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IAnkara Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisti  Veteriner Farmakoloji ve OZET. Zebra baligi (Danio rerio) son yillarda biyomedikal arasgtirmalarda siklikla
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edilmesine sebep olmaktadir. Yeni kesfedilen veya etkileri bilinmeyen kimyasal
maddelerin model organizmalarda denenmesi kaginilmazdir. Bu kapsamda zebra
baliklar1 agr1 mekanizmalarimi aragtirmada ve bu mekanizmalarin aydinlatilmasi ile
yeni bilesik veya ilaglarin sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
esnasinda 3R prensibi (Replacment, Reduction, Refinement) géz Oniine alinarak
baliklarin deney sonlandirilmasma kadar gecen siiregte (tasima, karantina, bakim-
besleme, ortam kosullari, deney sonlandirilmasi) refah kosullarinin en iyi sekilde
saglanmasi gereklidir. Bu derleme kapsaminda; agri calismalarinda zebra baligi
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ABSTRACT. Zebrafish (Danio rerio) is a model organism that has been frequently
used in biomedical research in recent years and its use is increasing day by day. The
fact that zebrafish has a close relationship with human genes causes regeneration
modelling, transgenic modelling, toxicity studies, behavioural studies, cancer
modelling, disease modelling and is frequently preferred today. It is inevitable that
newly discovered chemicals or chemicals with unknown effects should be tested in
model organisms. In this context, zebrafish are used to investigate pain mechanisms
and to synthesise new compounds or drugs by elucidating these mechanisms. During
the studies, the 3R principle (Replacment, Reduction, Refinement) should be taken
into consideration and the welfare conditions of the fish should be provided in the
best way until the end of the experiment (transport, quarantine, care-feeding,
environmental conditions, termination of the experiment). Within the scope of this
review, it is aimed to provide information on pain studies in zebrafish model, current
methods used, pain management and drugs used, and applications necessary to ensure
the welfare of fish.
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GIRIS

Zebra baligi (Danio rerio) son yillarda biyomedikal
aragtirmalarda siklikla kullanilan ve kullanim1 giin
gectikge artan bir model organizmadir (Khan ve
Alhewairini, 2018). Insan genleri ile yakim bir iliskiye
sahip  olmast  zebra  baligmin  rejenerasyon
modellemeleri, transgenik modellemeler ve genetik
taramalar, kimyasal maddeler ve toksisite caligmalari,
embriyonik ve yetiskin hastalik modellemeleri, davranis
caligmalari, kanser modellemeleri olusturulmasmna ve
giinlimiizde sikca tercih edilmesine sebep olmaktadir
(Galindo-Villegas, 2020; Patton ve ark., 2021). Ayrica,
embriyonun dis ortamda gelisip seffaf bir yapida
olmasi, direngli olmasi, yetistirilmesinin kolay olmasi,
bakim ve besleme maliyetlerinin diigiik olmasi diger
model organizmalar ile mukayese edildiginde zebra
baliklarinin  ¢aligmalarda kullanimini  olduk¢a One
¢ikartmaktadir (Khan ve Alhewairini, 2018).

Yeni kesfedilen veya etkileri bilinmeyen
kimyasal maddelerin model organizmalarda denenmesi
gerekmektedir. Bu baglamda 3R prensibi (Replacment,
Reduction, Refinement) olduk¢a 6nem arz etmektedir.
Degistirme (Replacment), toksisite denemelerinde bazi
hayvanlar yerine zebra baligi larvalari kullanilmasina
imkan tanir. Azaltma (Reduction), deneylerde ¢ok yonlii
ve kaliteli bir model olmasindan dolay: ileri agamalarda
kullanilacak deney hayvani sayisinin azaltilmasini
saglar. lyilestirme (Refinement), zebra balig1 larvasmin
ilk donemlerde seffaf olmasi larva temelli deney
diizenekleri hazirlanmasina ve en az miktarda agri, aci,

sikint1 vererek deneylerin sonuglarinin
incelenebilmesini saglamaktadir (Cassar ve ark., 2019).
Zebra  baliklarinda  refah  uygulamalan

kapsaminda 3R prensibi goz Oniine alinarak nakliye
islemleri, karantina siireci ve deney sonlandirilmasi
esnasinda Gtanazi isglemlerinin yapilmasi hayvanlarin
refahinin  saglanmasi1 konusunda onemli bir yere
sahiptir.

