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KISALTMALAR DIZIiNi

THC: Tetrahidrokannabinol
SK: Sentetik Kannabinoid
SKB: Sistolik Kan Basinci
DKB: Diyastolik Kan Basinci
SF: Serum Fizyolojik

i.p: intraperitoneal

MmHQ: milimetre civa

mg: miligram

kg: kilogram

sn: saniye

dk: dakika



Tezin Bashg: BIR SENTETIK KANNABINOID OLAN JWH-018’IN
SICANLARDA HEMODINAMI VE DAVRANIS UZERINE ETKIiSI
Ogrencinin adi: GIZEM SEN

Damisman: Prof. Dr. NURAN EKERBICER

Anabilim Dali: Fizyoloji Anabilim Dali

1.0ZET
Sentetik kannabinoidler, yeni nesil psikoaktif maddelerdir. Bu ¢alismada; sentetik
kannabinoidlerden JWH-018 i¢in saglikli siganlarda akut ve kronik uygulama
sonrasinda davranis, hemodinami ve histopatolojik etki arastirildi.
Saglikl eriskin sicanlar (250 + 50) dort ¢alisma grubuna ayrilip, 0.3 mg/kg olacak
sekilde JWH-18 igeren ve igcermeyen %2 ethanol, %2 tween80 ve %96 serum
fizyolojik igeren 100 ml ¢6ziicli sivi iginde i.p. olarak uygulandi. I. grup (akut
kontrol); sadece ¢ozdiiriicii, 11.grup (akut ilag), JWH-18 igeren ¢ozdiirticii, 111.grup
(kronik kontrol) 14 giin boyunca hergiin bir defa sadece ¢ozdiiriicii ve 1V.grup
(kronik ilag) ise JWH-18 iceren ¢ozdiiriicii olarak olusturuldu.
Tiim deney gruplarinda; uygulamadan 25 dakika sonra kilo, kan basinci ve kalp atim
hiz1 6l¢iildii. Davranis degisimi i¢in Ag¢ik Alan Testi ve Yiikseltilmis Art1 Labirent
Testi kullan1ld1. Deneylerin bitiminde histopatoloji i¢in karaciger, akciger ve bobrek
ornekleri alindi. H&E, iNOS, eNOS ve TUNEL boyamalar1 gergeklestirilip istatistigi
incelendi.
Acik alan testlerinde 16komotor aktivite akutta azalirken kronikte artti. Anksiyete
gostergelerinden siire degerlendirmelerinde; merkezde gecirilen siire azalirken,
cevrede artt1. Yiikseltilmis art1 labirent testlerinde ise; kollarda gecirilen siire artarken,
merkezde gegirilen siire azaldi. Kilo artis1 kronikte anlamli bulundu. Kan basinci akut
icin artarken kronikte azaldi. Histopatolojide anlaml1 patolojik degisiklikler saptanip
artan NOS ve TUNEL immiinohistokimyasi ile paralel olarak iliskilendirildi.
JWH-018 ile deneysel uygulamada degisen davranis ve hemodinamiye oranla ¢ok
daha ciddi patolojik doku degisikliklerinin izlenmesi ayrica oksidatif stres ve
apoptozla iligskilendirilmesinin 6nemli oldugu diisiiniildii. Yaygin kullanim1 olan ve

6liimciil hasar yapabilen madde bagimlilig i¢in bulunan hasarin ve mekanizmalarin



daha ileri incelemelerle detaylandirilmasi olduk¢a bozulan yagsam kalitesinin ve sosyal
etkilerinin azaltilmasini saglayacaktir.
Anahtar Kelimeler: JWH-018, sentetik kannabinoid, hemodinami, davranis,

sigan, histopatoloji, oksidatif stres, apoptoz.



Title: EFFECT OF A SYNTHETIC CANNABINOID JWH-018 ON
HEMODYNAMICS AND BEHAVIOR IN RATS

Name: GIZEM SEN

Advisor: Prof. Dr. NURAN EKERBICER

Department: Physiology

2.SUMMARY

Synthetic cannabinoids (SCs) are a a new generation of synthetic psychoactive
substances. It was aimed to investigate the effects of systemic acute use of synthetic
cannabinoids JWH-018 in healthy rats on hemodynamics and behavior, and after 14
days of application.

Groups were formed as follows after the approval of Manisa CBU Animal
Experiments Local Ethics Committee is gained; Group | (acute control) ethanol,
tween 80 and saline administered; Group 11, 0.3 mg / kg JWH-18 (i.p.); Group Il
(chronic control group) received 14 days of dissolving (ip) and Group IV (chronic
test group) received JWH-018 (ip) group for 14 days (total n = 36 rats).

Blood pressure and heart rate measurement were performed non-invasively by tail
blood pressure cuff 25 minutes after administration of the substance in all
experimental groups. In all groups the Open Field Test (AAT) and Elevated Plus
Maze Test (YALT) were applied. After cervical dislocation, liver, lung and kidney
were dissected. Tissues were stained and examined under light microscope.
Statistical analysis was performed using the Mann Whitney U method with the SPSS
15.0 software.

Among the obtained data, statistically significant increase in weight gain were
observed. There is no significant difference in other results; in the acute group; blood
pressure, heart rate were relatively high, in the chronic group; the heart rate was
relatively low. In the open field test, the JWH-018 caused decreased leukemotor
activity in the acute group, whereas caused an increase in the chronic group.
Evaluations of anxiety indicators showed that; while the time spent in the center in
the acute and chronic group decreased, there was an increase in the time spent in the
periphery. In the raised plus maze tests; the time spent in the open and closed

cooldowns increased in both groups, but a decrease was detected in the time spent in



the center. Histopathologic findings were observed in immunohistochemical staining
for all three tissues.

We are convinced that it will be possible to carry out more extensive studies to
explain the underlying mechanisms of JWH-018 which is finding widespread use
nowadays.

Key words: JWH-018, synthetic cannabinoid, hemodynamics, behavior, rat,

histopathology, oxidative stress, apoptosis



3.GIRIS

Kannabis kullanim1 ¢ok eskilere tarihlere dayanmaktadir. Keyif verici etkisinden
ayr1 olarak bircok sektorde hammadde olarak kullanilmaktadir (Ozkanli 2017).
Kannabinoidler dogal, sentetik ve endojen olmak {izere 3 grupta toplanir. Viicuttaki
kannabinoid tip 1 ve 2 reseptorleri tizerinden etki gosteren maddelerdir (Colak 2015).
Kannabinoid reseptorleri olan CB1 ve CB2’nin kesfedilmesinin ardindan, terapotik
amaglarla ¢cok sayida kannabinoid reseptor agonisti liretilirken, diger taraftan kannabis
diinyada en ¢ok {iretilen ve tiiketilen yasadist madde haline gelmistir (Ozkanli 2017).

