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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

YENI NESIiL SENTETIK KANNABINOIiD CUMYL-4CN-BINACA ‘NIN
NOROTOKSIK VE TERATOJENIK ETKIiLERININ ZEBRA BALIGI EMBRiYO VE
LARVALARINDA ARASTIRILMASI

Derya YILMAZTURK
Damisman: Prof. Dr. Turgay SISMAN

Amac¢: CUMYL-4CN-BINACA gibi sentetik kannabinoidler, gelisimsel toksisitesi biiylik
Olciide bilinmeyen, yeni ortaya ¢ikan psikoaktif maddelerdir. Dogum oncesi ve erken yasam
maruziyetine iliskin artan riskler géz Oniine alindiginda, bu maddelerin embriyonik gelisim
tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi son derece énemlidir. Bu ¢aligmada, CUMYL-4CN-
BINACA’ nin zebra baligi (Danio rerio) embriyolar tizerindeki etkileri morfolojik gelisim,
davranis ve gen ekspresyonu agisindan incelenmistir.

Yontem: Embriyolar, 1,25 ile 40,0 mg/L konsantrasyon araliginda, kisa siireli (déllenmeden
sonraki 3-24 saat) ve uzun siireli (3—120 saat) olmak tiizere iki farkli zaman araliginda
CUMYL-4CN-BINACA’ya maruz birakilmigtir. Geligimsel toksisite gostergeleri, sag kalim,
koryondan ¢ikma ve larva hareketliligi degerlendirilmistir. Ayrica, apoptoz, davranig ve
norotransmisyonla iligkili 19 genin transkript diizeyleri qPCR ile nicel olarak dl¢tilmiistiir.

Bulgular: Kisa siireli maruziyet anlamli bir morfolojik etki olusturmazken, uzun siireli
maruziyet konsantrasyona bagimli olarak teratojenik etkilere yol agmustir; bu etkiler arasinda
perikard ve vitellus kesesi 6demi, omurga deformiteleri ve hipoaktivite yer almaktadir. 120.
saatte belirlenen medyan Oldiiriicti konsantrasyon (LCso) 16,624 mg/L ve medyan etkili
konsantrasyon (ECso) 9,083 mg/L olarak bulunmustur. Uzun siireli maruziyet, davranisla
iliskili genlerin (gnrh3, gnrhr3, kiss2), apoptoz belirte¢lerinin (casp3a, casp8, ifngl, tp53) ve
DNA onarim geni rad51’in ekspresyonunu énemli 6lgiide degistirmistir. Ayrica, dopaminerjik
(dat, drd1, drd3), serotonerjik (5htlaa, 5htla, 5htlb, 5ht2c) ve GABAerjik (gabral, gatl,
abat, gad1b) norotransmisyonla iliskili genlerin diizenlenmedigi gozlemlenmistir.

Sonug¢: Bu bulgular, CUMYL-4CN-BINACA nin zebra baligi embriyolarinda normal gelisim
ve ndérodavranigsal programlamayr bozdugunu gostererek, erken omurgali gelisimi agisindan
potansiyel bir risk tagidigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: zebra baligi, embriyotoksisite, sentetik kannabinoid, CUMYL-4CN-
BINACA, gen ifadesi

Haziran, 2025, 96 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF THE NEUROTOXIC AND TERATOGENIC EFFECS OF
CUMYL-4CN-BINACA, NEW GENERATION SYNTHETIC CANNABINOID, IN
ZEBRAFISH EMBRIYOS AND LARVAE

Derya YILMAZTURK
Supervisor: Prof. Dr. Turgay SISMAN

Purpose: Synthetic cannabinoids such as CUMYL-4CN-BINACA are emerging psychoactive
substances with largely uncharacterized developmental toxicity. Given increasing risks of
prenatal and early-life exposure, it is critical to evaluate their impact during embryogenesis.
This study investigated the effects of CUMYL-4CN-BINACA on zebrafish (Danio rerio)
embryos, focusing on morphological development, behavior, and gene expression.

Method: Embryos were exposed to CUMYL-4CN-BINACA at concentrations ranging from
1,25 to 40,0 mg/L during two windows: short-term (3-24 hours post-fertilization, hpf) and
long-term (3-120 hpf). Developmental toxicity endpoints, survival, hatching, and larval
locomotor activity were assessed. Additionally, qPCR was conducted to quantify transcript
levels of 19 genes related to apoptosis, behavior, and neurotransmission.

Results: While short-term exposure caused no significant morphological effects, long-term
exposure led to concentration-dependent teratogenic outcomes, including pericardial and yolk
sac edema, axial deformities, and hypoactivity. The median lethal concentration (LCso) and
median effective concentration (ECso) at 120 hpf were 16,624 mg/L and 9,083 mg/L,
respectively. Prolonged exposure significantly altered the expression of behavior-associated
genes (gnrh3, gnrhr3, kiss2), apoptotic markers (casp3a, casp8, ifngl, tp53), and DNA repair
gene rad51. Notably, genes involved in dopaminergic (dat, drdl, drd3), serotonergic (5htlaa,
5htla, 5htlb, 5ht2c), and GABAergic (gabral, gatl, abat, gadlb) neurotransmission were
also dysregulated.

Conclusion: These findings demonstrate that CUMYL-4CN-BINACA interferes with normal
development and neurobehavioral programming in zebrafish embryos, highlighting its
potential risk to early vertebrate development.

Keywords: zebrafish, embryotoxicity, synthetic cannabinoid, CUMYL-4CN-BINACA, gene
expression

Haziran 2025, 96 pages
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GIRIS

Kannabinoidler; endojen kannabinoidler, fitokannabinoidler (dogal kokenli
kannabinoidler) ve sentetik kannabinoidler olmak iizere {i¢ ana grupta siniflandirilmaktadir
(Khullar et al., 2014). Delta-9-tetrahidrokannabinol (THC), en iyi bilinen dogal kannabinoid
ornegi olup esrarin baslica psikoaktif bileseni olarak tanimlanmaktadir (Sezer, 2018). THC,
basta merkezi sinir sisteminde bulunan CB1 reseptorleri ile periferal dokularda yer alan CB2
reseptorleri tizerinden parsiyel agonist etki gostermektedir (Koller et al., 2013). Endojen
kannabinoid sistemin baslica bilesenleri arasinda anandamid ve 2-arasidonilgliserol yer
almaktadir. Sentetik kannabinoid (SK)’ler ise, THC'nin biyolojik etkilerini taklit edebilmek

amaciyla laboratuvar ortaminda sentetik olarak tiretilen bilesiklerdir (Seely et al., 2011).

SK’ler, kotiiye kullanimi her gegen giin artan yeni psikoaktif maddelerdir. SK'ler,
merkezi sinir sistemindeki kannabinoid baglayici reseptdrler olan CB1 ve CB2 ile ayn1 anda
etkilesime girme Ozelligine sahiptirler (Winstock and Barratt, 2013). Bu maddeler THC’ye
benzemekle birlikte daha fazla bagimlilik yapabilme potansiyeli oldugu tahmin edilmektedir.
SK’lerin bilinen olumsuz etkileri arasinda anksiyete, nobetler, DNA hasari, iltihaplanma,
nefrotoksisite ve hepatotoksisite sayilabilir. Hatta koma ve asirt doz nedeniyle 6liim olmak
tizere bir dizi hasara neden olabilirler (Trecki et al., 2015; van Jan et al., 2015; Bileck et al.,
2016; Guler et al., 2020; Silva et al., 2017).

SK’ler yeni psikoaktif maddeler olup (Abbate et al., 2018), dogal kannabinoidler gibi
davranmaktadirlar (Cohen and Weinstein, 2018). Bu maddeler ilk olarak doksanli yillarda
baglanma yerlerinin belirlenmesi ve tibbi kullanim i¢in alternatifler olusturmak amaciyla
yalnizca tibbi maksatli tiretilmislerdir. Ancak son 10 yilda hem sentetik iiretimi hemde kotiiye
kullanimi artmigtir (Bilici, 2014). 2016 yilinda Avrupa Birligi Uyusturucu Ajanst (EUDA)
tarafindan izlenen 620 yeni psikoaktif maddeden 169'unun SK oldugu rapor edilmistir
(EUDA, 2017). Ornegin, Amerika Birlesik Devletlerindeki 6grencilerin SK kullanimimin
yaklagik %5,8 oldugu tahmin edilmektedir (EUDA, 2017). Kullanilabilirligi, diisik maliyeti
ve standart toksikolojik testlerle saptanmasinin zorlugu nedeniyle SK kullanimi katlanarak
artmaktadir (Bilici, 2014). Bu ilaglarin kullanimi tehlikeli yan etkilerle iliskilendirilmistir
(Winstock ve Barratt, 2013).

Tiirkiye’de, CUMYL-4CN-BINACA [1-(4-cyanobutyl)-N-(2-phenylpropan-2-yl)-1H-
indazole-3-carboxamide] isimli SK’in, 2016 yilinin Mayis-Aralik aylari arasinda en yaygin



olarak kullanilan maddelerden biri oldugu rapor edilmistir. Bu donemde analiz edilen toplam
2516 vakanin 468’inde CUMYL-4CN-BINACA saptanmigtir. Mahkemeler ve savciliklar
tarafindan gonderilen kan Orneklerinin analizleri sonucunda bu bilesigin kullanim siklig
belirlenmistir. Analiz edilen 6rneklerde CUMYL-4CN-BINACA diizeyleri 0,1 ng/mL ile
36,14 ng/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda tespit edilmis ve raporlanmistir. CUMYL-
4CN-BINACA, 2016 yilmin Mayis ayinda Adli Tip Kurumu Baskanhigi Kimya ihtisas
Dairesi Narkotik Subesi tarafindan ilk kez tanimlanmis ve analizlerde aranacak yeni
psikoaktif maddeler listesine dahil edilmistir. Bu bilesik, 2015 yilindan itibaren Avrupa
Birligi uyusturucu pazarinda yer almakta olup, bu giine kadar 11 iiye devlette tespit edilmistir.
Risk degerlendirme siireci kapsaminda, Macaristan ve Isvec tarafindan bildirilen veriler
dogrultusunda bu maddeye maruz kaldigi dogrulanan toplam 11 o6liim vakasi kayitlara
gecmistir (EUDA, 2017). Tirkiye’de yasakli SK’ler listesinde yer alan CUMYL-4CN-
BINACA'nin insanlardaki potansiyel toksik etkilerine iligkin sinirli sayida vaka raporu
bulunmaktadir. Avrupa Birligi tarafindan 2018 yili ortalarinda kontrol altina alinmis olmakla
birlikte, bu maddenin ayrintili toksikolojik profili, 6zellikle preklinik diizeyde, hala yeterince

ortaya konmamustir.

Zebra baligi (Danio rerio), gelisimsel biyoloji ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen
organizma olup ilaglarin ve Ozellikle bagimlilik yapan maddelerin biyolojik etkilerini
incelemek i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadir (Kimmel et al., 1995; Sisman et al., 2007;
Sisman and Geyikoglu, 2008; Veldman and Lin, 2008; Roper and Tanguay, 2018; Khan and
Alhewairini, 2018; Cassar et al., 2020; Aksakal et al., 2020). Zebra baliginin 6nemli bir
omurgali model organizma olma 6zelligi ¢ok sayida yavru verebilmesi, hizli embriyo gelisimi
ve insanlara olan genetik benzerligidir (%70) (d'Amora and Giordani, 2018). Ustelik zebra
balig1 larvalar1 hizli ndronal gelisime gosterirler. Oyleki dollenmeden sonraki 4. giindeki(dpf)
zebra baligi larvalari tiim noronal hiicre gruplarina sahiptirler (Kalueff et al., 2014; Peterson
and Fishman, 2011; Schmidt et al., 2013).

Zebra baliklarinin ayrica ndroanatomik yapisi, néron hiicre morfolojisi ve sinirsel
baglantilar1 memelilere olduk¢a benzemektedir (Geisler et al., 2017). 4R kurali i¢in sorun
olusturmazlar (Geisler et al., 2017). Déllenmeden sonraki 120 ve 144 saatlik (hpf) larvalarda
ergine ait birgok fizyolojik siiregler neredeyse tamamlanmistir. Davranis 6zellikleri ile ilgili
olarak zebra balig1 larvalar1 (96 saatlik) farkli uyaranlara karsi koordineli davraniglar
sergileyebilir. Ozellikle 120 hpf larvalari heniiz dis beslek olmadiklarindan etik acidan (EU
2010/63/EU) sorun olusturmazlar (Strahle et al., 2012). Yeni ilaglarin kullanim potansiyeli de

bu baliklar iizerinde aragtirilmaktadir. Agri, sedasyon, tiimor metastazi, kalp ve damar sistemi



arastirmalar1, barsak hareketliligi gibi hiicre kiiltiirlerinde basit¢e erisilemeyen fenotipik
ozellikler bu balik tiirliniin embriyolarinda rahatlikla c¢alisilabilmektedir (Rosa et al., 2022).
Zebra baligi embriyo ve larvalart bu o6zellikleri nedeniyle norolojik (Saint-Amant and

Drapeau, 1998) ve toksikolojik calismalar i¢in olduk¢a uygun model organizmalardir.

SK’lerin giiglii psikoaktif etkileri olup, morfin ve esrar gibi maddelerin alternatifi
olarak kullanilan bilesiklerdir. Bu bilesiklerden yeni nesil olanlarinin, toksik etkileri hakkinda
detayli calismalar oldukga smirlidir. Ustelik bu bilesiklerin hali hazirda kullanimi Ulkemiz ve
Avrupa Birligi {ilkelerinde sadece kontrol altinda olup; yasakli maddeler listesinde yer
almamaktadir. Bu ¢alismada, 2016 yilinda Ulkemizden de rapor edilen yeni nesil SK’lerden
CUMYL-4CN-BINACA (CUMYL-4CN-BUTINACA veya SGT-78)'nin muhtemel toksik
etkileri (nérotoksik ve teratojenik) zebra baligi embriyolar1 ve larvalart kullanilarak ilk kez

arastirilacaktir.



KURAMSAL TEMELLER

Omurgalilarda ve Insanlarda Embriyonik Gelisim

Omurgalilarda ve insanlarda yeni bir canlinin olusumu, ¢esitli asamalardan olusan
karmasik bir biyolojik siiregtir. Spermatozoanin, disi tireme kanalinda yumurtay1 déllemesiyle
baslayan siireg; hiicre boliinmesi, hiicre farklilasmasi, hiicre gogii, hiicre biiyiimesi, hiicre
diizenlenmesi ve programli hiicre 6liimii gibi ¢cok sayida karmasik biyolojik mekanizmanin

ardisik olarak gergeklesmesiyle yeni bir canlinin olusumunu baslatir. (Carlson, 2013).

Dollenme

Dollenme, genomu bir nesilden digerine gegiren ve yeni bir organizmanin gelisimini
baslatan hiicresel mekanizmalarin toplamidir (Primakoff ve Myles, 2002). Déllenmeden once
hem erkek hem disi gametlerin kapsamli bir hazirlik asamasindan gegmesi gereklidir (Kota ve
Feil, 2010). Erkek tireme hiicreleri (sperm) ile disi tireme hiicrelerinin (yumurta), genetik ve
fenotipik olarak dollenmeye katilabilecek olgun gametlere doniismesini saglayan, ¢ok asamali

hiicresel farklilagsma siireci ‘gametogenez’ olarak adlandirilmaktadir (Carlson, 2013).

Dollenme spermatozoanin yumurtayr ¢evreleyen korona raditaya niifuz etmesiyle
baglar. Spermatozoanin akrozomundan lizin salgilanir, lizin yumurta Ortiilerini eritir.
Memelilerde Hyalurodinaz enzimi zona pellusidayi eritir (Carlson, 2013). Spermatozoanin
yumurta hiicresine girmesi (penetrasyon), kimyasal bir olaydir ve yaklasik 20 dakika siirer.
Spermatozoa yumurtaya girisi ile oosit mayozu tamamlanir ve ovum olusur. Doéllenme
spermatozoanin yumurtaya girmesinden sonra anne ve baba kromozomlarinin birbirine
karismasiyla sona erer. Anormal gelisimin (polispermi) olugsmamasi igin bir bagka
spermatozoanin yumurtaya girmesi engellenir (Gardner ve digerleri, 2007; Wassarman ve
Litsher, 2008).

Yumurtanin endoplazmik retikulumundan tiiretilen bir proniikleer membran disi
kromozomal materyalinin etrafinda olusur. Proniikleuslar sperm penetrasyonundan alti ila
sekiz saat sonra ortaya ¢ikar ve yaklasik on ila on iki saat boyunca kalic1 olurlar. Erkek ve disi
proniikleuslar temas ettiginde zarlar1 pargalanir ve kromozomlar birbirine karigir. Anneye ve
babaya ait kromozomlar, hizli bir sekilde sentrozomdan tiiretilen mitotik bir ig etrafinda
organize olur. Mitotik bdliinmeye hazirlanan sperm tarafindan déllenen yumurta artik zigot

admi alir. Dollenme siireci sirastyla; korona raditanin penetrasyonu, zona pellusidaya



baglanma, akrozomal reaksiyon ve zona pellusidanin penetrasyonu, sperm ve yumurtanin
baglanma ve filizyonu, polisperminin dnlenmesi, yumurtanin metabolik aktivasyonu, sperm
¢ekirdeginin yogunlasmasi, yumurta da mayoz boliinmenin tamamlanmasi, erkek ve disi
preniikleuslarinin gelisimi ve fiizyonu asamalariyla tamamlanmis olur. Déllenme eylemi,
yumurtlanmis yumurtay1 depresif metabolizmadan kurtarir ve disi iireme sistemi i¢inde nihai

pargalanmasini onler (Carlson, 2013).

Segmentasyon

Dollenmenin hemen ardindan zigot belirgin bir metabolik degisime ugrar ve kisa siire
icinde ardisik mitotik boliinmelerle hiicre sayisini artirmaya baglar. Cok hiicreli bir canlinin
olusmasi i¢in zigotun gecirdigi mitotik boliinmeler segmentasyon olarak adlandirilir (Sadler,
2019; Gilbert ve Barresi, 2020; Carlson, 2013).

Diger birgok tiirle karsilastirildiginda memelilerde segmentasyon olduk¢a yavas
ilerleyen bir siirectir ve boliinmeler saatler yerine gilinler ile olgiliir. Gelisim, ilk iki giin
boyunca yaklasik giinde bir boliinme olacak sekilde ilerler. Iki hiicreli asamadan sonra
memeli boliinmesi es zamanli degildir ve seri mitotik boliinmeler gegirir ve olusan hiicrelerin
hacmi kiigiiliir. Kiiglilen bu hiicreler, blastomer olarak adlandirilir (Sadler, 2019; Gilbert ve
Barresi, 2020; Carlson, 2013). Sekiz hiicreli asamadan sonra plasentali memelilerin
embriyolari, sikisma ad1 verilen bir asamaya girer; bu sirada tek tek dis blastomerler, bosluk
ve sik1 baglanti noktalar1 yoluyla siki bir sekilde yapisir ve yiizeyden bakildiginda bireysel
kimliklerini kaybederler (Dard ve digerleri, 2008; Fleming, 1987).

Embriyonun yaklasik 16 hiicreden olustugu yapt morula olarak adlandirilir. Morula,
Latince’de "dut" anlamina gelen morum kelimesinden tiiretilmistir ve embriyonun bu
evredeki gorlinlimiinii tanimlar. Bu asamada, embriyo hala zona pellucida adi verilen
glikoprotein yapili koruyucu tabaka ile cevrilidir. Morula evresinde yer alan hiicreler
(blastomerler), kompaktlasma adi verilen siire¢ araciligiyla birbirlerine daha siki sekilde
baglanir. Ardindan hiicreler kenarlara dogru yer degistirerek merkezi bir bosluk olusturur; bu
bosluk blastosdl olarak adlandirilir ve bu yapisal doniisiimle birlikte embriyo blastula
(memelilerde blastosist) evresine gecer (Sadler, 2019; Gilbert ve Barresi, 2020; Carlson,
2013).

Dollenmeden yaklasik dort giin sonra i¢i sivi dolu tek sira hiicrelerle ¢evrilmis kiire
seklindeki blastosist olarak adlandirilan yapt meydana gelir. Blastosistin sivi dolu bosluk
kismi blastosolii (blastokist boslugu), blastosolii ¢eviren tabakada trofoblast hiicrelerini
olusturur (Sadler, 2019; Gilbert ve Barresi, 2020; Carlson, 2013).



Zona pellucida ile ¢evrili olan blastosist asamasindaki embriyo iki tip hiicreden olusur.
Merkeze konumlanmis i¢ hiicre kiitlesi (ICM; Fleming, 1987) ve kiigiik bir i¢ hiicre grubunu
cevreleyen bir dis epitel tabakasi (trofoblast). iki hiicreli ve dort hiicreli asamadaki her
blastomer, hem i¢ hiicre kiitlesine hem de trofoblast hiicrelere katkida bulunur (Gardner,
1983).

Blastosistin i¢ hiicre kiitlesini igeren ucu embriyonik kutup (embriyoblast) olarak,
karsi ucu ise ambryonik kutup (trophoblast) olarak adlandirilir. Bu iki hiicre tipinin gériiniimii
embriyo i¢inde meydana gelen biiyiik organizasyonel degisiklikleri yansitir. I¢ hiicre
kiitlesinin hiicreleri ¢esitli ekstraembriyonik yapilara ek olarak embriyonun govdesini de
olustururken, trofoblast hiicreleri plasentanin dis katmanlart da dahil olmak {izere yalnizca
ekstraembriyonik yapilari olusturur. Ekstraembriyonik membran, epiblast ile birlikte amniyon

kesesini ve hipoblast ile birlikte de yolk kesesini olusturur (Doss ve Sneddon, 2019).

Implantasyon

Insanlarda implantasyon (rahme yerlesme), blastosistin endometriyal liimen
epitelyumunun apikal yiizeyine temas etmesi (appozisyon) ve baglanmasi (adezyonu) ile
baslayan ve gebeligin ilk trimesteri boyunca devam eden kesintisiz bir siirectir. Bu siireg
ekstraviloz trofoblastin (plasentayr olusturan hiicre tabakasinin bir tiirli) maternal damar
sistemine ulasmasi ve bu damarlar1 yeniden sekillendirmesiyle siirer (Richards ve Pangas,

2010).