Baliklarin refahini arttirmak igin nakil esnasinda
bazi hususlara dikkat edilmesi gerekir (Dhanasiri ve
ark., 2013). Bu hususlarin basinda nakil siiresi ve bu
siire zarfinda baliklarin igerisinde bulundugu suyun
optimal kosullar1 saglamasi yer almaktadir. Bunun yani
sira aracin Ozellikleri, giivenligi, personel yetkinligi,
yiikleme veya bekleme tesisinin ¢evresel kontroli gibi
durumlara dikkat edilmesi gerekir. Olusabilecek
potansiyel sorunlarin dnlenmesi i¢in baliklarin embriyo
déneminde nakil edilmesi Onerilir (Cartner ve ark.,
2020).
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Karantinanin amaci yeni gelen baliklar1 izole
ederek olabilecek patojenlerin veya zararli konakgilarin
cevre sulara karismasimi ve diger baliklara bulagsmasini
engellemektir. Tesise yeni getirilen baliklarin diizgiin bir
sekilde yonetilememesi durumunda tesisteki tiim baliklarin
patojen riski ile karst karsiya kalmasi kaginilmazdir
(Matthews ve ark., 2002).

Her tesisin kendi ortam kosulu ve sartlarina gore
standart bir protokol olusturmasi en dogru ydntemdir.
Protokoller baliklarin yasam donemlerine gore farklilik
gostermektedir. Baliklar tesise embriyo olarak getirilmis
ise; yiizey dezenfeksiyonu yapilmali ve bulundugu kaptan
baska bir petri kabina aktarilip 6lii embriyolar ve artiklar
temizlendikten sonra etiive kaldirilmalidir. Genel bakim ve
beslemesinin yaninda ilk 1-2 hafta herhangi bir hastalik
belirtisinin olup olmadigi goézlenen baliklar hastalik yok
ise 2-4 hafta icerisinde ana sisteme alinmalidir. Baliklar
tesise yetigkin olarak getirilmis ise; genel durumlart
degerlendirildikten sonra herhangi bir saglik sorunu yoksa
nakliye torbasina ufak birkag delik agilip sistemden ayrilan
bir tankin igerisine koyularak su degerlerinin birbirine
yaklagmasi beklenir. Su degerleri benzer seviyelere gelince
baliklar sistemden ¢ikarilan baska bir tanka aktarilip 2-4
hafta siire ile gozlemlendikten sonra herhangi bir saglik
sorunu belirlenmediyse ana sisteme dahil edilmelidir
(Lieggi, 2020).

Otanazi; bir hayvanda insancil dliime sebep olma
eylemi olarak tanimlanir. Bu islem en az aci, agri,
rahatsizlik ile hizli bir sekilde biling kaybi olusturularak ve
geri  doniislimsiiz  bir bigimde gerceklestirilmelidir
(Underwood ve Anthony, 2020). Zebra baliklarinda
Otanazi uygulamasi igin kafaya darbe ile beyin sarsintisi,
elektrik verme, yiiksek doz anestezik madde uygulanmasi
ve soguk suda bekletme gibi yontemler kullanilabilir
(Kohler ve ark., 2017) (Tablo 1). Arastirmacilar Trikain

metansiilfonat,  Ojanol, Lidokain  hidroklorit, 2-
Fenoksietanol, Benzokain, Etomidat, Propofol gibi
maddeleri  Otanazide  kullanmak i¢in  ¢alismalar

yapmislardir. Bu maddeler arasindan en sik kullanilan
kimyasal MS-222/Trikain/Trikain ~ metansiilfonat’tir
(Collymore, 2020). Trikain; sodyum iyon kanallarini
depolarize ederek biling kayb1 ve hipoksiye bagli 6liime
sebebiyet verir (Collymore ve ark., 2016). Otanazi
yapilmak istenen baliklar bu anestezikleri ihtiva eden
soliisyonlara konulur ve operkiiler hareketler kesildikten
sonra yetiskinlerde en az 10 dakika, larvalarda en az 1 saat
bu soliisyonlar igerisinde bekletilir (Collymore, 2020).
Hizli sogutma yonteminde baliklar hipotermal soka girer,
ardindan en az agn ve rahatsizlik ile birlikte ¢ok kisa
slirede 6liim meydana gelir (Matthews ve Varga, 2012).
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Tablo 1. Otanazi yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari

