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OZET

SENTETIK KANNABINOIDLERIN HBV ASILAMALARINDA ANTIKOR
YANITI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Giris ve Amag: Hepatit B ve Sentetik Kannabinoidler 6nemli bir halk saglig
sorunudur ve her iki sorunda Onlenebilir halk sagligi sorunlar1 arasindadir. Alkol,
sigara, eroin vb. materyallerin sekillendirdigi kronik bagimlilik immiin sisteme hasar
vererek hem yapay hem de dogal aktif bagisikligi baskilayabilmektedir. Bu
calismanin temel amac1t THC’ye benzer etki olusturan JWH-018’in Hepatit B asisi
Oncesinde veya sonrasinda antikor titresindeki degisimlerine olas1 etkisini
aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmada 25 adet C57BL/6 fare kullanilmistir. Fareler 3 gruba
boliinmiistiir. Deney grubu farelere JWH-018 ve Hepatit B asis1 uygulanmistir.
Kontrol grubu farelere ise sadece Hepatit B asis1 uygulanmistir. Farelerden alinan
kanlar ELISA okuyucusunda 405 nm’de okultulmustur.

Bulgular: Kontrol grubu ile Deney Grubu 1 Slgiimleri arasinda 1. ve 3. Ol¢timleri
arasinda istatistiki fark istatistiki olarak onemlidir (p<0.05). Kontrol grubu ile Deney
Grubu 2 ol¢limleri arasinda sadece 3. Ol¢iimii arasinda istatistiki fark olusmustur
(p<0.05).

Sonug: Yapilan bu c¢alismada JWH-018 kullaniminin anti-HBs parametresinin
tizerine etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismanin JWH-018’in Hepatit B
asisinin antikor titresini nasil arttirdig1 lizerine yapilacak bilimsel ¢aligmalara da 151k
tutabilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Asi, Fare, Immiin Yanit, JWH-018

Bu Arastirma Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii tarafindan 0423-YL-17 proje numarasi ile desteklenmistir.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECT OF SYNTHETIC CANNABINOIDS ON
ANTIBODY RESPONSE IN HBV VACCINATION

Background and Objectives: Hepatitis B and Synthetic Cannabinoids are important
public health problems and are preventable public health problems. Alcohol,
cigarettes, heroin etc. dependence on materials can suppress both acquired and
natural immun response by damaging the immune system. The main aim of this
study was to investigate the possible effect of JWH-018 on antibody titer changes
before or after Hepatitis B vaccination.

Materials and Methods: 25 mice (C57BL6) were used in the study. Mice were
divided into 3 groups. JWH-018 and Hepatitis B vaccine were administered to the
experimental group. Control group mice received only Hepatitis B vaccine. Blood
from mice was read at 405 nm in the ELISA reader.

Results: The statistical difference was statistically significant between the control
group and Experimental Group 1 measurements between 1% and 3™ measurements
(p<0.05).

There was a statistical difference between the control group and Experiment Group 2
measurements only among the 3" measurements (p<0.05).

Conclusion: In this study, the use of JWH-018 has been shown to be effective on the
anti-HBs parameter. In addition, we believe that this study may shed light on the
scientific studies on how JWH-018 increases the antibody titer of Hepatitis B
vaccine.

Keywords: Immune Response, JWH-018, Mice, Vaccine

This study was supported by Burdur Mehmet Akif Ersoy University Scientific
Research Projects Unit Project Number: 0423-YL-17
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1. GIRiS

Bagimlilik yapici materyaller modern insanin tarihsel silirecinde hep var
olmustur. Toplumlar ¢evresindeki bitkilerin 6zlerinden elde ettikleri yapilar1 zaman
icerisinde islemeyi 6grenmis ve daha sonralar1 bu maddeleri kullanmig ve ticaretini
gerceklestirmislerdir. Insanoglu zamanla bulundugu ortamda var olan meyvelerden
(liztim, incir, tiitiin, misir, arpa vb.) iirlinlerin hem tarimim1 hem de igerigindeki

alkaloidleri elde etmeyi 6grenmislerdir.

Bilimsel verilerin elde edilip yorumlanabildigi giinlerden glintimiize kadar her
rasyonel hekim bagimlilik yapici {irlinlerin insan saglifina olan zararindan soz
etmislerdir. Ancak bu {riinler her tiirlii uyartya ragmen kullanilmaya ve duruma gore
yasa dis1 satilmaya devam edilmistir. Yakin zamana kadar bagimliligin bir hastalik
oldugu bilimsel olarak kabul edilmemistir. Bu maddeler iliskili ya da iliskisiz gibi
goriinen pek ¢ok hastalik igin de risk faktorii olabilmektedir. Gliniimiizde bile hala
tan1 Olciitlerinin siibjektif olmasi nedeniyle pek cok bagimli ve bagimlilik tipi
atlanmaktadir. Son bilimsel gelismelerle Cannabis sativa L. igeriginde bulunan A’-
THC’ye yapisal olarak benzeyen ve ayni reseptorleri uyaran veya bloke eden ¢ok
sayida yeni nesil sentetik madde (JWH-018 vb.) iiretilmistir. Bu yeni nesil maddeler

kiiresel boyutta bir halk saglig1 sorununa neden olmustur.

Hepatit B Virlisii (HBV) insandan insana kolaylikla gegen ve hastalik
olusturabilen bir viriistiir. Yapilan bazi ¢aligmalarda Demir veya Tung ¢aginda bile
bu hastaligin bir sorun oldugu gdosterilmistir (Mithlemann ve ark., 2018). Hepatit B
enfeksiyonu bulagic1 bir hastalik olmasit nedeniyle hala 6nemini korumaktadir.
Philippe  MAUPAS (1939-1981) ve Maurice Ralph HILLEMAN (1919-2005)
tarafindan as1 lizerine c¢alisilmasi, as1 teknolojisinde rekombinant tekniklerin
kullanilmast (Hilleman ve ark., 1984), giivenilir asinin elde edilmesi ve son
zamanlarda yapilan rutin asilama programlari ile kiiresel olarak kontrol altina alinmis

bir hastalik olarak kabul edilmektedir.

Sentetik kannabinoidler genel olarak immiin sistem iizerine dogrudan olmasa

da dolayli olarak etki etmektedir. Kullanilan madde kisinin tiim hayati organlarini

1



etkiledigi gibi immiin sistemini de baskilayabilmektedir. Bu konuda verilebilecek en
iyi Ornek eroin bagimmlilarmin ortak enjektdr kullanarak kendilerine HIV’i
bulastirmalar1 ve bagimli BCG ile asili olsa bile tiiberkiiloz gelisme olasiligi kabul

edilebilir.

Arastirmamizda deney hayvani modelinde JWH-018 uygulamasindan 6nce ve

sonra yapilan Hepatit B asisinin antikor yanitini incelemek amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatit

Hepatit karacigerde biyolojik, kimyasal veya fiziksel nedenlerle sekillenen
inflamasyon olarak tanimlanabilir. Insandan insana bulasma &zelligi gdsteren HBV
biyolojik kaynakli bir durumdur. Cok sayida biyolojik etken hepatite neden
olabilmektedir. Bunlardan en O6nemlilerinden birisi ise virlis kaynakli olanlardir ve
viral hepatitler denilmektedir. Hepatit viriisleri tiirleri A, B, C, D, E, G ve H olarak

bilinmektedir. Bunlar;

A genotipi: (Aa, Ae) Avrupadaki Beyaz Kafkaslar, Amerikadaki Siyah
Amerikanlar (Ae), Siyah Afrikalilar, Giiney Afrika (Aa), Asia (Aa), Hindistan.

B genotipi: (Ba, Bj) Giiney Cin (Ba), Taiwan (Ba), Vietnam (Ba),
Amerikadaki Asyalilar, Japonya (Bj).

C genotipi: Cin (Mainland ve Taiwan), Japonya, Thailand, Amerikadaki
Asyalilar.

D Genotipi: Beyaz Kafkaslar (Giiney Avrupa), Araplar (Kuzey Afrika ve
Ortadogu), Hindistan.

E genotipi: Bat1 Afrika.

F genotipi: Merkez ve Giiney Amerika.

G genotipi: Amerika Birlesik Devletleri, Fransa.

H genotipi: Orta Amerika da yayilim gostermektedir (Hou ve ark., 2005).

Ayrica Sitomegalo Viriis, Ebstein Barr Viriisii, Herpez Simpleks Viriisii,
Varicella Zoster Viriisii vb. viriislerde karacigerde enfeksiyon olusturabilmektedir.
Viral hepatit olusturanlar arasinda epidemiyolojik 06zelliklerinden dolayr en

onemlilerinden birisi Hepatit B viriistidiir.

2.2. Hepatit B

HBV Hepadnaviridae ailesinde bulunan zarfli ve kismi ¢ift sarmalli bir DNA
virlistidiir. HBV genetik yapis1 geregi primat ve insanlarin karaciger hiicrelerini

enfekte edebilmektedir (Akarca, 2010).