1990’larda Huffman ve arkadaslar1 “JWH maddeleri” olarak bilinen kannabinoid
reseptor aktivitesi olan benzer maddeleri sentezlemisgler. Bu maddeler, sentetik
kannabinoid igeren yeni maddelerin ana bileseni haline gelmistir (Huffman ve ark.
1994).

Sentetik kannabinoid igeren maddeler genel olarak, Avrupa’da “Spice”, ABD’de
“K2”, Tirkiye’de ise “Bonzai” ya da “Jamaika” olarak adlandirilmaktadir. 2004
yilindan beri, 'Spice' gibi bitkisel karisimlar basta internet magazalar1 olmak iizere
Isvigre, Avusturya, Almanya ve diger Avrupa iilkelerinde satilmaktadir (Auwarter ve
ark. 2009).

Dogal kannabisin (A9-THC, tetrahidrokanabinol) akut etkileri 6fori, gevseme,
zaman algisinda yavaslama, analjezi, bellek ve problem ¢ozmede zorluklar, ataksi,
tasikardi, sistolik hipertansiyon, postural hipotansiyon, istah artis1, anksiyete, paranoid
diistinceler ve depresyondur (Zimmermann ve ark. 1994).

JWH serisi, sentetik kannabinoidler iginde teshis edilen tartismasiz en dominant
kannabinoidlerdir. JWH-18 (1995 yilinda sentezlenmistir), sentezinin kolay olmasi ve
yiiksek farmakolojik aktivitesi nedeniyle, kotiiye kullanimi oldukga fazla olan ve
tercih edilen kannabinoidler arasindadir (Auwarter ve ark. 2009).

Kannabinoidler giiniimiizde madde bagimlili§i sorununun 6nemli bir pargasi
haline gelmistir. Bu nedenle bir sentetik kannabinoid tiirevi olan JWH-018 maddesinin
siganlar lizerindeki hemodinami, davranis ve histopatolojik etkileri incelenerek madde

bagimlilig1 lizerine olan ¢aligsmalara katkida bulunmasi amaglanmaistir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1. KANNABIS (ESRAR)

Kannabis (esrar) ya da marijuana hint keneviri bitkisinin ¢igeklerinden veya
tohumundan elde edilen diinyada yasadisi olarak en c¢ok kullanilan psikoaktif
maddedir (Pakis ve Polat 2016).

Insanlar tarafindan 8000 (sekiz bin) yildir Cin, Hindistan ve Orta Dogu’da ilag
olarak kullamlmaktadir (Caliskan 2015). Herodot Asurlar, Siimerler ve Iskitlerin
bitkinin yapraklarini atese atarak neselendiklerini yazmistir (Agar 2016).

Avrupa’ya ilk kez 19.yiizyilda girmistir (Caligkan 2015) ve analjezik etkileri
dolayisiyla hekimlerce Onerilmistir (Agar 2016). 1930 yilinda ise Amerika’da
yaytlmistir. Kullanimi Amerika’da 1938’de, diger iilkelerde ise kullanimi 1961°de
yasaklanmistir (Colak 2015).

Kannabis bitkisinin erkek ve disi seklinde iki formu vardir (Agar 2016). Kannabis
sativa icindeki psikoaktif etkilerinden temel sorumlu A9-
tetrahidrokannabinol’diir(THC) (Ermis 2011). THC, disi bitkinin ¢igeklerinin
tepesindeki reginede ve iist yapraklarda bulunur (Caligkan 2015).

Kannabis bitkisi kesilir, kurutulur ve genellikle sigara seklinde i¢ilir. Nargile,
bong, kova ve kek ile kurabiyelerin i¢ine konularak da tiiketilir. Suda ¢6ziinmedigi
i¢in intravendz kullanimi yoktur (Agar 2016).

Kannabis sativanin etki giicii, bitkinin hangi kisimlarinin kullanildigina, genetik
ozelliklerine ve biiylime kosullarina gore farklilik gostermektedir (Caligkan 2015).

Dogal kannabinoidler (A9-THC, tetrahidrokannabinol), endojen kannabinoidler
ve sentetik kannabinoidler olarak ii¢ gruba ayrilirlar. Dogal Kannabinoidler genellikle
merkezi sinir sistemi lizerinde etki gosterirler. Kanabisin etkileri 6fori, gevseme,
zaman algisinda yavaglama, analjezi, tasikardi, sistolik hipertansiyon, postural
hipotansiyon, igtah artisi, anksiyete, paranoid diisiinceler ve depresyondur (Kayaalp ve
ark. 2012; Zimmermann ve ark. 2009).



Ileriye déniik ¢alisamalarda, kannabis kullaniminin ilerde sizofreniyle
sonuclanma olasilig1 riskini iki katina ¢ikardigi, adolesans donemde ise daha yiiksek
riske sebep olabilecegini gostermistir (Ermis 2011).

1980°’1li yillarda kannabinoid reseptorleri CB1 ve CB2 kesfedilmesiyle
reseptorlerin etkilerini incelemek amaciyla pek ¢ok galisma yapilmistir (Tetko ve
Bruneau 2014). insan ve farelerde kannabinoidler i¢in tanimlanmis olan CB1 ve CB2
reseptorleri bulmaktadir. CB1 ve CB2, G proteinine bagli olan reseptorlerdir. CBI
reseptorleri, yogun olarak kortikal bolgelerde, omurilikte dorsal kok ganliyonlarinda
ve periferdeki organ ve dokulardan agri hissini tasiyan periferik sinir sistemi
bolgelerinde bulunurlar (Artug ve ark. 2014). CB2 reseptorleri daha ¢ok bagisiklik

sistemine ait hiicrelerde bulunmaktadir.

Sekil 1: A9-THC (delta-9-tetrahidrokannabinol) kimyasal yapisi

Kannabis (esrar) tibbi amaglarla ve psikoaktif etkileri igin kullanilir.
Kannabis (esrar) ¢ogunlukla inhalasyon yoluyla kullanilir. Bu sekilde alindiginda
etkisi hemen baglar, ortalama 3 saat i¢inde ortadan kalkar. Sindirim sisteminden daha

yavag emilir. Etkisi 6 — 8 saat siirer (Bolle 2005).

4.2.SENTETIK KANNABINOID

Sentetik kannabinoidlerin kullanimi giinlimiizde 6nemli uyusturucu sorunlarindan
biri olma yolunda hizla ilerlemektedir. Sentetik kannabinoidler sentezleyen kisi ya da
kurumlarin 6n ekleri ile isimlendirilmis dort ana gruptan (JWH, HU, CP, AM)
olusmaktadir (Tetko ve Bruneau 2014).

