
1.20 mg/L 2.73£0.07"° 0.29+0.012 0.021£0.002%°  0.044+0.001"°¢
2.40 mg/L 2.60+0.12™° 0.28+0.01° 0.019+0.001"" 0.048+0.002" ¢
4,80 mg/L 0.00£0.00™°¢ 0.00+0.00™° 0.000+0.000™¢  0.000+0.000™ ¢

Not: Veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak sunulmustur (n=30). Post hoc Duncan testine gore, ayni
stitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0.05). Tek yonli ANOVA Dunnett
testine gore, ayn1 siitunda yildiz (*) ile belirtilen gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Kalp Atis Hizx

Larvalarin kalp atis hizlar1 48 ve 120 saatte kaydedilmistir. 4F-MDMB-BUTICA'ya
akut maruziyet kalp atis hizlarinda herhangi bir degisiklige neden olmamuistir. Subakut
maruziyette, 1,20 ve 2,40 mg/L dozlarinda kalp atis hizi kontrole kiyasla onemli ol¢iide
azalmistir. Buna karsilik, 0,15, 0,30 ve 0,60 mg/L doz 4F-MDMB-BUTICA, larvalarin kalp atig
hizlarinda herhangi bir degisiklige neden olmamustir (Tablo 4).

Tablo 4. 4F-MDMB-BUTICA’ya Maruz Birakilan 48 ve 120 saatlik larvalarin Kalp Atim
Hizlar1 (Dakikadaki Atim Sayist).

Gruplar Akut maruziyet Subakut maruziyet
48 hpf 120 hpf 48 hpf 120 hpf

Kontrol 66.8+1.12 155.2+2.92 66.6+£2.12 156.3+1.22
DMSO 67.7£1.6% 155.34+2.42 66.6+2.12 155.54+1.3¢2
0.15 mg/L 67.0+1.52 155.742.82 65.7+0.92 154.6+1.02
0.30 mg/L 68.2+1.32 154.9+0.92 66.9+1.12 150.7+1.32
0,60 mg/L 67.9+0.92 157.2+£2.02 63.0+1.42 151.0+2.22
1.20 mg/L 68.2+1.32 157.0+2.12 52.541.9%° 77.0£2.9%°
2.40 mg/L 66.6+1.12 154.442.02 43.642.6"°¢ 63.5+5.8"¢
4,80 mg/L 66.7+1.32 155.3+2.02 22.6+1.1%9 00.0+0.0™ 4

Not: Veriler ortalama + SD (n=10) olarak sunulmustur. Post hoc Duncan testine gore, ayni siitunda farkli
harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). Tek yonli ANOVA Dunnett testine gore, ayni
stitunda y1ldiz isareti (*) bulunan gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

Morfolojik Degisiklikler

Hesaplanan teratojenik indeks (TI) degeri 2,015 olup, ilgili kritere gére 4F-MDMB-
BUTICA'nin zebra baliginda teratojen oldugunu gostermektedir. Sekil 7-10, kannabinoid
maruziyetini takiben 24-120 hpf°’de gbzlemlenen cesitli teratojenik 6zellikleri gostermektedir.
Akut maruziyetin ardindan embriyolarda herhangi bir morfolojik veya gelisimsel anormallik
tespit edilmemistir. 0,15 ve 0,30 mg/L konsantrasyonlarda embriyolar, subakut maruziyetteki
kontrol gruplarina benzer sekilde normal gelisim gostermistir. Bununla birlikte, 0,60 ile 2,40
mg/L arasinda degisen konsantrasyonlarda 4F-MDMB-BUTICA'ya subakut maruz birakilan
embriyolar, konsantrasyona bagli olarak morfolojik degisiklikler gostermistir. En sik goriilen
malformasyonlar anormal omurga olusumu, 6dem, bozulmus kan akis1 ve gelisimde gerileme

olarak tespit edilmistir (Tablo 5).

48 saatlik kontrol grubunda kalp atis1 kolayca izlenebilmektedir. Gézde ve viicutta
pigmentasyon baslamistir (Sekil 7A). Subakut maruziyet gruplarinda ise yumurta kesesi
deformitesi (Sekil 7B), zayif pigmentasyon (Sekil 7B), yumurta kesesi 6demi (Sekil 7C),
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yumurta kesesinde kirmizi kan hiicrelerinin birikmesi (Sekil 7D), kivrik kuyruk (Sekil 7E) ve
bas deformasyonu (Sekil 7F) gozlenmistir.

Sekil 7. 48 hpf zebra balig1 embriyolarinin temsilci goriintiileri. (A) Kontrol grubu. (B) 0,60
mg/L uygulama grubu: zayif pigmentasyon ve yumurta kesesinde dejenerasyon (ok). (C) 0,60
mg/L uygulama grubu: yumurta kesesi 6demi (ok). (D) 1,20 mg/L uygulama grubu: yumurta
kesesinde birikmis kirmizi kan hiicreleri (ok). (E) 2,40 mg/L uygulama grubu: kivrik kuyruk
(ok). (F) 2,40 mg/L uygulama grubu: siddetli bas deformasyonu (ok)

72 saatlik kontrol grubu larvalarinda normal yilizme aktivitesi ve kan dolasimi ¢ok net
bir sekilde gozlenmektedir (Sekil 8A). Kannabinoide subakut maruz kalan larvalarda lordoz
(Sekil 8B), perikardiyal 6dem (Sekil 8B, C, E), kirmizi kan hiicrelerinde birikme (Sekil 8B),

gozlerde kiiciilme (Sekil 8C), viicut uzunlugunda kisalma (Sekil 8C, E), koryondan c¢ikista
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gecikme (Sekil 8D), viicutta zayif pigmentasyon (Sekil 8D) ve viicut formunda ciddi anormallik

(Sekil 8E) belirlenmistir.
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Sekil 8. 72 hpf zebra balig1 larvalarinin temsilci goriintiileri. (A) Kontrol grubu. (B) 0,60 mg/L
uygulama grubu: lordoz (siyah ok), perikardiyal 6dem (kirmizi ok) ve yumurta kesesinde
konjesyon (birikmis kirmizi kan hiicreleri) (sar1 ok). (C) 1,20 mg/L uygulama grubu: goéz
kiigiilmesi (kirmiz1 ok), perikardiyal 6dem (siyah ok) ve kisalmis viicut uzunlugu (sar1 ok). (D)
1,20 mg/L uygulama grubu: zayif pigmentasyonlu koryondan ¢ikmamus larva. (E) 2,40 mg/L
uygulama grubu: siddetli viicut deformasyonu; 6demler, kisa omurga, kivrik kuyruk (kirmizi
ok) ve bas olusumunun olmamasi (siyah ok) gosterilmistir.