Yumurtlamadan rahim bosluguna girisine kadar gegen tiim siire boyunca yumurta ve
embriyo, zona pellucida ile gevrilidir (Enders ve Schlafke, 1967). Bu siire zarfinda,
blastomerlerin ve anne iireme dokularmin katkilartyla zonanin bilesimi degisir. Bu
degisiklikler embriyonun tasinmasini ve farklilagmasini kolaylastirir. Embriyo rahim
bosluguna ulastiktan sonra, implantasyona hazirlik amaciyla zona pellucidayr dokmeye baslar.
Bu blastosist kuluckalamasi adi verilen bir islemle gergeklestirilir. Zona pellucidanin
yirtilmasiyla ge¢ blastokist olusur. Blastokist, endometriuma daima embriyonik kutbu ile
tutunur. Implantasyonun ilk asamasi genislemis blastosistin endometrial epitelyuma
tutunmasindan olugur. Hormonal olarak sartlandirilmis endometriyal epitel hiicrelerinin apikal
yiizeyleri ¢esitli yapisma molekiillerini (6rnegin integrinler) eksprese eder. Buna paralel
olarak preimplantasyon blastosistinin trofoblastik hiicreleri de yiizeylerinde adezyon
molekiilleri (integrin) eksprese eder. Blastosist koprii ligandlari araciligiyla endometrial
epitelyuma baglanir. Implantasyonun bir sonraki asamas1 uterus epitelinin penetrasyonudur.
Yaklasik bir giin i¢inde kiigiik trofoblastik plakadan gelen sinsityotrofoblastik ¢ikintilar bazal

laminaya niifuz etmeye baslar. Erken sinsityotrofoblast olduk¢a invaziv bir dokudur ve hizl
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bir sekilde genisleyerek endometrial stromaya dogru erozyona ugrar. Blastokist

endometriuma gittik¢e daha fazla gomiiliir (Sadler, 2019; Moore ve digerleri, 2020).

Yedinci giinde embriyoblasti olusturan hiicreler iki tabaka goéstermeye baslarlar.
Bunlar blastokist bosluguna bakan kiigiik kiibik hiicrelerin olusturdugu hipoblast tabakasi ve
diger tarafta prizmatik hiicrelerin olusturdugu epiblast tabakasidir. Hipoblast ve epiblast hiicre
tabakalarinin olusturdugu bu iki tabakali yapiya bilaminer germ disk adi verilir. Ortaya ¢ikan
iki katmanli embriyonik diskin olugumu ile ilkel dorsal ve ventral ekseni belirlenmis olur.
Epiblast embriyonun dorsal kisminda bulunurken, hipoblast embriyonun ventral kisminda

bulunur (Schoenwolf, 2015; Fehrenbach ve Popowics, 2020).

Erken embriyo hala endometriuma batarken (d6llenmeden yaklasik dokuz giin sonra),
hipoblast hiicreleri yayilmaya baglar ve sitotrofoblastin i¢ yiizeyini parietal endoderm adi
verilen siirekli bir ekstraembriyonik endoderm tabakasiyla kaplar. Endodermal yayilim
tamamlandiginda birincil yolk kesesi adi verilen bir kesecik sekillenir. Bu nokta da
(dollenmeden yaklasik on giin sonra) embriyo kompleksi ventral yiizeyindeki primer yolksac
ile dorsal yiizeyindeki amniyotik kavite arasinda yer alan ¢ift katmanli germ diskini olusturur.
Dollenmeden 10 ila 12 giin sonra embriyo tamamen endometriuma gomiiliir. Endometrial
stromadaki I6kositlerden salgilanan interlokin-2 maddesi embriyonun anne tarafindan yabanci
olarak algilanmasimni ve hiicresel immiin reaksiyon gelistirilmesini engeller (Murata ve

digerleri, 2021; Foyle ve digerleri, 2024).

Embriyonun uterus astarina implantasyonu; genislemis (yumurtadan ¢ikmis)
blastosistin  endometrial epitelyuma yerlestirilmesi, uterus epitelinin  penetrasyonu,
epitelyumun altindaki dokulara istila ve annenin vaskiiler desteginin erozyonu gibi agamalari

icerir (Carlson, 2013).

Dollenmeden yaklagik on iki giin sonra baska bir ekstraembriyonik doku olan
ekstraembriyonik mezoderm ortaya ¢ikmaya baglar (Moore ve Persaud, 2016).
Hipoblastlardan ve ekstraembriyonik endodermden koken aldigi diistiniilen bu hiicreler,
amniyon zar1 ve primitif yolk kesesinin diginda gevsek bir bag dokusu olustururlar. Bu bag
dokuya ekstraembriyonik mezoderm denilmektedir. Bu hiicreler daha sonra ilkel ¢izgiden
koken alan ekstraembriyonik mezodermal hiicrelerle birlesir. Ekstraembriyonik mezoderm
trofoblastik dokulardan kaynaklanan amniyon ve yolk kesesi epitelini ve koryon villusunu
destekleyen doku haline gelmektedir. Ekstraembriyonik mezoderm tarafindan saglanan
destek, sadece mekanik degil, ayn1 zamanda trofiktir ¢iinkii mezoderm, kan damarlarinin

cesitli epitelyumlara oksijen ve besin sagladigi substrat gorevi géormektedir (Carlson, 2013).



Gastrulasyon

Gebeligin Tgiincli haftas1 bagladiginda embriyo gastrulasyon olarak adlandirilan
periyoda girer. Gastrulasyon iki tabakali embriyonik diskin (bilaminer disk), ii¢ tabakali
embriyonik diske (trilaminer disk) doniismesiyle baslar (Seftalioglu, 1998; Tam, 1997). Bu
donemdeki embriyoya gastrula adi verilir (Selgukbiricik, 2007). Bu evrede primitif ¢izgi,
notokord ve ii¢ germ tabakasi1 (endoderm, mezoderm, ektoderm) gelisir (Ohta, 2007; Carlson,
2013).

Gastrulasyon, embriyonun arka bolgesindeki epiblasttan tiiretilen hiicrelerin, 0
bolgedeki embriyonik diskin kenarindaki hiicrelerin indiiksiyonu yoluyla dogrusal bir orta hat
yogunlagmasi olan ilkel ¢izginin olusumuyla baslar (Bellairs, 1986; Vakaet, 1984; Stern,
1990; Seftalioglu, 1998). ilkel ¢izgi, epiblast hiicrelerinin iyi tanimlanmis bir uzaysal ve
zamansal sirayla birlestigi bolgedir. Epiblast hiicreleri ilkel ¢izgiye ulastik¢a sekil degistirirler
ve epiblastin altinda (ventralde) yeni katmanlar olusturmak tizere bu ¢izginin i¢inden gegerler.
Primitif ¢izgi olustuktan sonra, embriyonun kranial ve kaudal uglart ile dorsal ve ventral
yiizlerini belirlemek kolaylasir. Bu siireg, embriyonik eksenlerin ve temel morfolojik
yapilarinin ortaya ¢ikmasini saglar ve embriyonun ilerleyen gelisim asamalarinda doku ve

organlarin dogru pozisyonlarda yerlegsmesini miimkiin kilar (Seftalioglu, 1998).

Hiicrelerin ilkel ¢izgi boyunca hareketi, ilkel ¢izginin orta ¢izgisi boyunca bir olugun
(ilkel oluk) olusmasiyla sonuglanir. Ilkel cizginin 6n ucunda, ilkel diigiim veya Hensen
diigtimii ad1 verilen kiigiik ama iyi tanimlanmis bir hiicre birikimi bulunur (Hensen, 1876). Bu
yap1t, embriyonun ana arka sinyal merkezi olmasinin yani sira, hiicrelerin embriyonun 6n
ucuna dogru bir akis halinde gog ettigi alandir ¢iinkii gelisim agisindan biiylik 6neme sahiptir
(Wittler ve Kessel, 2004). Mezendoderm ad1 verilen bu hiicreler kisa siirede gubuk benzeri bir
mezodermal notokord olusturan bagirsagin endodermal sirt duvarina ayrilir. Endoderm i¢in 6n
bagirsagin endodermine yonelik olan epiblast tiirevli hiicreler, ilk olarak bu asamada

endodermal tabakada ortaya ¢ikar (Lawson ve ark., 1986).

Gastrulasyon sirasinda bilaminar embriyonun kaudal ucundaki epiblastta ilkel bir ¢izgi
olusur (Bellairs, 1986; Eyal-Gilardi ve ark., 1991; Vakaet, 1984, Stern, 1990). ilkel ¢izgi
boyunca gd¢ eden hiicreler mezoderm ve endodermi olusturur ve geri kalan epiblast ektoderm

haline gelir. Her ii¢ germ tabakasi da epiblasttan koken almaktadir (Ohta, 2007).

Notokord, ilkel diigiimden gecen hiicrelerden sekil alirken dnemli bir sinyal merkezi
haline gelir. Insanlarda anterior sinyallemenin anterior hipoblastla m1 (6n visseral endoderm),
yoksa prekordal plakla mi, yoksa her ikisiyle mi sinirli oldugu heniiz belirlenmemistir.

Notokord fonksiyonunun baslatilmasi i¢in Foxa-2 gereklidir. Yoklugunda notokord ve néoral
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tiipiin taban plakasi olusamaz. Buna karsilik endoderm ilkel ¢izgi ve ara mezoderm gelisir.
Notokord, erken embriyoda gévdenin 6nemli bir aksiyal sinyal merkezidir ve bir¢ok aksiyal
yapimin olusumunda onemlidir. Embriyonun merkezi sinir sisteminin hemen ventralinde
uzunlamasina uzanan hiicresel bir ¢ubuktur. Filogenetik ve ontogenetik olarak viicut igin
orijinal uzunlamasma destek gorevi gorsede notokord ayni zamanda uzmanlasmamis
embriyonik hiicreleri kesin doku ve organlara doniistiiren bir dizi sinyalleme bdliimiinde
(indiiksiyonlar) birincil hareket ettirici olarak da énemli bir rol oynar. Ozellikle notokorddan
gelen indiiktif sinyaller yilizeydeki ektodermin noral dokuya doniisiimiinii uyarir, erken sinir
sistemi i¢indeki belirli hiicrelerin (taban plakasi) kimligini belirler, somitlerin belirli
mezodermal hiicrelerini omurga govdelerine doniistiirlir ve dorsal pankreasin gelisimindeki en

erken adimlari tesvik eder (Carlson, 2013).

Notokordun kranialinde, herhangi bir mezodermin bulunmadigi embriyonik ektoderm
ve endodermin bitisik oldugu kiiciik bir bolge vardir. Orofaringeal membran adi verilen bu
yap1, gelecekteki agiz boslugunun yerini isaret eder. Embriyonun bu bolgesi bas ve boyun
bolgesinin erken gelisimi igin kritik oneme sahiptir ve bu yapi1 gastrulasyonun ilerleyen
asamalarinda birincil agiz boslugunun olugsmasina zemin hazirlar (Wilson ve digerleri, 2009;

Stemple, 2005).

Dollenmeden yaklasik on sekiz giin sonra ilkel ¢izgi kaudal olarak geriler. Ardindan
notokordu uzatir. Bu siire zarfinda epiblasttan primitif oluga dogru go¢ eden hiicreler
araciligiyla mezoderm olusmaya devam eder. Ilkel ¢izginin gerilemesine, somitlere, gévdenin
ve viicudun kaudal bolgelerinin segmental eksenel yapilarina yol agan paraksiyel mezodermin

olusumu ve desenlenmesi eslik eder (Wilson ve digerleri, 2009; Stemple, 2005).

Notokordal siirecin kranyal ucu ile orofaringeal membran arasinda, prekordal plak adi
verilen, endoderm ile yakindan iliskili kii¢iik bir mezodermal hiicre toplulugu bulunur (Miiller
ve O’Rahiliy, 1987; Miiller ve O’Rahiliy, 2003; Wilson ve digerleri, 2009). On beyin
olusumunu uyarmada etkili olan molekiiler sinyaller yayar. Hem prekordal plaka hem de
notokord ilkel diigiim igindeki ilkel ¢izgi kdkenli diger hiicrelere katilan epiblastik hiicrelerin
apopiilasyonunun igeri girmesinden kaynaklanir. ilkel ¢izgi geriledikge, ©nce prekord
plakasinin ve ardindan notokordun hiicresel dnciileri diiglimden rostral olarak go¢ eder, ancak
gerileyen ilkel ¢izginin ardindan hiicrelerin ¢ubuk benzeri bir toplanmasi olarak geride kalir

(Wilson ve digerleri, 2009; Stemple, 2005; Carlson, 2013).

Embriyonun noral indiiksiyona verdigi ilk belirgin morfolojik tepki, notokordal
¢ikintinin iizerinde yer alan dorsal ektodermin, ndral plak adi verilen kalinlasmis epitel

hiicrelerinden olusan uzun bir par¢aya doniismesidir. Burasi sinir kretinin bulundugu bolgedir.



Noral plagin olusumuyla birlikte ektodermal germ tabakasi iki gelisimsel soya boliiniir: noral

ve noral olmayan (Moore ve digerleri, 2016).

Mezodermal hiicreler primitif ¢izgiyi gectikten sonra, siirekli bir mezenkimal hiicre
tabakas1 halinde ektoderm ve endoderm arasinda yanal olarak yayilir (Gilbert, 2010; Wilson
ve digerleri, 2009; Stemple, 2005). Daha sonra kesit alinan embriyolarin mezoderminde tig
bolge taninabilir. Noral tiipiin en yakininda paraksiyal mezoderm veya segmental plaka olarak
bilinen kalinlagmis mezenkimal hiicre siitunu bulunur. Bu doku kisa siirede somitler halinde
organize olur. Paraksiyal mezodermin lateralinde, sonugta iirogenital sisteme yol acan
kompakt bir ara mezoderm boélgesi bulunur. Bunun 6tesinde yan plaka mezodermi sonugta iki
katmana ayrilir ve viicut duvari, sindirim sistemi duvarit ve uzuvlarin dokularmin biiyiik

kismin1 olusturur (Gilbert ve Barresi, 2020).

Gastrulasyon zamanina kadar embriyo iki tarafli simetriktir. Gastrulasyonun sonuna
dogru (McGrath ve digerleri, 2003), kalbin sag tarafa donmesine, ardindan bagirsagin
asimetrik donmesine, karaciger ve dalagin asimetrik konumlandirilmasina, akcigerlerin
lobasyonuna yol agan mekanizmalar devreye girer. Embriyonik doniisiin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak anlasgilamamistir (Constam ve Robertson, 2000). Memeli
embriyolarinda asimetrinin bilinen en eski belirtisi, ilkel diigiim etrafindaki silyalarin atmasini
icerir. Lateral mezodermdeki diiglimiin sol tarafli ifadesi, tim omurgalilarda sol-sag
asimetrisinin belirlenmesinde bir ortak nokta gibi goriinse de, daha onceki (yukari dogru)

molekiiler olaylar omurgali siiflar1 arasinda farklilik gosterir (Levin, 2005).

Somitlerin gelisimi

Somitler, eksenel yapilarin, noral tlipiin ve notokordun her iki tarafinda paraaksiyel
mezodermde olusan segmental birimlerdir. Mezenkimal bir ¢ekirdegi, somitocoel hiicrelerini
cevreleyen bir epitel duvarindan olusurlar (Christ ve Ordahl, 1995). Somitomer ad1 verilen bu
boliimler ilk olarak kus embriyolarinda incelenmistir (Williams, 1910; Christ ve ark., 2004),
ancak memelilerde de bulunurlar. Erken somitin, hiicreleri belirleyen ve goévdenin ve
uzuvlarin lokomotor aparatinin 6nemli dokularini olusturan bitisik yapilardan yayilan
sinyallerin etkisi altinda adim adim spesifikasyonu gerceklesen pluripotent hiicrelerden
olustugu gosterilmistir (Jacob ve digerleri, 1974; Christ ve ark., 1992; Ordahl ve Le Douarin,
1992; Aoyama, 1993). Somitlerin olgunlagmasi sirasinda meydana gelen hiicre gesitlenmesine
ek olarak, somitler, embriyonik viicut duvari i¢inde vertebral kolonun, kaburgalarin, kaslarin,
tendonlarin, baglarin, dorsal kok gangliyonlariin, periferik sinirlerin ve kan damarlarinin

segmental diizenlemesini olusturan metamerik bir model olusturur (Christ ve digerleri, 1972,
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1979b, 1998). Bu yapilarin metamerizmi ve fonksiyonel iliskisi, omurgali gévdesinin egilme

ve donme hareketlerini yapabilme yeteneginin 6n kosuludur.

Embriyonun kaudal ucuna dogru gerilerken ilkel diigiim boyunca yeni somitomer
ciftleri olusur. Somitler embriyonun arka ucundaki kaudal noral tiipiin her iki yaninda yer alan
presomitik mezoderm adi verilen iki mezenkimal doku ¢ubugunun 6n ucundan giftler halinde
asamal1 olarak sikistirilir (Dequeant ve Pourquie, 2008). Neredeyse 20 ¢ift somitomer olusana
ve ilkel diigiim kaudale dogru oldukga gerileyene kadar yedinci somitomer ciftinin arkasinda
ilk somit ¢ifti (tugla seklindeki paraksiyel mezoderm Kkitleleri) olusmaz. Kranial somitomerler
(agik daireler), yedi ¢ift olusana kadar Hensen diigiimii boyunca sekillenir. Kaudalden yedinci
somitomere kadar, kaudal somitomerlerden (ovaller), somitler (dikdortgenler) olusur. Kaudal
somitomerlerin en 6n kismi somitlere doniisiirken, arka tarafta ilave kaudal somitomerler
sekillenir. Onde somitlere déniisiim ile arkada yeni olusum arasindaki denge bir siireligine

kaudal somitomer sayisin1 11'de tutar (Carlson, 2013).

Ik somit cifti olustuktan sonra (déllenme olduktan yaklasik yirmi giin sonra) ilkel
¢izginin gerilemesi ile ek somit ve somitomerlerin olusumu arasinda diizenli bir iligki gelisir.
Kranial bolgedeki ilk yedi ¢ift somitomer daha fazla ayrilma veya segmentasyona ugramaz.
Bu somitomerlerden (kranyal mezoderm) gelen hiicreler kafanin iskelet kas sisteminin ¢ogunu
olusturacaktir ve govdedeki somitlerden tiiretilenlerden oldukg¢a farkli hiicresel ve molekiiler
Ozelliklere sahiptirler. Bu giine kadar incelenen embriyo tiirlerinde en kaudaldeki kesin somit
cifti ile bunlarin arkasinda gosterilebilen somitomer sayisi (genellikle 10 ila 11) arasinda sabit
bir iliski vardir. Her birkag saatte, son olusan somitlerin kaudalinde bulunan somitomer ¢ifti,
yeni bir somit ¢iftine doniisiir ve ilkel diiglimiin yakinindaki paraksiyel mezodermin kaudal
ucunda yeni bir somitomer c¢ifti yerlestirilir. ilkel ¢izginin gerilemesi sona erdiginde, kuyruk
tomurcugunun katkida bulundugu hiicreler aracilifiyla paraksiyel mezoderm olusumu devam
eder. Servikal, torasik ve lomber omurlar ve ilgili yapilar ilkel ¢izgi boyunca gd¢ eden
hiicrelerden tiiretilirken, sakrum ve kuyruk sokumunun hiicresel Onciileri kuyruk
tomurcugundan gelir. Gorlinliste homojen bir paraksiyel mezoderm seridinden bireysel
somitlerin olusumu cesitli seviyelerde molekiiler kontrol ve paraksiyel mezoderm igindeki
hiicresel davranistaki degisiklikleri i¢ceren karmasik bir siirectir. Somitogenez (somit olusumu)
hakkindaki temel anlayisimiz civeiv iizerinde yapilan c¢alismalardan gelmektedir.
Somitogenezdeki ilk 6nemli adim paraksiyel mezodermin segmentasyonudur. Arka beyindeki
segmentasyonun tersine somit olusumu, kraniyokaudal bir dizide yeni bdliimlerin ardigik
olarak eklenmesiyle meydana gelir. Somitogenez genellikle saat ve dalga cephesi modeli

olarak adlandirilan iki mekanizmayi igerir. Ilk adim (dalga cephesi), ilkel ¢izginin en arka
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segmentsiz kismindaki mezenkimal hiicrelerin proliferatif aktivitesi yoluyla viicudun kaudal
ucunun uzamasiyla iligkilidir. Bu bdlgedeki hiicreler yiiksek diizeydeki etki altinda aktif
olarak boliiniirler. Epitelyal somit hiicreleri, apikal ylizeyleri kiiciik bir merkezi liimeni,
somitoseli (birka¢ cekirdek hiicre igeren) cevreleyecek ve dis bazal yiizeyleri (laminin,
fibronektin ve hiicre dis1 matrisin diger bilesenlerini igeren) bir bazal lamina ile ¢evrelenecek

sekilde diizenlenmistir (Carlson, 2013; Gilbert ve Barresi, 2020).

Noriilasyon

Dorsal ektodermal hiicrelerin birincil indiiksiyona yaniti kalinlasmak ve boylece bir
noral plaka olusturmaktir. Noriilasyon bir noral oluk olusturacak sekilde néral plakanin
mentese noktalarinda yanal olarak katlanmasindan olusur. Noral olugun kalinlagmis epitelinin
karsilikli kenarlar1 bir noral tiip olusturmak tizere birlesir (Schoenwolf ve Smith, 1990; Le
Douarin ve Kalcheim, 1999). Noral tiipiin gegici olarak kapatilmayan kranyal ve kaudal uglari
on ve arka noroporlardir (Schoenwolf ve Larsen, 2009). Kranial olarak noral tiip
prosensefalon, mezensefalon ve eskenar dortgenden olusan ilkel ii¢ pargali bir beyne boliiniir
(Carlson, 2013). Erken beynin kaudal kismi da néromer ad1 verilen boliimlere ayrilir; eskenar
dortgenler en belirgin olanlardir. Spesifik homeobox genleri eskenar dortgenlerde diizenli bir
sirayla ifade edilir. (Gendron-Maguire ve digerleri, 1993; Rijli ve ark., 1993; Graham ve
digerleri, 2004). Orta beyin ve arka beyin kavsaginda yer alan istmik diizenleyici olan sinyal

merkezi, onde Wnt-1 ve arkada FGF-8 {iretimi yoluyla etki eder (Puelles, L., 2018).

Noral tiip kapandiginda, noral tepe hiicreleri noral epitelden goc¢ eder ve iyi
tanimlanmis yollar boyunca viicuda yayilir. Kranial bdlgedeki ektoderm iizerine etki eden
sekonder indiiksiyonlar, duyu organlarinin ve kranial sinirlerin duyusal ganglionlarinin
onciileri olan birka¢ dizi ektodermal plakodun olusumuyla sonuglanir (Anderson, 2000;
Aybar ve Mayor, 2002; Billon, 2007; Carlson, 2019).

Embriyonik mezoderm gelisimin erken asamalarinda ii¢ kraniyokaudal siituna
bolinmiustiir: paraksiyal, orta ve yan plaka mezodermi. Paraksiyel mezoderm eslestirilmis
somitlerin ve somitomerlerin 6ncli dokusudur (Keller, 2005). Paraksiyal mezodermin
somitlere boliinmesi, c-tiiylii ve ¢esitli asagi akislhi molekiillerin periyodik ifadesine yol acan
bir saat mekanizmasmin etkisiyle gerceklesir (Schroter et al., 2009). Bu biyolojik saat,
segmentasyonun dogrulugunu ve organizmanin gelisimindeki segmental yapilariin dogru

sekilde olugsmasini saglamak agisindan biiyiik 6neme sahiptir (Aulehla et al., 2003).