Sentetik kannabinoidler (SK) Avrupa’da “Spice”, Amerika’da “K2”, Tiirkiye’de

ise “Bonzai” ve “Jamaika” olarak bilinmektedir. SK genellikle internet {izerinden



alimir. SK lar ¢oziildiikten sonra bu kimyasal i¢in ortam olan bitkiler {izerine sikilir.
Boylelikle yiiksek kazang ile satilabilmektedir. SK genellikle sigara seklinde
kullanilmaktadir. Tiirkiye’ye genellikle Cin, ABD, KKTC, Almanya, Ispanya,
Hollanda, Portekiz, ingiltereve Macaristan gibi iilkelerden yasa dis1 yollarla ithal
edilmektedir. Tiirkiye'de SK iiretimi tespit edilememistir (Artug ve ark. 2014).

SK’lar da kannabis gibi CB1 ve CB2 reseptorleri iizerinden etki ederler. Fakat
kimyasal ve farmakolojik olarak farklari bulunmaktadir. SK’larin kullanim1 ¢ok daha
tehlikelidir. Ciinkii sentetik kanabinnoidlerin baglanma afinitesi digerine kiyasla 4-5
kat daha fazladir. A9-THC’in plato etkisi vardir ve madde artis1 etkide fark yaratmaz.
SK’larda ise plato etkisi olmadig1 i¢in madde artis1 etkide artisa neden olur (Pakis ve
Polat 2016). Tiirkiye de SK (JWHO18) ilk defa 2010 yilinda ele gegirilmistir (Artug
ve ark. 2014).

4.3.JWH-018

Kimyager J. W. Huffman ve arkadaslar1 1990 yilinda “JWH maddeleri” olarak
bilinen naftoilindolleri sentezlemistir. Isimlerini sentezleyen kimyagerlerin bas
harflerinden almiglardir (Pakis ve Polat 2016). Kannabinoidlerin JWH serisi (A9-
THC)’nin yapisinin bilgisayar iizerinden gelistirilmesiyle sentezlenmislerdir (Oztiirk
2014). Aminoalkilindolenler en genis grubu olusturmaktadirlar (Pakis ve Polat 2016).
Bu maddeler zamanla SK’larin ana bileseni haline gelmistir. 2004’ten bu yana
piyasada bulunabilmektedirler. Suistimal edilen ilk jenerasyon sentetik
maddelerdendir. Tlk olarak iiretilen “spice” f{iriinleri JWH-018 ve JWH-073
icermekteydi (Oztiirk 2015).

2009 yili baglarinda Avrupa Birligi Ulkelerinde JWH-018 iceren iiriinler
yasaklanmaya baslanmistir (Oztiirk 2014).



Sekil 2: JWH-018’in Kimyasal Yapisi (Naftalen-1-il-(1-pentilindol-3-

il)metanon)

4.3.1. Farmakolojik Ozellikleri

Maddelerin farmakolojik etkilerinin anlagilmasi nedeniyle genellikle ¢alismalar
fareler ve ratlar kullanilarak yapilmistir (Oztiirk 2015). SK’ler CB1 ve CB2
reseptorleri iizerinde agonist etki gostermektedirler (Oztiirk 2014).

CBI1 reseptorleri merkezi ya da perifer sinir sistemi, kemik, kalp, karaciger,
akciger, vaskiiler sistem ve {ireme sisteminde bulunmaktadir (Oztiirk 2015). Bunlar G-
protein bagli reseptorlerdir. y-amino butirik asit (GABA) ve glutamat
nérotransmisyonunun modiilasyonu konusunda énemli bir rol oynarlar (Oztiirk 2014).

CB2 reseptorleri baslica immun sistemde bulunmaktadir. (Oztiirk 2015) JWH-018
THC ile karsilastirildiginda CB1 reseptorii i¢in 4, CB2 reseptorii i¢in ise 10 kat daha
yiiksek bir reseptdr afinitesine sahiptir (Oztiirk 2014).

JWH-018, voltaj-kapil1 iyon kanallar1 ile etkilesime girerek potasyum, sodyum ve
N ve P/Q tip kalsiyum kanallarini inhibe eder ve membran potansiyelini distirtirler

(Oztiirk 2015).

4.4.ANKSIYETE (KAYGI)

[k kez Sigmund Freud tarafindan ayr1 bir sendrom olarak tanimlanmigtir (Acer
2014). Anksiyete, canlinin korunma sistemidir. Canlinin tehlike algilandiginda kendini
sakinarak yagsamina devam etmesini saglar. Farkli olaylar ya da olusumlar anksiyeteye

sebep olabilir. Stres anksiyete olusumunda etkenlerden biridir (Uzbay 2017).



Anksiyete, korku ve endise duygusudur. Anksiyete somut bir tehlike yokken
ortaya ¢ikar ve kisinin olagan yasamini etkiler (Tiirk¢apar 2004). Anksiyetenin 2 tipi
mevcuttur. Birincisi; kisinin kendi kontrolii disinda, belirli bir siire ve siddette ortaya
cikan ve fizyolojik kosullarda beklenen bir yanittir, ikincisi ise siliresi ya da siddeti
bakimindan uygun olmayan ve fizyolojik kosullarda beklenmeyen bir yanittir (Ermis
2011). Bunlar normal ve anormal anksiyete olarak adlandirilir.

Anksiyete (kaygi), korku benzeri bir duygu durumudur. Bireyi ¢evresinde olan
olaylara hazirlayan veya yanit vermesini saglayan bir emisyondur (Dilbaz 2014).

Anksiyetenin amaci;

¢ Potansiyel tehlike varligina uygun, korku yanitinin sergilenmesini saglamak

e Tehlike olmayan durumlarda uygun duygulanmayi saglamak

e Uyum davranis yanitlarini olusturmaktir (Oztiirk 2009).

Anksiyetenin somatik ve psikolojik iki bileseni vardir. Psikolojik bilesen bireysel
degiskenlik gosterir. Somatik bilesenler kas spazmlari, bas, sirt ve gogiis agrilari,
tagikardi ve ritim bozukuluklar1 gibi kardiyak belirtiler, midede agri1, bulanti, kusma
gibi gastrointestinal kaynakli belirtiler gosterilebilir (Acer 2014).

Anksiyete temel olarak santral sinir siteminden kaynaklanmaktadir. Beyindeki
talamus, hipotalamus, hippokampus, pineal bez, hipofiz ve amigdala gibi boliimleri
iceren limbik sistem, bellek ve duygu durum degisikliklerinden sorumlu énemli bir

bolgedir (Uzbay 2004).

4.5.SICANLARIN DAVRANIS YAPISI

Siganlar, yeni bir ortama konulduklarinda alanin kuytu kisim larinda ya da duvar
kenarlarinda hareket ederler. Korunmasiz hissettikleri bu alan1 tanimak i¢in nesneleri
ve tehlikeleri aragtirmaya baglarlar. Cevreyi tanima davranisi olarak; iki ayagi tizerine
kalkma (vertikal aktivite), tirmanma ve havay1 koklama hareketi yaparlar. Savunmaya
havay1 koklama ve tirmanma hareketi ile gegmektedirler. Anksiyete durumu arttig
zaman g¢evreyi tanima davranislarinda azalma meydana gelir (Aykag ve ark. 2015).