Kontrol, DMSO, 0,15 ve 0,30 mg/L kannabinoid grubuna ait 96 saatlik larvalarda
normal gelisim gozlenmistir (yumurta kesesi kii¢iilmeye baglamis, larvanin ksantofor rengi
daha belirgin hale gelmis ve alt cene ayrilmaya baglamis) (Sekil 9A). 4AF-MDMB-BUTICA, 96
saatlik larvalarda ¢esitli deformitelere neden olmustur. Bu larvalarda subakut maruziyet;

anormal bas olusumuna (Sekil 9B), kisalmis viicut uzunluguna (Sekil 9B, E, G), yumurta kesesi
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O0demine (Sekil 9E), perikardiyal 6deme (Sekil 9E,F), lordoza (Sekil 9C, D, F), yumurta kesesi
deformitesine (Sekil 9B, F, G), goz kiiciilmesine (Sekil 9B, D), omurga deformitesine (Sekil
9G), goz deformitesine (Sekil 9G) ve pektoral yiizge¢ deformitesine (Sekil 9G) yol agmustir.

Sekil 9. 96 hpf zebra balig1 larvalarinin temsilci goriintiileri. (A) Kontrol grubu (yan goriintim).
(B) 1,20 mg/L uygulama grubu: kisalmis viicut uzunlugu (sar1 ok), yumurta kesesi
deformasyonu (siyah ok), goz kii¢iilmesi ve anormal bas olusumu (kirmiz1 ok). (C) 0,6 m g/L
uygulama grubu: hafif lordoz (ok). (D) 1,20 mg/L uygulama grubu: siddetli lordoz (siyah ok),
g0z kiigiilmesi (kirmizi1 ok). (E) 2,40 mg/L uygulama grubu: kisalmis viicut uzunlugu (mavi
ok), siddetli yumurta kesesi 6demi (kirmizi ok) ve perikardiyal 6dem (siyah ok). (F) 1,20 mg/L
uygulama grubu: hafif lordoz (siyah ok), yumurta kesesi deformasyonu (kirmizi ok) ve siddetli
perikardiyal 6dem (mavi ok). (G) 2,40 mg/L uygulama grubu: kisalmis viicut uzunlugu ve
omurga deformasyonu (siyah ok), yumurta kesesi deformasyonu (mavi ok), gz deformasyonu
(sar1 ok) ve gdgiis ylizgeci deformasyonu (kirmizi ok) gosterilmistir

120. saatte, kontrol grubu larvalar1 normal omurga morfolojisi, ylizme keselerinin
sismesi, pektoral ylizge¢ gelisimi ve normal pigmentasyon sergilemistir (Sekil 10A, B). 2,40
mg/L subakut 4F-MDMB-BUTICA’ya maruz birakilan larvalarin 120. saatte yiizme keseleri
cogunlukla gelismemistir (Sekil 10C, F). Ayrica, 4F-MDMB-BUTICA, koryondan g¢ikan
larvalarda boliinmiis yumurta kesesi (Sekil 10C), lordoz (Sekil 10D), perikardiyal 6dem (Sekil
10D), gelisimde gerileme (Sekil 10D) ve kivrik kuyruk (Sekil 10F) olusturmustur. Koryondan
cikamayan larvalarda da zayif pigmentasyon, gelisimde gerileme ve yumurta kesesi ddemi

tespit edilmistir (Sekil 10G, H).
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Sekil 10. 120 hpf zebra balig1 larvalarinin temsilci goriintiileri. (A) Kontrol grubu (yan
goriiniim), sismis ylizme kesesi (ok). (B) Kontrol grubu (dorsal goriiniim), gogiis yilizgeci
(kirmiz1 ok) ve yilizme kesesi (siyah ok). (C) 1,20 mg/L uygulama grubu: boliinmiis yumurta
kesesi (siyah ok) ve sismemis yiizme kesesi (mavi ok). (D) 2,40 mg/L uygulama grubu:
gelisimsel gerileme, sismemis yiizme kesesi (mavi ok), perikardiyal 6dem (kirmizi ok) ve ciddi
lordoz (siyah ok). (E) 0,60 mg/L uygulama grubu: sismemis yiizme kesesi (0k). (F) 1,20 mg/L
uygulama grubu: sismemis yiizme kesesi (mavi ok) ve hafif egrilmis kuyruk (siyah ok). (G)
1,20 mg/L uygulama grubu: gelisimsel gerileme ve yumurtadan ¢ikmamais larva. (H) 2,40 mg/L
uygulama grubu: gelisimsel gerileme, yumurta kesesi 6demine sahip yumurtadan ¢ikmamis
larva (ok) ve zayif pigmentasyon yer almaktadir
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Tablo 5. 4F-MDMB-BUTICA Maruziyetinden Sonra 24-120 hpf’de Belirlenen Malformasyon Yiizdeleri