Virlis ilk olarak 1964 yilinda Blumberg ve arkadaslart tarafindan
kesfedilmistir. Bu ¢aligmada Avustralya antijeni ile Hepatit B arasindaki iligki ortaya
konulmustur (Blumberg, 2002).

HBV viicutta kompleks bir etki olusturabilmektedir. Olusan bu etki ile
hastalik akut, kronik, fulminant ve bazi durumlarda ise karsinoma olarak
sekillenebilmektedir., HBV’nin HBsAg, HBcAg, HBeAg gibi antijenleri
bulunmaktadir ve bu antijenler hastaligin varligt ve klinik seyri hakkinda fikir

vermektedir.

HBeAg viriis ile enfekte bir kiside replikasyonun durumu hakkinda fikir
vermektedir. Pozitifligi devam ediyorsa ¢evresindeki kisilere bulastirma olasiligi akla
gelmektedir. HBsAg viriis ile temas saglandigi anda ortaya ¢ikan ve hastaligin
bulasip bulagsmadigi hakkinda fikir veren bir antijendir. HBcAg, HBsAg’nin
pozitiflesmesinden sonra ortaya c¢ikmaktadir ve hastaligin kroniklesebilecegi

hakkinda fikir vermektedir (Gliglii 2012; Kara 2008).

2.3. Hepatit B Epidemiyolojisi

Hepatit B hastalig1 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Diinyada yaklasik 2
milyar insan ya ge¢misinde ya da giiniimiizde bu hastalik ile karsilasmistir ve
yaklagik 350 milyon insanin bu hastalig1 tasidig1 tahmin edilmektedir (Hou ve ark
2005).

> 8% — high j

2% ~T % — intermediate
= 2% — low

OON

Sekil 2.1. Hepatit B’nin risk yiizdeleri ve bolgesel dagilimi (Lavanchy, 2004)



Ulkemizde 2005 yilindan itibaren, viral hepatitler serolojik taniya gore

bildirime gecilmistir. Ulkemizde yapilan epidemiyolojik bir ¢alismanin verilerine

gore HBsAg %4, Anti-HBc Total %30,6 ve Anti-HBs %32 prevalansinda pozitif

bulunmustur (Tozun ve ark., 2010).

Viral Hepatitle Savasim Dernegi’nin yaptig1 bir ¢aligmada ise lilke genelinde

dagilimin en fazla oldugu bolgeler Giineydogu Anadolu, Dogu Anadolu ve I¢

Anadolu seklindedir (Tabak ve ark., 2012).

2.4. As1 tarihi ve Hepatit B Asis1

Ast ile ilgili yazili kaynaklara gore Sung Hanedanhiginda (M.O 590) asinin

uygulandigi bilinmektedir. Bilimsel ve modern yontemlerle ilk kesfedilen as1 ise

Cicek asisidir (Steward ve Devlin, 2006).
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Sekil 2.2. Asilarin bulunma yili ve kesfeden bilim insanlar1 (*Farkli kaynaklarda

farkli tarihler elde edilmistir.)

Tirk  Tabipler  Birligi (2018)

http://www.ttb.org.tr/eweb/asi_brosur /tarih.htm (Erigim Tarihi:17.12.2018)



Tiirk Tip Tarihi’nde ise Tiflis asisinin gelistirildigi bilinmektedir. Bu asty1
bulan bilim insanlar1 ise Resat Riza KOR (1877-1941) ve Tevfik Salim SAGLAM
(1882-1963)’dir. Hepatit B asis1  Philippe MAUPAS  (1939-1981) ve
Maurice Ralph HILLEMAN 1 (1919-2005) katkilariyla  gelistirilmistir  Tiirk
Tabipler Birligi, 2018)

Hepatit B asis1 diinyada giivenli bir sekilde kullanilan ve etkinligi ispatlanmis
asilardan birisidir. As1 bulundugu tarihten itibaren 1981 yilinda plazmadan elde
edilerek, 1986 yilinda ise rekombinant DNA teknolojisiyle iiretilerek kullanilmigtir
(Hilleman ve ark., 1984).

Plazmadan elde edilen asilar birinci nesil Hepatit B asist olarak
tanimlanmaktadir. Bu asi-tasiyicilardan elde edilen HBsAg’nin saflastirilmasi ile elde
edilmekteydi. Daha sonralar1 bu uygulama HIV gibi hastaliklarin bulagmasina yol

acabileceginden yasaklanmistir (Szmuness ve ark., 1980).

Maya hiicrelerinden (Saccharomyces cerevisiae) elde edilerek hazirlanan
rekombinant asilar ise ikinci nesil Hepatit B asis1 olarak tanimlanmaktadir ve bu as1

tilkemizde kullanilmaktadir (McAleer ve ark., 1984).

Uciincii nesil Hepatit B asis1 ise memeli hiicre hattindan alinip in vitro
sartlarda tretilen HBsAg’de glikozillenme olmadigindan daha giivenilir
bulunmaktadir (Diminsky ve ark., 1997). Hepatit B’de farkli bir nesil olarak nazal as1
calismalar1 da yapilmaktadir. Burada HBsAg ve HBcAg bir arada bulunmaktadir
(Betancourt ve ark., 2007).

Hepatit B lizerine yapilan asi calismalar1 farklt metotlarla da (anti-idyotip
asilar, yenilebilir agilar, oral asilar vb.) denenmektedir (Kong ve ark.,2001; Thanavala

ve ark 2005).

Hepatit B as1 teknolojisindeki kayda deger ilerleme ile as1 toplum nezdinde

gilivenilir bulunmustur. Saglik Bakanligi tarafindan uygulanan bu as1 takvimindeki



tim asilar licretsiz olmakla birlikte Hepatit B asist yeni dogana dogumhanede

yapilmaktadir (Saglik Bakanligi, 2018)
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Sekil 2.3. Cocukluk donemi rutin as1 takvimi Saghk Bakanligi (2018)
https://www.saglik.gov.tr/TR,21088/sagliga-asilanin.html (Erigim Tarihi:18.12.2018)

2.5. Cannabis Bitkisi (Hint keneviri) ve Tarihcesi

Cannabis sativa L. (Linnaeus) Cannabacaea ailesinden bir bitkidir. Alt tiirler
arasinda C. sativa, C. indica, C. ruderalis, C. spontanea, C. kafiristanca vb. gibi

isimlerde degisik tiirleri bulunmaktadir (Zuk-Golaszewska ve Gotaszewski, 2018).

Sekil 2.4. Cannabis sativa L. morfolojik yapis1 (United Nations Office on Drugs &
Crime, 2009).



Bitkinin morfolojik yapis1 bagka bazi bitkilerle de karigtirillmaktadir. Bu
durum hem miicadeleyi hem de korunmayi zorlastirmaktadir. Benzer bitkilerden
bazilar1t Hibiscus cannabicus, Acer palmatum, Urtica cannabina, Dizygotheca
elegatissima, Potentilla recta, Datisca cannabina’dir. Tohumun morfolojik yapisi ise

Humulus lupulus ve Humulus japonicus ile karigtirilabilmektedir (UNODC, 20009).

Cannabis cinsi bitkiler halk dilinde “hemp, marihuana, marijuana, pot,
gandia, grass, chanvre, esrar” vb. pek cok isim ile bilinmektedir. Diinya ¢apinda en
stk dolagimda bulunan bir {irlindiir. 2006 Yilinda yasadis1 madde ticaretinin % 65’1
(1,65 milyon vaka) bu iiriin lizerinden gergeklestirilmistir. Ayn1 zamanda yaklasik
166 milyon insan bu iirliniin bagimlisidir. 15-64 Yas araliginda bu durumun karsiligi

% 4’e karsilik gelmektedir (UNODC, 2009).

Kenevir bitkisinin genis bir tarihgesi bulunmaktadir. insanoglu uzunca bir
siire bu bitkiyi tedavi amagl kullanmistir. Ancak kanita dayali tibbin ilerlemesi,
hastaliklarin kanitlanabilir hale gelmesi ile bu bitkinin olusturdugu merkezi sinir
sistemi veya psikiyatrik bozukluklarin anlasilmas: ile kenevir bitkisinin kullanimi

yasaklanmustir.

Sekil 2.5. Cannabis cinsi bitki (Naz ve ark., 2017)

Esrar ile ilgili en eski tarihsel tanimlamalar Cin Halk Cumhuriyeti’ndeki
kazilarda elde edilmistir. Bu kazilardan elde edilen bitkinin fiber yapisina gore M.O
4000 yil1 oldugu diisiiniilmektedir. Bu donemlerde bile sadece uyusturucu amach

kullanildig1  diigliniilmemelidir. Ciinkii yapilan kazilarda Han Hanedanliginin
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imparatoru Wu’nun (M.O 104-87) mezarindaki bulgulara gére boya, halat, tekstil
tiriinleri hatta kagidin hammaddesi oldugu gosterilmistir (Li, 1973).