Sicanlarin yiikseltilmis ortamda olmalar1 aragtirma davranislarini etkilemektedir.

Yiikseltilmis olmasi o alandan sakinmasina neden olur. Yiikseltilmis ortam si¢anlarda
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ayrica biiyiik bir korku uyandirir. Dolayistyla yiikseltilmis yerde asagiyr gordigi
yerlerden sakinmasi beklenir (Montgomery 1958).

Strese bagli anksiyete ile ilgili hayvan modelleri ¢esitlilik gostermektedir. Hayvan
modelleri insanlardaki durumlar goz oniine alinarak tasarlanmaya ¢alisilmistir (Aykag
ve ark. 2015). Insandaki anksiyete durumunun tam olarak yansitildig1 bir model
mimkiin degildir. Fakat hayvan modellerinde anksiyeteye benzeyen degisiklikler
meydana getirilebilir. Maddelerin anksiyojenik etkileri bu sekilde incelenebilmektedir
(Acer 2014).

Bu sekilde davranis modellerinin ¢ogu ikiye ayrilmaktadir. Birinci grupta; agr1 ya
da rahatsizlik veren unsurlar olmadan stres olusturan modellere (aydinlik, yeni ¢evrede
bulunma vb.) verilen dogal cevaplar, ikinci grupta ise; hayvanlarin agrili bir uyarana
(ayagindan  eselktrik sokuna maruz kalmast vb.) verdigi cevaplarin

degerlendirilmesidir (Acer 2014).

4.6.DUYGUSAL DAVRANIS BATARYASI

Deney hayvanlarinda agik alan, yiikseltilmis art1 labirent (elevated plus maze), su
tank1 (water maze), yiikseltilmis T-labirent, donen silindir (rotarood) testleri en sik
kullanilan davranis testlerindendir. Lokomotor aktivite, anksiyete, otonomik
fonksiyonlar ve gevreyi kesif hareketleri bu testlerle gozlenebilir. Bu calismada acgik

alan testi ve yiikseltilmis art1 labirent testi kullanilmistir.

4.6.1.Acik Alan Testi

1934 yilinda Hall ve arkadaglar1 tarafindan yuvarlak sekilde tanimlanmis olup
1971 yilinda kare seklinde modifiye edilmistir (Gokdemir 2016).

Agik alan testi islem Oncesi duygusal durum ile islem sonrast duygusal durumu
karsilagtirmak igin ¢okga kullanilan bir testtir (Akillioglu 2010). Ayn1 zamanda bu test
anksiyeteye bagl gelisen duygularin, lokomotor aktivite ve sedasyonun tespitinde
kullanilan bir testtir (Acer 2014). Boyutlar1 deney hayvanlarinin cinsine gore
degismekle birlikte, kare, daire ve dikdortgen seklinde olabilirler (Akillioglu 2010).
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Kemirgenler agorafobik (ag¢ik alan korkusu) canlilardir. Bu nedenle agik ve genis
alanlarda gezinmekten kagiirlar. Acik alan diizenegi hayvanin yabanci bir ortamda
kalmasi ve genis-acik alanda bulunmasi nedeniyle stres olusturmaktadir (Gokdemir

2016).

4.6.1.1.Acik Alan Testinde Kullanilan Olgiitler

a) Acik Alan Testinde Zaman Olciitleri

Diizenegin merkezinde gecirilen siire: Acik alan testi siiresince denegin diizenegin
merkez alaninda ge¢irdigi siire (sn) olarak kayit edilmistir.
Diizenegin periferinde geg¢irilen siire: A¢ik alan testi siiresince denegin diizenegin

perifer alaninda gegirdigi siire (sn) olarak kayitlanmistir.

b) Lokomotor Aktivite Olgiitleri

Gegilen kare sayisi: Test sliresince denegin diizenegin perifer alan ve merkez

alaninda gectigi kare sayis1 kayit edilmistir.

4.6.1.2. Acik Alan Testinde Davrams Olgiitleri

Ayaga kalkma davranist: Denegin iist ekstiremiteleri ile vertikal pozisyonda arka
ekstiremiteleri iizerinde yiikselmesi olarak tanimlanan bu davranis diizenegin duvaria
dayanarak (duvara dayali ayaga kalkma siklig1) ve list ekstiremite (serbest ayaga
kalkma siklig1) olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Merkez karelerde gecirilen siirenin artmasi, merkez karelere gec¢is latansinin
azalmasi siganin anksiyetesinde azalmay1 gosterir. Duvarlara yakin kareler sican icin
giivenli alanlarken, merkezi alan sigan igin anksiyojenik etki yaratmaktadir (Prut 2003,

Belzung 1999).

12



4.6.2.Yiikseltilmis Art1 Diizenek Testi

Labirent testlerinin prensibi “Y”, “T”, “+” veya “radial” sekilde yapilmis basit
labirentin bir koluna birakilan kemirgenin bir uyaranin yer aldigi bir bolgeden,
emniyetli bolgeye gegme performansinin 6lglilmesine dayanir (Sharma 1992).

1985 yilinda File ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir (Dilbaz 2014). Bu
labirent ilk olarak hayvanlarda anksiyete Ol¢limii i¢in gelistirilmis bir metotdur
(Sharma 1992). Bu diizenek araciligi ile denegin lokomotor aktivitesi de
degerlendirilebilmektedir (Gokdemir 2016).

Emosyonel aktiviteyi test ederek ilaglarin davranigsal, fizyolojik ve farmakolojik
etkilerini arastirmak i¢in kullanilir. Yiikseltilmis olmas1 anksiyete arttirici bir etkendir.

Kapali kolda gecen zamanin, donakalma siiresinin artmasi, agik kola giris
sayisinda, merkezi alanda gezinme siiresinde azalma ve iki ayag ilizerinde kalkip
havayr koklama sayisindaki ve siiresindeki artiglar anksiyeteye isaret eder (O’neill

2013).

4.6.2.1.Yiikseltilmis Art1 Diizenek Testinde Kullanilan Zaman Olgiitleri

Acik kolda gecirilen zaman: Deneklerin diizenegin agik kolunda gecirdikleri siire
(sn) kayitlanmistir. Toplam test siiresinin ylizdesi olarak hesaplanmistir.

Kapal1 kolda gegirilen zaman: Deneklerin diizenegin kapal1 kolunda gegirdikleri
siire (sn) kayitlanmistir. Toplam test siiresinin yiizdesi olarak hesaplanmistir.

Merkezde gegirilen zaman: Deneklerin diizenegin merkez alaninda gegirdikleri

stire (sn) kayitlanmistir. Toplam test siiresinin yiizdesi olarak hesaplanmustir.
4.6.2.2.Yiikseltilmis Art1 Diizenek Testinde Davrams Olciitleri

Acik koldan asagiya bas uzatma sikligi: Diizenegin acik kolundan asagiya bas
uzatma siklig1 kayitlanmistir.