Maruz Konsantra KAY ASO AKA YKO PO AP AGM GG KB AVM (72- OD
kalma syon (24 saat) (24 saat)  (48saat) (48 ve (48 ve (48-120  (48-120 (48-120  (72-120  120saat) (96 ve 120
suresl (mg/L) 72 saat)  72saat)  Saat) saat) saat) saat) saat)
24s Kontrol 1,504  12+0,3 3,6:04 1302  0,9+0,1 1,240, 0,2+0,0 1,6£0,4  2,2+0,1 2,6£0,5 4,5+0,5
(Akut) DMSO 19402 12403  3,9+04 1,502  1.0£0,1  0,9+0,1  0,240,0 2,0£0,3  2,4+0,1  2,9+04 5,340,8
0,15 13£0,1  1,3+02  3,840,6 1302 1,003 1,103  02+0,0 2,0£04  2,1£03  2,8+0,5 5,1+0,7
0,30 1,8£0,2  1,4+0,1 37404 12402  1,0£0,1 1,701 0,1+0,0 22+0,1  2,0402  2,7+04 5,8+0,6
0,60 1,502 1,2+0,3 3,8402 1302  14+0,1  14+0,0  0,1+0,0 24402 22402  3,1204 4,5+0,4
1,20 1,4£0,1  1,5£02  4,0£0,1  12+02  1,8+0,0  1,6:0,1 0,1+0,0 2,503  2,1£03  33+0,3 4,9+0,8
2,40 1,704  1,8£02  4,0£0,1  14+02 1,502 1,503  02+0,0 27403 24402  3,4+04 5,0+0,6
4,80 2,040,8  1,7+04  3,8404  1,6+02  1,5402  1,8+0,1 0,2+0,0 2,8402  2,5+0,1 3,140,3 5,340,3
120s Kontrol 1,603  1,6+0,4  44+02  1,1+02 14403 1,840, 0,2+0,0 2,740,1  2,540,3  3,5+03 5,5+0,4
(Subakut) DMSO 1,9+0,1 1,5+0,3 4,7+0,4 1,2+0,8 1,6+0,2 1,8+0,2 0,2+0,0 2,7+0,1 2,4+0,2 3,6+0,4 6,0+0,4
0,15 1,5402  1,740,2  4,9403 12402 14402 19402  02+0,0 2,7402 24402  3,9+0,3 6,4+0,4
0,30 1,8£0,1  1,740,2 43404  13+0,1  1,7402  19+0,3  0.2+0,0 2,8:04  25+02 32403 6,840,3
0,60 1,603 1,902 15,542,9%  20,5+2,8*% 17,6+1,6% 253+2,5% 19,042,89% 20,8+2.2*% 150+1,8% 27,7433*  40,344,6*
1,20 1,9+0,1  1,740,2  30,5+24*% 36,442,6% 31,5£6,6% 46,043,4% 263+34*  41,844,5% 28,8+2.5% 435+34*%  62,5+4,8%
2,40 1,740,3  1,9+0,1 39,046,4% 50,1454% 51,5+4,7% 48,5+4,5% 56,8+43,8%  65443.4% 363+33* 61,045,6%  77,5+4,8%
4,80 1,840,4  1,8+0,3 60,043,9%  65,742,4* 70,043,1% 0,0* 0,0% 0,0% 0,0% 0,0* 0,0*

Tim anormallikler, belirtilen zaman noktasindaki canli embriyolara dayali teratojenik etkileri gosterir. Veriler ortalama = SD (n=90) olarak sunulmustur. Tek yonlii Anova Dunnett'e
gore, ayni siitunda yildiz isareti olan gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). KAY; Kuyruk ayrilmasi yok, ASO; Anormal somit olusumu, AKA; Anormal kan
akisi, YKO; Yumurta kesesi 6demi, PO; Perikardiyal 6dem, AP; Anormal pigmentasyon (zayif veya pigmentasyon olmayan gz ve viicut), AGM; Anormal géz morfolojisi, GG;
Gecikmis gelisim, koryondan c¢ikista gecikme ve gelismede yavaglama (kuyruk aktivitesi yok, boy kisalmis, ¢cene olusumu yok, yiizme kesesi olusumu yok, yiizme yok vb.), KB;
Kuyrukta biikiilme, AVM; Anormal viicut morfolojisi, OD; Omurga deformiteler.



Davranis Analizi

4F-MDMB-BUTICA'nin zebra baligi embriyolarinda olusturdugu davranigsal
anormallikler milimetre (mm) cinsinden nicel olarak incelenmis ve 4 puanli bir puanlama
sistemi (Touch-Evoked Response; TER) kullanilarak degerlendirilmistir. Akut maruziyet
larvalarda herhangi bir davranigsal anormallige yol agmamistir. Benzer sekilde, subakut
maruziyette 0,15 ve 0,30 mg/L konsantrasyonlarinda kontrol gruplarina benzer sekilde normal
ylizme davranigi gdzlenmistir. Ancak, 0,60 ila 2,40 mg/L arasinda degisen konsantrasyonlarda
4F-MDMB-BUTICA'ya maruz kalan larvalarda yiizme mesafesinde 6nemli azalmalar
gozlenmistir (Tablo 6). Omegin, 1,20 mg/L grubunun ortalama yiizme mesafesi (mm

cinsinden), kontrol grubuna kiyasla %80 oraninda azalmistir.

Tablo 6. 4F-MDMB-BUTICA'ya Maruz Birakilan Zebra Baligi Embriyolarinin  TER
(Dokunmaya Tepki Yanit1) Degerlendirmesi

Gruplar Akut maruziyet Subakut maruziyet
Yiizme Yiizme mesafesi Yiizme mesafesi  Yiizme mesafesi
mesafesi (mm)  (puan) (mm) (puan)

Kontrol 45.5+1.02 2.4+0.22 43.0+1.8% 2.4+0.21°2

DMSO 45.5+1.32 2.24+0.12 41.8£2.6% 2.2+0.12°2

0.15 mg/L 45.3+2.62 2.5+0.12 41.2+£2.7% 2.240.14°2

0.30 mg/L 44.3+0.72 2.3+£0.22 34.2+2.23P 2.0+0.122

0,60 mg/L 44.4+1.92 2.4+0.22 19.5+4.7°" 1.7+0.43 5"

1.20 mg/L 44.3+1.52 2.3+0.22 9.3+1.3¢" 0.6+£0.27¢"

2.40 mg/L 43.1+1.92 2.3+0.12 2.3+0.3%" 0.3+£0.00 %"

4,80 mg/L 43.8+1.52 2.3£0.12 TE TE

Veriler ortalama =+ standart sapma (n=6) seklinde sunulmustur. Post hoc Duncan testine gore, aynt
stitunda farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). Tek yonli ANOVA
Dunnett testine gore, ayni siitunda yildiz isareti (*) bulunan gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark
anlamhidir (p<0,05). TE, tespit edilemedi.

4F-MDMB-BUTICA'nin Gen Ekspresyon Diizeyleri Uzerindeki Toksikogenomik Etkileri

Sekil 11-14’te goriildiigii gibi, 120 saat boyunca (uzun siireli maruziyet) subletal 4F-
MDMB-BUTICA dozlar1 zebra balig1 larvalarinda dopaminerjik (DA), serotoninerjik (5-HT)
ve GABAerjik (GABA) norotransmisyon, davranis, apoptoz ve DNA onarimi ile iliskili
genlerin mRNA ekspresyon diizeylerini degerlendirmek amaciyla toksikogenomik bir
yaklasimla analiz edilmistir. Akut maruziyet grubuna ait larvalarin genlerinde herhangi bir
degisiklik gozlenmezken 4F-MDMB-BUTICA'ya subakut maruziyet, genlerde dozdan
bagimsiz bir sekilde onemli degisikliklere neden olmustur. Apoptoz (casp3a, casp8, ifngl ve