Yontem Avantaj Dezavantaj
Zebra balig1 kiiciik boyutlu oldugu i¢in uygulamasi
Kafaya Darbe Hizh zordur.
Basit cihaz Beyin incelenemez.
Embriyo ve larvalarda kullanilamaz.
Zebra baliklarinda kullanilmak iizere yeterli yontem ve
. cihaz yoktur.
Elektrik Verme Hizh Kas dokusunda biikiilme ve hasar yapar.
Embriyo ve larvalarda kullanilamaz.
Baliklar cogu maddeye kars1 olumsuz reaksiyon gosterir.
Bazi maddelerin erisilebilirligi zordur.
Secim yapilabilecek birgok Kimyasal kirlenmeye sebep olur.
Yiiksek Doz Anestezi madde mevcuttur Personel giivenligini riske atabilir.

En hizli yontem

Giivenilir (Geri doniisiimsiiz)
Calisanlar i¢in giivenilir
Kimyasal kirlenme olmaz
Kolay erisilebilir

Hizli Sogutma

Etki ve sonuglar diger yontmelerden daha geg
gerceklesir.
Embriyo ve larvalarda etkinligi diisiiktiir.

Cerrahi miidahaleler i¢in uygun degildir.
Embriyolarda sadece bu yontemin kullanilmasi giivenilir
degildir.

Agrn

Agri, rahatsiz edici bir deneyim olsa da viicudun zarar
gbrmemesi i¢in bir uyart sistemidir. Nosiseptor adi
verilen 6zellesmis reseptorlerin agriya neden olabilecek
uyaranlar tarafindan tetiklenmesiyle baslar.
Nosiseptorlerdeki ileti Ad lifleri (hizli iletim) ve C
lifleri (yavag iletim) aracilifiyla kortekste bulunan,
agrimin  duygusal ve biligsel yonlerini olusturan
bolgelerle bulustugunda agri hissi gergeklesir (Yagcet
ve Saygin, 2019).

Nosiseptorlerin mikro ¢evresini diiz kaslar ve
sinir uglart olusturmaktadir. Nosiseptorler fiziksel
uyartlmalarin yaninda P maddesi, prostaglandin,
bradikinin, I6kotrienler, Timér Nekroz Faktor—a,
interlokin,  histamin  gibi  algojenik  maddeler
araciligiyla da duyarliliklarinda artig  gdsterirler.
Cevresel sinir uglarinin  uyarilmast ile birlikte
norotransmiter madde salimimi gerceklesir. Bu
maddeler nosiseptorlerin  sensitivitelerinde  artig
yaratmanin yaninda hiicre zarinda yikici etkiler
meydana getirirler. Siklooksijenaz (COX) enziminin
etkinligiyle arasidonik asitin once siklik
endoperoksitlere sonra prostaglandinlere doniigiimi
gerceklesir. Prostaglandinler bir yandan nosiseptif
duyarliligi arttirirken diger yandan vazodilatasyonu
arttirarak ortamda algojenik madde birikimine sebep
olabilirler (Yagci ve Saygin, 2019).