Acik ve kapali kollarda farelerin sergiledikleri davraniglar: Diizenegin agik ve

kapali kollarinda sergilenen ayaga kalkma davranis siklig1 test stiresince kayitlanmistir
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4.7 KALBIN MEKANIGi

Kalp, kalp kasindan olusan bosluklu bir organdir. Kasildigi zaman bosluklarin
cap1 azalir ve kan bosluktan bosluga sonra ise kalbin disindaki damarlara iletilir
(Preston R.R. 2014).

Kalp baslica ti¢ tip kalp kasindan meydana gelir. Bunlar, atriyum kasi, ventrikiil
kasi, uyarici ve iletici kas lifidir (Guyton A.C. 2006).

Kalbin fonksiyonu arterde basing yaratmaktir. Basing, kan akimini saglamak i¢in
gereklidir. Boylelikle tiim hiicrelere gerekli oksijen ve besin saglanmig olur. (Preston
R.R. 2014) Dakikada ortalama 60-80 defa kasilir ve gevser. Bir kez kasilip
gevsemesine kalp atimi denir (Gégebakan 2010).

Dokularin ihtiyacini karsilamak, kalp debisi, kasilma, atim frekansini diizenleyen

otonom sinir sistemidir (Preston R.R. 2014).

4.7.1.Kan Basinci

Kanin damar duvarma birim zamanda uyguladigi basinca kan basinci denir.
Arterlerde sistol esnasinda bulunan basinca sistolik kan basincit (SKB), diyastol
esnasinda bulunan basinca da diyastolik kan basinci (DKB) denir (Koylii H. 2014).

Kalp dongiisii degisen kasilma (sistol) ve gevseme (diyastol) donemlerinden
olusur (Preston R.R. 2014).

Geng erigkin bir insanda, arterlerdeki basing her kalp dongiisii esnasinda yaklasik
120 mmHg’lik en yiiksek degerine (SKB) yiikselir ve 70 mmHg’lik en diisiik degere
(DKB) diiser (Barret K.E. 2015).

4.7.1.1. Kan Basincinin Bagh Oldugu Faktorler
Poiseuille kanunu, i¢ siirtinmeli bir akiskanin borudaki akis debisinin boru
uclarindaki basing farki ile orantili oldugunu gostermistir. Q=P/R formiiliinden

P=QxR bulunur (Q=kan akimi, R=Periferik diren¢, P=Basin¢). Kalp debisi = kalp atim

hiz1 x Atim hacmi olduguna gore; Basing = kalp hiz1 x Atim hacmi x Periferik
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direnctir. Dolayistyla kalp hizi, atim hacmi ve periferik diren¢ degisiklikleri kan
basincinda degisikliklere yol acar (Koyli H. 2014).
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5.GEREC ve YONTEM

5.1.Deney Hayvanlar

Bu tez calismasinda, Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilen geng eriskin, 36 adet Swiss Albino
erkek rat kullanilmistir.

Projemiz MCBU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun 2015-120 numarali
projesi olarak desteklenmistir. Deneysel galisma igin gerekli Etik Onay; MCBU Tip
Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 77.637.435-42 karart ile alinmistir.

Hayvanlar deney giiniine kadar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisiine gore
bakilmistir. Sicanlarin beslenmesinde standart sican pellet yemi kullanildi. Hayvanlara
icme suyu olarak musluk suyu verildi. Hayvanlarin istedikleri kadar yem ve su
igmelerine izin verildi. JWH-018 maddesinin akut etkilerini ve kronik kullanim sonucu
olusacak uzun vadeli etkilerini gézlemlemek amaciyla hayvanlar;

I.gruba (akut kontrol) etanol, tween 80 ve serum fizyolojik (SF),

Il.gruba (akut ilag) 0.3 mg/kg hazirlanan JWH-18 ,

I11.gruba (kronik kontrol) 14 giin boyunca etanol, tween 80 ve SF,

IV. gruba (kronikila.) 14 giin boyunca (0.3 mg/kg) JWH-018 madde uygulamasi
yapilmasi icin 4 gruba ayrildi. Hayvanlar 22°C sicaklikta kolaylikla besin ve suya
ulasabilecekleri kafeslerde tutuldu.

Deney 6ncesinde tiim hayvanlar tek tek tartilip, ilag dozlar1 her bir hayvan i¢in
ayr1 ayr1 hesaplandi. Hazirlanan ilag hayvanlara intra-peritoneal (i.p.) injeksiyon

yontemiyle uygulandi.
5.2.JWH-018’in Hazirlanmasi

Toz halde gelen JWH-018 kimyasali %2 etanol, %2 tween 80, %96’liik serum

fizyolojik icerisinde tam olarak ¢ozdiirtildii. Tam ¢oziinme gergeklestikten sonra 0.3
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mg/kg oraninda akut grubuna tek sefer, kronik ilag grubuna 14 giin boyunca i.p. yolla
enjekte edildi.

Kontrol grubunda bulunan hayvanlara, diger hayvanlara verilen sivi miktar1 géz
ard1 edilmemesi i¢in %2 etanol, %2 tween 80, %96’likk serum fizyolojik i.p. yolla

enjekte edildi.

5.3.Handling (Ele-insana Alistirma)

Ozellikle davranis deneylerinde hayvani nasil tutulacagini bilmek ¢ok 6nemlidir.
Dogru bir sekilde hayvanin tutulmamasi hayvanlarda asiri strese bagli olarak stres
hormonlar1 artmasina, kan parametrelerinin degismesine, kardiyak aritmilerin
olugmasina, kardiyo vaskiiler yanitlarin degismesine, artan bazal sicakligin birkag saat
normal degerlerine inmeyerek hayvanlar stres yaniti olugsmasina neden olur.

Handling yapilmasinin amaci; deney hayvanin, arastirmacinin kendisine her
dokunusunu bir stres olarak algilamamasini saglamaktir.

Handlingte ilk giin sadece 1 dakika kadar elde tutmak veya 15-20 sn siireli birkag
defa ele alip birakmak yeterlidir. 5-7 giinliik bir zaman dilimi i¢inde bu bir dakikalik
slire 5-10 dakikaya kadar ¢ikarilmalidir. 2-3 giin bu sekilde devam edilerek toplam 7-
10 giinliik bir siire i¢inde iist diizeyde bir handling saglanabilir.

Deneye baglamadan 6nce hayvanlar alinarak 7 giin boyunca handling uygulamasi

yapildi.

5.4.Kan Basinc1 Kaydi, Kalp Hizi Ol¢iimii Ve Bulgularin Elde Edilmesi

Sicanlarda kan basinci calisirken, arteryel kateterlerden dogrudan kayit siiphesiz
su andaki en dogru yontemdir. Fakat kateterlerin cerrahi implantasyonu biiyiik dl¢iide
teknik beceri gerektirir ve deneyin devamindaki davranis testlerinin etkilenmemesi
icin kuyruktan indirekt tail-cuff yontemi uygulandi.