Imparator Shen-Nung (M.O 2700) déneminde romatoid artrit, malaria,
konstipasyon, jinekolojik hastaliklar vb. durumlar i¢in de kullanildig1 bilinmektedir

(Touw, 1981).

Kenevir bitkisinin Iskitler —araciigiyla Avrupa kitasina tasidigi
diisiiniilmektedir. Tarih¢i Herodot’a gére M.O. 450°1ili yillarda Iskit ritiiellerinde
bitkinin kullani1ldig1 yazilmistir. Arkeologlar Sibirya ve Almanya’da yaptiklar1 mezar
kazilarinda bu bitkinin kalintilarina rastlamiglardir (Aldrich, 1997).

B-1o0m - 15mand16™ [ []- 19

Century Centuries Century

- Before Christ

Sekil 2.6. Cannabis’in ilag olarak kullanildig1 kitalar ve kullanim zamani (Zuardi.,
2006)

Bitkinin igerigindeki alkaloitlerin sentezlenmesi kimya biliminin ilerlemesi
ile ancak miimkiin olmustur. Hint keneviri kotiiye kullanan ve bagimlilik yapabilen
bir bitki olmasina ragmen bunun hangi alkaloitten kaynaklandig1 uzun siire tespit
edilememistir. Zira bitkide kannabinoid, flavonoit, terpenoit vb. sekonder yapilar

bulunmaktadir (Flores-Sanchez ve Verpootre, 2008). 1964 Yilina gelindiginde



Gaoni ve Mecheulam isimli bilim insanlari Delta-9-Tetrahidrokannabinol’ii (A°-

THC) kesfetmislerdir (Gaoni ve Mechoulam, 1964).

g
¥*OH& 1+ = &
(=)-Cannabidiol

SR

A8-THC Cannabinol

Sekil 2.7. Bitki i¢erigindeki aktif materyaller (Howlett ve ark., 2002)

Bitki endiistriyel olarak iiretimi yapilarak sanayide kullanilmaktadir. Ancak
kotiiye kullanimi ise sanayi kullanimindan daha yaygindir. Kétiiye kullanimlari
genel olarak ifade eden durum ev yapimi bitkisel kannabis seklindedir. 1980’li
yillarda ev yapmmi igerikteki A°>-THC miktar1 %1,5 iken, 1990’11 yillarda %4’e
yukselmistir. Son 5 yil igerisinde ise %10 civart oldugu tahmin edilmektedir
(Elsohly, 2007). Bazi Avrupa iilkelerinde ise A’-THC konsantrasyonunun %20 nin

tizerinde oldugu drneklere rastlanilmistir (Potter ve ark., 2008).

2.6. Delta-9-Tetrahidrokannabinol (A°-THC)

Cannabis cinsi bitki i¢eriginde bagimlilik yoniinden en dnemli materyal A9-
THC oldugu kabul edilmektedir. Bitkinin koklerinden c¢igegine dogru A’-THC
miktart da artmaktadir. Koklerinde <%0.003, saplarinda %0.1-0.3, yapraklarinda
%1-2 ve disilerin ¢igeginde %10-12 oraninda A°-THC bulunmaktadir (Fritschi ve ark
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2006). Ayni zamanda yapilan bazi operasyonlarla elde edilen materyallerde (resin

vb.) de degisik oranlarda (max: %21) A°>~-THC oldugu bildirilmistir (UNODC, 2009).

A°’-THC Farmakolojik olarak 6forizan, antiinflamatuvar, analjezik ve
antiemetik etkilere sahipken, A’-THCA (Acid) ise antibakteriyel ve antibiyotik
ozelliklerine sahiptir (UNODC, 2009).

2.7. A>-THC Sistemik Etkileri ve Kullanim Alanlari

A°-THC kesfedildigi tarihten itibaren iizerine ¢ok fazla bilimsel bilgi
tiretilmis bir maddedir ve bu bilginin biiylik bir bolimii ¢esitli akut ve kronik
hastaliklarin tedavisine yoneliktir. A>-THC temel olarak Cannabinoid Receptor Type
1 (CBi1) ve Cannabinoid Receptor Type 2 (CB:2) olmak iizere iki reseptore
baglanabilmektedir. Bu reseptorler endojen kannabinoid sistemin ana kismini
olusturmaktadir. CB1 reseptorleri ¢ogunlukla merkezi sinir sisteminde (6zellikle
bazal gangliyon ve limbik sistem) (Matsuda ve ark., 1990), CB2 ise ¢ogunlukla
immiin sistemde bulunmaktadir (Munro ve ark., 1993). Hem CB: hem de CB:
adenilat siklazi inhibe eden G proeinlerine ve Mitojen Aktivated Protein Kinaza

(MAPK) bagli olarak islev goren reseptorlerdir (Pertwee ve ark., 1997).

Anoreksiya nevroza hastaliginda kaybolan istahin yerine konulabilmesi igin
A°-THC uygulandig1 bir calismada, istah mekanizmasinda herhangi bir artisin
olmadig1 ve yeterli derecede etkin olmadigi gosterilmistir (Gross ve ark., 1983).
Yapilan bagka bir caligmada ise hiperfaji durumunu arttirabildigi gosterilmistir. Ayni
zamanda bazi opium bagimlilarinda kapanan istah mekanizmasini dengeleyebilecegi

iddia edilmistir (Williams ve ark., 2002).

Kannabinoidlerin Multipl Skleroz hastaliginda veya dejeneratif diger
hastaliklarda ortaya c¢ikan semptomlarin yonetiminde ve hastalik prognozunun
kotiilesme siirecini yavaslatabilme potansiyeli oldugu gosterilmistir (Pryce vve ark.,
2003). Ratlarda deneysel olarak olusturulan serebral iskemiye karsi kannabinoidlerin

noroprotektif bir rolii olabilecegi iddia edilmistir (Nagayama ve ark., 1999).
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Hem in vivo hem de in vitro calismalar Parkinson Hastaliginda
kannabinoidlerin koruyucu bir rolii olabilecegi, bu durum ise onlarin antioksidan
Ozelliginden ileri gelebilecegi ileriye siiriilmiistiir (Garcia-Arancibia ve ark., 2007).
Glia hiicreleri lizerine yapilan bir ¢calismada hiicre aktivasyonuna yol agabildigi ve bu

yoniiyle ndroprotektif bir rolii olabilecegi gosterilmistir (Luvone ve ark., 2007).

Kannabinoid reseptorlerinin hem merkezi hem de perifer sinir sistemindeki
yogun dagilimi, onlar1 baz1 akut ve kronik hastaliklarin patogenezinde ve belki de

tedavisinde onemli kilmaktadir.

2.8. Sentetik Kannabinoid Simiflandirilmasi

Sentetik Kannabinoid A°-THCye yapisal olarak benzeyen ve onun kullandig
yolaklar1 kullanan, laboratuvar ortaminda kimyasal olarak sentezlenen maddeler i¢in

verilen genel isimdir.

Siiflama kannabinoid reseptdrlerine gore yapilmistir. Bu reseptorler {izerine
agonist veya antagonist etki gostermesi ise, siniflamay1 iki ana kisma ayirmaktadir.
Siniflamada genel kabul goren bilimsel goriis Uluslararasi Farmakoloji Birliginin

gosterdigi siniflamadir (Howlett ve ark., 2002)

Kannabinoid Reseptorlerine Agonist Etki Gosterenler;

Klasik Kannabinoidler: Striiktiirel olarak cannabis yapisina benzeyenler: A°-
THC, AS-THC, 11-hydroxy- 8-THC-dimethylheptyl (HU-210) ve desacetyl-L-
nantradol. Bu grupta yer alan yapilar cannabisin psikotropik etkilerini

olusturmaktadirlar.

None-klasik  Kannabinoidler: THC’nin  dihydropyran  halkasini
barindirmayanlar ~ bu  grupta  toplanmislardir. Siklohekzilfenoller,  3-

arilsiklohekzanoller.

Aminoalkylindoles: Burada sentezlenen Triinler kannabimimetik etki
gosterenler ve yapisal olarak THC’den tiiretilmis olanlardir. Naftolindoller,
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Fenilasetilindoller, = Benzolindoller,  Naftilmetilindoller,  Siklopropolindoller,
Adamantolindoller, Indol karboksamidler gibi cesitleri bulunmaktadir. Cogu
kannabinoid agonist etki eden materyaller bu gruptan hazirlanmaktadir. JIWH-018 bu
grupta yer almaktadir.

Eicosanoidler: Kannabinoid reseptor agonistlerinin Eicosanoidlerin prototipik
bir iliyesi ise anandamid ve 2-arachidonoylglyceroldiir. Bu endojen kannabinoid

sistemin bir pargasidir.