tp53) ve DNA onarim (rad51) genlerinin ifade seviyelerinde anlamli bir fark goriilmiistiir.
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casps8, ifngl, tp53 ve rad51 genlerinin mRNA seviyeleri anlamli sekilde artarken, casp3a
mRNA seviyeleri azalmistir (Sekil 11). GABA (gabral, gatl, abat ve gad1b) ile iliskili genlerin
mRNA seviyeleri 0,15 ve 0,30 mg/L'de artmis, ardindan genel olarak 0,60 ve 1,20 mg/L
gruplarinda azalmistir (Sekil 12). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, bazi serotoninle iliskili
genlerin (Shtlaa ve Shtla) ekspresyon seviyesi, maruziyet gruplarinda onemli Olg¢iide
azalmistir. 5htlb ekspresyonunda onemli bir artis gdzlenmistir. Ayrica, 5ht2c mRNA's1 0,15
mg/L grubunda artarken, 0,30, 0,60 ve 1,20 mg/L gruplarinda azalmistir (Sekil 13). Dopamin
tastyicist (dat) ve dopamin reseptorii 1'in (drdl) gen ekspresyon diizeyleri, kontrol
grubundakilerden daha yiiksek bulunmustur. Dopamin reseptorii 3'teki (drd3) artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 anlasilmistir (Sekil 14A). Ote yandan, kannabinoidlere
subakut maruziyet, gonadotropin salgilatict hormon (gnrh3) ve gonadotropin salgilatict hormon
reseptorli (gnrhr3) genlerinin mRNA ekspresyonunu arttiriken, kisspeptin2 geninin (kiss2)
ifadesini azaltmistir (Sekil 14B). DMSO grubunda kontrol grubuna kiyasla gen ifadesinde
herhangi bir farklilik bulunmamistir (Sekil 11-14).
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Sekil 11. 120 hpf'de zebra balig1 larvalarinda apoptoz (A) ve DNA onarimi (B) ile iligkili
genlerin ifadesi tizerine 4F-MDMB-BUTICA'nin etkileri. Veriler ortalama + standart sapma
olarak gosterilmistir (n=25). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 kontrol grubuna kiyasla aradaki

farkin 6nemli oldugunu gostermektedir
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Sekil 12. 120 hpf'de zebra balig1 larvalarinda GABA ile iligkili genlerin ifadesi iizerine 4F-
MDMB-BUTICA'in etkileri. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir (n=25).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 kontrol grubuna kiyasla aradaki farkin 6nemli oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 13. 120 hpf'de zebra balig1 larvalarinda serotonin ile iliskili genlerin ifadesi iizerine 4F-
MDMB-BUTICA'nin etkileri. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir (n=25).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 kontrol grubuna kiyasla aradaki farkin 6nemli oldugunu

gostermektedir
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Sekil 14. 120 hpf'de zebra balig1 larvalarinda dopamin (A) ve davranig (B) ile iligkili genlerin
ifadesi iizerine 4F-MDMB-BUTICA'nin etkileri. Veriler ortalama + standart sapma olarak
gosterilmistir (n=25). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 kontrol grubuna kiyasla aradaki farkin

onemli oldugunu gostermektedir
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TARTISMA ve SONUC

Mevcut calismada, 4F-MDMB-BUTICA'nin akut ve subakut maruziyetleri takiben
zebra balig1 embriyolar1 lizerindeki etkilerini g¢esitli parametreler {izerinden incelenmistir.
Sonuglar, 4F-MDMB-BUTICA'nin embriyonik gelisimde kusurlara, larvalarda davranis
degisikliklerine ve 6nemli genlerin ifadesinde degisikliklere yol acabilecegini géstermistir. 120
saat boyunca kannabinoidlere maruz kalan embriyolar c¢esitli gelisimsel degisiklikler
gostermistir. Mevcut bulgular su sekilde Ozetlenebilir: 4F-MDMB-BUTICA’ya maruz
birakilan embriyolar, (1) daha kisa larva viicut uzunluklari, (2) diistik kalp atis hizlari, (3) diistik
hayatta kalma orani, (4) hafif morfolojik anormallikler, (5) yumurtadan ¢ikmamus larvalar, (6)
dokunma uyaranlarina diisiik tepki oranlar1 ve (7) baz1 6nemli genlerin ifadesinde degisiklikler
sergilemistir. 4F-MDMB-BUTICA, zebra balig1 embriyolarinda oliimciil etki ve morfolojik
degisikliklere neden olmus ve bu olumsuz etkiler konsantrasyona ve zamana bagli olarak
artmistir. 4F-MDMB-BUTICA'in 120 saatlik LCso ve ECso degerleri sirastyla 1,932 ve 0,960
mg/L'dir. 4F-MDMB-BUTICA iizerinde ¢ok az toksisite ¢alismas1 bulunmaktadir (Abdelgadir
et al. 2024) ve LCso degeri hakkinda veri bulunmamaktadir. LCso degeri bu ¢alismada ilk kez
verilmigtir. Zebra baligr embriyolarinda tetrahidrokannabinol (THC), kannabidiol (CBD) ve
kannabinol (CBN) dahil olmak iizere diger yaygin kannabinoidleri i¢eren aragtirmalarda da
benzer bulgular kaydedilmistir. 4F-MDMB-BUTICA'nin LCso degeri, THC (3,65 mg/L) ve
CBD'ye (0,53 mg/L) olduk¢a benzerdir (Carty et al. 2019), bu da 4F-MDMB-BUTICA'nin
benzer toksikolojik etkilere sahip olabilece§ini gOstermistir. Benzer sekilde, zebra baligi
embriyolarindaki THC'min LCso degeri, Chatzimitakos ve ark. (2022) tarafindan 1,54 mg/L
olarak hesaplanmistir. CBD i¢in LC50 degerleri 48 besi ortaminda 4,4 mg/L ve 72 besi
ortaminda zebra balig1 larvasinda 3,7 mg/L'dir (Xuet al. 2021). CBN igin hesaplanan LCso
degeri ise 1,12 mg/L olarak bulunmustur (Chousidis et al. 2020).