Zebra Bahginda Agr1 Duyumu

Canlilar yaralanma ve zararli uyaranlari nosisepsiyon
yolu ile algilayip bu zararli etmenlerden kaginarak
hayatlarina devam edebilirler. Zebra baliklar1 siklikla
agri ve nosisepsiyon mekanizmalarini arastirmada

model organizma olarak kullanilir.  Agn

nosisepsiyon mekanizmalarinin anlasilmasi ile yeni
bilesikler veya ilaglar ortaya c¢ikarilabilir. Bu durum
hos olmayan agri deneyimini ortadan kaldirmak ve
hayvanin refahinin saglanmasi bakimindan 6nemlidir
(Sloman ve ark, 2019). Memelilere benzer sekilde
zebra baliklarinda da pek ¢ok nosiseptif reseptor ve alt
birimlerinin bulunmasi komplike bir sistem oldugunun
gostergesidir (Malafoglia ve ark., 2013) (Sekil 1).

Mop —3 oprml

Kop —  oprkl

Nop —3  oprl

DOP oprdla
:: oprdlb

TRPVI —> V]
TRPAI trpala
trpalb

ASICIa —3  asicla
ASICIb asiclb*

asicle®

S

ASICla —» i
ASIC2b*
ASIC3*

ASIC4 > asicda
asicdb*

Sekil 1. Insan ve zebra baliklarinda bulunan reseptérler
ve genler (Costa ve ark., 2022°den uyarlanmigtir).

Opioid Sistem

Opioid sistem agri kontrolii, hemoastaz, ruh hali ve
refah agisindan Onemli bir mekanizmadir. Giinlimiize
kadar {i¢ cesit ana opioid reseptorii tanimlanmis olup
opioid reseptorleri, insanlarda kodlanan en biiyiik
membran proteini olan G protein bagli reseptor
(GPCR) ailesindendir. Bu reseptdrler aneljezik etkilere
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sahip olmasma ragmen farkli duygusal davranislar
olugmasma neden olurlar. Delta Opioid Reseptorii
(DOP) OPRDI1 geni tarafindan kodlanir ve DOP
agonistlerinin bilinen &zellikleri kaygiy1 azaltmasi ve
antidepresan etki olusturmasidir. Morfin i¢in p = Mu
opioid reseptorii (MOP) OPRMI1 geni tarafindan
kodlanirken MOP agonistleri cosku vericidir ve strese
kars1 etkilidir. Ketosiklazosin i¢in x« = kappa opioid
reseptoric (KOP) OPRKI1 geni tarafindan kodlanir.
KOP agonistleri ise olumsuz duygular ve stres ile
iliskilidir. Bunlarmm yani sira opioid smifinda
sayllmayan ama reseptOr sisteminin bir {iyesi sayilan
OPRL1 geni taramndan kodlanan nosiseptin/orfanin
(NOP) reseptorii de mevcuttur ve analjezik etkiler
gosterir (Chu Sin Chung ve Kieffer, 2013; Valentino ve
Volkow, 2018).

Zebra baliklar1 memelilerle pek ¢ok ortak
reseptore sahiptir ve opioid reseptorleri de bu ortaklik
yoniinden oldukca benzerlik gosterir. Zebra baligit Mu
Opioid Reseptorii (zMOP) insanlardaki Mu Opioid
Reseptorii (MOP) ile %74, zebra baligi Kappa Opioid
Reseptorii  (zKOP) insanlardaki Kappa Opioid
Reseptorit (KOP) ile %70, zebra baligi Delta Opioid
Reseptorii  (zDOPa) insanlardaki Delta  Opioid
Reseptorii (DOP) ile %66 genetik benzerlik gosterirken
(zDOPb) %65 benzerlik gdsterir, memelilerde ve zebra
baliklarinda bulunan NOP ise birbirleri ile %58-59
benzerlik gdstermesine ragmen islevsellik bakimindan
farkliliklara  sahiptir. zMOP, zKOP ve zNOP
memelilerde oldugu gibi oprml, oprkl ve oprll ortolog
genleri tarafindan kodlanir. zZDOP memelilerde oprdl
geni tarafindan kodlanirken zebra baliklarinda farkli
olarak bu oprdla ve oprdlb geni tarafindan kodlanir
(Barrallo ve ark., 2000; Alvarez ve ark., 2006; De
Velasco ve ark., 2009; Costa ve ark., 2022).