Kannabinoid Reseptdriine Antagonist Etki Edenler (Inverse Agonists);

Diarylpyrazoles: Naftoilpiroller. Naftilmetilindenler veya Naphthalene-1-Y]I-
(4-Pentyloxynaphthalen-1-Y1) Methanone, Indazol Karboksamid gibi materyaller bu

grupta siiflandirilmaktadir.

Diger Kimyasal Seriler: Benzofuran ve Aminoalkylindole, 6-iodopravadoline

gibi materyaller bu gruptadir.

2.9. JWH-018

JWH-018 veya AM-678 ismiyle bilinen bu kimyasal materyal sentetik
kannabinoid yapiminda kullanilan malzemelerden biridir. Kimyasal adi Naphthalene-
1-yl(1-pentyl-1H-indol-3-yl) =~ methanon = (IUPAC)  olarak  bilinmektedir.
Aminalkylindoles  ¢esitleri  i¢in  tamimlanan  sentez =~ yOntemleri  ile
sentezlenebilmektedir (Huffman ve ark., 1994). Esrarin benzer 6zelliklerini (hatta
daha fazla) gdosterebilen bu firiinler “spice, K2, legal weed, syntetic cannabis ve

herbal incense” isimleriyle yasadisi olarak satilabilmektedir.

Analitik profili LC-MS (Shanks ve ark., 2012), GC-EI-MS (Uchiyama ve
ark., 2009) gibi yontemlerle serumda (Teske ve ark., 2010), hemogramda (Yeakel ve
ark., 2013), tiikiiriikte (Kneisel ve ark., 2013), sacta (Kim ve ark., 2013) ve idrarda
(Moran ve ark., 20011) tanimlanabilmektedir (WHO, 2014).
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JWH-018, CB1’e yiiksek baglanma kapasitesine sahiptir. Ayn1 zamanda CB:2
reseptdriine de baglanmaktadir (Aung ve ark., 2000). Baglanma kapasitesi A°-THC
ile karsilastirildiginda ise daha diisiik kalmaktadir (Showalter ve ark., 1996). Klinik
gostergelere gore CBi lizerine agonist etkisi sonucunda sedasyon, kognitif
disfonksiyon, tasikardi ve postural hipotansiyon, kuru agiz, immiinosiipresyon ve
psikotropik etkiler olusabilmektedir (Every-Palmer, 2011). Hayvan modelleriyle
yapilan farkli c¢alismalardan elde edilen ortak bulgulara gore hipomobilite,
antinosisepsiyon, katalepsi ve hipotermi gibi belirtilerin sekillendigi gosterilmistir
(Wiebelhaus ve ark., 2012; Wiley ve ark., 2012). Ratlar iizerine yapilan bir ¢alismada
ise letharji, katatoni olustugu, doz arttirildiginda ise (10mg/kg) ratlardan birisinin
oldiigii gosterilmistir (Vardakou ve ark., 2010).

JWH-018 bitkisel karisgimlara karistirilarak insanlar tarafindan kotiiye
kullanilmaktadir. Bu deneyimler kisiyi bagimli hale getirmektedir. Elde edilen vaka
raporlarinda ise genellikle fiziksel bulgular sunulmaktadir. Bu bulgular arasinda en
onemlilerinden birisi ise tasikardidir (Schneir ve ark., 2011). Insana iliskin bildirilen
bir vaka raporunda supraventrikiiler tasikardi ve ndbet sekillendigi gosterilmistir
(Lapoint ve ark., 2011). Farkli bir vaka raporunda (n=7) en fazla tasikardi
goriilmistiir. Bu vaka raporunda ayrica midriyazis, huzursuzluk, kuru agiz, tremor,

alg1 degisiklikleri vb. belirtilerde gozlemlenmistir.

Acil yardim gerektiren vakalar arasinda O6limlii vakalar da yasanmistir.
Almanya’dan bildirilen bir vaka raporunda (36 yas) degisik sayida bagimlilik yapici
materyaller tarafindan olusan bir toksikasyon oldugu ve JWH-018’in 6liime en fazla
katkiy1 sagladigr iddia edilmistir (Schaefer ve ark., 2013). 19 Yasindaki bir
Ogrencinin basketbol sahasindaki dliimiine iliskin bildirilen vaka raporunda neden
olarak JWH-018’e bagl toksikasyon ve organ yetmezligi teshisi konulmustur (Harris
ve Brown, 2013). Rutin trafik kontrollerinde madde kullandigindan stiphe
edilenlerden alinan kanlardan elde edilen serum analiz sonuglarina gore ozellikle
geng yasta bireylerin (19-21 yas aralig1) sentetik kannabinoid kullandig1 ve bunlarda

sedasyon ve motor hareketlerde bozulma bildirilmistir (Musshoff ve ark., 2013).
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Sentetik kannabinoidlerin ilk materyallerinin sentezlenmesinden yaklasik 20
yil sonra kullanimi yayginlagsmis ve Sliimler sekillenmistir. Kimya bilimindeki hizli
ilerlemeler ve elde edilen bilimsel kazanimlar maalesef ilerleyen zamanlarda kontrol
edilemez saglik sorunlarinin sekillenmesine neden olmustur. Materyallerin
metebolitlerinin kesfinden once ise kag¢ kisinin bu materyallerden dolay1 6ldiigii

sorusu ise elimizdeki verilere gore cevaplanmast miimkiin goriinmemektedir.

Bu tez calismasinda JWH-018 uygulanan C57BL/6 farelerinde Hepatit B

asisina kars1 gelisen antikor titresindeki degisikliklerin arastirilmasi amaglanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg¢
3.1.1. Hayvan Modeli

Arastirmamizda Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Deney Hayvanlart Uretim ve Deneysel Arastirma Laboratuvarindan alinan 8’er

haftalik eriskin C57BL/6 cinsi fareler kullanilmistir.

C57BL/6 fareleri Clarence Cook LITTLE (1888-1971) tarafindan
gelistirilmis bir fare modelidir. Bu farelerin genel olarak immiinoloji, obezite, alkol
ve opium gibi arastirmalar icin ideal hayvan modeli oldugu bilinmektedir. Bu tez
calismasi hem immiinoloji hem de bagimlilik deneylerini i¢erdiginden dolay1 bu fare

modelinin kullanilmas1 uygun goériilmiistiir.

Fareler firmadan alindiktan sonra laboratuvar ortamimna adaptasyonunu
saglanmigtir. Fareler i¢in laboratuvar ortaminda bulunan standart plastik, tstii ¢elik
ve suluklu kafesler kullanilmis ve 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortam
(fotoperiyot) laboratuvarda otomatik olarak gerceklestirilmistir. Deney siiresince
laboratuvar1 ortaminda sabit 1s1 (22°C) ve nem uygulamasi (%50) yapilmistir.
Farelere herhangi bir beslenme kesintisi veya strese yaratict herhangi bir kisitlama

uygulanmamus, yiyecekleri ve sular1 ad libitum olarak verilmistir.

3.1.2. Hayvan Gruplarmin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Aragtirma siiresince toplam 25 adet fare kullanildi ve bu fareler 3 gruba
boliindii. 3 Gruba boliinen farelerin agirliklart arasindaki fark ANOVA testi ile
istatistiki olarak Onemsiz (p>0,05) hale gelecek sekilde ayarlanmig ve havyanlar
Kontrol Grubu (n=7), Deney 1 Grubu (n=9) ve Deney 2 Grubu (n=9) olarak

adlandirilmustr.
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Tablo 3.1. Hayvan Gruplarinin Olusturulmasi

Ortalamalirin
Gruplar Gruplararasi Farki Std. Hata p  TukeyHSD

Kontrol Grubu Deney Grubu 1 0,12 0,62 0,98

Deney Grubu 2 -0,21 0,62 0,94
Deney Grubu 1 Kontrol Grubu f:_()(.)139 -0,11 0,62 0,98 p=0.86

Deney Grubu 2 p=0.87 0,33 0,64 0,86
Deney Grubu 2 Kontrol Grubu 0,21 0,62 0,94

Deney Grubu 2 0,33 0,64 0,86

Kontrol Grubundaki farelere (n=7) deney siiresince 3 hafta araliklar ile 3 kez
sadece 2 pg Engerix B (20 pg / 1 ml) Hepatit B Asist uygulandi. Bu uygulama
sonrast farelerden 2 hafta araliklar ile 4 kez kan alinarak serumda HBV asisina kars1
gelisen antikor yanmit ELISA ile izlendi. Bu grup aymi zamanda her iki deney
grubunun (Deney 1 ve Deney 2) ortak kontrol grubu olarak kullanildi.

Deney Grubu 1°deki farelere (n=9) 4 hafta siire ile haftada bir JWH-018 (1
mg/kg/I.P.) uygulandi. Bu siirenin sonunda 3 hafta araliklar ile 3 kez 2 pg Engerix B
(20 pg /1 ml) Hepatit B Asist ile bagisiklandi. Bu uygulama sonrasi farelerden 2
hafta araliklar ile 4 kez kan alinarak serumda HBV asisina kars1 gelisen antikor yanit

ELISA ile izlendi.