Sonuglarimiz, 6zellikle morfolojik ve gelisimsel degisikliklere odaklanarak, 4F-
MDMB-BUTICA ile iligkili embriyotoksisiteye dair ilk raporu temsil etmektedir. Zebra balig:
tizerinde yapilan c¢aligmalar da kannabinoidlerin olumsuz etkilerini gdstermistir. THC ve
CBD’ye maruz birakilan zebra baligi embriyolar1 daha kisa larva uzunluklari ve azalmis hayatta
kalma, yumurtadan ¢ikma oranlar1 ve kalp atig hizlar1 géstermistir (Ahmed et al. 2018). Bagka
bir calismada ise, THC, sentetik kannabinoidler CP 55940 ve WIN'in zebra balig1
embriyolarinda kavisli eksen, yumurta kesesi ve perikardiyal 6dem, yiizme kesesi gerginligi ve

bazi1 dismorfolojilere neden oldugu goézlemlenmistir (Akhtar er al. 2013). Sentetik bir
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kannabinoid olan SF-APINAC, zebra balig1 larvalarinda yaumurtadan ¢ikmamis larvalar, kavisli
kuyruklar ve hiperpigmentasyon gibi cesitli morfolojik ve gelisimsel degisikliklere neden
olabilir (Markin et al. 2021). Chatzimitakos ve ark. (2022), THC'min zebra balig1
embriyolarinda kuyruk kivrilmasi ve perikardiyal 6dem gibi fenotipik anormalliklere neden

oldugunu gézlemlemistir.

CBD ve THC, 6dem, viicut ekseninde egrilik ve goz, agiz onii kisim, ¢ene, govde ve
yiizgeclerde anormallikler dahil olmak iizere benzer olumsuz morfolojik etkilere neden olmus;
ayrica yluzme kesesi siskinligi ve davranigsal bozukluklar da gozlemlenmistir (Carty et al.
2018). Gelisimleri sirasinda kodein ve morfine maruz kalan zebra balig1 embriyolarinda goz
boyutunda kiigiilme gozlemlenmistir (Cadena et al. 2021). 120 hpf’deki zebra balig
larvalarinda CBN ve kannabidivarin'in (CBDV) etkileri iizerine yapilan aragtirmalar, 0,75
mg/L'nin lizerindeki konsantrasyonlarin malformasyonlara ve bradikardiye yol agtigini
gostermistir (Thornton et al. 2020). Chousidis ve ark. (2020), CBN'nin doza bagli perikardiyal
O6dem, yumurta kesesi deformiteleri, kuyruk biikiilmesi, kan akisinda azalma ve ip benzeri kalp
olusumuna neden oldugunu bildirmistir. Liu ve Stainier (2012), kalp atis hizinin kardiyak
fonksiyonda 6nemli bir parametre oldugunu belirtmistir. Bu ¢alisma, 4F-MDMB-BUTICA'nin
zebra balig1 embriyolarinda perikardiyal 6deme neden oldugunu ve kalp atis hizim
disiirdiigiinii bulmustur. Diger c¢alismalarda da benzer bulgular bildirilmistir. Arastirmalar,
CBN'ye maruz kalan zebra balig1 embriyolariin kalp atig hizinin doza bagl olarak azaldigini
gostermistir. Bu durum, kalbi sikistiran ve kalp atis hizinda diisiise neden olan perikardiyal
0demden kaynaklanan artan basingtan kaynaklanmaktadir. Perikardiyal 6demin boyutu doza
baglidir ve kalp atis hizindaki azalmayla orantilidir (Chousidis et al. 2020). Diger arastirmacilar
da THC ve CBD'ye maruz kaldiktan sonra kalp atis hizinda 6nemli bir azalma bulmuslardir
(Ahmed et al. 2018). Kannabimimetiklerin embriyonik gelisim iizerindeki olumsuz etkileri
cesitli hayvan modelleri kullanilarak gosterilmistir. Arastirmalar, THC'ye maruz kalan gebe
tavsanlarin embriyolarinda 6liim oranlariin arttigini ortaya koymustur (Rosenkrantz et al.
1986). Rosenkrantz (1999), THC ve esrarin fetal rezorpsiyon oranlarimi artirdigini, iskelet
gelisimi anormalliklerine neden oldugunu ve kemirgenlerde hidronefroz, hidrosefali ve yarik
damak gibi rahatsizliklarla baglantili oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde, HU 210 olarak
bilinen sentetik bir kannabinoidin civciv embriyolarinda 6liim oranlarimi artirdigi ve viicut
uzunlugunu, embriyo agirhigini ve beyin agirligim azalttigi bulunmustur (Gustafsson and
Jacobsson 2019). Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) (1997) gére, esrar tiiketimi dogumda boy ve
kilo kaybina katkida bulunabilir. Ayrica, Gilbert ve ark. (2016), sentetik kannabinoidlerin
teratojenik etkilere sahip olabilecegini bildirmistir. Yakin tarihli bir caligma, bir sentetik

kannabinoid tiirii olan CP-55.940"1n gelisimsel ve teratojenik etkilerini arastirmistir. Arastirma,
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gebeligin 8. giinlinde CP55.940'a maruz kalan farelerin yavrularinda 6nemli malformasyonlar
tespit edildigini bulmustur. Fetiislerdeki kraniyofasiyal, okiiler ve beyin anormallikleri arasinda
lateral ve median yiiz yariklari, yarik damak, mikroftalmi, iris kolobomu, anoftalmi,
ekzensefali, holoprosensefali ve kortikal displazi yer almaktadir. Gelisimsel bulgularimiz,

yukarida belirtilen ¢alismalarin sonuglariyla tutarl goriinmektedir.

Zebra baligi larvalart (120 hpf), sindirim sistemleri tamamen gelistiginde ve ylizme
keseleri sistiginde yiizme hareketlerine baslar (Vaz, Hofmeister and Lindstrand 2019). Zebra
balig1 larvalarinin davraniglari, gelisimin ilk 120 saati boyunca hizla degisir (Guzman et al.
2020). Bu nedenle larvalar, zebra baliklarinda kimyasallarin etkileri iizerine yapilan davranis
calismalarinda tercih edilir. Calismada, subakut maruziyet sirasinda 4F-MDMB-BUTICA'ya
maruz kalan larvalarin davranislarinda, kat edilen mesafede azalma ile karakterize bir degisiklik
gbzlemlenmistir. Bulgularimiz, zebra baliklarinda kannabinoidleri test eden 6nceki ¢alismalarla
biiyiik dl¢iide uyumludur. Hasumi, ve ark. (2020), CBD'nin 4 ila 6 hpf zebra balig1 larvalarinda
hareket hizin1 ve kat edilen toplam mesafeyi azalttigini bildirmistir. Bagka bir ¢alismada,
THC'nin 5 hpf larvalarda lokomotor aktiviteyi azalttigi gozlemlenmistir (Achenbach et al.
2018). Chatzimitakos ve ark. (2022), THC konsantrasyonu arttikca kat edilen mesafenin
azaldigin1 gostermistir. CBN ile tedavi edilen bes ila yedi giinliik dollenme sonrasi1 zebra baligi
larvalari, mekanik kacis tepkisi testinde daha az mesafe gostermistir (Chousidis et al. 2020).
Bir deneyde, zebra balig1 embriyolar1 kodein ve morfine maruz birakilmis, 7 giinliik larvalarda
yiizmenin azaltildigi ve aydinlik-karanlik dongii testlerinde davranig kusurlar1 gostermistir
(Cadena et al. 2021). THC ve CBD, 4-5 giinliik larvalarin sinirsel ve lokomotor aktivitesini
onemli Ol¢iide azaltmistir (Carty ef al. 2019). Baska bir ¢alisma, 0,1-0,3 mg/L. CBD'nin 120
saatlik zebra balig1 larvalarinda hipolokomotor etkiye sahip oldugunu gostermistir (Carty et al.
2018). Bu bulgular, yetiskin zebra baliklarinda bildirilen sonuglarla tutarlidir (Connors et al.
2014; Dahlén et al. 2021; Jensen et al. 2018).