Zebra baliklarinda bazi dnciiller opioid peptidler
tarafindan kodlanir. Bu dnciiller penka ve penkb diye
adlandirilan iki adet proenkefalin genini, pomca ve
pomcb diye adlandirilan iki adet proopiomelanokortin
genini, pdyn adli bir adet prodinorfin genini ve pnoca,
pnocb olarak adlandirilan iki adet pronosiseptin
geninin  kodlanmasin1 saglar (Gonzalez-Nunez ve
Rodriguez, 2009).

Gegici Reseptor Potansiyel (TRP) Ailesi

Gegici reseptor potansiyel (TRP) ailesi ilk olarak 1969
yilinda Drosophila fotoreseptorleri olarak
kesfedilmistir. Sonrasinda yapilan galigmalarda Ca*?’a
gecirgen iyon kanallari oldugu ve bu sayede sicaklik,
pH, kimyasal ajanlar ve ozmolaritedeki degisikliklere
kars1 yanit gorevi olusturdugu anlagilmistir. TRP kanali
yapisal olarak katyon gozenekler olusturacak bigimde
tetramerler seklinde dizilim gosterir (Marwaha ve ark.,
2016). insanlarda TRP kanallariin vanilloid (TRPV),
melastatin  (TRPM), kanonik (TRPC), ankirin
(TRPAL), polisistin (TRPP) ve mukolipin (TRPML)
olarak alt1 alt ailesi bulunur. Zebra baliklar1 insanlarda
bulunan TRP reseptorlerini icermekle beraber ek olarak
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insanlarda bulunmayan NompC'ye (TRPN) sahiptir
(Costa ve ark., 2022).

Evrimlesme  siirecinde = TRPA1  geninin
fonksiyonlart hayvan tiirleri arasinda biiyiik olclide
korunmasma ragmen zebra baliklarinda insanlardan
farkli olarak trpala ve trpalb olmak iizere iki tane gen
mevcuttur. Yapilan g¢alismalarda TRPA1’in duyusal
noronlarda eksprese edildigi trpala’nin tahris edici
kimyasallar ile aktiflestirildigi, trpalb’nin ise sicaklik
ile ilgili uyaranlara yanit olusturudugu bildirilmistir
(Prober ve ark., 2008).

TRPV1 mekanik, 11k, 1s1, osmoregiilasyon
uyaranlar ile aktive edilen ve katyonlarin akisina yol
acan polimodal bir reseptordiir. Memelilerde TRPV1,
TRPV2 ve TRPV4 bulunurken zebra baliklarinda
TRPV1 ve TRPV2’nin ortologu olarak sadece
TRPV1/2 ve TRPV4 bulunur. Bu reseptorlerin etkisi
ile ozellikle 5 giinliikten kiiciik olan zebra balig1
larvalar1 24 °C altindaki ve 31 °C iizerindeki
sicakliklardan  kagmirlar.  Ayrica bu  reseptoriin
etkilenmesi sonucunda termal hiperaljezi durumu
gozlenebilir (Saito ve Shingai, 2006; Marwaha ve ark.,
2016).

Endokannabinoid Sistem

Endokannabinoid sistemin agr1 iletimi, sinapslar arasi
norotransmisyon, inflamasyon ve enerji metabolizmast
gibi biyolojik olaylar iizerinde 6nemli etkileri vardir.
Bu sistem  kannabinoid  reseptorleri, endojen
kannabinoid ligandlart ve ligandlarin olusumuna veya
bozunmasina sebep olan enzimlerden olusur
(Basavarajappa ve ark.,, 2017). Kanabinoidler
farmakolojik  etkilerini GPCR ailesine  mensup
kannabinoid reseptérii 1 (CB1) ve kannabinoid
reseptorii 2 (CB; ) lizerinden olusturur. CB; reseptorii
aktive olduktan sonra adenilat siklaz ve Ca*
kanallarin1 inhibe edip K* kanallarmi aktive ederek
ndrotransmitter madde salinmasini engeller
(Luchtenburg ve ark., 2019). Bu sekilde merkezi sinir
sistemi uyarimi ve inhibisyonu gerc¢ekleserek kaygi,
ruh hali, istah, hafiza ve lokomotor aktivitelerin
diizenlenmesini saglar. CB, reseptoriine ise bagisiklik
sistemi hiicrelerinde sik¢a rastlanir. Bu reseptor
adenilat siklaz inhibisyobunu saglayarak
antiinflamatuar etki olusumunu saglar (lbsen ve ark.,
2017).