Bilinci acik siganlarin sistolik kan basincit ve kalp hizi 6l¢iimleri kuyruktan
indirekt tail-cuff yontemi ile yapildi. Siganlarin kuyruklari diizenli sinyal ve pulse
(atim) alana kadar 10- 20 dk 1s1tild1.
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Kan basinci ve kalp atim Olglimii Powerlab/sp8 ADInstruments (australia)
biyokayit cihazi ile alindi. Bu cihaza uygun Chart7 bilgisayar programi kullanildi.
JWH-018 uygulamasindan 25 dakika sonra kayitlar alinmaya baslanmis ve 40 dakika
kayit alimmistir. Olgiimler sessiz ve sakin laboratuvar ortaminda denegin rahat ve sakin
oldugu, diizenli sinyalin alindig1 anda yapildi ve degerler bilgisayara kaydedildi.
Alman bu degerlerden en yiiksek ve en diisiik olan1 ¢ikarilarak geri kalan degerlerin

ortalamalar1 hesaplandi.
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Resim 5.4.: Kan basinci 6l¢iim cihazi
5.5.Duygusal Davranis Bataryasi
5.5.1.Acik Alan Test Diizenegi

Acik alan diizenegi 90x90%25 cm Olciilerinde, listii acik, tabani 16 esit kareye
boliinmiis, kenarlar1 2 cm kalinliginda duvar ile ¢evrilmistir. Diizenegin duvarina
degen kareleri perifer, diger 4 kare ise merkez alan olarak tanimlanmaktadir.

Acik alan diizeneginde perifer alanlar denekler i¢in korumali ve giivenli

alanlardir. Merkez alan ise korunmasiz anksiyetenin tetiklendigi alandir.
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Resim 5.5.1: Agik alan testi

5.5.1.1. Acik Alan Testi

Davranig testi i¢in laboratuvara getirilen fareler 3 dakika ortama aligmalari
beklenmis ve daha sonra teste alinmislaridir. Agik alan diizeneginin merkez karelerinin
tam ortasina tek tek konulan hayvanlarin davranisi, yapi iizerine yerlestirilen bir video
kamera ile 9 dakikalik siire boyunca kaydedildi. Kayitlarin ilk 5 dakikasi

degerlendirildi. Her bir testten sonra diizenek %10’ luk alkol-su ¢ozeltisi ile temizlendi.
5.5.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Test Diizenegi

Diizenegimiz 100x100x50 cm 6lgiilerinde, yerden 50 cm yiiksekliginde iki kolu
acik ve iki kolu kapali olan art1 seklinde bir diizenektir.

Diizenek agik kol, kapali kol ve merkez olmak iizere ii¢ ana bilesen igermektedir.

Acik kollar anksiyetenin tetiklendigi, glivenli olmayan ortamdir.
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Resim 5.5.2: Yiikseltilmis art1 labirent testi

5.5.2.1. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Bu test, hayvani labirentin merkez boliimiine yerlestirerek, acik kollardan birine
bakacak ve serbestge hareket edebilecek sekilde tek tek konularak baslatildi. Hayvan
davranisi, aygitin lizerine yerlestirilen bir video kamera ile 9 dakikalik siire boyunca
kaydedildi. Kayitlarin ilk 5 dakikas1 degerlendirildi. Her bir testten sonra diizenek

%10’1luk alkol-su ¢ozeltisi ile temizlendi.
5.6.Cerrahi islemler
5.6.1.Hayvanlarin Disseksiyonu ve Histolojik incelemeler
Fizyolojik  Ol¢limleri tamamlanan deney hayvanlart yiiksek doz
ketamin/ksilazin uygulamasi ile bayiltilmis ve ardindan servikal dislokasyon

uygulanmistir. Servikal dislokasyon sonrasi deney hayvanimin fiziksel uyarilara tepki

vermedigine emin olunduktan sonra disseksiyon islemi gergeklestirilmis ve akciger,
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karaciger ve bobrek dokusal biitiinliige zarar verilmeden diseke edilerek, elde edilen
dokular fiksasyon amaciyla %10’luk formaldehit ¢ozeltisine aktarilmistir (Sakr ve ark.
2015).

Minimum iki giin fiksatifte bekletilen dokular histolojik kesit alinabilmesi
amactyla parafin bloklama isleminden ge¢irilmistir. Doku igerisindeki suyun
uzaklagtirilmasi i¢in dokular artan alkol serilerinden gegirilmis ve ardindan dokunun
seffaflastirilmas1 i¢in ksilen ile muamele edilmistir (Tablol). Ksilen sonrasi
parafinden gecirilen ve daha sonra parafin blok haline getirilen dokulardan mikrotom
ile Sum’lik kesitler alinmig ve bu kesitler su banyosunda rodajli ve lizinli lamlara
aktarilmistir. Alinan bu kesitlerden morfolojik rutin inceleme i¢in hematoksilen-eozin
(Tablo2), eNOS (SCBT, sc-654) ve iINOS (SCBT, sc-651) incelenmesi igin ise
immiinohistokimyasal metot (Tablo3) uygulanarak boyamalar yapilmis ve boyanan
kesitler 151k mikroskobu altinda incelenerek Olympus (DP73) mikroskop kamerasi ile

fotograflanmistir (Mikuz 1985; Nguyen ve ark. 1999).

Tablo 1: Parafin Bloklama

%10 formalin, 48 saat
% 50 alkol 30 dk
% 60 alkol 30 dk
% 70 alkol 30 dk
% 85 alkol 50 dk
% 96 alkol 60 dk
% 96 alkol 60 dk
Ksilen — Alkol 30 dk
Ksilen 30 dk
Ksilen 30 dk
Ksilen paraffin 30 dk
Parafin 1 60 dk
Parafin 2 60 dk
Parafin 3 60 dk
Bloklama
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Tablo 2: Hematoksilen-Eozin Boyama
Madde Siire

Ksilen | 30 dakika

%095 alkol 2 dakika

%70 alkol 2 dakika

Akar su 5 dakika

Akar su 5 dakika

Eosin 1 dakika

% 80 alkol 1 dakika

Ksilen cikis 1 saat
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Tablo 3: immiinohistokimyasal boyama

60°C etiivde 1 gece
Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
% 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Distile su 10 dakika
Dakopen

PBS 3x5 dakika
% 3’liik hidrojen peroksit 5 dakika
PBS 3x5 dakika
Blok solusyonu 1 saat

iNOS, eNOS (1/100 diliisyon)

1 gece, +4°de

PBS 3x5 dakika
ikincil antikor 30 dakika
Avidin-biotin kompleksi 30 dakika
PBS 3x5 dakika
DAB 5dk
Distile su 10 dakika
Mayer hematoksilen 5 dakika
%80- %90’k alkol serileri 2 dakika
Ksilen 30 dakika