Cok sayida sinyal molekiiliinii igeren karmasik bir dizi endiiktif etkilesimin sonucu

olarak, epitelyal somitler, sklerotomlara (omur govdelerinin Onciileri) ve dermatomlari
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(dermal oOnciiller) ve miyotomlar1 (aksiyal kaslarin Onciileri) olusturan dermomyotomlara
boliiniir. Daha sonraki alt boliimlerde, ekstremite kaslarin oncii hiicreleri somitlerin yan
yarilarinda bulunur ve eksenel kaslarin oncii hiicreleri orta yarilarda bulunur. Bisklerotomun
arka yarisi, bir sonraki kaudal somitin 6n yarisi ile birleserek tek bir vertebral govde olusturur

(Christ ve Ordahl, 1995; Brent ve Tabin, 2002).

Organogenezis

Gebeligin dordiincii haftasinin sonuna gelindiginde, heniiz sadece 4 mm uzunlugunda
olan embriyo, (hala mevcut olmayan) uzuvlar ve (gelismis olan) iirogenital sistem disindaki
ana organ sistemlerinin ¢ogunun temellerini olusturmustur. Disaridan embriyo C seklindedir
ve noral tipiin her iki yaninda belirgin bir dizi somit yer alir (Sadler, 2012; Moore ve
digerleri, 2020; Carlson, 2013). Go6z ve kulaklarin gelisimi ve parcalanmaya baglayan
orofaringeal membran disinda kafa nispeten 6zelliksizdir. Servikal bolgede faringeal arkuslar
belirgindir. Viicut sap1 hala ventral viicut duvarinin énemli bir boliimiinii kaplar ve viicut
sapina gore bas olan kalp ve karaciger, ventral viicut duvarinin hatlarinda belirgin ¢ikintilar

olusturur (Carlson, 2013).

4 haftalik bir embriyoda dolasim sistemi, ¢alisan iki odacikli bir kalp ve ii¢ dolasgim
yayindan olusan bir kan damar sistemi icerir. Intraembriyonik dolasimin yani sira, yolk
kesesini besleyen ekstraembriyonik vitellin dolasim arki ve allantois ile iligkili olan ve
plasentayr besleyen gébek dolasimida mevcuttur (Carlson, 2013). Kan hiicreleri ve kan
damarlar1 baglangicta yumurta sarisi kesesinin mezodermal duvarinda bulunan kan
adaciklarindan olusur. Orofaringeal membranin Onilindeki at nali seklindeki splanknik
mezoderm bolgesinden cikan kalp, 6n bagirsagin her iki yaninda iki tiip olusturur. On
bagirsak sekillenirken, iki kalp tipii (Kelly ve ark., 2001) bir araya gelerek tek bir tiip
seklinde kalp olusturur ve bu kalp dollenmeden yaklasik 22 giin sonra atmaya baslar
(O'Rahilly ve Miiller, 2010; Sadler, 2011; Moore ve Persaud, 2015; Bhat ve Palaniappan,
2006; Hiruma, 2017; Carlson, 2013).

Embriyonik endoderm, embriyonun gelisiminin erken asamalarinda, baslangicta
yumurta sarist kesesinin mezodermal duvarindan tiiretilir. Bu siire¢, embriyonun gelisiminde
kritik bir rol oynar c¢iinkii endoderm, tiim i¢ organlarin (sindirim sistemi, solunum sistemi,
karaciger, pankreas, vb.) temel yap1 taglarini olusturur (Lescroart et al., 2014). Embriyo, yanal
katlanmaya bagladik¢a endodermal bagirsak, kranyal ve kaudal tiipler seklinde sekillenir ve
bu tiipler 6n bagirsak ve arka bagirsak olarak adlandirilir. Bu tiipler, karmn bdlgesinin

ortasinda birlestirilir. Ancak orta bolge yani orta bagirsak, baglangigta ventral olarak yumurta
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saris1 kesesine agik kalir. Bu agiklik bagirsaklarin sekillenmesinde ve igyapilarinin dogru

yerlesiminde kritik bir rol oynar (Keller, 2005).

Boru seklindeki bagirsak yapisi gelismeye devam ederken, yumurta sarisi kesesi ile
olan baglant1 giderek zayiflar ve bu baglanti yumurta saris1 sap1 (yolk stalk) olarak bilinen
yapiy1 olusturur. Bu asamada, gelecekteki agiz (stomodeum), orofaringeal membran ile 6n
bagirsak arasinda ayrilir. Ayrica, arka bagirsak, kloakal plaka ile proktodeum arasinda
ayrilmaya baglar. Bu siire¢, bagirsaklarin dogru sekilde segmental olarak ayrilmasinda 6nemli

bir adimdir (Spemann ve Mangold, 1924).

Bagirsaklarin bu sekillenme siirecinde, arka bagirsak bir adaptasyon olarak allantois
gelisimini baglatir. Allantois, bircok hayvanda idrar ve solunum atiklarinin viicuttan
uzaklagtirilmasi i¢in 6nemli bir yapidir ve bu 6zellik, hayvanin embriyonik gelisimi sirasinda
atik yonetimi agisindan 6nemli bir rol oynar (Smith, 2003). Allantois, ayrica, plasenta ile
iligkili olan gobek kordonu yapisinin gelisiminde de énemli bir rol oynar (Jacobsen et al.,

2005).

Orta mezoderm, iirogenital sistemin organlarini olusturmak icin temel bir yapidir.
Lateral plaka mezodermi, somatik mezoderm ve splanknik mezoderm olmak iizere iki ana
boliimde ayrilir. Somatik mezoderm, ektoderm ile iliskili iken, splanknik mezoderm
endodermle iliskili olur. Bu iki bolge arasindaki bosluk, sélom adi verilen bir yapiy1 olusturur
ve bu yapi, viicut boslugunun ¢esitli organlari tarafindan ¢evrelenen bir alan olarak 6nemli bir

rol oynar (Gilbert, 2006).

Ekstremite tomurcuklari, lateral plaka mezoderminden tiiretilir ve viicuda uzanacak
olan organlarin, Ozellikle de bacak ve kollarin gelisimi i¢in Onemlidir. Ayrica,
ekstraembriyonik mezoderm de gelisen viicut yapilarinin cogunu olusturur. Ozellikle viicut
sap1 ve plasental yapilarla ilgili olan bolimleri olusturur. Ekstraembriyonik mezoderm,
embriyo gelisiminde onemli bir rol oynayan yapilar arasindadir (Carlson, 2013; Smith ve

Storch, 2014).

Teratojenite

Teratoloji embriyonik ve fetal donemde meydana gelen anormal gelisimlerin
sebeplerini, mekanizmasini, ortaya ¢ikan yapisal ve islevsel anormallikleri, inceleyen bilim
dalidir. Teratoloji genetik ¢evresel ve biyolojik faktorlerin embriyonun gelisimindeki
anormalliklere yol agan etkilerini aragtirarak, saglik iizerindeki potansiyel olumsuz sonuglari

anlamaya yonelik 6nemli bilgiler saglar (Jones ve Smith, 1975; Wilson, 2005).
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Embriyonik gelisim doneminde maruz kalinan teratojenik maddeler, kimyasallar,
biyolojik faktorler (enfeksiyonlar), fiziksel faktorler ve ilaglart kapsar. Bu maddeler,
plasentadan fetiise gegerek normal gelisimi engelleyebilir veya sekil ve gelisim
bozukluklarina neden olabilir. Teratojenik maddelerin embriyonik gelisimdeki olumsuz
etkilerine teratojenite adi verilmektedir. Teratojenler fetiisin morfolojik ve fonksiyonel
gelisiminde anormalliklere yol agarak, dogum kusurlarinin ortaya ¢ikmasia neden olabilir

(Wilson, 2005; Moore ve Persaud, 2009).

Teratojenik maddelere gebeligin hangi doneminde, ne kadar siireyle ve hangi dozlarda
maruz kalindig1 6nemlidir. Organogenez asamasindaki bir embriyoda teratojenik hassasiyet
maksimum diizeye ulasir. Cogu ilag plesantadan pasif difiizyonla fetlise gegmesine ragmen
teratojenik etki gostermez. Teratojenik etki bu ilaglarin metabolitleri nedeniyle ortaya

¢ikmaktadir (Kayaalp, 2002).

Norotoksisite

Ulusal Arastirma Konseyi ve Cevre Koruma Ajansina gore norogelisimsel toksisite;
kimyasal, biyolojik veya fiziksel faktorlere maruz kalmanin neden oldugu sinir sistemi islevi
veya yapisindaki olumsuz degisiklikleri ifade etmektedir. (Kanungo vd., 2014).
Norogelisimsel bozukluklarin ve sakatliklarin yaklasik %3"iniin néronal hasara yol agabilen
norotoksinlere maruz kalmaktan kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Connors vd., 2008;

Homberg vd., 2016; Vargas and Ponce Canchihuaman, 2017).

Sentetik Uyusturucular

Psikoaktif maddeler, merkezi sinir sisteminde etkisini gosteren beynin islevlerini
degistirerek algida, bilingte, ruh halinde, motor islevlerde ve davramiglarda birtakim
degisikliklere sebebiyet veren kimyasal maddelerdir (Asicioglu, 2013; TUBIM, 2014). Diinya
Saglik Orgiitii’niin tanimlamasina gore psikoaktif maddeler normal saghgin siirdiiriilmesi igin
gerekli olmayan ve yasayan bir organizma tarafindan alindiginda bu organizmanin bir veya

daha fazla islevini degistirme 6zellikleri olan maddelerdir (WHO, 2010).

SK’ler, kannabinoid reseptorlerine spesifik bir afinite gosteren yeni psikoaktif
maddeler olarak adlandirilan maddelerdir (Abbate ve digerleri, 2018). SK’ler, esrarin temel
psikoaktif bileseni olan THC nin etkilerini kimyasal olarak taklit etmek {izere tasarlanmig
genis bir psikoaktif madde grubunu icerir (Castaneto ve digerleri, 2014; Fattore ve Fratta,
2011). SK’ler, merkezi sinir sistemindeki kannabinoid baglayici reseptorler olan CB1 ve CB2
ile ayn1 anda etkilesime girme Ozelligine sahiptirler (Winstock and Barratt, 2013). Zihin
degistirici etkisi kabul edilen ve dogal gibi davranan kannabinoidlerdir (Cohen ve Wein Stein,
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2018 ). Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Su¢ Ofisi Diinya Uyusturucu Raporu (2015),
SK'lerin tiim yeni psikoaktif maddelerin %39'unu temsil ettigini belirtmistir (Birlesmis

Milletler, 2016).

Kullanicilar arasinda "sentetik mariuana" ya da “yalanci ot” olarak da adlandirilabilen
SK, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerinde Spice, K2, Genie; Tiirkiye’de ise “Bonzai,
Jamaica ve Jamaican Gold” ismiyle bilinmektedir (Yargig, 2013). Vaka raporlart incelendigi
zaman SK’lerin rektal veya parenteral uygulama yollarinin kullanilmadigi, bunun yerine
inhalasyon ve oral kullamimin oldugu belirtilmistir (Seely et al., 2012). Sigara gibi
igildikleride kolayca buharlasirlar ve farmakolojik etkilerini daha hizli gosterirler. Bundan

dolay1 kullanicilar tarafindan bu kullanim yolu daha ¢ok tercih edilir (Weaver et al., 2015).

Madde kullanicilart arasinda her gecen giin kullanimi artan ‘designer drugs’ olarak
tanimlanan SK’ler, genellikle saf formda olmak iizere kati veya yag halinde
bulunabilmektedir (Gurdal ve ark., 2013; Liechti, 2015).

SK paketleri, farkli kimyasal kategorilerden SK’ler igerir ve bunlarin bilesimleri
stirekli olarak degistirilir. Farkli zaman dilimlerinde {iiretilen ayni {iriiniin bilesimi, miktari,
hatta ayn1 ambalajdaki iriinler bile 6nemli 6lgiide farklilik gostermektedir. Bu paketlerde
cesitli caligmalarda belirtildigi gibi SK’lerin yani sira katki maddeleri (hizmet maddeleri, yag
asitleri, esterler, benzodiazepinler ve tramadoliin aktif metaboliti) bulunmaktadir (Zuba ve
ark., 2011; Dresen ve ark., 2010; Castaneto ve ark., 2014).

A9-THC'in kesfinden bu yana, kannabinoidler biyomedikal arastirma amaglar1 i¢in
sentezlenmistir (Seely ve digerleri, 2011). Bu sentetik tiirevler, baslangigta esrarin ve
endokannabinoid sistemin etki mekanizmalarini daha iy1 anlamak, saglik tizerindeki etkilerini
arastirmak ve yeni terapotik ajanlarin potansiyelini farmakolojik olarak degerlendirmek
amactyla gelistirilmistir (Di Marzo ve Petrocellis, 2006; Gerra ve digerleri, 2010). Ozellikle
1990’1 yillarda tibbi kullanima alternatifler olusturmak ve kannabinoid reseptorlerine

baglanma yerlerini aragtirma amaciyla tiretilmiglerdir (Bilici, 2014).

SK’ler, basglangi¢ta inflamatuar hastaliklar ve kanser agrisina yonelik potansiyel tedavi
seceneklerini arastirmak ve endojen kannabinoid sistemi aragtirmak i¢in farmakolojik problar
olarak gelistirilmistir (Pertwee, 2006; Castaneto ve ark., 2014). Agn kesici etkileri Saptanan
SK’in, psikoaktif o6zellikleri esrarla kiyaslandiginda cok daha yogun ve giiclii oldugunun
anlasilmasi, bu maddelerin kotiiye kullanim oranlarinda hizli bir artisa yol agmistir (Kayaalp
ve Uzbay, 2012). Arastirmalarda kullanim amaciyla sentezlenen SK’ler zamanla keyif verici

etkilerinden dolay1r eglence amagli kullanilmaya baglanmistir (Shim et al., 2008). Bu

16



maddelerin kotiiye kullanilmaya baslanmasiyla birlikte, hem bagimlilik riski hem de ciddi yan

etkiler kamu saglig1 agisindan 6nemli bir sorun haline gelmistir (Castaneto et al., 2014).

SK’in CB1 ne, esrarla kiyaslandiginda yiiz kat daha yiiksek bir afinite ile baglandig:
gosterilmistir (Kayaalp ve Uzbay, 2012; Kalyoncu ve digerleri, 2014). SK’in etki siiresi daha
uzun ya da daha kisa olabilir, ancak etkinin baslangic1 A9-THC'e gore hem daha hizli, hem de
daha yogundur (Beal ve ark., 1995; Pertwee, 1997; Fattore ve Fratta, 2011). Kullanilabilirligi,
diisiik maliyeti ve standart toksikolojik testlerle saptanmasinin nedeniyle SK kullanimi
katlanarak artmaktadir (Bilici, 2014). Esrarla karsilastirildiginda SK’lerde ciddi ve 6liimciil
zehirlenmelerin daha yaygin oldugu goriilmektedir (EUDA, 2017; Tait ve digerleri, 2016).
Zehirlenmenin yani sira hizli biling kaybi/koma, kardiyovaskiiler etkiler (6rnegin
hipertansiyon, tasikardi, bradikardi, gogiis agrisi, miyokard enfarktiisii ve felg), ndbetler ve
kasilmalar, kusma/hiperemez, deliryum, ajitasyon, psikoz, agresif ve siddet iceren davranislar,
ani oliimler de bildirilmistir. Bu toksisitenin mekanizmalari tam olarak anlasilamamistir (Tai
ve Fantegrossi, 2016). Bununla birlikte, toksik etkilerin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan

muhtemel faktorler, maddelerin giicii ve kullanicilarin maruz kaldig1 doz miktarlaridir.

SK {ireticilerinin etki giiclinii artirma ve tespitten kagma ¢abalar1 kapsaminda, yeni
yapisal tiirevleri bas dondiiriicii bir hizla ortaya ¢ikmaktadir ve kolluk kuvvetlerinin bunlarin
dagitimini izlemesini veya kontrol etmesini son derece zorlastirmaktadir (Underwood, 2015).
Ayrica, yasal diizenlemelerin gerisinde kalan hizli kimyasal modifikasyonlar, bu maddelerin

denetlenmesini ve saptanmasin1 daha da zorlastirmaktadir (Castaneto et al., 2014; EUDA,
2023).

Yeni psikoaktif maddelerin alimiyla iligkili semptomlar nobetlere yol agan merkezi
sinir sistemi toksisitesinden, akut psikoz, saldirganlik, kardiyotoksisite (6rnegin aritmiler) ve
sistem arizalarina neden olan karaciger toksisitesine kadar degisebilir (Kronstrand ve
digerleri, 2018). SK’e baglh akut zehirlenmelerde, esrarin etkilerinden farkli olarak ¢ok daha
uyarici ve sempatomimetik maddelerin kullaniminda goriilen yan etkiler benzer sekilde ortaya
¢ikabilmektedir (Groten hermen, 2003; Cohen ve ark., 2012; Bozkurt, 2014). Bu yan etkiler
genellikle terleme, titreme, midriyazis, bulanti, kusma, istah degisiklikleri, hipertansiyon,
hipotansiyon, gégiis agrisi, tasikardi, bradikardi, solunum depresyonu, konfiizyon, psikomotor
ajitasyon, somnolans ve sedasyon gibi belirtileri igermektedir (Zimmermann ve ark., 2009;
Cohen ve ark., 2012; Derungs ve ark., 2013).

Ayrica, SK kullanimi sonrasi ortaya ¢ikan klinik belirtiler, hastalarin kullandiklari
maddenin igerigi, etken maddesi, miktar1 ve saflik derecesine bagli olarak farklilik

gosterebilmekte olup, kullanilan maddenin miktari, igerigi ve saflik derecesine bagl olarak da
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ciddi entoksikasyon belirtileri ortaya g¢ikabilmektedir (Brewer ve Collins, 2014; Cohen ve
ark., 2012).

SK’ler molekiillerin kimyasal yapilarina gore asagidaki gibi smiflandirilmaktadir;

(Gurney et al., 2014; Brents et al., 2014).

1. Klasik kannabinoidler; Tetrahidrokannabinol (THC), esrarin diger bilesenleri ile
yapisal olarak benzer sentetik analoglari igerir. Or: AM411, 0O-1184, HU-210 ve
AM-906.

2. Klasik olmayan kannabinoidler; Siklohekzilfenoller veya 3-arilsiklohekzanoller. Or:
CP-55,940, CP-47,497, CP-55,244.

3. 3.Hibrit kannabinoidler; Klasik ve klasik olmayan kannabinoidlerin yapisal
ozelliklerinin kombinasyonlaridir. Or: AM-4030.

4. Aminoalkilindoller (AAIs): Aminoalkilindoller yedi alt gruba ayrilir;

a) Fenilasetilindoller. Or: JIWH-251, JWH-250.

b) Naftolindoller. Or: JWH-015, JWH-018, JWH-073, JWH-081, JWH-122,
JWH200, JWH- 210, JWH-398.

¢) Siklopropolindoller. Or: XLR-11, UR-144.

d) Benzolindoller. Or: AM-694, pravadolin, RSC-4.

e) Naftilmetilindoller. Or: TWH-184.

f) indol karboksamidler. Or: STS-135, APICA.

g) Adamantolindoller. Or: AM-1248, AB-001.

5. Eikozanoidler; Endokannabinoidler olan anandamid gibi bilesikler ve bu bilesiklerin
metanandamid gibi sentetik analoglart.

6. Digerleri; Bu grupta, naftoilpiroller (JWH-307), naftilmetilinden (6r: JWH-176),
diarilpirazoller (selektif CB1 antagonisti Rimonabant), indazol karboksamid (6r:
APINACA) ve naftalen-1-il-(4-pentoksinaftalen-1-il) metanon gibi diger yapisal

tirevler bulunmaktadir.

Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Sug Ofisi tarafindan 2019 yili Haziran ayi itibariyla,
111 ilke ve bolge tarafindan 911 yeni psikoaktif maddenin piyasaya siirildiigii rapor
edilmistir. Bu maddeler arasinda SK'ler 251 farkli bilesik ile en genis grubu olusturarak
listenin en basinda yer almaktadir. (UNODC, World Drug Report 2019).

Diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de bilinen uyusturucu maddelere ek olarak, bu
maddelere benzeyen ve yasal kisitlamalari bulunmayan yeni psikoaktif maddelerin goriilme
orani her gegen giin artmaktadir. Tirkiye’de 2010 Mayis ayinda ilk SK resmi olarak ele
gecirilmistir (Gurdal ve ark., 2013). 2011 yili mart ayinda Amerika Gida ve Ilag Dairesi

18



tarafindan yasa disi ilan edilen 6 farkli SK ¢esidi, 13 Subat 2011 tarihinde Resmi Gazete’de
yayinlanan bir yaziyla ililkemizde de yasakli maddeler listesine alinmistir (Hoyte ve ark.,
2012; Artug¢ ve ark., 2014). Ayrica bazi SK’ler, 22 Mayis 2013 tarihinde yayimlanan ve
2013/4827 Sayili Kararname eki listesinde yer alarak yasa dist madde olarak ilan edilmistir
(Cinar ve Cmar 2012, TUBIM 2014). Istanbul Narkotik Birimi ve Adli Tip Kurumuna 01
Agustos 2010-31 Mart 2012 tarihleri arasinda gonderilen 1200 bitkisel bilesenin analizi
sonucunda, bunlardan 1179’unun (%98,3) SK igerdigi belirlenmistir (Artug ve ark., 2014).

Sentetik Uyusturucularin Norotoksik Etkileri

SK’ler, esrar ile benzer farmakolojik etkilere sahip olmalari nedeniyle, kullanicilar
tarafindan tercih edilen maddeler arasinda yer almaktadir (Fattore and Fratta, 2011). Spice
karisimlarinin kullanimu isitsel, gorsel ve dokunsal algilarda yanilsamalara, zamanin yavas
gectigi hissine ve haliisinasyonlara neden oldugu ifade edilmektedir (Yamamoto et al., 2003;
Cottencin et al., 2014).

Esrar ve SK daha oOnceden psikotik bozukluk yasayan bireylerin, yeni psikoz
belirtilerinin ortaya ¢ikmasma veya belirtilerin daha da kotiilesmesine yol agabilecegi
belirtilmektedir. Bu maddeler, psikotik bozuklugun baslangicini tetikleyebilir (Evren ve
Bozkurt, 2013). CB1 reseptorleri hipotalamus, serebral korteks, serebellum, bazal ganglionlar,
hipokampus, omurilik ve olfaktor sistemde yaygin olarak bulunur (Mackie, 2005; Maccarrone
and Wenger, 2005). SK’in, kannabinoid reseptorler araciligt ile ortaya ¢ikan farmakolojik
etkilerinden bazilari; biligsel bozukluk, 6grenme, bellek bozukluklari, 6fori, halusinasyonlar,
uyku bozukluklar ve istah artigidir (Liechti, 2015; Winstock ve Barratt, 2013). SK’lerin hepsi
psikostimulan etkileri ve duyusal motor fonksiyonlarini etkilemektedirler (Zanda and Fattore,
2018).