CB; reseptorleri Ozellesmis sinir liflerinde
eksprese edilerek norotransmitter salinimini engeller.
CB; reseptdrii ise aferent noronlarin zararl uyaranlara
kars1 tepskisini degistiren aracilarin hiicrelerden
salinmasmm1  engelleyerek  nosiseptif  tepkilerin
diizenlenmesine yardimer olurlar (Wilson ve Nicoll,
2002; Ibrahim ve ark., 2005).

Zebra baliklarinin endokannabinoid sisteminin
memeli ortologlari ile karsilastirildigi ¢calismalarda CB;
reseptoriiniin %73, CB2 reseptoriiniin %39 benzerlik
gosterdigi ve temel olarak ayni reseptor, ligand ve
enzimlere sahip oldugu ortaya ¢ikarilmigtir (Krug Il ve
Clark, 2015). Ek olarak zebra balig1 genomu aralarinda
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%98 benzerlik olan iki adet (ch2a ve cb2b) reseptor
genini kodlamasindan dolayr memeli muadilleri ile
farklilik olusturur (Rodriguez-Martin ve ark., 2007).

Asit algilayan Iyon Kanallari (ASIC)

Asit algilayan iyon kanallar1 (ASIC) nosisepsiyon,
mekanosensiyon ve sinaptik iletimde gorevlidir. Bu
reseptorlerde herhangi bir uyarim olusturmak i¢in pH
azalmasindan sonra hiicre disi protonlar aktive olur ve
sodyum kanalinin agilarak aksiyon potansiyeli
olusturulmast saglanir (Lingueglia, 2007).
Memelilerdeki reseptorler ASICla, ASIC1b, ASIC2a,
ASIC2b, ASIC3 ve ASIC4 olmak iizere 6 alt birimden
olusurken zebra baliklarinda zASICla, zASIClb,
zASIClc, zASIC2, zASIC4a ve zASIC4b alt birimleri
mevcuttur. zASIC reseptorlerinin filogenetik analizi
yapildiginda zASICla, zASIC2 ve zASIC4a’nin
memelilerle ortolog oldugu ortaya konulmustur
(Sneddon, 2019).

Zebra Bahginda Deneysel Agr1 Olusturma
Yontemleri

Zebra baligt son yillarda deneylerde siklikla tercih
edilen popiiler bir model organzimadir. Zebra
baliklarmin deneylerde kullaniminin hizla artmasi
deneylerden kaynaklanan aci, agr1 ve sikintinin en aza
indirilmesi ile hayvanlarin refahmin arttirilmasi
konusunda daha fazla arastirma yapma geregi
dogurmustur.  Deney  esnasinda  veya  deney
sonlandirilirken hayvanlarin en az agr1 ve actya maruz
kalmas1 icin etkili agr1 kesicilerin belirlenmesi
gereklidir.  Agr1  kesicilerin  belirlenebilmesi igin
baliklarda deneysel olarak agri olusturlmasi 6nemlidir
(Wong ve ark., 2014).

Zebra baliklarinda agr1 duyumu olusturmak igin
kullanilan ydntemlerin, agriya neden olan gercek
mekanizmay1 yansitmasi, agrinin molekiiler ve sinirsel
temellerinin daha iyi anlagilmasina yardimci olur.
Bunun igin asetik asit, alil izotiyosiyanat, sinemaldehit,
histamin, Freund adjuvanti, formalin gibi maddeler
baliklarin dudak, periton ve kuyruklarina enjekte
edilmis veya kuyruk kirpma, sicaklik gibi ydntemler
kullanilarak agr1 duyumu olusmasi saglanmistir. Bu
islemlerin sonunda operkiiler atim hizinin artmasi,
ylizme hizinin azalmasi, kat edilen mesafenin azalmasi,
sallanma benzeri davranis, dudaklarini duvarlara
sirtme, dipte kalma, tank kesfinde isteksizlik gibi
davranigsal degisiklikler tespit edilmistir (Reilly ve
ark., 2008; Taylor ve ark., 2017; Leitte ve ark., 2021;
Ohnesorge ve ark., 2021; Costa ve ark., 2022).