Deney Grubu 2 farelere (n=9) deney siiresince 3 hafta araliklar ile 3 kez 2 pg
Engerix B (20 mcg/1 ml) Hepatit B asis1 ile bagisiklandi ve bu siirenin sonunda ayni
farelere 4 hafta siire ile haftada bir JWH-018 (1 mg/kg/I.P) verildi. Bu uygulama
sonrasi farelerden 2 hafta araliklar ile 4 kez kan alinarak serumda HBV asisina karsi

gelisen antikor yanit ELISA ile izlendi.

3.1.3. Su ve Yem Materyali

Farelerin beslenmesinde su kaynagi icin standart olarak deney hayvanlari
initesinin sebeke suyu ve yem olarak ise Yem Fabrikasi’'ndan temin edilen pellet
fare yemi kullanildi. Farelere yem ve su “ad libitum” olarak verildi. Yem materyali
igerik olarak Bugday (%10), Misir (%22), Arpa (%15), Kepek (%38), Soya Kiispesi
(%26), Balik Unu (%8), Et -Kemik Unu (%5), Melas (%5), Tuz (%5), Vitamin
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Karmast (%3) (Vitamin A (12.000.000 IU), D3 Vitamini (2.400.000 IU), K3
Vitamini (2.500 mg), E vitamini (30.000 mg), B1 Vitamini (3.000 mg), B2 Vitamini
(7.000 mg), B6 Vitamini (4.000 mg), B12 Vitamini (15 mg )ile Nikotinamid (40.000
mg), Folik Asit (1000 mg), Biotin (15 mg) ve Kolinklorid’den (125.000 mg),
Mineral Karmasi (%3) (Zinc Basitrasin (100.000 mg), Mangan (80.000 mg), Demir
(80.000 mg), Cinko (60.000 mg), Bakir (8.000 mg), iyot (500 mg), Kobalt (200 mg),
Selenyum (150 mg), Kalsiyum (8.000 Antioksidant (10.000 mg) iirlinleri

icermektedir.

3.1.4. Cahismada Kullanilan Aletler:

-Otomatik Pipet (20-100-200ul)
-Manyetik Karistiric

-ELISA Reader

-pH metre

-Distile Su Cihaz1

-Vortex

-Etiv

-Santrifiij
3.1.5. Calismada Kullanmilan Kimyasal ve Sarf Maddeler:

-C57BL/6 fare

- HBsAg proteini, Fitzgerald

-Nunc-immiino Microwell 96 well

-Hepatit B As1s1, Glaxo Smith Kline ilaglar1 San.ve Tic. A.S
-JWH-018 (25mg), Cayman Chemical

-Anti-mouse Polyvalen Alkalane Fosfataz konjugati (1/1000)
-Sodyum Sitrat, Merck

-Citric Acid Monohydrate, Merck

-Bovine Serum Albumin, Sigma

-Ependorf Tiipii, Isolab
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-Pipet Ucu, Isolab (20-100-1000 pl)
-Insiilin Enjektorii, Hayat

-Falkon Tiip, Isolab

-KCL, Sigma

-NaCl, Sigma

-Na2HPOs, Sigma

-KH2POs4, Sigma

-pNPP, Sigma

3.1.6. PBS Tamponu (Phosphate Buffered Saline pH:7.2)

PBS, in vivo ve in vitro ¢aligmalarda kullanilabilen bir tampon ¢ozeltidir.
Alman numunelerdeki pH dengesini saglayabilmek i¢in kullanilan bir tampondur.
500 ml PBS tampon hazirlamak i¢in 490 ml steril distile su alinarak iizerine hassas
terazide tartilan NaCl:8.0g/L, KoHPO4:1.44g/LL ve KH2P04:0,24g/L. kimyasallari
eklendi ve 500 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan bu tampon manyetik karistiricida (600

rpm) homojen bir sekilde olana kadar karistirild.

3.1.7. Sodyum Sitrat

3.51 g (16.7 mmol) sitrik asit bir miktar saf su icerisinde ¢oziildii ve

tizerine 0.97 g (3.3 mmol) sodyum sitrat eklenerek son hacim 1 L'ye tamamlandi.

3.1.8. PBS-Tween 20

1 Litre fosfat tamponuna %0.05 Tween-20 eklendi ve bir siire vorteks ile

karistirilarak hazirlandu.

3.1.9. Substrat Tamponu

1 mM ZnCI2, 1 mM MgCl, 0,1 M Gilisin eklendi. KOH kullanilarak pH
10,4 olarak ayarlandi.
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3.1.10. JWH-018 Hazirlanisi

1 mg/kg JWH-018, 4,5 ml Dextroz ve 0,5 ml etanol igerisinde ¢oziilerek
hazirlandi. Hazirlanan bu doz kilogram dozu olup her farenin agirligina gore ayri ayri

hesaplanarak verildi.

3.1.11. Engerix B 20 mcg 1 ml Hepatit B Asis1

Piyasada hazir olarak bulunan as1 eriskin ve tek doz olarak satilmaktadir. Bu

konuda daha 6nce optimize edilen doz olarak fare basina 2 ug uygulanmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. ELISA Pleytlerin Antijen ile Kaplanmasi

Bir adet falkon tiip alinarak icine 11 ml PBS ve 3.22 pl HBsAg protein
eklendi. Bu yapt her kuyucuga otomatik pipet ile ELISA pleytlerinin ilgili
kuyucuklarina 100 pl eklendi ve iizeri aliiminyum folyo ile kapatilarak +4°C’de bir

gece beklemeye birakildi.

Ertesi giin pleyt PBS+Tween ile 3 kez yikandi. Falkon tiipe 22 ml PBS ve
110 mg BSA alind1 ve her kuyucuga 200 pl ilave edilerek 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Sonrasinda pleyt PBS+Tween ile 3 kez yikand1 ve plazma eklenecek asamaya

hazirlandi.

3.2.2. Farelerden Kan Alinmasi

Fareler 22°C ortamindan ayrilmadan restrainer igine alinarak kuyruk
antisepsisi saglanmistir. Kuyruklarin uglarmna bistiiri araciligiyla kesi atilmustir. Ilk
aliman kan silinerek 20 pl kan alinmistir. Alinan kanlar, daha 6nceden eppendorf
tiiplere konulan 20 pl sitrat tamponu {izerine eklenmistir. Daha sonra 3000 rpm de 3

dakika santrifiij edilerek plazmalar elde edilmistir.
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3.2.3. ELISA

HBsAg ile kaplanmis ve daha sonra bosluklar BSA ile doyurulmus ELISA
pleytlerine bloklama ve yikama sonrasinda kuyucuklara farkli seyreltme oranlarinda
(1/100) deney grubundaki farelerden alinan plazma (anti-HBV) ilave edildi ve
37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra 3 kez yikama tamponu ile yikandi. Bir
sonraki asamada her kuyuya 1:1000 oraninda seyreltilmis 100ul alkalin fosfataz
isaretli polyvalen eklendi 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1t ELISA
pleytleri yikama tamponu ile 4-5 kez yikanarak her kuyuya substrat tamponu i¢inde
hazirlanmis 100ul pNPP (para nitro fenil fosfat) ilave edildi ve etiivde 30 dakika
bekleme sonrasi kuyucuklarda olusan renk degisimi 405nm’de ELISA okuyucusunda
Olctldii.

3.2.4. Etik izin

Calismamizin Etik Kurul izni Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney
Hayvanlar1  biriminden alman 01/02/2017 tarih ve 268 sayili izinle
gerceklestirilmistir.

3.2.5. istatistiki Analiz

Farelerin gruplara ayrilmasi i¢in ANOVA, gruplardan alinan 6l¢iimler, grup
ici ve gruplar arasi istatistiki farki test edebilmek icin repeated measures ANOVA

testi (Bonferroni) uygulanmstir.
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4. BULGULAR

Calismanin gergeklestirildigi siire¢ boyunca kontrol grubundan herhangi bir
fare ex olmamistir. Ancak 1. Deney grubundan 3 fare ve 2. Deney grubundan ise 2
fare JWH-018 enjekte edilmesiyle sekillenen ‘“hipotermi, katalepsi ve analjezi ve
bradikardi nedeniyle exitus olmustur. Toplamda deney grubundan 5 adet fare exitus

olmustur. Bu hayvanlar incelenmek iizere Patoloji AD’na gonderilmistir.

Deney hayvanlarina as1 ve JWH-018 uygulamalarinin tamamlanmasindan
sonra 15 giin araliklarla farelerden 4 defa kan oOrnegi alinmistir. Bu kan
numunelerinden 3. alinan numunenin OSl¢glimii yontemlerdeki bir hata nedeniyle

calisilamamistir. Calisma 3 tekrarli 6l¢iim seklinde sonuglandirilmistir.