Daha 6nce saglikli olan 10 erkekte, bir kereden fazla SK kullanimi sonrasinda yeni
baslangicli psikoz oldugu bildirilmistir (Hurst ve ark., 2011). Ayrica 316 SK kullanicisinin
degerlendirildigi diger bir ¢alismada ise en sik goriilen yan etkilerin motor koordinasyonda
azalma (%38), tasikardi ve aritmi (%33), dissosiasyon (%22), bas donmesi (%20), paranoya
(%18), konfuzyon (%18), bas agris1 (%18), panik (%14), konusma bozuklugu (%14), terleme
(%]14), bulanti veya kusma (%9), depresyon (%4) ve psikoz (%4) oldugu bildirilmistir
(Barratt ve ark., 2013). Literatiirde ayrica SK’lerin kullanimina bagl intihar disiincesi ve
intihar girisimi oranlarinda belirgin artis oldugunu 6ne siiriilen yayinlar mevcuttur (Fattore ve
Fratta, 2011; Shanks ve ark., 2012; Patton ve ark., 2013).
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SK’ler i¢in bildirilen yan etkiler; tremor, ataksi, nistagmus, fasikiilasyonlar,
hipertonisite, hiperrefleksiyon ve hiperekstansiyon sayilabilir. SK’lerin en yaygin biligsel
etkileri; dikkat, konsantrasyon, hafiza ve operasyonel becerilerde bozulmadir. Bu etkiler
genellikle intoksikasyon doneminde goriilmekle birlikte bu donemin Gtesine de

uzanabilmektedir (Musshoff ve digerleri, 2014; Spaderna ve digerleri, 2013).

Sentetik Uyusturucularin Teratojenik Etkileri

SK kullanicilar1 arasinda ciddi ve tehlikeli saglik etkileri siklikla rapor edilmektedir
(McGuinness ve Newell, 2012). Yetiskinlerde SK'lerin toksik etkilerinin kanitlanmis olmasi,
dogum oOncesi donemde gerceklesen maruziyetlerin de fetal gelisim {izerinde zararh
olabilecegini diisiindiirmektedir. Birgok epidemiyolojik kanitlara ragmen kannabinoidler
diinya capinda hamile kadinlar tarafindan en sik suistimal edilen yasa dis1 maddeler olmaya
devam etmektedir (Brown ve Graves, 2013; Calvigioni ve digerleri, 2014; Holbrook ve
Rayburn, 2014). Yagda ¢oziinebilen bir bilesik olan A9-THC'nin plasental bariyeri kolayca
gecebildigi ve fetiise ulastigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda, A9-THC'nin fetal dokularda
biriktigi ve maruziyetten sonra bu dokulardan geri kazanilabildigi saptanmistir. Ayrica, ilacin
uygulanmasindan ii¢ saat sonra anne ve fetal plazmada benzer A9-THC konsantrasyonlarinin

bulundugu belirlenmistir (Bailey et al., 1987).

Dogum 6ncesi donemde kannabinoid maruziyetinin etkilerine iliskin mevcut bilgilerin
biiytik bir kismi, esrar veya psikoaktif bilesenlerinin insan ve hayvan modellerinde yiiriitiilen
daha &nceki calismalara dayanmaktadir. Ozellikle 19801 ve 1990'hh yillarda yayrmlanan
gelisimsel toksikoloji (teratojenite) ¢alismalarinin biiyiik bir kisminda, gebelik siiresince esrar
kullanimiin fetal biiytime geriligi ve distal uzuv defektleri gibi anormallikleri gibi ¢esitli
dogumsal bozukluklarla iligkili oldugunu, bu bulgularin fetal alkol sendromunda g6zlemlenen
etklerle benzerlik gostermektedir. Kraniyofasiyal anormallikler davranissal anormallikler ve
ara sira perinatal 6liim arasinda bir iligski oldugunu gostermektedir (Gibson ve digerleri, 1983,

Hingson ve digerleri, 1982).

Son on yildaki yasa dis1 uyusturucu kullanimi egilimleri, lireme cagindaki kadinlar
arasinda hem dogal hem de SK’lerin artan popiilaritesini yansitmaktadir (Papaseit ve ark.,
2014; Schneir ve digerleri, 2011).

Ozellikle bircok Bati iilkesinde esrar kullanimindaki son yillarda gozlenen artis,
dogum Oncesi esrar maruziyetinin teratojenik etkilerinin 6nemine dikkat ¢ekmektedir. Giincel
literatiirde yer alan bulgular, dogum oOncesi esrar maruziyeti sonrasinda fetal gelisim

bozukluklari, yiiksek prematiirite oranlari, erken dogumlar, yasam boyu devam ettigi
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gosterilen daha kiigiik beyin hacmi ve daha kiiciik kafalar gibi noérogelisimsel etkilerin

sikliginda anlamli bir artig oldugunu ortaya koymaktadir (Brents L., 2017).

Epidemiyolojik ve klinik caligmalar, maternal esrar maruziyetinin, dogan yavrularda
davranis bozukluklar1 ile iliskilendirilmektedir ve noropsikiyatrik bozukluk riskinin

artmastyla baglantilidir (Morris ve ark., 2011).

Opioid ilaglar1 kullanan bir kadin hamile kaldiginda, dogmamis ¢ocuk ve yenidoganin
opioid bagimlist olma ve yoksunluk etkileri gosterme riski bulunmaktadir. Ayrica yeterince
tanimlanmamis olan ilaca maruz kalma nedeniyle gelisimsel kusurlarin ortaya ¢ikma riskini

de artirmaktadir (Reddy et al., 2017).

Kannabinoidler plesantay1 kolaylikla gecip fetiise ulagabildigi icin fetiislin gelisimini
olumsuz yonde etkileyebilir ve yeni doganlarda norolojik bozukluklar olusma riskini artirir
(Kanyo et al., 2021). Ustelik dogum &ncesi esrar maruziyetinin bagisiklik hiicreleri iizerindeki
dnanin metilasyon durumunun degismesine yol agabileceginin gosterilmesi, yalnizca
bagisiklik gelisimi i¢in degil, ayn1 zamanda beyin gelisimi ve olgunlagmasi i¢in de uzun siireli
etkilere sahiptir. Bir kemirgen modelinde, bu etkilerin ilerleyen doénemde opioid

bagimliliginin gelisimi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Zumbrun ve digerleri, 2015).

Bagimlilik genetigi, model organizma olarak zebra balig: kullanilarak incelenmistir
(Klee ve digerleri, 2012). Zebra balig1 c¢alismalari, insan bagimlilarinda goriilen
uyusturucularin etkilerini, dogum Oncesi opioidlere maruz kalan bebeklerdeki dogum
kusurlarim1 ve dogum Oncesi maruziyetin gelisim ve davranig {izerindeki etkilerini

Ozetlemektedir (Sarmah ve digerleri, 2020).

CUMYL-4CN-BINACA

CUMYL-4CN-BINACA sentetik bir kannabinoid ve bir CBI reseptdr agonistidir.
Esrarin baglica psikoaktif etkilerinden sorumlu olan A9-tetrahidrokanabinol (THC) ile bazi
farmakolojik benzerlikleri paylasmaktadir. Insanlarda CUMYL-4CN-BINACA esrar ve diger
SK’lere benzer etkilere sahiptir. Ancak yasami tehdit eden ek toksisitesi bulunmaktadir.

CUMYL-4CN-BINACA, agn ile mide bulantisini tedavi etmek, istahi uyarmak ve
olumlu bir ruh hali degisikligini tesvik etmek amaciyla kullanilabilecek sentetik bir
kannabinoid tiirevi olarak sunulmus, ilk olarak 2014’de Yeni Zelanda patentinde SGT-78
adiyla ortaya ¢itkmistir (Bowden ve Williamson, 2014; Longworth ve digerleri, 2017; New
Zelland, 2014). Sonrasinda CUMYL-4CN-BINACA, Cin'den Ispanyol sevkiyati sirasinda
Ispanyol giimriik yetkilileri tarafindan tek bir ele gegirme vakasinda 50 kg toz formunda ele

gegirilmis; siv1 ve toz formlar olmak iizere ¢esitli formlarda tespit edilmistir (EUDA, 2017).
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CUMYL-4CN-BINACA, Avrupa Birligi'nde Ekim 2015 itibariyla piyasada bulunmaktadir ve
dokuz iiye devlette, ayrica Tiirkiye'de de tespit edilmistir (EUDA, 2017).

CUMYL-4CN-BINACA, EUDA tarafindan izlenen SK’lerin ¢ogunda oldugu gibi
ortak bir yapisal 6zellik olan bir indazol ¢ekirdegine sahiptir (Sekil 1). CUMYL-4CN-
PINACA’nin yapisindaki pentil grubunun siyanobiitil ile yer degistirmesi sonucunda
CUMYL-4CN-BINACA sentezlenmistir (EUDA, 2017). Yapisinda cumil grubu (cumyl), N-
butil kuyrugunun 4-pozisyonunda(4-CN) bagli siyano grubu, bir indazol ¢ekirdegi (INA) ve
bir karboksilamid bagli olan SK’dir. Saf formunda CUMYL-4CN-BINACA kristalimsi bir
katidir (EUDA, 2017). CUMYL-4CN-BINACA'nin yapisal karakterizasyonu yakin zamanda
rapor edilmistir (Bovens ve digerleri, 2017). CUMYL-4CN-BINACA metabolitleri idrar
orneklerinde ve insan karaciger mikrozomlarinda tanimlanmustir (Oztiirk ve digerleri, 2018;
Stacheli ve digerleri, 2018). CUMYL-4CN-BINACA'nin akciger, karaciger, bobrek,
kardiyovaskiiler sistem ve merkezi sinir sistemi gibi bircok organ sisteminde toksisite

olusturabilen siyaniire metabolize oldugu bilinmektedir.

CUMYL-4CN-BINACA gibi SK’ler i¢in THC/kenevire benzer etkiler rapor
edilmistir. Baz1 durumlarda etkilerin daha siddetli oldugu bildirilmektedir. (EUDA, 2017).
Insanlarda CUMYL-4CN-BINACA zehirlenmeleri zihinsel durum degisikligi, anksiyete,

bulant1 ve kusma, nobetler veya titreme ve hatta 6liimle iliskilendirilmistir (EUDA, 2017).

AB'de CUMYL-4CN-BINACA'nin analitik olarak dogrulandigi 11 6lim meydana
gelmistir. Bu 6liimlerin en az besinde, CUMYL-4CN-BINACA’nin 6liim nedeni veya 6liime
katkis1 oldugu agiklanmistir (EUDA, 2017).

Avrupa Polis Teskilati ve EUDA’nin yaptig1 ortak bir calismada CUMYL-4CN-
BINACA Isveg’te sekiz ve Almanya’da ii¢ 6liim vakasi raporlanmistir (EUDA, 2017). 2016
yilinda Tiirkiye’de Adli Tip Kurumu Bagkanligi’na gonderilen 2350 vaka iizerinde yapilan
otopsi ve analizler sonucunda, 355 vakada (%15,1) CUMYL-4CN-BINACA tespit edilmistir
(Yeter, 2017).
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Sekil 1. CUMYL-4CN-BINACA (1-(4-siyanobutil)-N-(2-fenilpropan-2-il)-1H-indazol-3-
karboksamid) nin kimyasal yapis1

Model Organizma Olarak Zebra Bahgi

Model organizmalar, insan genomuna benzerliginden dolay1 tercih edilen ve insan
genomundaki biyolojik, farmakolojik olaylarin nedenini anlamak amaciyla arastirmalarda

kullanilan canlilardir.

Zebra baligi (Danio rerio) 1970’lerden giiniimiize kadar bir¢ok tibbi ve bilimsel
caligmalarda énemli bir omurgali model olarak kullanilmaktadir. Zebra baligi (Danio rerio)
ilk olarak Streisinger ve arkadaslar tarafindan 1981 yilinda genetik ¢alismalar i¢in tanitilmis
ve o zamandan beri gesitli arstirmalarda yer almistir (Streisinger ve digerleri, 1981). Zebra
baliklarinin; jenerasyon zamaninin kisa olmasi, diisiik maliyetli olmasi, kolay bakilabilmesi,
yumurta ve embriyolarinin optik transparan olmasi, gen manipulasyonlarin kolay
uygulanabilmesi, laboratuvar ortaminda kolay beslenebiliyor ve ¢ogaltilabiliyor olmasi,
yiiksek fekondite gostermesi (ergin disiler haftalik araliklarla ylizlerce yumurta birakir),
dayanikli bir tiir olmasi, kolay bulunabilmesi ve tiim genomu dizilenmis olmasi1 bu canliyla

calismayi avantajli hale getirmektedir (Lambert, 1970; Selman ve digerleri, 1993).

Omurgalilara benzer gelisim, anatomi ve fizyolojiye sahip olan zebra balig1 biyolojik
arastirmalarda kullanilan klasik memeli modellerine uygun alternatif bir organizmadir. (Otte
ve digerleri, 2017).

Zebra baligi (Danio rerio) Giiney Asya kokenli olup, Pakistan, Kuzey Hindistan,
Bhutan ve Nepal gibi iilkelerin akarsularinda dogal olarak bulunan tropikal bir tatli su balig
tirtidiir. Kemikli baliklar (Teleostei) grubunda yer alan bu tiir Actinopterygii sinifinin
Cyprinidae familyasina aittir (Carpio ve Estrada, 2006). Sivrisinek larvalar1 ve diger

boceklerle beslenmektedirler. Viicutlarinin her iki yaninda 7-9 adet giimiis rengi ve mavi
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cizgiler bulunmaktadir. Yetiskin zebra baliklarinin boyu maksimum 4-5 c¢cm civarindadir.
Zebra baliklarinin yasam ortami igin optimum sicaklik 26-28°C’dir. Uygun iletkenlik ve pH
degerleri sirastyla 10 ile 271 uS ve pH 6,0-8,0 arasindadir (Engeszer ve digerleri, 2007). Ve
bir ¢ift zebra baliginin hizla fonksiyonel metabolik organlara sahip larvalara doniisen yiizlerce
dollenmis yumurta tretebildigi yiiksek bir tireme kapasitesine sahiptir (Kamel ve Ninov,
2017).

Sekil 2. Yetiskin zebra baligi (Danio rerio).

Zebra balig1, genomunun dizilenmesinin ardirdan insanlarda protein kodlayan genlerin
%70’1 ile zebra baliklarinda bulunan genlerle benzerligi yani gen diziliminin ayni olmas1 ve
insanlarda rastlanan hastaliklarla ilgili genlerin %84’iiniin yine zebra baliklarinda benzer
olmasi bir¢ok ¢alismada tercih edilmesini saglamistir (Griffin, 2020). Ayrica zebra
baliklarinin yumurta ve embriyolar seffaf goriintirler. Bu seffaf goriiniim gelisim doneminde
farkli organ sistemlerinin olusumunu steromikroskop altinda her asamanin takip ve ayirt
edilmesine olanak saglar. Organogenez caligmalari i¢in bir¢ok firsat sunmaktadir. (David,
2004). Zebra baliklarinda kimyasal kaynakli malformasyonlar dogrudan mikroskop altinda
gozlemlenebilir. (Nishimura ve digerleri, 2016; Huang ve digerleri, 2018)

Déllenmemis yumurtalarin opak yapist dollenmis yumurtalardan kolaylikla ayirt
edilmesini saglar. Ddllenen embriyolar yaklagik yarim saat igerisinde blastodisk olusumunu
baslatir. ilk hiicre béliinmesi dollenmeden 45 dakika sonra gerceklesir. Ardindan blastomerler
15 dakikada bir boliniirler. Blastomerlerin segmentasyon agamasindan sonra gastrulasyon
safhasi baslar. Embriyonik gelisim siireci; zigot (0-45 dakika), yariklanma (45 dakika-2,15
saat), blastula (2,15-5,20 saat), gastrula (5,20-10 saat), segmentasyon (10-24 saat), faringula

(24-48 saat), kulucka (48-72 saat), larval safha (72 saat sonrasi) olmak iizere sekiz temel
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asamadan olusur (Kimmel ve ark., 1995). Gelisim asamalarinin birinci giiniinde embriyolar
bas ve kuyruk bolgelerinden olusur, ikinci gilinlinde pigmentasyon gostermeye baslarlar
(Westerfield, 2000). Zebra balig1 embriyogenezisi dollenmeden sonraki 72 saat (hpf) iginde
tamamlanir ve 3 ay iginde cinsel olgunluga ulasir (King-Heiden ve ark., 2012). Bu avantajlar
zebra baligini ¢esitli toksik kimyasallarin ve ilaglarin gelisim ve lireme {izerindeki etkisini
arastirmak i¢in ideal bir model haline getirir (De la Paz ve ark., 2017). Embriyonun gelisimi
stereo mikroskop altinda incelenebilir. Ozellikle kalbi, 3 haftalik gebelikteki bir insan
embriyosununkine benzerdir ve kardiyovaskiiler sistem {izerindeki etkileri canli zebra

baliklarinda mikroskopla kolayca degerlendirilebilir (Teixidé ve ark., 2019).

Zebra balig1 embriyo ve larvalari, yetigkin zebra baligina gore toksinlere karsi 6nemli
Olgiide daha yiiksek duyarlilik gostermistir (Chahardehi ve digerleri, 2020). Zebra balig
larvalari, erisilebilir ve karakterize edilmis devrelerle nispeten basit, okunakli ve basmakalip
sensorimotor davraniglar sergiler. Kapsamli ileri genetik ve kimyasal tarama igin, uygun

miikemmel bir omurgali sistemidir (Meshalkina ve digerleri, 2018).

Yetiskin zebra balig1 santral sinir sistemi tarafindan kontrol edilen biligsel, duyu-motor
ve temel motor tepkiler gibi norobiyolojik tepkilere sahip olup, insanlarla homolog beyin
yapilar1 igeren entegre bir sinir sistemine sahiptir (Tierney, 2011). Beyinlerinin hiicresel
yapisinin yani sira sinaptik yapisit ve islevi de insanlarinkiyle benzerlik gostermektedir.
Bundan dolay1 giinlimiizde hem larva hem de yetiskin zebra baligi, beyin islevi, islev
bozuklugu ve bunlarin genetik ve farmakolojik modiilasyonu gibi sinir sistemi hakkindaki
bilgilerimizi zenginlestirmek i¢in kullanilmaktadir (Kalueff ve digerleri, 2014). Zebra
baliklarinin, hem yetigkinlerine hem de embriyolarina toksikoloji caligmalar1 i¢in ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak embriyolar yumurtanin seffafligi nedeniyle toksisite incelemeleri icin
idealdir; bu sayede toksisite testi sirasinda gelisimsel evrelerin tespiti ve son noktalarn

degerlendirilmesi kolaylasir. (Jayasinghe, 2019; Lammer ve dgerleri, 2009).

Zebra baliklari, bazi memeli modellerine goére uygun maliyetli bir alternatif
oldugundan ila¢ arastirmalarinda c¢esitli asamalarda kullanilmaktadir. Embriyolarinin seffaf
olmasi, canli organizmalarda ilaglarin i¢ organlara olan etkilerini kolay ve kapsamli bir
sekilde degerlendirilmesini saglamaktadir (Peterson ve ark., 2000). Zebra baligi su anda
gelisimsel toksikoloji de dahil olmak iizere c¢esitli biyomedikal alanlarda miikemmel bir
model organizma olarak kabul gormektedir (Teraoka ve ark., 2003; Ota ve Kawahara, 2013;
Nishimura ve ark., 2015).
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Uyusturucu Toksisite Tespitinde Zebra Bahg Kullanimi

Diisiik maliyetli, yiiksek verimli ve hizli tahliller gerektiren, toksikolojik, ilag ve
kimyasal toksisite ¢alismalar1 i¢in yaygin olarak kullanilan bir hayvan modeli olan zebra
balig1 (Danio rerio), insanlarla homolog endojen kannabinoid sistemi nedeniyle kannabinoid
toksisite mekanizmalarini incelemek i¢in uygundur (Chatzimitakos ve Stalikas, 2016).
Uyusturucularin etkilerinin anlagilmasi, gelisimsel zararlarinin olup olmadigini anlayabilmek
icin zebra baligi embriyo ve larvalari kullanilabilir. Zebra baligi memelilerle fizyolojik,
morfolojik ve histolojik benzerlikleri paylasmaktadir (Diekmann an Hill, 2013). Genomunun
dizilenmesi, insan genlerinin yaklasik %70’inin bir zebra balig1 ortologuna sahip oldugunu ve
potansiyel insan hastaligiyla iliskili genlerin yaklasik %82’sinin en az bir belirgin zebra baligi
ortologuna sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Howe ve digerleri, 2013). SK’lerin metabolik
mekanizmalar1 reseptor afiniteleri ve farmakolojik etkileri tam bilinmemektedir. SK tiirev
sayisindaki hizli artisa paralel olarak, bu bilesiklerin insanlar ve hayvanlar izerinde in vivo ve

in vitro diizeyde yapilan ¢alismalari incelenmistir (Armenian et al., 2018).

Zebra baliginin doku/organ yapisi ve genetigi memelilerle 6nemli benzerlikler
gostermektedir. Benzerliklerinden dolayr herhangi bir kimyasalin, dogal iiriiniin veya kiigiik
molekiillerin organ gelisimi {izerindeki etkisi zebra baligi embriyolarinda kolayca
degerlendirilebilir (Parng ve digerleri, 2002). Erken embriyonik gelisimi yonlendiren genetik
sinyaller ve tepkiler, zebra baligi ve memeli embriyogenezi arasinda temelde benzerdir (Sipes
ve digerleri, 2011). Zebra baliklarinin gelisim siireci memelilerle karsilastirilabilir (Behl ve
digerleri, 2015; Nishimura ve digerleri, 2015; Sipes ve digerleri, 2011). Zebra balig1 beyin
yapist ve stres diizenleyici eksen de dahil olmak iizere gesitli sinirsel ve fizyolojik sistemlerin
yapist ve islevi agisindan diger omurgali tiirleriyle (kemirgenler ve insanlar dahil) genis
benzerlikler paylagsmaktadir (Randlett, 2015).