Ozellikle, azalmis koryondan ¢ikma oranlari, daha kisa viicut uzunlugu ve yiiksek dliim
orant kombinasyonu, THC, CBD ve SF-APINAC'a maruz kalan zebra baliklarinda gdzlemlenen
kanabinoid kaynakli gelisimsel bozulmanin klasik 6zelliklerini yansitmaktadir (Ahmed et al.
2018; Markin et al. 2021). Bu nedenle mevcut bulgular, sentetik kannabinoidlerin
fitokannabinoidlerle ortiisen teratojenik yollar1 paylastigini ve bunun potansiyel olarak
CBI1/CB2 reseptor etkilesimi ve oksidatif stres yollar1 araciligiyla gerceklestigini 6ne siiren
giderek artan kanitlara katkida bulunmaktadir (Filipiuc et al. 2021). Dahasi, zebra baligi
embriyolarinin maternal metabolizmadan yoksun oldugu diisliniildiigiinde, bu etkilerin

metabolit miidahalesinden ziyade bilesigin dogrudan etkisini temsil etmesi muhtemeldir.
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Zebra baligi embriyolarinda 4F-MDMB-BUTICA kaynakli gelisimsel toksisitenin
molekiiler mekanizmasin1 daha ayrintili olarak aragtirmak amaciyla, ¢alismada apoptoz, DNA
onarimi, ndrotransmisyon ve davranigla iligkili genlerin ekspresyonu degerlendirilmistir.
Apoptoz ve dopamin yolaklar1 nérotoksisitede 6nemli roller oynar. Kaspazlar apoptozun 6ziinii
olusturur. Apoptoz siirecinde ug bolgeden kesim yapan enzimler arasinda en 6nemlisi kaspaz-
3’tlir. (Salvesen 2002). casp3 ekspresyonunun zebra baligi embriyolarinda yaygin apoptozu
indiikledigi bilinmektedir (Yamashita et al. 2008). Kaspaz-8, oliim reseptoriiyle iligkili
apoptotik sinyallere aracilik eder (Wyllie 2010). Kaspaz-3, kaspaz-8 ile etkilesime giren casp3
geni tarafindan kodlanan bir kaspaz proteinidir (Ates Kalkan et al. 2021).

tp53, timor baskilayici bir gendir ve birgok omurgali tiiriinde tiimor duyarliligini etkiler
(Diamanti-Kandarakis et al. 2009). Interferon gama’nin (ifng), zebra baliginda makrofaj
yeniden programlamasini, serebrovaskiiler yeniden sekillenmeyi ve biligsel islev bozuklugunu
yonlendirdigi bilinmektedir (Apaydin et al. 2023). rad51, ¢ift zincirli DNA kiriklarinin
onariminda rol oynayan bir gendir (Bonilla et al. 2020). Calismada, casp3a'nin ifade seviyesi
azalirken, casp$, ifngl, tp53 ve rad51'in ifade seviyeleri 120 saatlik larvalarda 6nemli 6l¢iide
artmistir. Gen ifadesindeki bu anormal artis, diizensiz apoptoza yol agmis ve larvalarda hem
biligsel hem de morfolojik anormalliklere neden olmus olabilir. Ayrica, rad51 ekspresyonunun

artmasi1 embriyonik hiicrelerde DNA hasarinin arttigin1 gosterebilir.

Dopamin, sinirsel diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Dopamin tasiyicisi (dat) ve
dopamin reseptorleri (drdl ve drd3), dopamin sinyal yolunun temel bilesenleridir. Bu
dopaminerjik yoldaki anormallikler, zebra baliginda ndrogelisimsel toksisiteye yol agabilir (Liu
et al. 2021). Bu arastirmada, maruz kalma gruplarindaki dopaminle iligkili genlerin ifade
seviyelerinde Onemli bir artis goOriilmiistiir. Genlerin bu artan ifadesi, artan dopamin
aktivitesiyle baglantili olabilir. Zebra baliginda bu bulguyu destekleyen ¢aligmalar mevcuttur.
Bagka bir calismada; zebra balig1 embriyolari, 24 hpf sonras1 gelisim asamasinda THC ve AM-
251'e 96 saat boyunca maruz birakildi ve bu bilesiklerin dopamin onciillerinin sentezini artirdig1
gozlemlendi (Akhtar er al. 2016). Markin ve ark. (2021), sentetik bir kannabinoid olan 5F-
APINAC'a maruz kaldiktan sonra dopamin seviyesindeki artigin, kannabinoidin merkezi sinir
sistemini dopaminerjik sistem araciligiyla etkiledigini gosterebilecegini bildirmistir. Birgok
bagimlilik yapict maddenin dopamin salinimini artirdigt veya noronlara geri emilimini
engelledigi gosterilmistir (Bloomfield ez al. 2016). Dopamin tastyicisit (dat), dopaminin geri
emiliminden sorumludur (Meiser et al. 2013) ve artan ekspresyonu dopamin seviyelerinin
yiikkselmesine neden olur. Metamfetamin alimiyla iligkili artan dopamin seviyeleri, dat

ekspresyonuyla iliskilendirilmistir (Ares-Santos et al. 2013). Calismamizdaki dat artisi,
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dopamin seviyesinde bir artisa isaret etmektedir ve bu sonug, yukaridaki g¢alismalarin

bulgulariyla tutarlidir.