Entellan

5.6.2.Histopatolojik Degerlendirme

Skorlama yapilirken histolojik degisiklikler ise asagidaki gibi derecelendirildi.
Derece 1: histopatolojik degisiklik yok veya ¢ok az
Derece 2: tiim alanin %25°den daha az bir alanda hafif histopatolojik degisiklikler
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Derece 3: tiim alanin %25 ile %50’si arasindaki alanda meydana gelen orta derecede
histopatolojik degisiklikler

Derece 4: tiim alanin %50’den daha fazla bir alanda meydana gelen agir histopatolojik
degisiklikler gruplar arasinda histolojik farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olup

olmadig1 degerlendirildi.
5.7.Istatistiksel Analizler

Bu ¢aligmada veriler SPSS 15.0 bilgisayar istatistik paket programi araciligiyla
tanimlayict istatistikler (ortalama, ortanca, standart sapma, minimum ve maksimum

degerler) gruplar arasi karsilasgtirmalar Mann Whitney U testi kullanilarak

degerlendirilmistir.
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6.BULGULAR

6.1. ACIK ALAN TESTi DEGERLENDiRMELERI

Sicanlarda JWH-018’in 16komotor aktivite ve anksiyete etkilerini aragtirmak
amaciyla acik alan testi uygulanmis ve merkez kare gecis sayisi, perifer kare gecis
sayisi, merkezde bulunma siiresi, periferde bulunma siiresi, merkezde sahlanma
(merkez rearing, serbest ayaga kalkma sikligi), periferde sahlanma (perifer rearing,
duvara dayal1 ayaga kalkma siklig) istatistiksel olarak hesaplanmistir.

6.1.1.Aqik Alan Testi Akut Grup Degerleri

Tablo 4: Acik alan testinde degerlendirilen parametrelerin akut deney gruplarina

gore dagilimini (ortalama+SH)

Grup Merkez Perifer  Merkez  Perifer Merkez  Perifer
kare kare Siire(sn)  Siire(sn) rearing  rearing

Akut 1,67 14,67 120,83 179,167 0,167 5,33

kontrol  £1,97 +14,69 +140,16  £140,16 +0,41 +4,59

Akut 1,33 12,67 110,33 189,67 0,0 3,5 +4,46
ila¢ +1,51 +17,82 +147,68  +147,68

Tablo anlamhilik degeri: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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ACIK ALAN (Open Field)

35,00
30,00
25,00

20,00

15,00
10,00

5,00

[ T
0,00 ——

merkezkare periferkare

m akut kontrol akut ilag

Sekil 3: A¢ik alan motor aktivite testinde JWH-018 akut etkisi

Agik alan motor aktivite; JWH-018 motor aktiviteyi istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde etkilemese de 16komotor aktivite de azalmaya neden olmustur.
ACIK ALAN (Open Field)

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

2,00

T

0,00
merkezrearing periferrearing

B akut kontrol akut ilag

Sekil 4: Rearing (ayaklar tizerinde dogrulma) JWH-018 akut etkisi
Rearing (ayaklar iizerinde dogrulma); motor aktivite gostergelerinden biridir.

JWH-018 motor aktiviteyi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde etkilemese de ayaklar

tizerindeki dogrulma hareketini yani I6komotor aktiviteyi azaltmigtir.
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ACIK ALAN (Open Field)
400,00
350,00
300,00
250,00
200,00
150,00
100,00

50,00

0,00
merkezsiire perifersiire

m akut kontrol akut ilag

Sekil 5: Acik alan testinde merkez ve periferde gegirilen siireye JWH-018 akut

etkisi

Anksiyete gostergelerinden olan siire degerlendirmelerin de ise merkezde

gegirilen siire azalirken periferde gecirilen siirede artig goriilmiistiir.

6.1.2. Acik Alan Testi Kronik Grup Degerleri

Tablo 5: Acik alan testinde degerlendirilen parametrelerin kronik deney gruplarina

gore dagilimini (ortalama+SH)

Merkez Perifer Merkez Perifer Merkez Perifer
Grup kare kare Siire(sn)  Siire(sn) rearing rearing

1,33 11,17 62,33 237,67 0,5 4
Kronik =+1,21 +8,52 +116,56  +116,56  +0,84 +3,63
kontrol

1,67 14,17 14,67 285,33 0,5 6,5
Kronik =+1,63 +10,46 +8,80 +8,80 +0,84 +3,83
ilag

Tablo anlamhlik degeri: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Acik Alan (Open Field)

12

10

' — |

Merkez Rearing Perifer Rearing

® Kronik Kontrol Kronik ilag

Sekil 6: Ac¢ik alan motor aktivite testinde JWH-018 kronik etkisi

Agik alan motor aktivite; JWH-018 motor aktiviteyi istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde etkilemese de I6komotor aktivite de artisa neden olmustur.

Acik Alan (Open Field)
400
350
300
250
200
150
100

S 1l
0 -

Merkez Siire Perifer Siire

® Kronik Kontrol Kronik ilag

Sekil 7: A¢ik alan testinde merkez ve periferde gegirilen siireye JWH-018 kronik

etkisi

Anksiyete gostergelerinden olan siire degerlendirmelerinde ise merkezde gecirilen

stire azalirken periferde gecirilen siirede artig goriilmiistiir.
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Acik Alan (Open Field)
30

25
20
15

10

T
0 *
Merkez Kare Perifer Kare

® Kronik Kontrol Kronik ilag

Sekil 8: Rearing (ayaklar {izerinde dogrulma) JWH-018 kronik etkisi

Rearing (ayaklar iizerinde dogrulma); JWH-018 motor aktiviteyi istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde etkilemese de ayaklar lizerindeki dogrulma hareketini yani

l6komotor aktiviteyi artirmistir.
6.2.Yiikseltilmis Arti1 Labirent Testi Degerlendirmeleri

Sicanlarda JWH-018’in I6komotor aktivite ve anksiyete etkilerini aragtirmak
amaciyla yiikseltilmis art1 labirent testi uygulanmis ve testte acik ve kapali kolda

gecirilen zaman, merkezde gecirilen zaman, merkezden ge¢me sayisi, agik ve kapali

kolda ayaga kalkma davranis1 ve asagi bakma sayilari istatistiksel olarak incelenmistir.
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6.2.1.Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Akut Grup Degerleri

Tablo 6: Yiikseltilmis art1 labirent testinde degerlendirilen parametrelerin akut

deney gruplarina gore dagilimini (ortalama+SH)

Agik Kapalh Orta Merkezden Acikta Kapahda Asagi

Grup siire(sn) siire(sn) siire(sn) gecme rearing rearing bakma
17,67 176,5 105,83 2,33 0,00 3,83 4,83
Akut  £28,40 +139,99 +£150,60 =+3,14 +3,49 +4.71
kontrol
82,33 200,17 17,5 1,17 0,17 2,17 3,5
Akut  £124,63 +120,30 =+20,10 +£1,60 +0,41 +2.14 +5,21
ilac

Tablo anlamhlik degeri: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

YUKSELTILMI$ ARTI LABIRENT TEST ( PLUS MAZE)
12,00
10,00
8,00

6,00

4,00 [ [
0,00 L
merkezden gegme aciktarearing kapalidarearing asagibakma
Sayisi

B akut kontrol akut ilag

Sekil 9: Yiikseltilmis art1 labirent testinde JWH-018’in merkezden ge¢me, rearing

ve asag1 bakma tizerine akut etkileri
Rearing (ayaklar {izerinde dogrulma) hareketi istatistiksel olarak anlaml

bulunmasa da acik kolda artarken kapali kolda azalma gdstermistir.