Zebra baligi, in vivo toksisite testi i¢in uygun maliyetli ve yararli bir model olarak
ortaya ¢cikmistir ve ilaglarin veya kimyasallarin gelisimsel toksisitesini degerlendirmek i¢in
rutin olarak kullanilmaktadir (Nishimura ve digerleri, 2015). Ozellikle gelisim biyolojisi,
toksikoloji ve ilag arastirmalart i¢in siklikla kullanilmiglardir (Ma ve ark., 2013). Zebra
baliginin embriyolarinin derisi gegirgendir. Kiigiik molekiillerin embriyolara kolayca
gecmeseni saglar. Bilesikler, embriyolarin biiyiidiigii suya basit¢e eklenir. Kiigiik bilesikler,
koryondan gelismekte olan embriyolarin govdesine niifuz edebilir. Degistirilmis genlerin,
kolayca enjekte edilebildigi ve kimyasal mutajenleri sudan absorbe edebilen, genetik olarak
izlenebilir bir omurgali modelidir; embriyolar seffaftir ve disaridan gelisir, bu da noninvaziv

goriintiileme tekniklerinin kullanilmasina olanak tanir. Embriyolar memeli modellerine gore
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¢ok hizli gelisir ve potansiyel olarak deney siiresini kisaltir (Garcia ve digerleri, 2016). Zebra
baligi embriyolarinda gelisimsel toksisiteyi tespit ederken, u¢ nokta parametreleri bir
standartla (negatif kontrol) karsilastirildiginda iki sekilde kategorize edilir. ilk olarak
Olimciillik pihtilasma, somitlerin malformasyonu, kalp atisinin olmamasit ve kuyruk
kopmasmin olmamas1 temelinde degerlendirilir. ikinci olarak teratojenite anormal goz
gelisimi, kendiliginden hareket eksikligi, alisilmadik kalp hizi, pigmentasyon eksikligi ve
O0deme dayanarak degerlendirilir (Nagel, 2002; Calienni ve digerleri, 2017).

Zebra baliginin endokannabinoid gen fonksiyonu bagimlilik, kaygi, gelisim, enerji
homeostazisi ve gida alimi, bagisiklik sistemi fonksiyonu, O6grenme ve hafiza ile
iliskilendirilmistir (Ellis, 2019). THC'ye maruz kaldiktan sonra zebra baliklarinda kaygi,
o0grenme ve hafiza gibi bilissel bozukluklara sebep olan olumsuz sonuglar bildirilmistir (Ruhl

ve digerleri, 2014; Stewart ve Kalueff, 2014).

Zebra balig1 larvalarinin ana 6grenme ve hafiza modelleri arasinda, bir hayvanin
tekrarlanan uyaranlara tepki vermesiyle karakterize edilen aliskanlik; agrili veya zararl
uyaranlara dayali duyarlilastirma; nétr bir uyaranin giiglendirici uyaranla iliskilendirilmesini
iceren kosullandirma ve hayvanin siirii olusturma tercihine dayal sosyal 6grenme gibi farkl

ogrenme siire¢lerinden bahsetmek miimkiindiir (Roberts, 2013).

Zebra baligi larval davranis modellerinde mekansal ve sosyal 6grenme, hafiza, kaygi
ve norotransmitterlerin  yonlendirdigi sosyal veya hastalik davraniglart gibi norolojik
islevlerden yararlanilabilir. Zebra baliginin hem larval hem de yetiskin agsamalarinda tespit
edilen davranigsal fenotipler, sosyal davranig (kesif ve lokomotor yetenekler) ve uyusukluk,
kaygi, lokomotor aktivite gibi azalmis fizyolojik fonksiyon, kesif ve sosyal etkilesim ile
karakterize edilen hastalik davranisi ile ayrilabilir. Kagmak, dokunma ve sese tepki olarak
yiizmek, biliylik karmagikliga ragmen refleksif bir tepkidir. Hafiza igleme ve uzaysal 6grenme
gibi davranigsal olgular zebra baliginin telensefalik bolgesinin lateral palliumunda gergeklesir
ve korku tepkisi, sirasiyla memeli hipokampiisii ve amigdala gibi habenula ile iliskilidir

(Agetsuma ve digerleri, 2010; Kenney, 2017).

Calismada Incelenen Zebra Balhig1 Genleri
Apoptoz (casp3a, casp8, tp53 ve ifngl)

Apoptoz, organizmanin sagligin1 korumak igin kritik 6neme sahip programlanmis
hiicre 6liimii stirecidir. Apoptoz farkli morfolojik 6zellikler ve enerjiye bagimli biyokimyasal
mekanizmalarla karakterizedir. Apoptoz, genetik olarak diizenlenmis bir mekanizma olup,

hiicrenin 6liimiine yol acan ¢esitli i¢sel veya digsal sinyallere yanit olarak isler. Apoptoz,
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embriyonik gelisimde, bagisiklik sisteminin gelisiminde ve isleyisinde, kimyasal kaynakli
hiicre 6liimlerinde, hormona bagli atrofide, normal hiicre dongiisiinde hayati éneme sahiptir.
Apoptozda meydana gelen olumsuz durumlar, noérodejeneratif hastaliklar, otoimmun
bozukluklar, iskemik hasar ve ¢esitli kanser tirti ile ilgilidir (Elmore, 2007; Kerr ve
digerleri,1972; Chin ve Hayward, 2004).

casp3a

casp3a, zebra baliginda apoptozun terminal fazinda gorev alan énemli bir uygulayici
kaspazdir. Zebra balig1 casp3a, insan casp3 ile yiiksek oranda benzerlik gosterir, ancak aktif
bolge dinamiklerinde bazi farklhiliklar mevcuttur. Ozellikle P4 pozisyonundaki substrat
baglanma plastisitesi, casp3a’nin farkli substratlari tanimasini ve kesmesini miimkiin kilar.
Bu 6zellik casp3a’nin fonksiyonel ¢esitliligini artirarak apoptozun diizenlenmesinde esneklik

saglar (Arasu ve digerleri, 2018).

Transgenik zebra balig1 embriyolarinda casp3a'nin asir1 ekspresyonu; retina, notokord,
kalp ve yumurta kesesi gibi dokularda yaygin apoptoza neden olur. Bu durum gelisimsel
morfogenezin bozulmasina ve kalp yetmezligi gibi fenotiplere yol a¢gmaktadir (Yoo ve
Huttenlocher, 2009). Ayrica casp3a'nin substrat Ozgilliigli, apoptozun zamanlamasi ve
siddetinin dokuya 6zel olarak ayarlanmasini saglar. Bu bulgular, casp3a'nin sadece hiicre
Olumiinii degil, aym1 zamanda gelisimsel siirecleri sekillendirmede de rol oynadigini

gostermektedir (Dix ve digerleri, 2014).

casp8

casp8, hiicre dis1 sinyallere yanit olarak aktiflesen bir diger 6nemli kaspazdir. casp8
olim reseptorlerine bagli apoptoz sinyallerini iletir (Wyllie, 2010). Fas gibi o&lim
reseptOrlerinin aktive olmasindan sonra, casp8 baslatict kaspaz olarak rol alir ve apoptozun
baslatilmasinda yer alir. casp8'in aktivasyonu, hiicredeki diger kaspazlar aktiflestirir. Boylece
apoptozun ilerlemesine neden olur. casp8’in ana rolii hiicre apoptozunda asagi akis yolu hiicre
reseptorii olarak gorev yapmaktir. casp8 bir proenzim olarak sentezlenir. Biiyiik bir N
terminal 6n boliim ve bir C-terminal katalitik boliim igerir. Apoptozu tetiklemek icin efektor
kaspazlarin inaktif onformlarinin ayrilmasimi saglar. casp8 onformu oliim efektor formu
icerir. Bu form diger proteinlerin aktivasyonunu diizenlemek i¢in onlarla etkilesime girmeye

olanak saglar (Lee ve ark., 2015).
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tp53

tp53 geni hiicrede ki genetik hasar ve stres kosullarina karst yanit veren kritik bir
timor baskilayic1 gendir. tp53 geni p53 adli bir proteini kodlar. Bu protein hiicre dongiisiinii
diizenler, dna hasarin1 onarir ve gerektiginde apoptoz (programlanmis hiicre Oliimii)
baslatarak, hasarli hiicrelerin ¢ogalmasini engeller. pS3, bu 6zellikleriyle kanser gelisimini
engellemeye yardimer olur (Vousden ve Prives, 2009). Ancak tp53 genindeki mutasyonlar
p53 proteinini islevsiz hale getirebilir. Bu durum, hiicrelerin dna hasarin1 onaramamasina ve
kontrolsiiz bir sekilde boliinmeye devam etmesine yol agar. tp53 mutasyonlari, bir¢ok kanser
tiiriinde yaygin olarak bulunur ve kanserlerin yaklasik %50’sinde tespit edilmistir. Bu nedenle
tp53, hem kanser biyolojisi hem de tedavi yaklasimlari agisindan kritik bir genetik hedef
olarak kabul edilmektedir (Kandoth ve digerleri, 2013).

Ifngl

Interferon gamma 1, bagisiklik yanitlarimi diizenleyen bir sitokindir ve apoptozun
indiiklenmesinde rol oynar. Ifngl (interferon gamma), 6zellikle bagisiklik hiicreleri tarafindan
salgilanir ve hiicre icindeki stres durumlarini tespit ederek apoptozu tetikleyebilir
(Mattyasovszky ve digerleri, 2016). Ifngl, fas ve diger 6liim reseptorlerinin ifade edilmesini
artirarak apoptozun daha da giiclenmesine yol agabilir. Ifngl hem bagimsiz yollarla hem de
kaspazlarla hiicre Sliimiine yol agtigi goriilmiistiir. Bu mekanizmalar, bagisiklik yanitinin

diizenlenmesinde ve hiicresel homeostazin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Pedersen

ve ark., 2004).

DNA onarimm (rad51)

rad51, cift sarmalli dna kiriklarinin homolog rekombinasyon yoluyla onariminda
gorev alan temel bir proteindir (Bonilla et al., 2020). Bu protein, dna hasar1 sonrasi onarim
bolgelerine yonelerek, homolog dna dizileriyle eslesmeyi saglar ve dogru onarim siirecini
baslatir ve hiicresel genomik biitlinliiglin korunmasma katkida bulunur. UV isinlari,
kimyasallar, oksidatif stres gibi c¢evresel etkenler hiicredeki dna da kiriklara yol agabilir.
rad51 geni dnadaki bu kiriklar1 onararak hiicrenin hayatta kalmasma yardimct olur. rad51
dnadaki ¢ift sarmalli kiriklart onarmak igin homolojik rekombinasyonu baslatir. Bu siirecte,
rad51, hasar goren dnanin eslesmis dizileriyle saglikli bir dna dizisini kullanarak kiriklar:
onarir. rad51 hiicredeki genetik kararliligin korunmasinda dnemli islevi vardir (Bonilla et al.,
2020).
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Dopamin (dat, drd1, drd3)

Dopamin, beyin ve sinir sistemi {izerinde énemli bir nérotransmitterdir. Hem merkezi
sinir sisteminde hem de periferal sistemde bir dizi biyolojik islevi vardir. Dopamin, 6grenme,
0diil, motive olma, hareket kontrolii ve duygusal diizenleme gibi fonksiyonlarda kritik bir rol

oynar (Grace, 2000; Beaulieu ve Gainetdinov, 2011).

dat

Dopaminin néronlar arasinda dogru sekilde iletilmesini saglayan (dopaminin sinaptik
bosluktan presinaptik ndrona geri alimini saglayan) bir tasiyici proteindir. Dopamin tasiyici
proteini (dat), dopaminin presinaptik hiicrelere geri alimimi saglayarak sinaptik bosluktaki
dopamin diizeylerini diizenleyen bir membran proteinidir. dat dopaminin fazlaliginin
engellenmesinde kritik bir rol oynar, ¢iinkii dopaminin asir1 birikmesi nérolojik ve psikiyatrik
bozukluklara yol agabilir. dat dopaminin sinaptik bosluktan hiicre igine geri tasinmasini

saglayarak dopamin diizeylerini kontrol eder (Chung ve Hwang, 2017).

drdl

drdl, dopamin sisteminde 6nemli bir rol oynayan bir reseptordiir ve beynin gesitli
bolgelerinde bulunur. drdl geni, dopamin dl reseptoriinii kodlar ve dopaminin etkilerini
baslatan sinyal yollarin1 aktive eder. Bu reseptor, ozellikle bazal gangliyonlar ve prefrontal
korteks gibi alanlarda yogun bulunur ve hareket kontrolii, 6diil mekanizmalari, bilissel
fonksiyonlar ve duygusal diizenleme ile iliskilidir. drdl reseptoriiniin disfonksiyonu,
Parkinson hastalig1, sizofreni ve bagimliliklar gibi norolojik ve psikiyatrik hastaliklarin
patogenezinde yer alabilir. Ayrica genetik varyasyonlar, bireylerin dopamin cevabini ve
dolayisiyla psikolojik durumlarini etkileyebilir (Baik ve Son, 2009; Muneoka ve Takahashi,
2017).

drd3

drd3 dopaminin etkilerini ileten G proteinine bagl bir reseptérdiir. Ozellikle ruh hali,
motivasyon, ddiil isleme ve duygusal diizenleme gibi siireglerde kritik bir rol oynar. Dopamin
D3 reseptorii (drd3), beynin limbik sisteminde yogunlasan ve duygusal yanitlari, motivasyonu
ve ruhsal dengeyi diizenleyen 6nemli bir molekiildiir. drd3, dopaminin etkilerini gosterdigi bir
baska reseptordiir ve daha ¢ok limbik sistem gibi duygusal ve motivasyonel islevlerle iligkili

beyin bolgelerinde bulunur (Beaulieu ve Gainetdinov, 2011; Chung ve Hwang, 2017).

30



Serotonin/5-hidroksitriptomin (5htlaa, 5htla, 5htlb, 5ht2c)

5-Hidroksitriptamin (5-ht), saldirgan davranisi etkileyen en 6nemli norotransmitterdir
(Hu et al, 2015). Baliklarda, triptofan hidroksilaz 2 (5-ht hiz siirlayict enzim, Tph2) ve
plazmasitoma ifadeli transkript (5-ht belirteg¢ protein faktorii, Petl), 5-ht sentezi i¢in énemli
faktorlerdir (McGeer ve digerleri, 1973 ). Calismalar, Tph2 katalitik aktivitesinin kaybinin ve
petl gen ifadesinin azalmasmin, 5-ht sentezi ve saliniminin azalmasma yol agtigini ve
bununda tireme dis1 davraniglarda (korku, endise ve saldirgan davranis gibi) degisikliklere ve
iireme davranisinin bozulmasina neden oldugunu gdstermistir (Mosienko et al., 2012;
Jacobsen ve digerleri, 2011). Hidroksitriptomin (5-hidroksitriptamin) yada daha yaygin
bilinen adiyla serotonin, merkezi sinir sistemi ve gastrointestinal sistemde Onemli bir
norotransmitter olarak gérev yapmaktadir. Serotonin, duygusal durum, uyku, istah, sindirim,
ogrenme ve hafiza gibi bir dizi biyolojik fonksiyonu diizenler (Miiller ve Jacobs, 2014; Lesch,
2017).

5htlaa

S5htlaa geni, serotonin la (5htla) reseptoriinii kodlayan bir gendir. Bu reseptor,
serotonin sisteminin énemli bir pargasidir. 5htlaa reseptorii, basta duygu durum diizenleme,
anksiyete, depresyon ve psikolojik durumlarin kontrolii olmak iizere birgok noropsikiyatrik
islevi diizenler. Ozellikle beynin limbik sisteminde, hipokampus ve prefrontal korteks gibi
bolgelerde yogun sekilde bulunur. 5htlaa reseptoriiniin aktivasyonu, genellikle sakinlestirici
ve dengeleyici etkilerle iligkilidir, ancak asir1 ya da yetersiz aktivite, psikiyatrik bozukluklarin
gelisimine yol agabilir. Genetik varyasyonlar ve polimorfizmler, bu reseptoriin islevini
etkileyebilir ve anksiyete, depresyon, sizofreni gibi hastaliklarin patogenezinde rol
oynayabilir. 5htla reseptorleri, antidepresan ve anksiyolitik ilaglarin hedefi olarak, tedavi

stireglerinde 6nemli bir rol oynar (He ve L1, 2012; Lanfumey ve Hamon, 2016).

5htla

Shtla reseptori, serotonin (5-hidroksitriptamin) reseptor ailesinin 6nemli bir {iyesidir.
Cogunlukla beynin limbik sistemi, hipokampus ve prefrontal korteks gibi duygusal ve bilissel
islevlerin yonetildigi bolgelerde bulunur (Hensler, 2006). G-protein bagli bir reseptor olan
5htla, ve genellikle hiicre i¢i sinyal yolaklarini azaltarak néronal aktiviteyi baskilar (Albert ve
Vahid-Ansari, 2019). Bu mekanizma 6zellikle anksiyete ve depresyon gibi durumlarda 6nemli

bir dengeleyici rol oynar (Savitz et al., 2009; Richardson-Jones et al., 2010).
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5htlb

5htlb reseptorii, serotonin (5-hidroksitriptamin) ailesi igerisinde yer alir. G-protein
bagli bu reseptor, sinaptik iletimi diizenleyen 6nemli bir rol tstlenir ve genellikle presinaptik
bolgelerde bulunur. 5htlb reseptorii, oto-reseptor olarak gorev yaparak serotonin salinimini
inhibe eder (Hoyer ve Martin, 1997). 5htlb reseptdorlerinin, serotonin salinimini diizenleyerek
agr1 algisini, iyi hissetme durumlarimi ve duygusal dengeyi etkiledigi diisiiniilmektedir.
Migren tedavisinde, triptanlar gibi ilaglar, 5htlb reseptorlerini hedef alarak, bas agrilarini
hafifletir (Lassen et al., 2002). Ayrica 5htb reseptériiniin asir1 aktivitesinin depresyon gibi

ruhsal bozukluklarla iligkili oldugu bulunmustur (Clarke et al., 2004).

5htlb reseptorii, 6zellikle hipokampus, basal ganglionlar, kortikal bdlgeler ve limbik
sistem gibi beyin yapilarina yogun sekilde lokalizedir. 5htlb reseptorlerinin aktifligi,
serotonin salinimint dengeleyerek norotransmisyonu diizenler. Bu mekanizma, ndronal
inhibisyon saglayarak, sinaptik iletimi sinirlar ve bdylece norotransmisyonun fazla uyarici
etkilerini engeller (Millan, 2005). Bu 6zellik, reseptoriin beyin fonksiyonlarinda énemli bir
dengeleme rolii oynamasina katki saglar. Bu reseptor, beyindeki bazi sinapslar ve damarlar
gibi bolgelerde bulunur. 5htlb reseptorii, o6zellikle kan damarlarin1 etkileyerek

vazokonstriksiyon (damarlarin daralmasi) yaratabilir (MacLean ve digerleri, 1996)

5ht2c

5ht2c, serotonin reseptor ailesinin iiyesi olup, G-proteine bagl bir reseptordiir. 5ht2c
reseptorleri; basta hipotalamus, beyin sap1 ve limbik sistem gibi duygusal ve davranissal
islevlerin diizenlendigi beyin bolgelerinde yogun olarak bulunur (Gonzalez-Maeso ve
digerleri, 2007). 5ht2c reseptorlerinin etkinligi, genellikle uyarici etkilere yol agar ve
serotonin ile diger norotransmitterlerin etkilerini modiile eder. 5ht2c reseptérlerinin
aktivasyonu, sinaptik plastisiteyi etkileyerek ndrotransmitter salinimini diizenler, bu da ruh
hali, anksiyete ve davranissal diizenleme iizerinde belirleyici bir rol oynar. Ozellikle bu
reseptOrler depresyon ve anksiyete gibi psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde hedef olarak

kullanilmaktadir (Hoyer ve digeleri, 2002; Millan, 2005).

Gama amino butirik asit (gabral, gatl, abat ve gadlb)

Gama amino butirik asit, merkezi sinir sistemi i¢inde yer alan en onemli inhibitor
norotransmitterdir. Gama amino butirik asit, sinir hiicreleri arasindaki iletisimi diizenler ve
genellikle sinirsel aktiviteyi baskilar. Boylece beyin ve viicutta dengeyi saglar. Gama amino
butirik asit sistemi, anksiyete, depresyon, uyku diizeni, kas kontrolii gibi bir dizi 6nemli

biyolojik siirecte rol oynar. Gama amino butirik asit ndrotransmitterinin sentezi, doniisimii
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ve inaktivasyonu gibi ile gama amino butirik asit iliskili baslica aktivitelerinin

diizenlenmesinde 6nemli roller oynamaktadir (Yan et al., 2017).

gabral

gabral, gama amino butirik asitin etkisini gosterdigi en yaygin reseptordiir. Gabral
(GABA-A reseptoriiniin alfa alt birimi), bu reseptdriin bir pargasidir ve sinir hiicreleri
arasindaki iletisimi diizenleyen 6nemli bir bilesendir. GABA-A reseptorleri, genellikle klor
iyonlarinin hiicre i¢ine girmesine izin vererek, hiicreyi hiperpolarize eder ve bu da sinirsel
aktivitenin inhibe olmasim saglar. gabral, heteropentamerik GABA-A reseptorlerinden biri
olup, merkezi sinir sistemindeki inhibe edici sinyallemeyi diizenleyen, iyon kanali olan bir
ligand-kapil1 kanaldir ve néronal hiperpolarizasyona ve néronal sinyal iletimini inhibe etmeye

neden olur (Steven ve Garrett, 2014).

gatl

gatl gama-aminobiitirik asidin sinaptik bosluktan presinaptik noéronlara geri
alinmasini saglayan bir tasiyict proteindir ve gatl, sinaptik aralikta bulunan gama amino
butirik asitin yaklasik %85'inin geri alimindan sorumludur (Chen et al., 2004). gatl'in rolii,
gama amino butirik asitin diizgiin bir sekilde geri alinarak norotransmitterin etkilerinin
sonlandirilmasidir. Bu tasiyici, gama amino butirik asit sinyalinin sonlanmasina ve sinirsel

iletisimin diizgiin sekilde diizenlenmesine yardimci1 olur (Liu et al., 2002).

abat

abat, gama amino butirik asitin sinaptik bosluktan presinaptik noronlara geri
alindiktan sonra, bu nérotransmitterin metabolizmasini diizenleyen bir enzimdir. abat, gama
amino butirik asiti suksinik semialdehide doniistiirerek, bu metabolik yol araciligiyla gama
amino butirik asitin etkilerinin sonlanmasina yardimci olur (Yu et al., 1984). Ayrica, gama
amino butirik asitin sinaptik bosluktan geri alinmasinin ardindan, abat enzimi, gama amino
butirik asiti metabolize ederek nérotransmisyonun sonlanmasina katkida bulunur. abat’m bu
islevi gama amino butirik asit seviyelerinin sinaptik boslukta dogru bir sekilde
diizenlenmesine olanak tanir ve ndrotransmisyonun diizgiin bir sekilde sonlanmasini saglar.
gama amino butirik asitin nérotransmisyon tizerindeki etkisi, yalnizca onun salinimiyla sinirlt
degildir; ayn1 zamanda, abat enziminin etkili ¢alismasiyla gama amino butirik asitin dogru bir
sekilde metabolize edilmesi, noronal hiperpolarizasyona ve sinaptik iletimin
sonlandirilmasina neden olur. abat, gama amino butirik asitin geri alimin1 ve metabolizmasini

kontrol ederek, sinir hiicreleri arasindaki iletisimin diizenli olmasini saglar. Bu siireg, sinaptik
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bosluktaki gama amino butirik asit seviyelerinin zamaninda ve dogru bir sekilde azaltilmasini

saglayarak, noronal aktivitenin asir1 artigini engeller (O'Neill ve Lajtha, 1991).

abat’in islevindeki bozukluklar, gama amino butirik asit metabolizmasinin diizgiin bir
sekilde isleyememesiyle sonuglanabilir. Bunun sonucunda sinaptik bosluktaki seviyeleri gama
amino butirik asit anormal bir sekilde yiiksek kalabilir, bu da néronal hiperaktiviteye ve gesitli
norolojik bozukluklara yol acabilir. abat'in inhibisyonu ya da fonksiyon bozuklugu,
depresyon, anksiyete, epilepsi gibi nérolojik hastaliklarin gelisiminde onemli bir faktor

olabilir (Sills ve Soares, 1997).

gadlb

gatlb, gama amino biitirik asitin sentezinden sorumlu bir enzimdir. Glutamat
dekarboksilaz ailesine ait olan bu enzim, glutamati gama amino butirik asite dondstiirtir
(Krueger ve digerleri, 2007). gadlb nin etkisi, 6zellikle beta alt birimi olarak, tiretiminin
gama amino butirik asit diizenlenmesinde énemlidir (Martin ve digerleri, 1998). gatlb, gama
amino butirik asitin iiretildigi yerlerden biri olup, ndrotransmitter dengesini saglar ve sinir
hiicreleri arasindaki iletisimin diizgiin bir sekilde devam etmesini saglar (Higashijima ve
digerleri, 2004). Bu enzim, gama amino butirik asit sentezinin yani sira, gama amino butirik

asitin sinaptik etkinligini diizenlemekte de kritik bir rol oynar (Grone ve Maruska, 2016).