Agn Tespit Yontemleri

Agriy1 tespit etmek i¢in kullanilan yontemler arasinda
viicudun davranig ve tepkilerini izlemek en biiyiik yol
gostericilerden birisidir. Bu testlerin uygulanmasinda
kamera takip sistemleri ve bu verileri anlamlandirmak
icin yazilim sistemleri gerekmektedir (Ohnesorge ve
ark., 2021).
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Davranis testlerinde baliklar bir tanka alinir ve
belirli bir slire normal hareketleri kamera sistemiyle
gozlemlenir. Sonrasinda baliklara agr1 olusturucu
maddeler enjekte edilir ve bir miiddet daha gozleme
tabi tutulur. Wrihting test yonteminde; bekleme
siiresinin sonunda kayitlar bilgisayar programina
aktarilir ve baliklarin kivrilma durumlar1 belirlenerek
agr tespit edilir. Lokomotor aktivite yonteminde ise;
bekleme siiresinin  sonunda kayitlar  bilgisayar
programina aktarilir ve bastaki hareketleri ile agri
olusturucu madde enjekte edildikten sonraki hareketleri
karsilastirtlir (Ohnesorge ve ark., 2021; Adedara ve
ark., 2022).

Zebra Dbaliklarinda agr1 yolaklari ve agr
duyumunu arastirmak i¢in molekiiler yontemlere
bagvurulmaktadir. Bu yontemler arasinda Polimeraz
Zincir  Reaksiyonu,  Western  Blot,  Yerinde
Hibridizasyon gibi teknikler yer almaktadir. Bu
teknikler kullanilarak genlerin ifade diizeyleri, protein
ifadeleri incelenerek agri ile iligkili genler, proteinler
ve reseptorler ile ilgili aragtirmalar yapilmaktadir
(Gonzalez-Nunez ve Rodriguez, 2009; Gau ve ark.,
2013; Ohnesorge ve ark., 2021).

Optogenetik teknolojisiyle 1s1ga duyarli olan
proteinler araciliginda bazi hiicresel aktivitelerin takibi
miimkiindiir. Burada 1s18a duyarli proteinler hiicrelere
veya dokulara yerlestirilip sonrasinda 1s1k ile uyarilarak
herhangi bir hiicresel aktivite durumu olup olmadig1
kontrol edilmektedir (Beyaz ve Aslan, 2018). Yapilan
bir ¢alismada zebra baliklarinin basi sabitlenip termal
lazer ile nosiseptif bir uyaran olusturulduktan sonra ,
RFamid noéropeptid VF (NPVF) eksprese eden
noronlardaki aktivite azalirken kagis benzeri kuyruk
hareketleri arttig1 tespit edilmistir (Madelaine ve ark.,
2017).

Larva zebra baligmin beyninde yaklisik 80.000
ile 100.000 arasinda néron bulunur ve bu durum beyin
goriintiilemesi  igin  yiiksek hiicresel ¢oziiniirlik
saglayacak  kapasitededir. Floresan  goriintiileme
yontemiyle; dollenmeden sonra larvalarin  sinir
hiicrelerinin belirli bir alt kiimesine yesil floresan
proteini (GFP) eklenerek transgenik baliklar {iretilir.
Bu transgenik baliklarda agri duyumu olusturularak
floresan 151k altinda tespit yapilir. Buna ek olarak GFP
ve kalmodulinin birlestirilmesi ile genetik olarak
kodlanmis bir kalsiyum belirteci olan GCaMP elde
edilerek agr1 durumlar1 floresan goriintilleme ile
belirlenmektedir (Ohnesorge ve ark., 2021).