4.1. Grup Ici Karsilastirmalar
4.1.1. Kontrol Grubu Farelerin Anti-HBsAg Parametresi

Kontrol gruplariin tanimlayici istatistikleri ve kiiresellik degeri (Mauchly's

Test of Sphericity) asagida gdsterilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol Grubu Farelerin Anti-HBsAg Deskriptif Parametresi

Grup Olgiim N  Ortalama St. Sap. K;i?:;:lk Delg:rliz;ﬂ:;li(l di
1 7 0,61 0,10
Kontrol 2 7 0,61 0,11 p=0.17 p=0.22
3 7 0,63 0,10

Kontrol gruplarin 15 giin araliklarla 3 defa 6l¢iimiinden elde edilen veriler

arasinda istatistiki olarak fark bulunmamistir (p>0.05).
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Sekil 4.1. Kontrol Grubu Farelerin Anti-HBsAg Parametresinin Karsilagtirmasi

Uygulama: Bu gruptaki farelere (n=7) deney siiresince 3 hafta araliklar ile 3 kez sadece 2 pug Engerix B (20 mcg,
1 ml Hepatit B Asis1) uygulandi. Bu uygulama sonrasi farelerden 2 hafta araliklar ile HBV agisina karst gelisen
antikor yanit ELISA ile izlendi.

4.1.2. Deney Grubu 1 Farelerin Anti-HBsAg Parametresi

Deney 1 grubunun tanimlayici istatistikleri, kiiresellik degeri ve Greenhouse-

Geisser degeri asagida gosterilmistir.

Tablo 4.2. Deney Grubu 1 Farelerin Anti-HBsAg Deskriptif Parametresi

Kiiresellik Greenhouse-

Grup Olgim N  Ortalama St. Sap Degeri Geisser
1 6 1,23 0,38

Deneyl 2 6 1,03 0,57 p=0.01 p=0.34
3 6 1,18 0,40

Deney 1 grubunun 15 giin araliklarla 3 defa dl¢iimiinden elde edilen veriler

arasinda istatistiki olarak fark bulunmamistir (p>0.05).
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Sekil 4.2. Deney Grubu 1 Farelerin Anti-HBsAg Deskriptif Parametresi

Bu gruptaki farelere (n=6) 4 hafta siire ile haftada bir JWH-018 (1 mg/kg/I.P) uygulandi. Bu siirenin sonunda 3
hafta araliklar ile 3 kez 2 pg Engerix B (20 mcg, 1 ml Hepatit B Asis1) uygulandi. Bu uygulama sonrasi
farelerden 2 hafta araliklar ile HBV agisina karsi gelisen antikor yanit ELISA ile izlendi.

4.1.3. Deney Grubu 2 Farelerin Anti-HBsAg Parametresi

Deney 2 grubunun tanimlayicr istatistikleri, Mauchly's Test of Sphericity ve

Greenhouse-Geisser degeri asagida gosterilmistir.

Tablo 4.3. Deney Grubu 2 Farelerin Anti-HBsAg Deskriptif Parametresi

Grup Olgim N Ortalama St.Sap Kl]l)l;%s:::lk Grggils(:;se-
1 7 0,78 0,24
Deney2 2 7 078 024 p<0.001 p<0.001
3 7 1,20 0,35

Deney 2 grubunda kiiresellik degeri ve Greenhouse-Geisser degeri p<0,05
olarak bulundugu icin ayrica Paired t testi uygulanmigtir. Deney 2 grubunun 15 giin
araliklarla 3 defa Ol¢iimiinden elde edilen veriler arasinda istatistiki olarak fark

bulunmustur (p<0.001).
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Tablo 4.4. Deney Grubu 2 Farelerin Anti-HBsAg Eslestirilmis Analizi

95% CI
Grup Olgiim Ortalama Farki  Std. Hata p Alt Smir  Ust Simr
1 2 0,01 0,00 0,42 -0,01 0,02
3 -0,41 0,04 0,001 -0,55 -0,27
Deney 2 ) 1 0,01 0,00 0,42 -0,02 0,01
Grubu 3 -0,42 0,04 0,001 -0,56 -0,28
3 1 0,41 0,04 0,001 0,27 0,55
2 0,42 0,04 0,001 0,28 0,56

Deney 2 grubunda 1. dlgiim ile 2. Olglim arasinda istatistiki olarak fark
bulunmazken (ortalamalar yakin ve p>0.05), 1. 6l¢iim ile 3. 6l¢lim arasindaki fark
istatistiki olarak onemli bulunmustur (3. 6l¢lim ortalama olarak yiiksek ve p<0,001).
2. Olgtim wverisi ile 3. Ol¢lim verisi arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli

bulunmustur (3. 6l¢lim ortalama olarak yiiksek ve p<0.001).

1,50 *

1,00

0.D.:405 nm
-

0,50

T
Deney 2 Grubu 1. Hafia Deney 2 Grubu 2_Hafia Deney 2 Grubu 3. Hafta

Sekil 4.3. Deney Grubu 2 Farelerin Anti-HBsAg Deskriptif Parametresi

Bu gruptaki farelere (n=9) deney siiresince 3 hafta araliklar ile 3 kez 2 pug Engerix B (20 mcg, 1 ml Hepatit B
Asist) uygulandi. Bu siirenin sonunda 4 hafta siire ile haftada bir JWH-018 (1mg/kg/I.P) uygulandi. Bu uygulama
sonrasi farelerden 2 hafta araliklar ile HBV asisina karsi gelisen antikor yanit ELISA ile izlendi.
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4.2. Kontrol Gruplarinin Deney Gruplari ile Karsilastirma

Kontrol grubunun deney gruplarinin her bir Olgiimleri birbiriyle

karsilastirilmistir. Elde edilen veriler asagidaki tabloda sunulmustur.

Tablo 4.5. Kontrol ve Deney Gruplarimin Karsilagtirmali Analizi

. Deney Grubu 1 Deney Grubu 2
1
Grup/Ol¢iim 1 ) 3 1 2 3
k % ek
Kontrol 2 ik 5 5k ok
Grubu
3 ke skek skok

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001

Kontrol grubunun tekrarlayan Ol¢limleri ile Deney Grubu 1 Ol¢limleri
arasinda 1. ve 3. Ol¢limleri arasinda istatistiki fark olugsmustur (ortalamada Deney
Grubu 1 yiiksek ve p<0.05). Kontrol grubunun tekrarlayan Ol¢timleri ile Deney
Grubu 2 ol¢limleri arasinda sadece 3. Olgiimii arasinda istatistiki fark olusmustur

(ortalamada Deney Grubu 1 yiiksek ve p<0.05).

4.3. Deney Gruplarimin Birbiriyle Karsilastirilmasi

Deney gruplarinin ol¢limleri birbiriyle karsilastirilmistir. Elde edilen veriler

asagidaki tabloda sunulmustur.

Tablo 4.6. Deney Gruplarinin Karsilastirmali Analizi

Grup/Ol¢iim Deney 2 Grubu
1 2 3
1 * *
Deney 1 Grubu 2
3 *
*p<0.05

Deney gruplar1 degerlendirildiginde Deney Grubu 1 grubunun 1. l¢iimii ile
Deney Grubu 2 grubunun 1. ve 2. dl¢limleri arasinda istatistiki fark gézlemlenmistir
(p<0.05) ve Deney Grubu 1 grubunun 3. 6l¢iimii ile Deney Grubu 2 grubunun 2.

Olclimii arasinda istatistiki fark gézlemlenmistir (p<0.05).
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4.4. Gruplarin Anti-Hbs Dagilimimin Karsilastirilmasi

Kontrol grubundaki farelerden elde edilen verilerin ortalama, min ve max
verilerinin birbirine yakin oldugu 6l¢iilmiistiir. Deney Grubu 1 farelerden elde edilen
veriler arasinda 2. haftada tiim gruplar ve Ol¢limler arasindaki min degeri tespit
edilmigtir (min=0,2). Ayni zamanda max degerlerin birbirine esit oldugu
gozlemlenmistir. Deney Grubu 2 farelerden elde edilen veriler arasinda 3. 6l¢iimde

tiim gruplar ve dl¢limler arasinda max degerine ulasilmistir (max:1,9).