Davrams (kiss2, gnrh3, gnrhr3)
Kiss2

Kisspeptinler, hipotalamustan salinan ve gonadotropin salgilatict hormon (GnRH)
sisteminin baglica diizenleyicileri olan néropeptidlerdir. kiss2 mRNA'sinin  6zellikle
hipotalamus, preoptik alan ve niikleus posterior gibi néroendokrin bolgelerde yogun olarak
bulundugu gosterilmistir. kiss2, hipotalamustaki GnRH néronlarini uyararak luteinlestirici
hormon (LH) ve folikiil uyarici hormon (FSH) salimini tetikler. Boylece gonadal gelisim,
gamet iiretimi ve tireme davraniglarinin diizenlenmesi saglanir. Baliklarda yapilan deneysel
caligmalar, kiss2’nin hem ovulasyon hem de spermatogenezin diizenlenmesinde kritik rol
oynadigin1 gostermektedir (Zhang et al., 2010). kiss2, yalnizca endokrin degil, ayn1 zamanda
davranigsal diizeyde de etkilidir. GnRH sistemine etkisi sayesinde kiss2, baliklarda kur
yapma, ¢iftlesme, saldirganlik gibi sosyal davranislarin nérohormonal kontroliinde yer alir.
Ozellikle GnIH (gonadotropin inhibitér hormonu) ile karsit etkiler olusturarak, GnRH
aktivitesini dengeleyen bir sistemin parcasit olarak c¢alisir (Ogawa ve Parhar, 2014).

Kisspeptin-2 (kiss-2), dogrudan GnRH noéronlart iizerinde etki ederek GnRH salinimini
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uyarirken (Shahjahan ve ark., 2013), GnIH, hipotalamus ve hipofiz tarafindan GnRH sentezini

ve salimimini azaltir (Tsutsui ve ark., 2007).

gnrh3

Gonadotropin salgilatici hormon 3 (gnrh3), omurgalilarda 6zellikle balik tiirlerinde
bulunan bir néropeptiddir. GNRH ailesinin bir {iyesi olan gnrh3, basta tireme fonksiyonlarinin
diizenlenmesi olmak {izere, sosyal davraniglarin kontroliinde de 6nemli roller iistlenmektedir
(Parhar et al., 2016). gnrh3, genellikle hipotalamusa bagli terminal sinir ¢ekirdeklerinde
iretilir. Buradan salindiginda hipofiz bezine etki ederek gonadotropin hormonlarmin (LH ve
FSH) salgilanmasini tetikler (Yamamoto et al., 1997). gnrh3, gonadotropinlerin salimin
uyararak, cinsel olgunlasma ve gonad gelisimi gibi iireme siireglerinin diizenlenmesinde temel
rol oynar. Baliklarda yapilan c¢aligmalar, gnrh3’iin yoklugunda veya diizeylerindeki
bozulmalarda iireme davraniglarinda azalma gozlemlendigini gostermistir (Moussavi et al.,
2007). gnrh3 yalnizca hormonal diizeyde degil, ayn1 zamanda davranigsal diizeyde de
etkilidir. Baliklarda kur yapma, ciftlesme, saldirganlik gibi sosyal davraniglarin ortaya
¢ikmasinda gnrh3’tin diizeyleri belirleyici olabilir (Ubuka et al., 2011). Bu nedenle gnrh3,
hem noroendokrin hem de davranigsal sistemleri etkileyen ¢ift yonlii bir faktdr olarak
degerlendirilmektedir. gnrh3 'iin etkileri, hiicre ylizeyinde bulunan gnrh reseptor 3 (gnrhr3)
araciligiyla iletilir. gnrhr3, gnrh3'iin baglanmasiyla hiicre i¢i sinyal yollarimi aktive eder ve
hipofizden gonadotropin salimini baslatir (Sower et al., 2006; Moussavi et al., 2007).
gnrh3’in etkileri, seks steroid hormonlari olan testosteron, estradiol ve progesteron gibi
hormonlarla birlikte calisarak sosyal davraniglarin daha karmasik sekilde diizenlenmesini
saglar. Bu etkilesimler sayesinde, hormonel dengeye bagli olarak hayvanin sosyal tepkileri
sekillenebilir (Adkins-Regan et al., 2005).

gnrhr3

gnrhr3 (Gonadotropin salgilatict hormon reseptorii 3), omurgalilarin hipotalamus,
hipofiz, gonad aks1 boyunca kritik gorevler iistlenen, G-protein bagli reseptor ailesine ait bir
yapidir. Ozellikle baliklarda bulunan bu reseptdr, gnrh3 (gonadotropin salgilatict hormon 3)
noropeptidinin etkilerini iletmekle sorumludur (Moussavi et al., 2007). gnrhr3, vyedi
transmembran domen igeren tipik bir G-protein bagl reseptordiir. Bu yapi, hiicre zarinda
gnrh3'i tantyip baglayarak hiicre i¢i sinyal iletimini baglatmasini saglar. Reseptoriin 6zellikle
hipofiz bezinde ve bazi balik tiirlerinde beyin dokularinda yogun olarak ifade edildigi
gosterilmistir. Bu dagilim, gnrhr3'iin hem hormonal hem de norolojik etkilerde rol oynadigini

ortaya koymaktadir (Parhar et al., 2016; Ubuka et al., 2011). gnrhr3, gnrh3’in hipofiz
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tizerindeki etkilerini aracilik eder. Bu baglanma sonucu luteinlestirici hormon (LH) ve folikiil
uyarict hormon (FSH) gibi gonadotropinlerin salgilanmasi tetiklenir. Bu hormonlar,
gonadlarin gelisimini ve cinsiyet hiicrelerinin {iretimini baglatir. Balik tiirlerinde yapilan
calismalarda, gnrhr3'in bu siire¢lerde vazgegilmez bir rol oynadigi gosterilmistir (Moussavi
et al., 2007; Sower et al., 2006). gnrhr3 sadece endokrin salinimda degil, ayn1 zamanda
davranigsal diizenlemelerde de rol oynar. gnrh3-gnrhr3 etkilesimi, baliklarda kur yapma,
saldirganlik, es secimi gibi sosyal davranislarin nérohormonal kontroliinii saglar. Bu
etkilesim, hayvanlarin ¢evresel ve sosyal uyarilara verdikleri tepkilerde belirleyici bir
faktordiir (Parhar et al., 2016; Ubuka et al., 2011). gnrh reseptorleri evrimsel olarak
cesitlenmis bir ailedir. Ozellikle teleost baliklarda gnrhrl, gnrhr2 ve gnrhr3 gibi ¢ok sayida
alt tip tanimlanmistir. Bu alt tiplerin varlig, tiirler arasi fizyolojik ve davranigsal farkliliklarin
noroendokrin diizeyde kontrol edilebilmesini saglar. gnrhr3, gnrh3’iin 6zgiil reseptorii olarak,
baliklarda adaptif davranislarin ve iireme stratejilerinin sekillenmesinde evrimsel avantaj

saglamaktadir (Sower et al., 2006).
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MATERYAL VE METOT

Kimyasallar ve Cozeltiler

CUMYL-4CN-BINACA (%98'den fazla saflikta), Cayman Chemical Company (Ml,
ABD) tarafindan temin edilmistir. Bu kannabinoid, Mayis 2016 ve Aralik 2016'da Tiirkiye'de
en sik kotiiye kullanilan ve bildirilen SK'ler arasinda yer almasi nedeniyle bu ¢alismada
secilmistir (Oztiirk et al., 2018). Konsantrasyon se¢imi, Chatzimitakos et al. (2022) ve Markin
et al. (2021) tarafindan yapilan c¢alismalara dayanarak belirlenmistir. CUMYL-4CN-
BINACA, %1 DMSO i¢inde E3 (zebra balig1 embriyo ortami) i¢inde ¢dziilmiistiir. Ortam, 5
mM NacCl, 0.17 mM KCI, 0.33 mM CacCl, 0.33 mM MgSOs ve 0.001 mM metilen mavisi
icermektedir. Tiim toksisite testleri E3 ortaminda yapilmigtir. Ayrica %1 DMSO'nun zebra
baligi embriyo gelisim toksisite testinde bilesikleri ¢dzmek igin glivenle kullanilabilecegi

bilinmektedir (Hoyberghs et al., 2021).

Zebra Balhigi Bakimi ve Embriyo Toplama

AB ki zebra baliklari, Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Deneysel Arastirma
Birimi'nde (Erzurum, Tiirkiye) bulunan Aquatic Habitats Zebra Balig1 Sistemi'nde bakilmustir.
Baliklar, sistemde 14 saat aydinlik:10 saat karanlik donglisiinde ve sabit bir su sicakliginda
(27£1,0 °C) tutulmus, giinde iki kez beslenmistir. Ureme icin, ii¢ disi ve iki erkek balik
secilmis ve lireme akvaryumlarina yerlestirilmistir. Akvaryumlar, sistem suyu ile doldurulmus
ve belirtilen kosullar saglanmistir. Ertesi sabah, isiklar agildiktan sonra tiim embriyolar
toplanmistir. Dollenmis yumurtalar secilip yikanmis ve E3 ortami ile petri tabakalarina

aktarilmistir.

Balik Embriyo Toksisite (FET) Testi

Toksisite testi, OECD test yonergesine (OECD, 2013) uygun olarak yapilmistir. Zebra
balig1 embriyolar1 (3 hpf), steril edilmis petri tabakalarina yerlestirilmis ve her tedavi i¢in 30
yumurta iceren 25 mL test kimyasali veya E3 ile doldurulmustur. Her CUMYL-4CN-
BINACA konsantrasyonu (1,25, 2,50, 5,0, 10,0, 20,0 ve 40,0 mg/L), tastyic1 kontrol (%1
DMSO) ve kontrol (E3) tabaga eklenmis ve petri tabakalar1 27+1,0 °C'de inkiibe edilmistir.
Maruziyet siireleri, 24 saat (kisa siireli) ve 120 saat (uzun siireli) boyunca devam etmistir.
Deney boyunca, maruz kalma c¢ozeltileri yenilenmemistir (statik test). Kisa siireli
maruziyetten sonra, embriyolar E3 ortamina aktarilmistir. Her 24 saatte bir, tiim embriyolar,

120 hpf'ye kadar, bir stereomikroskop (Nikon SMZ1000) ve dijital kamera (Nikon DSLR
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D70s) cihazi ile 6liim oram1 ve gelisimsel anormallikler agisindan gozlemlenmistir. Ayrica,
60-120 hpf arasinda embriyolarin ¢atlama zamani izlenmistir. Catlama oran1 su formiille
hesaplanmistir: HT = Catlayan embriyolar/Yasayan embriyolar X 100 [25] (Lee et al., 2013).
Deneyin sonunda, larvalarin viicut uzunlugu, bas alani, géz alan1 ve perikardiyal alam
Olclilmiis ve LEICA LAS EZ goriintii isleme yazilimi ile analiz edilmistir. Medyan oldiiriicii
konsantrasyon (LCso) ve medyan etkili konsantrasyon (ECso) degerleri, deneylerin sonunda
biriken 6lim ve anormallikler dikkate alinarak hesaplanmistir. TI (teratogenik indeks) degeri,
LCs0o/ECso orani olarak hesaplanmistir. Buna goére, TI degeri 1 veya daha yiiksekse, verilen
bilesik teratogenik olarak kabul edilir (Selderslaghs et al., 2009). Zebra baligi embriyo ve
larvalarmin kalp atiglar1 48 ve 120 hpf'de izlenmistir. Kalp atigi, LEICA DM750 mikroskobu
altinda HD kamera destegi ile dakikada sayilarak hesaplanmistir. Her gruptan on embriyo
rastgele segilmis ve kaydedilmistir. Morfolojik degisiklikler, 24, 48, 72, 96 ve 120 hpf'de
mikroskop altinda belirlenmistir. 24 hpf'deki degisiklikler, somitlerdeki kusurlar ve kuyruk
kopmalarini i¢cermektedir. Zayif veya hi¢ pigmentlenmeyen goz ve viicut, anormal goz
morfolojisi, yumurta kesesi 6demi, perikardiyal 6dem, anormal kan akisi, gecikmis ¢atlama ve
gelisim (kuyruk hareketi yok, kisa uzunluk, ¢ene olusumu yok, ylizme kesesi olusumu yok,
yiizme yok vb.), kivrilmis kuyruk, omurga deformiteleri ve anormal viicut morfolojisi 48-120
hpf arasinda tespit edilmistir. Farkli CUMYL-4CN-BINACA konsantrasyonlarina maruz
kalan tiim embriyolar, tim zaman dilimlerinde deformiteler agisindan degerlendirilmistir.
Skorlama, normal i¢in (0) ve anormal i¢in (1) verilerek yapilmistir. Deformite oranlari, 24,
48, 72, 96 ve 120 hpf'deki anormal embriyolarin veya larvalarin, o zaman dilimindeki canli
embriyo/larva sayisina orani olarak hesaplanmustir. Ozellikle, omurga deformiteleri, ddem,
catlamama ve anormal pigmentasyon gibi bazi morfolojik anormallikler, EC50 degerinin

hesaplanmasinda kullanilmastir.

Davranissal Analiz

Davranissal degisikliklerin belirlenmesi, ilaglarin ve benzeri kimyasallarin biyolojik
etkinliklerini arastirmada oldukc¢a 6nemlidir. Kannabinoidin zebra balig1 larvalari tizerindeki
davranigsal etkileri, Dokunma-Tepkisi (TER) testi ile incelenmistir. TER, bir sasirtici
uyaranin cevabi olarak viicudun acgisal ivmesi ve yer degistirmesi olarak tanimlanmistir
(Kalueft et al., 2013). TER testi, Guzman et al. (2020) tarafindan bildirilen yontem revize
edilerek uygulanmistir. Uzun siireli maruziyetin sonunda, bir 120 hpf larva, 2 mL E3 ile
doldurulmus 3 cm ¢apinda bir petri tabagina aktarilmistir. Petri tabagi, dijital kamera cihazi
(Nikon DSLR D70s) bulunan bir stereomikroskop (Nikon SMZ1000) altina yerlestirilmistir.

Bir dakika sonra, video kaydina baslanmis ve 10. saniyede larvanin rostral basi bir insiilin
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veya cam kapiler enjeksiyon ignesi ile dokunulmustur. Bu islem, her larva icin ii¢ kez
tekrarlanmistir (video toplam siiresi 40 saniye). Degerlendirme, her larvanin kat ettigi mesafe
Olgiilerek yapilmistir. Dokunusa verilen yanitlar da niceliksel olarak degerlendirilmistir: 0
puan, larva hareket etmedi; 1 puan, larva bir ¢ceyrek ¢emberden daha az hareket etti; 2 puan,
larva g¢eyrek ile yarim ¢ember arasinda yilizdii; 3 puan, larva yarim ¢ember ile bir ¢gember
arasinda yiizdii; 4 puan, larva bir gemberden daha fazla yiizdii. Her konsantrasyonda en az bes
catlamis larva degerlendirilmistir. Dijital kayitlar, LEICA LAS EZ goriintii isleme yazilim ile

analiz edilmistir.

Gen ifade Analizi

Subletal konsantrasyonlarla tedavi edilen 120 hpf zebra balig: larvalart (1,25 mg/L,
2,50 mg/L, 5,00 mg/L ve 10,0 mg/L) analiz i¢in kullanilmistir. Toplam RNA ekstraksiyonu
icin RNeasy Plus Kit (Bio-rad, California, ABD) kullanilmis ve {ireticinin protokolii herhangi
bir degisiklik yapilmadan takip edilmistir. Toplam RNA konsantrasyon olgiimii, NanoDrop
2000c (Thermo Scientific, Massachusetts, ABD) ile yapilmigtir. Her bir deneysel gruptan
alinan toplam RNA &rnekleri, iScript Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad) kullanilarak
cDNA'ya déniistiiriilmiistiir. Ifade analizleri, segilen 18 gen seti iizerinde gergeklestirilmistir.
Genlerin primer dizileri Tablo 1'de gosterilmektedir. Genler, apoptoz, DNA onarimi,
norotransmisyon (dopamin, 5-hidroksitriptamin ve y-aminobiitirik asit) ve davranigla iliskili
genler olarak segilmistir. PCR reaksiyonu, CFX96 Touch Real-Time PCR Algilama Sistemi
(Bio-Rad) kullanilarak ve SsoAdvanced™ Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) ile
yapilmistir. Veriler CFX Manager Yazilimi (Bio-Rad) ile analiz edilmistir. Goreli gen

ifadeleri, B-aktin genine normalize edilmistir.
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Tablo 1. gPCR Analizi I¢in Tasarlanan 19 Genin Primerleri

Gene Adyerse outcome of Forward primer Reverse primer
action
caspa Apo_ptosis and DNA AAGGACTTTGATCGCAGGAC TAATCTGCGCAACTGTCTGG
casp8 repatr TATTCAAGCCTGCCAAGGAG CCGATCAGGAAATCAGCTTC
ifngl CTGTTTTCGGGATGGATGAC AGCTTTGAGCTCTTCGATGC
tp53 GGGCAATCAGCGAGCAAA ACTGACCTTCCTGAGTCTCCA
rad51 ACTAGCCGTCACCTGCCAGC ACTGCCCACCAGACCATACCGTT
dat Dopamine AGACATCTGGGAAGGTGGTG ACCTGAGCATCATACAGGCG
drdl ACGCTGTCCATCCTTATCTC TGTCCGATTAAGGCTGGAG
drd3 ATCAGTATCGACAGGTATACAGC CCAAACAGTAGAGGGCAGG
5htlaa  5-hydroxytryptamine ATGAGGATGAGCGGGATGTAG CAATCAGCCAGGACCACG
Shtla ATGAGGATGAGCGGGATGTAG CAATCAGCCAGGACCACG
Shtlb CTGTGTCGCCTGCACTTTTC CAGCCAGATGTCGCAGATG
5ht2c GCGCTCTCTGTCCTATTTGG GTAGCGGTCGAGAGAAATGG
gabral  y-aminobutyric acid TCAGGCAGAGCTGGAAGGAT TGCCGTTGTGGAAGAACGT
gatl ATGCTGTTTATCCTGTTCATCCG TGTTGAAGGGGTTGTAGCTCC
abat GCGTTCAGGCAAAGCTCT GCAGGACGGAAACGGAT
gadlb AACTCAGGCGATTGTTGCAT TGAGGACATTTCCAGCCTTC
gnrh3 Behavior TGGTCCAGTTGTTGCTGTTAGTT CCTGAATGTTGCCTCCATTTC
gnrhr3 AACAGACATGATCCCGAAGG AGGTTCCCGAACACAAACAG
kiss2 TCAATGGAGCGAAGGCAGTT CTGTCAGAGTCGCTGGTTGT
f-actin Housekeeping gene  ACACAGCCATGGATGAGGAAATCG TCACTCCCTGATGTCTGGGTCGT
Istatistiksel Analiz

Veriler, ortalama + standart sapma olarak sunulmus ve betimleyici istatistikler olarak
kullanilmistir. Gruplar arasindaki farklar, kontrol ve sentetik kannabinoid ile tedavi edilen
gruplar arasinda tek yonlii ANOVA ardindan Dunnett’s-HSD ve Duncan’s-HSD testleri ile
belirlenmistir. Davranigsal sonuglar, uyarana tepki ve zaman degiskenleri i¢in iki yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey-HSD testi ile analiz edilmistir. [statistiksel anlamlilik, p<0,05
veya p<0,01 olarak kabul edilmistir. Sonuglar, SPSS 21,0 yazilimi kullanilarak analiz

edilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Mortalite

Kisa (24 saat) ve uzun (120 saat) siireli maruz kalma sonunda 6len embriyolar
kaydedilmigstir. 24 hpf’de, kannabinoid, zebra baligi embriyolarinda 6liim ve anormallik
olusturmamistir. 120 hpf’de kannabinoidin LCso ve ECso degerleri sirasiyla 16,624 mg/L ve
9,083 mg/L olarak bulunmustur (Sekil 3).

A Probit Transformed Responses B Probit Transformed Responses

R? Cubic =0,994 R? Cubic 0,991

Probit
Probit

T T T T T T T T T
a0 500 1000 1500 2000 a0 500 10,00 1500 2000
Dose Dose

Sekil 3. CUMYL-4CN-BINACA’nin, LCso (A) ve ECso (B) degerlerinin hesaplanmasinda
kullanilan doz-cevap egrileri (gliven araligi %95)

Kannabinoid maruziyeti sonrasi sag kalim oranlar1 Sekil 4'de gosterilmistir. Kisa stireli
maruziyet (24 saat), sag kalim orani {izerinde olumsuz bir etki yaratmamistir.120 hpf’de, 10
mg/L'den diisiik konsantrasyonlar, kontrol grubuyla karsilastirildiginda larvalarin sag kalim
orant lizerinde anlamli etki goéstermemistir. Buna karsilik, 10,0 mg/L ve 20,0 mg/L

konsantrasyonlarindaki kannabinoid, sag kalim oranlarini diistirmiistiir.
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Sekil 4. Farkli CUMYL-4CN-BINACA konsantrasyonlarina maruz birakilan zebra baligi
larvalariin kisa stireli (A) ve uzun siireli (B) maruz kalma kosullarinda kiimiilatif sag kalim
oranlart (%) Veriler, ortalama =+ standart hata olarak sunulmustur (n = 90).*p<0,05 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark oldugunu gosterir.