GABA'daki anormalliklerin norolojik bozukluklarla iligkili oldugu bilinmektedir
(Fontes et al. 2018). gatl, gabral, gadlb ve abat genleri, GABA ndrotransmitter sentezi,
doniisiimii ve inaktivasyonu gibi baslica GABA aktivitelerinin gergeklestirilmesinde 6nemli
roller oynar (Yan et al. 2017). gadlb, glutamati GABA'ya doniistiiriir (Krufger et al.2007).
Heterpentamerik GABAA reseptorlerinden biri olan gabral, merkezi sinir sisteminde inhibitor
sinyal iletimini diizenleyen, ndronal hiperpolarizasyona ve ndronal sinyal iletiminin
inhibisyonuna neden olan ligand kapili bir iyon kanalidir (Steven and Garrett 2014). gatl,
sinaptik araliktaki GABA'nin yaklasik %85'inin geri alimindan sorumludur (Chen et al. 2004).
abat, toplanan GABA'y1 siiksinik semialdehite metabolize edebilir veya sinaptik vezikiillere
geri doniistiiriilebilir (Yu ef al. 1984). Mevcut calismada, 120 saatlik larvalarinda gabral, gatl,
abat ve gadlbmin mRNA ifadeleri diisiik kannabinoid konsantrasyonlarinda artmis, ancak
yiikksek dozlarda azalmistir. Bu durum, embriyo ve larvalarda GABA'nin tasinmasi ve
doniistimiindeki bozulmalara baglanabilir. 4F-MDMB-BUTICA maruziyetine yanit olarak
noronlarin hiperpolarizasyonu nedeniyle GABA'da kontrolsiiz bir artis, larvalardaki hareket

davranigindaki azalmay1 aciklayabilir.

Norotransmitterle iligkili genlerin yukar1 veya agagi yonlii diizenlenmesi, kannabinoid
kaynakli norotoksisiteye karsi gelisen noroadaptif ya da telafi edici yanitlar1 yansitiyor olabilir.
Apoptoz ve DNA onarimiyla iligkili genlerin artan ekspresyonu ise genotoksik stres ve hiicresel
savunma mekanizmalarinin aktive oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, gen ekspresyonu
verilerinin yalnizca transkripsiyonel yanitlar1 yansittigi ve protein diizeyleri veya enzim
aktivitesi ile dogrulanmadik¢a dogrudan fonksiyonel sonuclara karsilik gelmeyebilecegi
unutulmamalidir. Transkripsiyon sonras1 modifikasyonlar, translasyon verimliligi ve protein
yikimi gibi mekanizmalar, mRNA ve protein diizeyleri arasinda uyumsuzluklara yol agabilir
(Vogel and Marcotte, 2012). Bu nedenle, bu transkripsiyonel degisimlerin fonksiyonel
oneminin ve fenotiple iliskilerinin dogrulanmas: i¢in Western blot, ELISA veya

immiinohistokimyasal yontemlerin kullanilacag1 gelecekteki ¢aligsmalar gereklidir.

Bu ¢alismada gozlemlenen morfolojik, davranigsal ve gen ekspresyonu degisikliklerine
ek olarak, ¢evresel toksik maddelere kars1 genom ¢apinda transkripsiyonel yanitlar1 inceleyen
toksikogenomik alanina onemli bir katki saglanmaktadir. Toksikogenomik profilleme,
gozlemlenebilir fenotipik sonuglardan Once veya onlarla ortaya cikan erken molekiiler
biyobelirteglerin ve etkilenen biyolojik yollarin belirlenmesini saglar (Van Aggelen et al. 2010).

Bu calismada, 4F-MDMB-BUTICA’ya maruziyet sonrasinda norotransmisyon (Ornegin,
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gabral, gadlb, dat, 5htla), apoptoz (6rnegin, casp3a, tp53) ve DNA onarimi (rad51) ile iliskili
anahtar genlerin farkli diizeylerde ekspresyon gostermesi, bu bilesigin temel biyolojik yollar
hedef aldigin1 ortaya koymaktadir. Norotransmitterle iligkili genlerin yukart yonde
diizenlenmesi, kannabinoid kaynakli nérotoksisiteye karsi noroadaptif veya telafi edici yanitlar
yansitiyor olabilirken; apoptoz ve DNA onarmmiyla iligkili genlerin artan ekspresyonu,

genotoksik stresin ve hiicresel savunma mekanizmalarinin aktive oldugunu diisiindiirmektedir.

Saldirgan davranisi etkileyen en 6nemli ndrotransmitter serotonindir (Guo ef al. 2023).
Merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunan serotonin, duygularin, istahin, uykunun ve
cesitli fizyolojik siireglerin dlizenlenmesinde rol oynar. Ayrica serotonin, omurgalilarin
embriyonik gelisiminde 6nemli bir rol oynar (Buznikov et al. 2003). Ayrica baliklarda gelisimi,
hareketi ve kaygiy1 diizenlemeye yardimei olur (Shi et al. 2022). Bu calismada, serotonin
sinyalizasyonunda rol oynayan 5htlaa, Shtla, 5htib ve 5ht2c olmak iizere dort temel gen
Olciilmiistiir. Serotonin ile iligkili baz1 genlerin (5h¢/aa ve 5htla) ifade seviyeleri, maruz kalma
gruplarinda 6nemli 6l¢iide azalmistir. 54216 ifadesinde 6nemli bir artig gdzlenmistir. Ek olarak,
Sht2c mRNA's1 0,15 mg/L grubunda artmis, ardindan 0,30, 0,60 ve 1,20 mg/L. gruplarinda
azalmistir. 4F-MDMB-BUTICA, zebra baliginda serotoninle iligkili gen ekspresyonunu
etkileyerek anormal nérotransmisyona neden olmustur. Serotonin ekspresyonundaki bu

degisiklikler, ¢alismada gézlemlenen anormal gelisim ve davraniglara katkida bulunabilir.

gnrh3, gnrhr3 ve kiss2 genleri kisspeptin/GnlH sinyal yolunda rol oynar (Guo et al.
2023). llging bir sekilde, gonadotropin salgilatict hormon (gnrh3) gen ekspresyonu 24-26
saatlik gelisim doneminde koku alma ¢ukurunda baslamis ve zebra baliginin erken larva
evresinde koku alma soganina yayilmistir. gnrh3 geninin zebra balig larvalarinin beyninin
farkli bolgelerinde eksprese edildigi ve farkli islevler gorebilecegi tahmin edilmektedir (Kuo et
al. 2005). gnrh3 geni, cinsiyet farklilagmasinda, beyin gelisiminde ve kamera tipi gozlerin
gelisiminde rol oynar (NCBI, 2025). Ayrica ilkel germ hiicrelerinin (PGC'ler) ¢ogalmasini da
diizenler (Feng et al. 2020). gnrhr3 geni, gonadotropin salgilatici hormon reseptoriidiir (NCBI
2025). Kisspeptin2 bir noropeptittir. Zebra baliginin beyninde ve bir¢ok periferik dokusunda
oldugu bulunmustur. Kiss2'nin zebra baligindaki etkileri tam olarak bilinmemekle birlikte,
noropeptitin hipofizde gnrh3 salinimini uyararak hormon ekspresyonunu dolayli olarak
etkiledigi tahmin edilmektedir (Song ef al. 2020). 4F-MDMB-BUTICA'ya subakut maruziyet,
gnrh3 ve gnrhr3 genlerinin mRNA ekspresyonunu artirirken, kiss2'yi azaltmistir. Bu nedenle,
kiss2'deki azalma; gnrh3 ve gnrhr3'teki artis, gonadotropin salgilanmasini etkilemistir. Artan
gonadotropin seviyelerinin zebra baligi larvalarinin merkezi sinir sistemini etkiledigi tahmin