Tablo 4.7. Deney ve Kontrol Gruplarinin Deskriptif Parametreleri

Ol¢iim N Min Max  Ortalama St. Hata Std. Sapma

ol 1 7 0,5 0,8 0,6 0,0 0,1

- 2 7 0,5 0.8 0,6 0,0 0,1
Grubu

3 7 0,5 0,8 0,6 0,0 0,1

b 1 6 0,7 1,8 1,2 0,2 0,4
eney

Grubu 1 2 6 0,2 1,8 1,0 0,2 0,6

3 6 0,6 1,8 1,2 0,2 0,4

b 1 7 0,6 1,3 0,8 0,1 0,2
eney

Grubu 2 2 7 0,6 1,3 0,8 0,1 0,2

3 7 0,9 1,9 1,2 0,1 0,3

Kontrol grubundan elde edilen verilerin ortalamasi, Deney 1 Grubu ve Deney
2 Grubu verilerinin ortalamasina gore diisiik ¢ikmistir. Deney Grubu 1 ise Deney

Grubu 2 ortalamasindan yiiksek ¢ikmuistir.
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Sekil 4.4. Kontrol ve Deney Gruplarinin Karsilastirilmasi

Gruplara yapilan uygulamalar diger grafik bilgilendirmesinde verilmistir.
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5. TARTISMA

Hepatit B ve bagimlilik 6nemli bir halk saglig1 sorunudur ve her iki sorunda
Onlenebilir halk sagligi sorunlar1 arasindadir. Ancak her ikisinin onlenmesi farkli
yaklagimlar1 gerektirmektedir. Hepatit B i¢in asilama gerekirken, bagimlilik i¢in
daha cok cevresel farkindaliklar gerekmektedir. Ancak birbirinden farkli gibi
goriinen bu iki durum ayni1 zamanda birbiri ile korelasyon gosterebilir. Alkol, sigara,
eroin vb. materyallerin sekillendirdigi kronik bagimlilik immiin sisteme hasar
vererek immiin sistemde hasar olusturmakta ve hem yapay hem de dogal aktif

bagisiklig1 baskilayabilmektedir (Sopori, 2002).

Diinyada yaklagik 2 milyar insan Hepatit B ile karsilasmistir. Halen 350
milyon insanin bu hastalig1 tasidig1 tahmin edilmektedir (Hou ve ark 2005). Hepatit
B icin giincel asmin son derece giivenilir oldugu bilinmektedir. Ozellikle 1. nesil
maya hiicrelerinden elde edilen (Assad ve Francis, 1999; McAleer ve ark., 1984) ve
2. nesil (Diminsky ve ark., 1997) memeli hiicre hattindan olusturulan asilar viriise

kars1 etkin bir koruma saglayabilmektedir.

Asinin hastalikdan koruyucu etki gosterebilmesi i¢in yeterli miktarda antikor
olusturmas1 gerekmektedir ve >10mlIU/ml serokonversiyon olarak kabul
edilmektedir (Floriani ve ark., 2004). Asiya iliskin olusan antikor titresi ise
degiskenlik gosterebilir (Peces ve ark., 1997). Degiskenligin ana nedenleri arasinda
yas, cinsiyet, immiinsiipresif hastaliklar veya yaslanma gdsterilebilir (Averhoff ve
ark., 1998; Marsland ve ark., 2001). Hepatit B virlisiine karst yeterli antikor

olusturabilmesi i¢in asinin 3 doz tekrar edilmesi gerekmektedir.

Hepatit B hastalig1 kontrol altina alinamadigi durumlarda enfeksiyon hayati
organlarda hastalik (ensefalopati, sarilik, siroz, palmar eritem, splenomegaly,

jinekomasti, fetor hepaticus vb.) olusturabilmektedir (Liang, 2009).

Cannabis kullanimi en sik kullanilan bagimlilik yapici ajanlardan birisidir.
Yapilan aragtirmalar genel olarak toplumun her kesiminden insanlarin bu maddeyi

kullanabildigini bildirmektedir (Anthony ve ark., 2016). Bazi caligmalarda ise
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yiiksek gelir gruplarinda daha siklikla kullandigini gostermektedir (Degenhardt ve
ark., 2013). Doz-yanit iliskisi ve kullanim sikligina da bagli olarak viicutta bagimlilik
sekillenirken bir taraftan da bazi hastaliklarin sekillenmesine neden olabilmektedir.
Bu hastaliklarin basinda merkezi sinir sistemine iligkin hastaliklar (psikiyatrik

bozukluklar vb.) gelmektedir (Moore ve ark., 2007).

Bagimlilik yapici ajanlarin hayatin herhangi bir doneminde kullanilmasi
viicut agisindan zararl olabilmektedir. Her ne kadar klinik olarak bagimlilik {izerine
durulsa da aslinda bu ajanlarin gozle gériilmeyen etkileri de mevcuttur. Oyle ki
etkiler farkli hastaliklara risk faktorii olmasi yoniinden tehlikeli olarak kabul
edilmektedir. Ornegin opium ve sigara bagimlilarinda temel olan bagimliliktir.
Ancak her iki bagimlhilik tiirliniin hematolojik, kardiyovaskiiler ve immiin sistem

parametrelerini degistirme potansiyeli vardir (Shahabinejad ve ark., 2016).

Bu tez ¢alismasinin temel amaci THC’ye benzer etki olusturan JWH-018’in
Hepatit B agis1 Oncesinde veya sonrasinda antikor titresindeki degisimlerine olasi

etkisini arastirmaktir.

Literatiirii genel olarak tarandiginda Hepatit B asis1 antikor yanit1 izlemi ve
JWH-018 {izerine yapilmis caligmalarin son derece kisith oldugu goriilmektedir.

Ancak her iki konu lizerine ayr1 ayr1 kapsamli arastirmalar yapilmstir.

Insanda endojen olarak c¢alisan kannabinoid bir sistem mevcuttur. Bu
sistemin temel olarak Cannabinoid Receptor Type 1 (CB1) ve Cannabinoid Receptor
Type 2 (CB2) olmak iizere iki reseptdrii bulunmaktadir. CB1 reseptorleri ¢ogunlukla
merkezi sinir sisteminde (6zellikle bazal gangliyon ve limbik sistem) (Matsuda ve
ark., 1990) bulunurken, CB:2 ise ¢cogunlukla immiin sistemde bulunmaktadir (Munro

ve ark., 1993).

Hem CB: hem de CB: adenilat siklazi inhibe eden G proeinlerine ve Mitojen
Aktivated Protein Kinaza (MAPK) bagl olarak islev goren reseptorlerdir (Pertwee
ve ark., 1997).
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JWH-018 kannabinoid reseptorlerine  agonist etki goOsteren  bir
aminoalkylindoles ailesi iiyesidir. Bu aile iiyesi materyaller A°>-THC’ye yapisal
olarak benzedikleri ic¢in kannabimimetik etki gostermekteler ve CBi, CB:
reseptOrlerini uyarabilmektedirler. JWH-018, CBi’e yiiksek baglanma kapasitesine
sahiptir ve ayn1 zamanda CB:z reseptoriine de baglanmaktadir (Aung ve ark., 2000).
A°-THC ile karsilastirildiginda ise bu etki daha diisiik kalmaktadir (Showalter ve
ark., 1996).

Calismadan elde edilen veriler degerlendirildiginde Deney Grubu 1
grubundan 3 fare ve Deney Grubu 2’den ise 2 fare farkli nedenlerle (hipotermi,
katalepsi, analjezi, bradikardi vb.) exitus olmustur. Kontrol grubunda aynm kayip
yasanmamigstir. Literatiirde JWH-018"den kaynaklanan toksikasyon ve 6liim bildiren
vaka raporlart mevcuttur (Hermanns-Clausen ve ark., 2013; Mir ve ark., 2011).
Dolayisiyla oliimlerin JWH-018’den kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Her ne
kadar 6limlere JWH-018’in neden olabilecegi gosterilse de sebebinin tam olarak
anlasilabilmesi i¢in Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na otopsi igin

gonderilmesi uygun goriilmiistiir.

Endokannabinoid  sistem ¢ok sayida faaliyetin  diizenlenmesini
gergeklestirmektedir. Bunlarin arasinda baslica istah, viicut 1sis1 diizeni, agr1 ve
immiin sistem diizeni gelmektedir. Kannabise benzer olan sentetik yapilar da
endokannabinoid sistemin gosterdigi etkiyi gosterebilmektedir (Klein ve Cabral
2006). Sentetik Kannabinoidler ile ilgili yapilan bilimsel aragtirmalarda B hiicreleri,
Dogal Katil Hiicreler (NK) ve notrofiller iizerine proliferatif bir etkinin olustugu
gosterilmistir (Lee ve ark., 2001). Ancak B lenfositleri {izerine direkt ya da indirekt
etkinin nasil oldugu halen ¢oziilememistir. Farkli dozlarda ise farkl: etkiler (bifazik)
gozlemlenmektedir. Yapilan farkli aragtirmalarda ise proliferasyon degil siipresyon
gozlemlenmistir (Do ve ark., 2004; Samson ve ark., 2003). Ornegin THC ve
CP55,940 verildiginde B lenfosit proliferasyonu (Derok ve ark., 1995), THC
verildiginde ise interferon silipresyonu gozlemlenmistir. /n vitro ¢aligmalarda ise
TNF, IL-1, IL-2 ve IL-2R artisina neden olmustur (Rieder ve ark., 2010).
Kannabinoidler ayn1 zamanda inflamatuvar siiregteki immiin yanitt da

diizenlemektedir. Pek c¢ok hastalikta (Multipl skleroz, romatois artrit, alerjik astim
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vb.) immiinsiipresif etki gostermektedir (Croxford ve Yamamura, 2005). Olusan bu
etki genel olarak 4 baslikta toparlanabilmektedir. Indiiklenen apoptozis, hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu, sitokin ve kemokin yapimina inhibitor etki ve T

regiilator (Tregs) hiicrelerinde artis (Rieder ve ark., 2010).