Koryondan Cikis Oranlari

Zebra baliginin erken yasam evrelerinden biri olan koryondan ¢ikma siireci oldukca
kritik bir asamadir. Koryondan ¢ikis orani, gelisimsel toksisiteyi degerlendirmede 6nemli bir
gosterge olarak kabul edilir. Tablo 2, SK’in varliginda zebra baligi embriyolarinin koryondan
¢ikma oranlarint gostermektedir. Kiumiilatif koryondan ¢ikma orani, CUMYL-4CN-
BINACA'ya kisa ve uzun siireli maruz kalma altinda 60 ve 120 hpf’de gozlemlenmistir. Kisa
stireli maruziyet siirecinde, kannabinoide maruz kalan embriyolarin koryondan ¢ikist izlenmis
ve herhangi bir gecikme gozlemlenmemistir. Aksine, uzun siireli maruziyette koryondan
¢ikma orant diisik olmustur. 60 hpf’de, 10,0 ve 20 mg/L. CUMYL-4CN-BINACA
konsantrasyonlarina maruz kalan embriyolarin kiimiilatif koryondan ¢ikma oranlart sirasiyla
%38 ve %14 olarak gozlemlenmistir. Benzer sekilde, 10,0 ve 20 mg/L konsantrasyonlarina

maruz kalmak, 120 hpf larvalarinin koryondan ¢ikma oranini da azaltmustir.
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Tablo 2. Farkli Maruz Kalma Siirelerinde CUMYL-4CN-BINACA'nin Koryondan Cikis
Oranina (%) Etkisi

Kisa siireli maruziyet (24 s) Uzun siireli maruziyet (120 s)

Gruplar 60 hpf 120 hpf 60 hpf 120 hpf
Kontrol 64,8+4,7% 96,9+1,6% 67,9+2,6 96,5+2,3%
DMSO 67,0+2,6% 93,0+3,6% 65,4+4,52 96,8+0,8%
1,25 mg/L 68,6+2,8% 98,0+1,5% 68,8+1,9? 96,0+1,6%

2,5 mg/L 67,2+2,0% 95,6+3,5% 62,9+3,6° 97,8+0,9%

5,0 mg/L 66,6+3,5% 93,9+3,92 55,3+3,72 90,4+2,42
10,0 mg/L 66,2+2,8% 97,7+1,0% 38,0+4,6° 49,9+6,5%°
20,0 mg/L 66,0+1,72 98,6+1,0% 14,2£2,9%¢ 14,8+2,6"°¢
40,0 mg/L 68,7+2,0% 97,9+1,32 0,0+0,0"¢ 0,0+0,0"¢

Veriler, ortalama + SD (n = 90) olarak sunulmustur. Post-hoc Duncan testine gore, ayn1 siitundaki farkli harflerle
belirtilen gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). Dunnett testine gore ise, ayni siitundaki yildiz isareti (*) ile
belirtilen gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

Morfometrik Analiz

120 saat sonunda deney gruplarindaki larvalarin viicut uzunlugu, goz alani, bas alani

ve perikardiyal alan gibi baz1 morfometrik parametreleri 6l¢iilmistiir (Sekil 5).

Sekil 5. Kontrol (A, B ve C) ve maruziet (D, E ve F) gruplarina ait 120 saat sonrasi zebra
balig1 larvalarinin morfometrik 6zellikleri; A ve D; viicut uzunlugu, B ve E; bas alani, C ve F;
g0z alani (daire) ve perikardiyal alan (liggen).

Kisa siireli kannabinoide maruz kalan zebra baligi larvalarinda, morfometrik
parametrelerde anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir. Ancak, uzun siireli kannabinoide
maruz kalan zebra balig1 larvalarinda: viicut uzunlugunun kisaldigi, géz alaninin azaldigi ve
perikardiyal alanin arttig1 gozlemlenmistir. CUMYL-4CN-BINACA maruziyeti: uzun siireli
uygulama grublarinin higbirinde larvalarin bas alani tizerinde anlamli bir etki olusturmazken,
10 mg/L ve 20 mg/L maruziyet gruplarinda daha kisa viicut uzunlugu belirlenmistir. Benzer
sekilde 5,0 mg/L, 10,0 mg/L ve 20,0 mg/L uygulama gruplarinda perikardiyal alan artis1 ve
10,0 ile 20,0 mg/L uygulama gruplarinda daha kiigiik gbz alan1 gézlemlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. CUMYL-4CN-BINACA Maruziyetinin, 120 hpf Embriyonik Gelisim Déneminde
Zebra Baligi Larvalarinin Viicut Uzunlugu, Bas, Goz ve Perikardiyal Alanlar1 Uzerindeki

Etkileri
Morfometrik parametreler
Gruplar Viicut Bag alanm G0z alani Perikardiyal
uzunlugu(mm) (mm?) (mm?) alan (mmd
Kontrol 3,77+0,26% 0,29+0,022 0,032+0,0022 0,028+0,003?
DMSO 3,77+0,26° 0,27+0,022 0,031+0,0022 0,028+0,000?
1,25 mg/L 3,67+0,22? 0,27+0,042 0,030+0,003? 0,027+0,0022
2,5 mg/L 3,68+0,172 0,28+0,03? 0,029+0,0012 0,029+0,003?
5,0 mg/L 3,25+0,122 0,26+0,022 0,028+0,0022 0,040+0,002"°
10,0 mg/L 2,92+0,13"" 0,29+0,012 0,021+0,001" " 0,044+0,001" ¢
20,0 mg/L 2,91+0,17" 0,29+0,012 0,019+0,000™° 0,047+0,002" ¢
40,0 mg/L 0,00+0,00™ ¢ 0,00+0,00™° 0,000+0,000™ ¢ 0,000+0,000" ¢

Veriler, ortalama + standart sapma (SD) (n = 30) olarak sunulmustur. Post-hoc Duncan testine gore, ayni
stitundaki farkli harflerle belirtilen gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). Post-hoc Dunnett testine gore ise,
aymi siitundaki yildiz isareti (*) ile belirtilen gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0,05)

Kalp Attm Hizx

Larvalarin kalp atim hizlann 48 ve 120 hpf’de kaydedilmisti. CUMYL-4CN-
BINACA'ya kisa siireli maruziyet, kalp atim hizlarinda herhangi bir degisiklige neden
olmazken uzun siireli maruziyet ise, 10,0 mg/L ve 20,0 mg/L uygulama gruplarinda
embriyo/larvalarin kalp atim hizin1 kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede azaltmistir.
Buna karsilik 1,25 mg/L, 2,50 mg/L ve 5,0 mg/L konsantrasyonlarindaki CUMYL-4CN-
BINACA maruziyeti kalp atim hizlarinda anlamli bir degisiklige neden olmamustir (Tablo 4).

Tablo 4. CUMYL-4CN-BINACA'ya Maruz Kalan Zebra Baligi Embriyolarinin, 48 ve 120
hpf Embriyonik Gelisim Donemlerindeki Kalp Atim Hizlar1 (dakikada atim sayisi)

Kisa Siireli Maruziyet (24 s) Uzun Siireli Maruziyet (120 s)

Gruplar 48 hpf 120 hpf 48 hpf 120 hpf

Kontrol 66,7+1,42 158,8+2,9 66,9+2.7° 156,7+1,4
DMSO 67,6+1,9? 154,7+2,42 67,0+1,5% 155,8+0,8?
1,25 mg/L 66,9+1,4% 157,6+2,8 66,5+1,7° 153,8+1,92
2,5 mg/L 68,4+2,0% 153,4+0,9° 65,9+0,8 150,9+£0,9°
5,0 mg/L 68,2+1,12 154,5+2,0° 63,4+0,7° 149,442,3°
10,0 mg/L 66,8+1,22 157,3+2,12 53,3£2,2%° 76,64+0,2"°
20,0 mg/L 66,4+1,5% 150,4+2,0 44,6+3,3™¢ 64,5+4,0% ¢
40,0 mg/L 67,4+1,52 151,3+£2,02 22,3+2,6"¢ 00,0£0,0" ¢

Veriler, ortalama = SD (n = 10) olarak sunulmustur. Post-hoc Duncan testine gore , aym siitundaki farkli
harflerle belirtilen gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). Post-hoc Dunnett testine gore ise, aym sititundaki
yildiz igareti (*) ile belirtilen gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).
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Morfolojik Degisiklikler

CUMYL-4CN-BINACA i¢in hesaplanan teratojenik indeks degeri 1,830°dur. Bu
deger CUMYL-4CN-BINACA’nin zebra baligi tiizerinde teratojen etkisinin oldugunu
gostermektedir. Tablo 5 ve Sekiller 6-9, CUMYL-4CN-BINACA uygulamasinin ardindan 24-
120 hpf embriyonik gelisim donemi iginde goézlemlenen gesitli teratojenik ozellikleri
gostermektedir. CUMYL-4CN-BINACA'ya, kisa siireli maruz kalan embriyolarda morfolojik
veya gelisimsel herhangi bir anormallik bulunmamistir. Benzer sekilde, 1,25 mg/L ve 2,5
mg/L konsantrasyonlarinda, embriyolar uzun siireli maruz kalma siiresince kontrol grubuna
benzer sekilde normal gelisim gostermistir. Diger taraftan, 5,0 ile 20 mg/L arasindaki
konsantrasyonlarda CUMYL-4CN-BINACA'ya uzun siireli maruz kalan embriyolarda,
konsantrasyona bagli olarak ¢esitli morfolojik degisiklikler gozlemlenmistir. En sik
gozlemlenen malformasyonlar, omurga anormallikleri, dolasim bozukluklari ve 6demlerdir
(Tablo 5).
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Tablo 5. CUMYL-4CN-BINACA Maruziyetinden 24-120 Saat Sonra Belirlenen Deformitelerin Yiizdesi

1%

Maruz Konsantrasyon KAY ASO AKA VKO PO AP AGM GG KB AVM oD
kalma (mg/L) (24saat) (24 (48 saat) (48 ve (48ve  (48-120 (48-120  (48-120 (72-120 (72-120 (96 ve
stiresi saat) 72 saat) 72 saat) saat)  saat) saat) saat) saat) 120 saat)
245 Kontrol 1,4+0,4 1,0£0,2 35404  12+0,1  0,9¢0,0 1,040l 02+0,1  1,5+04 2,104 2,504  54+05
(Akut)  pmso 1,8+0,2 1,040,2 3,8404  1,5¢0.2  0,940,1  0,9+0,1  02+01  1,9403 2,3+0,3  2,8:04 52409
1,25 1,140,2 12402 37406  13+0,3  1,0640,3 1,0403 0,1+0,0  1,9+0,4 2,0+04  2,6+04  59+0,7
2,5 1,740,3 13402 3,6+04 12403  1,0:0,1 1,6+02 0,1+0,0  2,1£0,1 22405 2,6+0,4  58+0,6
50 1,4+0,3 1,0+£0,3 4,3+0,3 1,3+0,2 1,3+0,3 1,5+0,1 0,1+0,0 2,4+0,2 2,2+0,3 3,3+0,3 5,7+0,5
10,0 1,340,2 14402 45404 12402 1,502 1,6+02 02+0,0  24+03 25405 3,5+0,4 59404
20,0 1,6+0,4 17402 44403  14+0,1  13+03 15402 02+0,0  2,6£04 24403  3,8+0,3  6,3+04
40,0 1,9+0,4 1,8+0,3 4,3+0,4 1,5+0,3 1,604 1,7+0,1 0,2+0,0 2,6+£0,3 2,5+0.4 3,8+0,3 6,2+0,3
120s Kontrol 1,440,3 12402 43404  1,0+0,0  1,1£0,1 13402  0,1+0,0  2,3+0,3 23401  29+0,5  4,5+0,1
(Subakut)  p\1s0 18101  1,1403 4709  12+01  1,0£01 1501 02+00 22402 24402 3,0+03  4,0+03
1,25 1,340,1 14403 47407 12403 12402 13402 02+0,0 22402 2302  3,0+0,5 4,804
2,5 1,7+0,2 1,3+0,2 54+0,4 1,3+0,1 15,540,4° 1,3+0,2  11,1+0,9° 22+0,2 2,3+0,5 29+04 5,7+04
5,0 1,4+0,1 17402 143425 13,542,8" 18,5+1,3° 17402  13,0+1,8" 257+3,2° 38,7+4,5° 23342,3" 383+4,6"
10,0 1,540,3 14402 183+1,4" 28,742,6" 34,443,2° 242+432" 26,7425 41,5434 47,0463" 44,043 4" 60,5+4,8"
20,0 1,740,3 1,840,2 39,8+4.4" 36,6454" 49,7+6,2° 55,0+3,1° 343+3,3* 59,0455 68,0£3,5" 46,5+3,8" 75,5+4,8"
40,0 1,640,3 1,7403  63,8+43.9° 60,0+2,4° 65,7+5,1° 0,0 0,0" 0,0" 0,0" 0,0" 0,0"

Tiim anormallikler, belirtilen zaman noktasindaki canli embriyolara dayali teratojenik etkileri gosterir. Veriler ortalama + SD (n=90) olarak sunulmustur. Tek yonlii Anova Dunnett'e
gore, aym siitunda yildiz isareti olan gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0,05). KAY; Kuyruk ayrilmasi yok, ASO; Anormal somit olusumu, AKA; Anormal kan
akisi, VKO; Vitelliis kesesi 6demi, PO; Perikardiyal 6dem, AP; Anormal pigmentasyon (zayif veya pigmentasyon olmayan goz ve viicut), AGM; Anormal géz morfolojisi, GG;
Gecikmis geligsim, koryondan ¢ikista gecikme ve geligmede yavaglama (kuyruk aktivitesi yok, boy kisalmig, ¢ene olusumu yok, yiizme kesesi olusumu yok, yiizme yok vb.), KB;
Kuyrukta biikiilme, AVM; Anormal viicut morfolojisi, OD; Omurga deformiteleri.



Anormal fenotipler ve agiklamalar sekiller 6-9 'de gosterilmistir. 48 hpf’de kontrol
grubunda, kalp atimi kolayca izlenebilir. Goz ve viicutta pigmentasyon baslamis durumdadir
(Sekil 6A). Uzun siireli maruziyet gruplarinda, gozlerde kiigiilme (Sekil 6B, 6C, 6E), yumurta
kesesinde biriken kirmizi kan hiicreleri (Sekil 6B), yumurta kesesi 6demi (Sekil 6C, 6F),
perikardiyal 6dem (Sekil 6D, 6E), kisalmis kuyruk olusumu (Sekil 6E), zayif pigmentasyon,

omurga ve kafa deformiteleri (Sekil 6F) gdzlemlenmistir.

72 hpf’de kontrol grubundaki larvalar, normal yiizme aktiviteleri gostermis ve kan
dolasimi ¢ok belirgin bir sekilde izlenmistir (Sekil 7A). Kanabinoide maruz kalan larvalarda,
lordoz (Sekil 7B) ve skolyoz (Sekil 7C), yumurtadan ¢ikmada gegikme, yumurta kesesi

0demi, gozlerin kiigiilmesi (Sekil 7D) ve viicut seklinde ciddi anormallikler tespit edilmistir.

96 hpf’de kontrol, DMSO, 1.25 mg/L ve 2.5 mg/L kanabinoide maruz kalan larvalar
normal gelisim gosterdi.Yani, yumurta kesesi azalmaya bagladi, larvanin ksantofor renginin
daha belirgin hale gelmis ve larvanin ¢enesi ayrilmaya baslamistir (Sekil 8A, 8B). CUMYL-
4CN-BINACA, 96 saatdeki larvalarda ozellikle viicut eksenini etkileyen ¢esitli deformiteler
gozlemlenmistir. Uzun siireli maruz kalma, bu larvalarda vucut uzunlugunda kisalma (Sekil
8C, 8D, 8G, 8H), kivrik kuyruk (Sekil 8D), zayif pigmentasyon (Sekil 8E), kifoz (Sekil 8F),
omurga deformitesi (Sekil 8G), goz kiiglilmesi ve egik eksen (Sekil 8H) gibi sorunlara yol

acti.

120 hpf’de kontrol grubundaki zebra baliklarinin omurga sekli normal, ylizme kesesi
sismis, pektoral ylizge¢ gelisimi ve pigmentasyon tam olarak gozlenmistir (Sekil 9A, 9B).
Uzun siireli 10.0-20.0 mg/L CUMYL-4CN-BINACA ’ya maruz kalmig embriyolarin ¢ogu
120 hpf’de ¢ogunlukla koryondan g¢ikmamistir (Sekil 9C, 9D). Ayrica CUMYL-4CN-
BINACA’ya maruz kalan larvalarda ¢esitli omurga deformiteleri gézlemlenmistir (Sekil 9D,
9H). Omurga deformiteleri arasinda kirik omurga (Sekil 9E), kivrik kuyruk (Sekil 9H) ve
lordoz (Sekil 91) yer almaktadir. Bunlarin disinda, CUMYL-4CN-BINACA uygulanmis 120
hpf’deki larvalarda, kisalmis kuyruk yiizgeci (Sekil 9E), zayif pigmentasyon (Sekil 9G),
sismemis ve gelismemis ylizme kesesi (Sekil 9F, 9G) gibi anormallikler de tespit edildi.
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Sekil 6. 48 hpf zebra baligi larvalarinin 6rnek goriintiileri: A) Kontrol grubu. B) 5,0 mg/L
uygulama grubu: kii¢iilmiis gézler (E) ve yumurta kesesinde biriken kirmizi kan hiicreleri (R).
C) 5,0 mg/L uygulama grubu: kiigiilmiis gozler (E) ve yumurta kesesi 6demi (YSE). D) 5,0
mg/L uygulama grubu: perikardiyal 6dem (PE). E) 10,0 mg/L uygulama grubu: kisalmis
kuyruk (T), kii¢iilmiis gozler (E) ve perikardiyal 6dem (PE). F) 10,0 mg/L uygulama grubu:
siddetli yumurta kesesi 6demi (YSE), zayif pigmentasyon, deforme olmus omurga (S) ve kafa
(H).
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Sekil 7. 72 hpf zebra baligi larvalarinin 6rnek goriintiileri: A) Kontrol grubu. B) 5 mg/L
uygulama grubu: lordoz (ok). C) 10,0 mg/L uygulama grubu: skolyoz (ok). D) 10,0 mg/L
uygulama grubu: yumurta kesesi 6demi (siyah ok) ve kiigilmiis gbz (kirmizi ok) ile

koryondan ¢ikmamis larva. E) 10,0 mg/L uygulama grubu: siddetli viicut defekti (6demler,
kisa omurga, kivrik kuyruk).
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Sekil 8. 96 hpf zebra baligi larvalarmin 6rnek goriintileri: A) Kontrol grubu (yan
goriiniim).B) Kontrol grubu (dorsal goriintim) C) 5,0 mg/L uygulama grubu: kisalmis uzunluk
(ok kuyrugu gostermektedir).D) 10,0 mg/L uygulama grubu: kisalmis uzunluk ve kivrik
kuyruk (ok).E) 5,0 mg/L uygulama grubu: zayif pigmentasyon, F) 5,0 mg/L uygulama grubu:
hafif kifoz (ok).G) 10,0 mg/L uygulama grubu: kisalmis uzunluk ve omurga deformitesi
(oklar).H) 20,0 mg/L uygulama grubu: kisalmis uzunluk, kiiglilmiis gozler (kirmizi ok) ve
egik eksen (siyah ok).
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Sekil 9. 120 hpf zebra balig: larvalarinin 6rnek goriintiileri: A)Kontrol grubu (yan goriiniim),
sismis yiizme kesesi (0k). B) Kontrol grubu (dorsal goriiniim), sismis yiizme kesesi (siyah ok)
ve gogiis ylizgeci (kirmizi ok). C) 10,0 mg/L uygulama grubu: koryondan ¢ikmamis larva. D)
20,0 mg/L uygulama grubu: omurga deformitesi (ok) olan koryondan ¢ikmamus larva. E) 10,0
mg/L uygulama grubu: kirtk omurga (kirmizi ok) ve kisalmis kuyruk yiizgeci (sar1 ok). F) 5,0
mg/L uygulama grubu: zayif pigmentasyon ve sismemis yiizme kesesi (0k).G) 10,0 mg/L
uygulama grubu: gelismemis yiizme kesesi. H) 10,0 mg/L uygulama grubu: omurga
deformitesi (siyah ok) ve kivrik kuyruk (sar1 ok). 1)5,0 mg/L uygulama grubu: lordoz (ok).
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Davramssal Analiz

CUMYL-4CN-BINACA'nin neden oldugu davranigsal anormallikler, TER testi ile
niceliksel olarak milimetre (mm) cinsinden ve niteliksel olarak 4 puanli puanlama sistemi
kullanilarak degerlendirilmistir. CUMYL-4CN-BINACA'ya kisa siireli maruz kalan
larvalarda, TER degisiklikleri bulunmamistir. 1,25 mg/L ve 2,5 mg/L konsantrasyonlarinda,
larvalar uzun siireli maruz kalmada kontrol grubuna benzer sekilde normal yiizme davranisi
gostermistir. Diger taraftan, CUMYL-4CN-BINACA'ya uzun siireli maruz kalan larvalar, 5,0
mg/L ile 20 mg/L arasindaki konsantrasyonlarda yiizme mesafesinde anlamli bir azalma
gostermistir (Tablo 6). Ornegin, 10 mg/L grubunun ortalama yiizme mesafesi, kontrol
grubuna gore %79'luk anlamli bir azalma gostermistir. Benzer sekilde, 10 mg/L

konsantrasyonundaki ylizme mesafesi, niceliksel analizde de anlamli sekilde azalmuistir.