edilmektedir. Yukarida belirtildigi gibi, gonadotropinin baliklarda cinsiyet farklilagsmasinda ve
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PGCl'lerin proliferasyonunda etkili oldugu bilinmektedir. Zebra baliklarinda gonad gelisimi 10
ila 14 giinliikken baslar ve testis ya da overlere doniisiim yaklasik 21. giinde ger¢eklesir (Uchida
et al. 2002). Bu farklilagma, PGC’lerin sayisindan etkilenir: Yiiksek seviyede PGC yumurtalik
gelisimine yol agarken, diisiik seviyede PGC testis gelisimine neden olur (Tzung et al. 2015).
Artan gonadotropin seviyeleri, gonad gelisiminin erken evrelerini gosterebilir ve daha fazla
sayida PGC nedeniyle daha yogun disi bireyle iliskilidir. Bu baglamda, kannabinoidlerin de

cinsel farklilasmay1 etkileyebilecegi diisiiniilebilir.

4F-MDMB-BUTICA’ya maruz birakilan zebra baligi embriyolarinda gézlemlenen
davranigsal degisiklikler, 6zellikle azalmis lokomotor aktivite, 1sik-karanlik gecis testlerinde
hipoaktivite ve zayiflamis dokunma tepkisi gibi ndrotransmisyonu ve noronal gelisimi
etkileyen norotoksik bir etki mekanizmasina igaret etmektedir. Bu tiir fenotipler genellikle
dopaminerjik, GABAerjik ve glutamaterjik sistemleri igeren ndrogenez, sinaptogenez ve
norotransmitter sinyallemesindeki bozulmalarla iliskilidir (Burton and Burgess, 2023; Kalueff
et al. 2016). 4F-MDMB-BUTICA da dahil olmak {izere sentetik kannabinoidlerin, zebra balig1
ve diger omurgalilarin gelismekte olan merkezi sinir sisteminde bol miktarda bulunan CB1
reseptOrlerinin  giiclii tam agonistleri olarak davrandigr bilinmektedir. CB1 reseptor
aktivasyonu, aksonal yonlendirme, sinaptik budanma ve kalsiyum sinyallemesini bozarak,
noronal devreler iizerinde kalici etkilere neden olabilir (Lam et al. 2006). Bu degisiklikler,
erken gelisim donemindeki davranigsal anormalliklerin altinda yatan mekanizmalari
olusturabilir. Ayrica, Onceki c¢aligmalar, zebra balig1 larvalarinda gdzlenen davranigsal
hipoaktivitenin, sinir dokusunda artmis oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonla iligkili
oldugunu bildirmistir; bu etkiler CB1’in asir1 aktivasyonu veya reaktif oksijen tiirlerinin
birikimi sonucu ortaya ¢ikabilir (Kozal et al. 2023). Tiim bu bulgular birlikte ele alindiginda,
4F-MDMB-BUTICA’nin neden oldugu davranigsal anormalliklerin, transkripsiyonel
diizensizlik, bozulmus noral yapilagsma, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stresin bir
kombinasyonundan kaynaklandigini gostermekte olup, embriyonik beyin gelisimi {izerinde

kalict etkileri olabilecek karmasik bir ndrotoksik mekanizmaya isaret etmektedir.

Sonugclar

4F-MDMB-BUTICA'ya kisa siireli maruziyet, zebra baligi embriyolarinda belirgin
morfolojik ya da gelisimsel anormalliklere yol agmamustir. Ancak uzun siireli maruziyet,
gelisimsel ve molekiiler diizeyde genis bir bozukluk yelpazesiyle sonuglanmistir. Bu etkiler
arasinda viicut uzunlugunda azalma, bradikardi, ge¢ yumurtadan ¢ikma, artmis mortalite ve
hipoaktivite ile bozulmus sensérimotor yanitlar gibi davranigsal degisiklikler yer almistir.

Ayrica, zaman ve doza bagli toksik etkiyi diisindiiren teratojenik deformiteler de
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gozlemlenmistir. Transkriptomik analizler, apoptoz, DNA hasar onarimi, nérotransmisyon ve
endokrin sinyalleme ile iligkili genlerin anlamli diizeyde diizensizlestigini ortaya koymustur.
Bu degisiklikler, 4F-MDMB-BUTICA’nin noral yapilasma, glial hiicre islevi ve redoks
homeostazi gibi siireclere miidahale edebilecegini gdstermektedir. Onemli olarak, gdzlemlenen
davranigsal fenotipler, genellikle yiiksek afiniteyle CB1 reseptorlerine baglanan diger sentetik
kannabinoidler i¢in bildirilen norotoksik etki mekanizmasiyla uyumludur. Molekiiler bulgular,
4F-MDMB-BUTICA ’nin noral gelisimi transkripsiyonel mekanizmalar araciligiyla etkileyerek
kalic1 norodavranigsal sonuglara yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Bulgularimiz, zebra
baligini yeni ortaya ¢ikan psikoaktif maddelerin toksikogenomik taramalarinda hassas bir
model organizma olarak kullanmanin degerini ortaya koymaktadir. Ayrica burada tespit edilen
erken gen ekspresyonu yanitlari, agik morfolojik bozukluklar ortaya ¢ikmadan 6nce subletal
norotoksisiteyi ongoérmede omik tabanli yaklagimlarin kullanilmasini1 desteklemektedir. Bu
calisma, 4F-MDMB-BUTICA gibi sentetik kannabinoidlerin gelisimsel norotoksisite
potansiyelini anlamaya yonelik 6nemli bir ilk adim1 temsil etmekte olup, bu bilesiklerin insan
sagligi ve ndrogelisimi tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in uzun vadeli ve tiirler aras1 daha

fazla ¢aligmaya ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadir.
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