Hepatit B viriisii viicuda girdigi andan itibaren (infektif doz) ilk immiin
yanitin NK hiicreleri tarafindan verildigi bilinmektedir. Bu hiicreler gamma
interferon (IFN-y) salgilayarak Tnl (T Helper 1) ve Tc (T sitotoksik) hiicrelerini
uyarmaktadir. Buradan baslayan yanit eger yeterli seviyede olmaz ise veya yliksek
miktarda doz (viriis yikii) ile karsilasilmis ise HBV kroniklesme egilimi
gosterebilmektedir (Kakimi ve ark., 2002).

Hepatit B asis1 uygulanarak kazanilmis bir bagisiklik saglandiginda ise
antijen sunucu hiicrelerden biri olan Dendritik Hiicreler (DC) viicuda giren viriisii Th
ve T¢’lere sunarak immiin yanit1 baglatirlar. Th hiicreler salgiladiklar sitokinlerle (IL-
4, IL-10, TNFa vb.) birlikte B lenfositlerini aktive ederek immiin yanitin olugsmasini
saglarlar. T. hiicreleri ise enfekte olmus hepatositlerde apoptozis sekillendirir (Chen

ve ark., 2018; Misalle ve ark., 1993; Salfeld ve ark., 1989).

Antijene kars1 verilen immiin yanitta B lenfositlerinin ise ayr1 bir dnemi
vardir. Yeterli miktarda proliferasyonunun gergeklesmesi virtise karsi verilecek
yanit1 ve antikor titresini belirlemektedir. Genel olarak B lenfositi bu yanit1 belli bagh
bazi yollar1 (epitopa baglanma, reseptdrde yapisal bozulma ve antijene baglanma)

gozeterek vermektedir (Salfeld ve ark., 1989).

Bu arastirmada yapilan deneyler sonucunda grup i¢i karsilastirmalarda
Kontrol ve Deney 1 gruplarinin 15 gilin araliklarla 3 defa serumdaki antikor
miktarinin  Ol¢limiinden elde edilen veriler arasinda istatistiki olarak fark
bulunmamistir (p>0.05). Deney 2 grubunun 15 giin araliklarla 3 defa 6l¢iimiinden
elde edilen veriler arasinda ise istatistiki olarak fark bulunmustur (antikor miktar1 3.
hafta 1. ve 2. haftaya gore yiiksek bulunmustur) (p<0.001). Deney 2 grubundaki

farelere 6nce Hepatit B asis1 sonrasinda JWH-018 enjekte edilmistir.
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Calismamizdan elde ettigimiz verileri gruplar arasi karsilastirdigimizda ise
Kontrol grubunun tekrarlayan dl¢timleri ile Deney Grubu 1 6l¢iimleri arasinda 1. ve
3. Ol¢timleri arasinda istatistiki fark olusmustur (ortalamada Deney Grubu 1 yiiksek
ve p<0.05). Kontrol grubunun tekrarlayan 6l¢iimleri ile Deney Grubu 2 ol¢iimleri
arasinda sadece 3. Ol¢limii arasinda istatistiki fark olugsmustur (ortalamada Deney

Grubu 1 yiiksek ve p<0.05).

Deney gruplar1 degerlendirildiginde Deney Grubu 1 grubunun 1. 6l¢limii ile
Deney Grubu 2 grubunun 1. ve 2. dlglimleri arasinda istatistiki fark gézlemlenmistir
(p<0.05) ve Deney Grubu 1 grubunun 3. 6l¢iimii ile Deney Grubu 2 grubunun 2.
Olgiimii arasinda istatistiki fark gozlemlenmistir (p<0.05). Deney gruplarinin
ortalama antikor titresi her iki grubun ii¢ Ol¢iimiinde de ortalama olarak kontrol

gruplarindan yiiksek bulunmustur.

Genel olarak endojen kannabinoid reseptdrlerini uyaran ajanlarin (JWH-018
vb.) immiin sistem hiicreleri iizerine farkli etkileri mevcuttur. Bu etkiler bazen
immiin siipresyon bazen de immiin proliferasyon seklindedir. Yapilan bir ¢calismada
endojen kannabinoid sistemin B hiicreleri, (NK) ve nétrofiller iizerine etkili
oldugunu gostermistir (Lee ve ark., 2001). Baska bir caligmada ise kannabinoid
reseptOrlerini  uyaran ajanlarin B lenfositlerinin IgM’den IgE’ye gecisini

indiikledikleri gosterilmistir (Aguelo ve ark., 2008).

THC ve diger kannabinoidlerin hem in vivo hem de invitro ¢aligmalarda NK,
DC, makrofaj, mast hiicreleri B lenfositleri, T lenfositleri {izerine immiin siipresif
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Do ve ark., 2004; Samson ve ark., 2003). B
lenfositleri ve DC Hepatit B’ye karsi olusan antikor yanitin ana 6gelerden birisidir
(Chen ve ark., 2018; Do ve ark., 2004; Misalle ve ark., 1993). Bu tez ¢alismasinda da
Hepatit B asis1 oncesi ve sonrasi uygulanan JWH-018 endojen kannabinoid sistemin
ya da klasik kannabinoidlerin baglandig1r veya uyardig1 yolaklarla antikor artigina
neden olmus olabilir. Ayn1 zamanda JWH-018 farkli hastaliklarin patogenezinde
immiin modiilatér rolii olmasi, asi-antikor yanitin artmasina neden olmus olabilir
(Berdyshev, 2000; Buckley ve ark., 2000; Croxford ve Yamamura, 2005; Rieder ve
ark., 2010). Kannabinoid reseptorlerini uyaran ajanlarin literatiirde yayinlanan
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calismalarda immiin sistem hiicrelerinin yanit1 ve immiin modiilatér rolii {izerine

etkileri ile ¢aligmamizdan elde edilen veriler birbirini destekler niteliktedir.

Deney 1 grubunda once JWH-018 sonrasinda ise Hepatit B asisi
uygulanmistir. Anti-HBs titresindeki yliksekligin ise uygulanan JWH-018’in CB:
reseptorii lizerindeki etkisi ile agiklanabilir. Yapilan c¢aligmalar JWH-018’in CB:2
reseptoriinii uyarabildigini (Aung ve ark., 2000) ve bu reseptoriin immiin sistem igin

onemli bir yap1 oldugunu gostermektedir (Munro ve ark., 1993).
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6. SONUC

Bagimlilhilk hem anatomik hem de fizyolojik olarak insan dogasinda
mevcuttur. Her saglikli insan, viicudundaki var olan sistemler (endokannabinoid,
opioid, limbik sistem vb.) araciligiyla bagimliliga aday olarak dogmaktadir. Kisinin
dogup biiyiidiigli ortamda bagimlilik yapic1 materyallerin bulunuyor ve kullaniliyor
olmasi, onu bagimli kisi olmaya aday haline getirebilir. Modern insanlik tarihinde
alkol, sigara, hashas, esrar, koka vb. gibi bagimlilik yapici maddeler insanlik tarihi
boyunca kullanilmistir. Ancak bilimsel arastirmalarin hizlanmasi ve daha fazla kesfin
yapilmasi neticesinde ¢ok fazla sentetik materyal sentezlenmis ve bir sekilde madde
ticaretinde kullanilmaya baslanmistir. 2000°1i Yillarin baslamasiyla kannabis cinsi
bitkinin ana materyaline (A°~THC) yapisal olarak benzeyen maddeler 6liimlere neden
olmaya baslamistir. Yapilan onleme faaliyetleri ile giiniimiizde bu durum tedrici
olarak azalmig goriilmektedir. Diinyada yaklasik 2 milyar insan ya ge¢misinde ya da
giiniimiizde Hepatit B ile karsilasmistir. Bu hastalik i¢in mevcut asilar genel olarak
antikor olusturmaktadir ve viicuda girebilecek infektif dozlara karsi savunma sistemi
hiicrelerini aktive edebilmektedir. Hepatit B asis1 li¢ kez tekrarlanan bir asidir.
Caligmamizdan elde ettigimiz verilere bakildiginda kannabinoid reseptorlerini uyaran
ajanlarin kullanilmasinin aginin antikor titresinin kontrol gruplarina goére daha fazla

artmasina neden oldugu gozlemlenmektedir.

Yapilan bu ¢alismada JWH-018 kullaniminin anti-HBs parametresinin iizerine etkili
oldugu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismanin JWH-018’in Hepatit B asisinin antikor
titresini nasil arttirdig1 iizerine yapilacak bilimsel ¢aligmalara da 1s1k tutabilecegi

kanaatindeyiz.
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