Tablo 6. CUMYL-4CN-BINACA'ya Maruz Kalan Zebra Baligi Embriyolarmin TER
Degerlendirmesi

Kisa Siireli Maruziyet (24 s) Uzun Siireli Maruziyet (120 s)

Gruplar Yiizme Mesafesi  Yilizme Mesafesi Yiizme Mesafesi  Yilizme Mesafesi
(mm) (puan) (mm) (puan)

Kontrol 42,75+1,702 2,35+0,19? 42,00+2,58% 2,30+0,212

DMSO 42,00+1,828 2,15+0,122 41,50+2,38% 2,15+0,122

1,25 mg/L 40,25+1,25% 2,45+0,122 39,50+4,202 2,10+0,14°

2,5 mg/L 42,75+1,70% 2,27+0,17° 36,50+4,542 1,95+0,122

5,0 mg/L 43,00+1,822 2,35+0,20? 17,50+6,45"" 1,57+0,43""

10,0 mg/L 42,75+1,708 2,22+0,228 8,75+1,50%" 0,47+0,27%"

20,0 mg/L 41,00+2,702 2,20+0,18? 0,90+0,80%" 0,08+0,00%"

40,0 mg/L 42,75+1,702 2,32+0,17¢ nd nd

Veriler ortalama = SD (n = 6) olarak sunulmustur. Post-hoc Duncan testine gore, ayn: siitunda farkli harfler ile
gosterilen gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). Post-hoc Dunnett testine gore, ayn: siitunda yildiz isareti

ile belirtilen gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0,05). Nd: belirlenmedi.
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flgili Genlerin Ekspresyonlari

Sekil 10-13'de gosterildigi gibi, dopamin (DA), 5-hidroksitriptamin (5-HT), v-
aminobutirik asit (GABA), davranis, apoptoz ve DNA onarimi ile ilgili genlerin mRNA
seviyeleri, 120 saat boyunca (uzun siireli) kannabinoid subletal dozlarima maruz birakilan
zebra balig1 larvalarinda degerlendirilmistir. 24 saatlik (kisa siireli) maruziyet sonrasi ilgili
genlerde herhangi bir degisiklik gdzlemlenmemistir. Apoptoz ve DNA onarimu ile ilgili
genlerin, (casp3a, casp8, ifngl, tp53 ve rad51) ekspresyonu da anlamli sekilde degismistir
(Sekil 10). Ornegin, casp3a, ifngl, tp53 ve rad51 mRNA seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla
anlamli sekilde artmugtir. casp8 seviyesindeki artis ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Norotransmisyon ile ilgili genlerin, ekspresyon seviyelerinde de anlamli
farklar bulunmustur (GABA; gabral, gatl, abat, gadlb, DA, dat, drd1, drd3, 5-HT; 5htlaa,
5htlb, 5ht2c). Gabral, gatl, abat ve gadlb mRNA'lari, 2,5 ve 5,0 mg/L gruplarinda artmis ve
sonra 10.0 mg/L grubunda azalmistir (Sekil 11). Maruz kalan gruplardaki DA ile ilgili
genlerin ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde artmistir (Sekil 12A).
Diger yandan, yiiksek konsantrasyonlardaki CUMYL-4CN-BINACA ile maruziyet
sonrasinda davranigla ilgili genler olan gnrh3 ve gnrhr3'in ekspresyon seviyeleri anlamli
sekilde azalmistir. Kiss2 ekspresyon seviyeleri, 2,5 ve 5,0 mg/L konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore daha diisiikk olmustur (Sekil 12B). 5htla, 5htlb ve 5ht2c genlerinin mRNA
seviyeleri anlamli sekilde artarken, 5htlaa mRNA's1 azalmistir (Sekil 13). DMSO grubunda
hicbir genin ekspresyonunda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir
(Sekil 10-13).
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Sekil 10. CUMYL-4CN-BINACA maruziyetinin 120 hpf zebra baligi larvalarindaki apoptoz
(A) ve DNA onarimi (B) ile ilgili genlerin ekspresyonu tizerindeki etkileri, Veriler, ortalama +
standart sapma (n=25) olarak gosterilmistir.*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlamli fark.
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Sekil 11. CUMYL-4CN-BINACA maruziyetinin 120 hpf zebra balig1 larvalarindaki, GABA
ile ilgili genlerin ekspresyonu iizerindeki etkileri. Veriler, ortalama + standart sapma (n=25)
olarak gosterilmistir.*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, kontrol grubuyla karsilastirildiginda

anlaml fark.
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Sekil 12. CUMYL-4CN-BINACA maruziyetinin 120 hpf zebra baligi larvalarindaki, dopamin
(A) ve davranis (B) ile ilgili genlerin ekspresyonu iizerindeki etkileri. Veriler, ortalama =+
standart sapma (n=25) olarak gosterilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, kontrol

grubuyla karsilastirildiginda anlaml fark.
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Sekil 13. CUMYL-4CN-BINACA maruziyetinin 120 hpf zebra baligi larvalarindaki, 5-
hidroksitriptaminle ilgili genlerin ekspresyonu tizerindeki etkileri. Veriler; ortalama + standart

sapma (n=25) olarak gosterilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlaml fark.
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Tartisma

Bu calisma, CUMYL-4CN-BINACA'nin zebra baligi embriyolar1 {izerindeki
etkilerini, kisa ve uzun siireli maruziyet sonrasi ¢esitli parametre ile incelemistir. Sonuglar,
CUMYL-4CN-BINACA'nin embriyonik gelisim bozukluklarna, larvalarda davranig
degisikliklerine ve bazi 6nemli genlerin ekspresyonunda degisikliklere yol acgabilecegini
gostermistir. Kannabinoide 120 saat boyunca maruz birakilan embriyolar, bir dizi gelisimsel
degisiklik sergilemistir. Mevcut bulgular su sekilde 6zetlenebilir: CUMYL-4CN-BINACA
uygulanan embriyolar, 1) daha kisa larva viicut boylari, 2) azalmis kalp atim hizi, 3) sag kalim
oranlarinda azalma, 4) hafif morfolojik anormallikler, 5) koryondan ¢ikmamis larvalar, 6)
dokunma uyarilarina azalmis tepki oranlart ve 7) bazi énemli genlerin ekspresyonundaki
degisiklikler sergilemistir. CUMYL-4CN-BINACA, zebra baligi embriyolarinda 6liim ve
morfolojik degisikliklere yol agmis ve bu olumsuz etkiler, konsantrasyon ve zamanla orantili
olarak artmistir. 120 hpf’"de CUMYL-4CN-BINACA'min LC50 ve EC50 degerleri sirastyla
16,624 mg/L ve 9,083 mg/L olarak belirlenmistir. CUMYL-4CN-BINACA iizerine yapilan
¢ok az sayida toksisite ¢alismasi bulunmaktadir (Lafzi et al., 2024a; Lafzi et al., 2024b) ve
LC50 degeri hakkinda herhangi bir veri bulunmamaktadir. LC50 degeri, bu ¢aligmada ilk kez
verilmistir. Benzer sonuglar, tetrahidrokanabinol (THC) ve kannabidiol (CBD) gibi diger
yaygin kannabinoidler ile yapilan ¢aligmalarda da gézlemlenmistir. Ancak, THC ve CBD'nin
etkilerinin daha olumsuz oldugu gériilmektedir. CUMYL-4CN-BINACA'nin LC50 degeri
(16,624 mg/L), THC (3,65 mg/L) ve CBD (0,53 mg/L) ile karsilastirildiginda daha yiiksek
bulunmustur (Carty et al., 2019).

Bu sonugclar 6zellikle morfolojik ve gelisimsel degisiklikler agisindan CUMYL-4CN-
BINACA'nin  embriyotoksisitelerine  dair ilk raporu sunmaktadir. Bu  durum
kannabimimetiklerin olumsuz etkilerini aragtiran zebra baligi ¢alismalarinda da
gozlemlenmistir. THC/CBD ile tedavi edilen zebra baligi embriyolari, larva uzunluklarinda
kisalmasi, yasam siiresi, koryondan ¢ikis ve kalp atim hizlarinda azalma gostermistir (Ahmet
et al., 2018). Akhtar et al., (2013), Ayrica THC, SK’ler CP 55940 ve WIN'in zebra baligi
embriyolarinda omurga egriligi, vitellus kesesi ve perikardiyal 6demler, yiizme kesesi
sismemesi ve ¢esitli deformitelere neden oldugu belirtilmistir (Chatzimitakos et al.,2022),
THC'nin akut toksisitesinin LCso olarak 1,54 mg/L oldugunu ve fenotip iizerinde kuyruk
egriligi, perikardiyal 6dem gibi olumsuz etkilerin gozlemlendigini belirlemistir. CBD ve
THC, benzer olumsuz  morfolojik  etkiler  (6demler, omurga  egriligi,
goz/cene/burun/gévde/yiizge¢ anormallikleri, ylizme kesesi sismemesi ve davranigsal

bozukluklar) gostermistir (Carty et al., 2018). Ayrica, zebra balig1 embriyolarinin embriyonik
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gelisim sirasinda kodein ve morfine maruz kalmas1 durumunda g6z boyutunda azalma tespit
edilmistir (Cadena et al., 2021). Sentetik kannabinoid 5F-APINAC, zebra balig1 larvalarinda
koryondan ¢ikamamis larvalar, kivrik kuyruk ve hiperpigmentasyon gibi ¢esitli morfolojik ve
gelisimsel degisiklige neden olmustur (Markin et al., 2021). Ayrica, (Chousidis et al., 2020)
CBN’ye maruz kalan zebra baligi embriyolarinda doza bagimli bir sekilde perikardiyal 6dem,
yumurta kesesi deformiteleri, kuyruk biikiilmesi, kan akiginda azalma ve ip benzeri kalp
olusturdugunu bildirmistir. ilk olusan organ kalptir ve kalp, embriyo gelisiminde kritik bir rol
oynar (Liu ve Stainer, 2012), kalp atis hizinin kalp fonksiyonunda 6nemli bir parametre
oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢calismada CUMYL-4CN-BINACA, zebra balig1 embriyolarinda
perikardiyal 6dem olusturmus ve kalp atis hizim1 azaltmistir. Benzer sonuglar, diger
calismalardan da elde edilmistir (Chousidis et al., 2020). CBN'ye maruz kalan zebra balig1
embriyolariin kalp atis hizinin doz bagimli olarak azaldigini rapor etmistir. Bu durum
perikardiyal 6demden kaynaklanan artan basinca baghdir. Ciinkii, artan basing kalbi sikistirir
ve kalp atim hiz1 diiser. Perikardiyal 6demin varligi doz bagimhidir ve kalp atis hizindaki
azalma ile orantilidir (Chousidis et al., 2020). Diger arastirmacilarda THC ve CBD'ye maruz

kalmanin ardindan kalp atim hizinda anlamli bir azalma bulmuslardir (Ahmed et al., 2018).

Kannabimimetiklerin embriyo gelisimi {izerindeki olumsuz etkileri farkli hayvan
modelleriyle de gosterilmistir. THC'ye maruz kalan gebe tavsanlarda, embriyo Oliim
oranlarini artirdigi bulunmustur (Rosenkrantz et al., 1986). Ayrica, (Rosenkrantz, 1999), THC
ve marihuananin, kemik gelisim bozukluklari, fetal rezorbsiyon, hidronefroz, hidrosefali ve
yarik damak olusumunu artirdigini rapor etmistir. Sentetik bir kannabinoid olan HU 210,
civciv embriyolarinda 6liim oranlarinda artis ve viicut uzunlugu, embriyo ve beyin agirliginda
azalmaya yol agmistir (Gustafsson ve Jacobson, 2019). Diinya Saglik Orgiitii (WHO, 1997),
esrar tiiketiminin dogumda boy kisaligi, kilo kaybina neden olabilecegini rapor etmistir.
Gilbert et al., (2016), sentetik kannabinoidlerin potansiyel teratojenik etkisi oldugunu
belirtmistir. Calismamizda elde ettigimiz gelisimsel bulgular, yukarida bahsedilen
caligmalarin  sonuglartyla tutarli goriinmektedir. Bu c¢alisma, CUMYL-4CN-BINACA

maruziyetinin embriyotoksik ve teratojenik etkelerinin oldugunu gostermektedir.

120 hpf zebra balig1 larvalarinda, sindirim sistemi tamamen gelismis ve ylizme kesesi
sismistir (Vaz et al., 2019). Larvalarin davraniglar1 da gelisimin ilk 120 saati boyunca hizla
degisir (Guzman et al., 2020). Bu nedenle, larvalar, zebra baligindaki kannabinoidlerin
etkilerine yonelik davranigsal ¢alismalarda tercih edilmektedir. Bu ¢alismada, CUMY L-4CN-
BINACA'ya uzun siire maruz birakilan larvalarda TER davranisinda kat edilen mesafe de bir

degisiklik gozlemlenmistir. Bulgularimiz, zebra baliginda kannabinoidleri test eden Onceki
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calismalarla iyi bir uyum igindedir. Chatzimitakos et al., (2022), THC konsantrasyonu arttik¢a
hareket edilen mesafenin azaldigini kanitlamistir. Baska bir ¢alismada, THC'nin 5 giinliik
larvalarinda lokomotor aktiviteyi azalttig1r gdzlemlenmistir (Achenbach et al., 2018). CBN ile
muamele edilen 5-7 giinliik zebra baligi, mekanik kagis tepki testinde hareket mesafesinin
azaldigim1 gostermistir (Chousidis et al., 2020). Ayrica, Hasumi et al., (2020), CBD'nin 4-6
giinliik zebra baligi larvalarinda hareket hizi ve toplam hareket mesafesini azalttigini
bildirmistir. Baska bir ¢alismada, zebra baligi embriyolar1 kodein ve morfin uygulanmis ve 7
giinliik larvalan, 1sik:karanlik dongiisii testlerinde yiizme hareketinin azaldigi davranigsal
bozukluklar gostermistir (Cadena et al., 2021). THC ve CBD, 4-5 giinliik larvalarda sinirsel
aktiviteyi ve lokomotor aktiviteyi belirgin sekilde azaltmistir (Carty et al., 2019). Bu bulgular,
yetigskin zebra balig1 tizerinde bildirilen sonuglarla tutarlidir (Connors et al., 2014; Jensen et
al., 2018; Dahlen et al., 2021).

CUMYL-4CN-BINACA maruziyetinin zebra baligi embriyolarinda yol agtig1
gelisimsel toksisitenin molekiiler mekanizmasini daha iyi arastirmak amaciyla, apoptoz, DNA
onarimi, davraniy Ve ndrotransmisyonla ilgili genlerin  ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. GABA'daki anormalliklerin ndérolojik bozukluklarla iligkili oldugu
bilinmektedir (Fontes et al., 2018). gatl, gabral, gadlb, abat ve glsa genleri, GABA
ndrotransmitterinin sentezi, doniisimii ve inaktivasyonunun diizenlenmesinde 6nemli roller
oynamaktadir (Yan et al., 2017). Bu ¢alismada, CUMYL-4CN-BINACA maruz kalan 120 hpf
zebra baligi larvalarinda gabral, gatl, abat ve gadlb mRNA ekspresyonlarinin 6nemli dl¢tide
arttig1 gozlemlenmistir, bu artis GABA'nin taginmasi ve dontisiimiindeki bozulmanin nedeni
olabilir. gadlb, glutamati GABA'ya donistirir (Krueger et al.,, 2007). gabral,
heteropentamerik GABAA reseptorlerinden biri olup, merkezi sinir sistemindeki inhibe edici
sinyallemeyi  diizenleyen, iyon kanali olan bir ligandi-gated kanaldir. Noronal
hiperpolarizasyona ve noronal sinyal iletimini inhibe etmeye neden olur (Steven ve Garrett,
2014). gatl, sinaptik aralikta bulunan GABA'nin yaklasik %85'inin geri alimindan
sorumludur (Chen et al., 2004). abat, toplanan GABA'y1 siiksinik semialdehide metabolize
eder ya da sinaptik vezikiillere geri donistiriir (Yu et al., 1984). CUMYL-4CN-BINACA
maruziyeti sonucu noronlarn hiperpolarizasyonu nedeniyle GABA'daki kontrolsiiz artis,

larvalarda gézlenen davranis degisikliklerini agiklayabilir.

Dopamin, 6nemli sinirsel diizenleyici islevlere sahiptir. Dopamin tasiyicisi (dat) ve
dopamin reseptorleri (drdl ve drd3), dopamin sinyal yolaklarinda Onemli bir rol
oynamaktadir. Dopaminerjik yolaktaki anormallikler, zebra baliginda noro-gelisimsel

toksisiteye yol agmaktadir (Liu et al.,, 2021). Bu arastirmada, maruziyet gruplarindaki
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dopaminle ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinin 6nemli Ol¢iide arttigi gdzlemlenmistir.
Genlerin artan ekspresyonu, dopamin aktivitesindeki artigla iliskilendirilebilir. Zebra
bahigindaki bu durumu dogrulayan calismalar mevcuttur. Onceki calismalarda, zebra balig
embriyolar1 THC ve AM-251'e 24 hpf’de maruz birakilmis ve bilesiklerin dopamin
Onciisiiniin sentezini artirdigr bulunmustur (Akhtar et al., 2016). Markin et al. (2021), 5F-
APINAC maruziyet sonras1 dopamin artisina yol agtigini ve bu kannabinoidin merkezi sinir
sistemi lizerindeki etkilerini dopaminerjik sistem araciligiyla gosterdigini bildirmistir. Birgok
bagimlilik yapici maddenin dopamin salinimini artirdigi veya dopaminin ndéronlara geri
alimin1 engelledigi bilinmektedir (Bloomfield et al., 2016). Bu ¢alismada, dopaminin geri
alimindan sorumlu olan dat geninin ekspresyondaki artis bu durumu dogrulamaktadir (Meiser
et al., 2013). Metamfetamin aliminda artan dopamin seviyeleri de dat ile iliskilendirilmistir

(Ares-Santos et al., 2013).

Apoptoz ve dopamin yolagi norotoksisite iizerinde onemli rol oynar. Kaspazlar,
apoptozun temel bilesenidir. Apoptozda en Onemli terminal kesim enzimi kaspaz-3’tiir
(Salvesen, 2002). Zebra baligi embriyolarinda casp3 geninin ifadesinin yogun apoptoza yol
actig1 bilinmektedir (Yamashita et al., 2008). casp8, oliim reseptorlerine bagli apoptoz
sinyallerini iletir (Wyllie, 2010). Kaspaz-3, casp3 geni tarafindan kodlanan ve kaspaz-8 ile
etkilesen bir kaspaz proteinidir (Ates-Kalkan et al., 2021). tp53, tiimor baskilayici bir gendir
ve birgok omurgali tiiriinde tiimor duyarliligini etkiler (Diamanti-Kandrakis et al., 2009).
Interferon-y (ifng), zebra baliginda makrofaj yeniden programlamasi, serebrovaskiiler yeniden
sekilllenmeyi ve biligsel bozulmayi tetikledigi bilinen bir molekiildiir (Apayadin et al., 2023).
rads51, cift iplikli DNA kiriklarinin onariminda gorev alan bir gendir (Bonilla et al., 2020).
CUMYL-4CN-BINACA maruziyetinin zebra baligi larvalarinda casp8 geni ekspresyon
seviyesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, casp3a, ifngl, tp53 ve rad51
genlerinin ifadeleri anlamli sekilde artmistir. Bu genlerdeki anormal ifade degisimi, anormal
apoptoza yol agarak zebra baligi embriyolar1 ve larvalarinda hem biligsel hem de morfolojik
anormalliklere neden olmus olabilir. Ayrica, rad51 geninin ekspresyonundaki artis,

embriyonik hiicrelerde DNA hasariin arttigina da isaret etmektedir.

Agresif davranigi etkileyen en 6nemli norotransmitter serotonin/5-hidroksitriptamin
(5-HT)’dir (Guo et al.,, 2015). Merkezi sinir sisteminde yaygmn olarak bulunan 5-
HT/serotonin, duygularin, istahin, uyku ve bir¢ok fizyolojik siirecin diizenlenmesinde rol
oynar. Serotonin ayrica omurgalilarin embriyonik gelisiminde de rol oynar (Buznikov et al.,
2001). Serotonin, baliklarda gelisim, hareket ve anksiyeteyi diizenleyebilir (Shi et al., 2022).
Bu calismada, serotonin sinyallemesinde yer alan 5htlaa, 5htla, 5htlb ve 5ht2c olmak iizere
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dort ana genin ifade diizeyleri 6lgiilmistiir. Shtla, 5htlb ve 5ht2c genlerinin ifade diizeyleri
anlamli sekilde artarken, 5htlaa mRNA diizeyi azalmstir. CUMYL-4CN-BINACA, zebra
baliginda serotoninle iligkili gen ekspresyon miktarini etkileyerek anormal norotransmisyona
neden olmustur. Serotonin ekspresyonundaki bu degisiklikler, ¢alismada tespit edilen anormal

gelisim ve davranislarin nedenlerinden biri olabilir.

gnrh3, gnrhr3 ve kiss2 genleri, kisspeptin-GnIH sinyal yolu iginde rol oynamaktadir
(Guo et al., 2023). ilging bir sekilde, gonadotropin salgilatict hormon (gnrh3) gen ifadesi
zebra baligimin 24-26 saat sonra koku ¢ukurunda baglamakta ve erken larva evresinde koku
soganmna dogru genislemektedir. gnrh3 geninin zebra baligi larvalarinin farkli beyin
bolgelerinde ifade edilmesi ve farkli islevler gergeklestirmesi beklenmektedir (Kuo et al.,
2005). Cinsiyet farklilasmasinda rol oynayan gnrh3 geni, beyin gelisimi ve kamera tipi goz
gelisimi tlizerinde de etkili olup (NCBI, 2025), primer germ hiicrelerinin ¢cogalmasini diizenler
(Feng et al., 2020). Gnrhr3 geni, gonadotropin salgilatict hormon reseptoriidiir (NCBI, 2025).
Kisspeptin2, bir ndropeptid olup zebra baligi beyninde ve ¢esitli periferik dokularda
bulunmustur. Kiss2'nin zebra baligindaki etkileri tam olarak bilinmemekle birlikte, kiss2'nin,
hipofizde gnrh3 salinimini uyararak hormone ifadesini dolayli olarak etkiledigi tahmin
edilmektedir (Song et al., 2020). Yiiksek konsantrasyonlarda CUMYL-4CN-BINACA
maruziyeti gnrh3 ve gnrhr3 ekspresyonu azalirken, kiss2 geninin ifadesi 2.5 ve 5.0 mg/L
konsantrasyonlarinda azalmistir. Bu dogrultuda gnrhr3 ve kiss2'deki gen ifadesindeki azalma,
gonadotropin salgisini da etkilemistir. Gonadotropin azalmasi, larvalarda gozlerin kiigiilmesi

ve merkezi sinir sistemiyle iligkili diger anormallikleri agiklayabilir.
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SONUCLAR

Sonug¢ olarak CUMYL-4CN-BINACA'ya kisa ve uzun siireli maruziyet, onemli
gelisimsel degisimlere yol agmustir. Kisa siireli maruziyet, zebra balig1 larvalarinda herhangi
bir anormallige neden olmamistir. Ancak uzun siireli maruziyet; viicut boyunun kisalmasina,
kalp atim hizinin diismesine, sag kalim oraninda azalmaya, koryondan ¢ikmanin gecikmesine
ve teratojenik anormalliklere yol agmistir. CUMYL-4CN-BINACA maruziyeti 120 hpf zebra
balig1 larvalarinda yilizme davraniglarini degistirmistir. Tiim bu degisiklikler, gen
ifadelerindeki artiglar ve azalmalarla desteklenmistir. Apoptozisdeki artig, norotransmitter
ifadelerindeki degisim ve davranigsal genlerdeki farkliliklar bu durumu agik¢a
dogrulamaktadir. CUMYL-4CN-BINACA' nin gelisimsel toksisitesi ek ¢aligmalarla daha iyi
acikliga kavusturulabilir. Caligmamizin, SK kullaniminin ve dogum 6ncesi maruziyete bagl
bagimliligin ¢ocuklarin yasamlar1 tizerindeki etkilerini anlamak icin ilk arastirma olarak

degerlendirilebilecegini diisiinmekteyiz.
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