Zebra Bahklarinda Agr1 Yonetimi

Agri, zebra baliklar1 igin stresli ve zararli bir
deneyimdir. Zebra balig1 agr arastirmalarindaki genel
amag deneylerde agri olusturabilecek bir uyaran ile
kars1 karsiya kalmig baliklarin 3R kurallar1 kapsaminda
refah seviyesinin yiikseltilmesidir. Bu dogrultuda
agrinin Onlenebilmesi icin etki mekanizmalarina gore
opioidler, anestezikler ~veya non-steroid anti-
inflamatuar ilaglar (NSAID'ler) kullanilir (Tablo 2).
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Tablo 2. Zebra baliklarinda kullanilan etken maddeler ve dozlar.

Kullamlan Madde Kullanilma Yolu Doz Kaynak
2 Fenoksietanol Daldirma 3mg/L (von Krogh ve ark., 2021)
Asetilsalisilik asit Daldirma 2,5 mg/L (Schroeder ve Sneddon, 2017)
Benzokain Daldirma 33 mg/L (Thomson ve ark., 2019)
Bupivacaine Daldirma 1 mg/L (Kohler ve ark., 2017)
Buprenorfin Daldirma 0,3 mg/ml (Chatigny ve ark., 2018)
Butorfanol Daldirma 0,2 ve 0,5 mg/L (Chatigny ve ark., 2018)
Diklofenak P 40 mg/kg (Costa ve ark., 2019)
Etomidat Daldirma 2 mg/L (Martins ve ark., 2016)
Fluniksin Daldirma 2-20 mg/L (Chatigny ve ark., 2018)
Ibuprofen Daldirma 400 pm (Chatigny ve ark., 2018)
Indometazin Pi 5-20 pl (Magalhies ve ark., 2017)
1zogjenol Daldirma 540 mg/L (von Krogh ve ark., 2021)
Izofluran Daldirma 0,5 ml/L (Vargas, 2018)
Ketamin K 30-130 ug/ml (Vargas, 2018)
Lidokain Daldirma; K.I. 2,5-5 mg/L (Schroeder ve Sneddon, 2017)
Morfin K.1.;Pi;Daldirma 48 mg/L (Lopez-Luna ve ark., 2017)
MS-222 Daldirma 50-200 mg/L (Martins ve ark., 2016)
Ojenol Daldirma 60-100 pg/ml (Martins ve ark., 2016)
Propofol Daldirma 2,5-7,5 mg/L (Martins ve ark., 2016)
Tramadol K1 10-25 pg/balik (Chatigny ve ark., 2018)

Agr1  kesici madde secilmesi esnasinda
baliklarda agr1 olusturan etkenin bilinmesi ve baliklarin
larva (L) veya ergin (A) formuna gore ilag segilmesi
daha etkili bir sonug¢ elde edilmesine yardimei olur
(Deakin ve ark., 2019; Ohnesorge ve ark., 2021).

SONUC

Zebra baliklarinin insan genleri ile yakin bir iligkiye
sahip olmasi ¢esitli hastalik ve toksisite denemelerinde
tercih edilmesine sebep olmaktadir. Zebra baliklarinin
deneylerde kullaniminin artmasindan dolay1 deney
esnasinda veya sonrasinda meydana gelebilecek aci,
agri, sikintinin en aza indirilmesi ve hayvanlarin
refahinin arttirtlmasi géz Oniinde bulundurulmalidir.
Bunun i¢in zebra baliklarindaki agri mekanizmasi,
reseptorler ve davraniglarin bilinmesi 6nem arz eder.
Ayrica yapilan ¢aligmalar, zebra baliklar ile insanlarin
agr1  reseptorlerinin  olduk¢a  benzer oldugunu
gostermistir. Bu bulgunun, yeni kesfedilen agr kesici
ilaclarin zebra balig1 modelinde test edilmesine imkén
sunarak, agri tedavisinde Onemli gelismelere yol
acabilecegi diisiiniilmektedir. Konu bu yoniiyle de
degerlendirildiginde, zebra baliklarinda agr1 ¢alismalari
ve giincel yontemler iizerinde daha fazla arastirma
yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
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