Asag1 bakma hareketinde ise azalma goriilmustiir.
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YUKSELTILMI$ ARTI LABIRENT TEST ( PLUS MAZE)
350,00
300,00
250,00
200,00

150,00

100,00
50,00
i T
0,00 |

Acik Sire kapalistire ortastlire

B akut kontrol akut ilag

3

Sekil 10: Yiikseltilmis art1 labirent testinde JWH-018’in gecis siiresine akut

etkileri

Yiikseltilmis art1 labirent testinde JWH-018 istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde
etkilemese de agik ve kapali kolda kalma siirelerini arttirirken merkezde kalma siiresini

azaltmistir.
6.2.2.Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Kronik Grup Degerleri

Tablo 7: Yiikseltilmis art1 labirent testinde degerlendirilen parametrelerin kronik
deney gruplarina gore dagilimini (ortalama+SH)
Acik Kapalhh Orta Merkezden Agikta Kapahda Asag

Grup  siire(sn) siire(sn) siire(sn) gecme rearing rearing bakma
73,17 148,67 78 1,67 0,83 3 3,83
Kronik +118,24 +130,75 +112,31 +1,63 +0,98  +4,56 +3,37
kontrol
76,33 196,17 27,5 4,17 1,67 6 5,33
Kronik +86,92 +92,06 14,01 +4,54 +2.42  +£3,03 +5,01
ilac

Tablo anlamhlik degeri: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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YUKSELTILMI$ ARTI LABIRENT TEST ( PLUS MAZE)
350

300
250 w

200

150

100
T

0
Acik Sire Kapali Sure Orta Siire

® Kronik Kontrol Kronik ilag

Sekil 11: Yiikseltilmis art1 labirent testinde JWH-018’in gegis siiresine kronik
etkileri

Rearing (ayaklar tlizerinde dogrulma) hareketi istatistiksel olarak anlamli
bulunmasa da agik ve kapali kolda artis géstermistir.

Asag1 bakma hareketinde ise artis goriilmiistiir

YUKSELTILMIS ARTI LABIRENT TEST ( PLUS MAZE)
12

10

N

ol L

Merkezden Gegme Acikta Rearing Kapalida Rearing Asagi Bakma

® Kronik Kontrol Kronik ilag

Sekil 12: Yiikseltilmis art1 labirent testinde JWH-018’in merkezden geg¢me,

rearing ve asag1 bakma tizerine kronik etkileri
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Yiikseltilmis art1 labirent testinde JWH-018 istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde
etkilemese de agik ve kapali kolda kalma siirelerini arttirirken merkezde kalma siiresini

azaltmastir.
6.3.Kilo Artis1, Kan Basinci ve Nabiz Sonucu Degerlendirmeleri
6.3.1. Kilo Artisi, Kan Basinci ve Nabiz Sonucu Akut Grup Degerleri

Tablo 8: Sistolik basing degerleri ve kalp atim hizinin akut deney gruplarina gore

dagilimini (ortalama+SH).

Grup Kan Basinci Nabiz Viicut
(mmHg) Sicakhigi (°C)
AKkut kontrol 112,67 303,5 36,32
+7,9 +23.,5 +0,8
Akut ila¢ 115,33 319,67 35,9
+18,1 +34,2 +0,8

Tablo anlamhlik degeri: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Tek uygulama sonucu elde edilen verilerde istatistiksel olarak anlam
bulunmamasina ragmen sistolik kan basinci ve nabiz degerlerinde artis olurken, viicut
sicakliginda azalma goriilmistiir.

6.3.2.Kilo Artis1, Kan Basinci ve Nabiz Sonucu Kronik Grup Degerleri

Tablo 9: Kilo artisi, sistolik basing degerleri ve kalp atim hizinin kronik deney
gruplaria gore dagilimin (ortalama+SH).

Grup Kilo Artist  Kan Nabiz
(gr) Basinci
(mmHg)
kronik 4,38 114,67 337,5
kontrol +1,67 +6,6 +25,1
kronik ila¢  §,74 114,33 329.5
+2 41** +12,1 +33,1

Tablo anlamhihik degeri: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Kronik uygulama sonucu kilo artisi istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir. Sistolik

kan basincinda degisiklik olmamustir.

6.4.Histolojik Degerlendirmeler

6.4.1. Akciger H-E (Hematoksilin ve Eozin) Boyamalari

Akciger dokusunun H-E boyamasi ile rutin histopatolojik degerlendirmesinde
eriskin sicanlardan alinan akcigerlerin 151k mikroskobik goriinlimii, normal akciger
histolojisi ile uyumluydu. Bronslarin yiizeyini 6rten yalanci ¢ok katli kinosilyali
prizmatik epitel icinde, silli silindirik hiicreler arasinda goblet hiicreleri ve
noroendokrin hiicreler gozlendi. Brons duvarina desteklik saglayan hiyalin tipte
kikirdak goriildii. Bronsiyollerde epitelin tek kath prizmatik epitelle doseli oldugu
gozlendi. Epitelin altinda elastik liflerden zengin ince lamina propriya ve onun altinda
sirkiiler seyreden diiz kas tabakasinin da olagan yapisinda oldugu saptandi. Terminal
bronsiyoller tek katli algak prizmatik veya kiibik epitel ile doseliydi. Respiratuar
bronsiyoller ise tek kath kiibik epitelle doseli ve buraya agilan alveoller nedeniyle
kesintiye ugradi. Odem, inflamasyon, Hemoraji ve Total hasarin degerlendirildigi
skorlamada kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda Odem, Inflamasyon, Hemoraji

ve Total hasar istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artti.
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Resim 6.4.1.1: Akut Kontrol grubunun akciger dokusu. Kontrol grubu

akcigerlerinde alveolar yapisinin normal oldugu goziikmektedir.
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Resim 6.4.1.2: Akut la¢ grubunun akciger dokusu
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Resim 6.4.1.3: Akut ila¢ grubunda akciger dokusunda alveol i¢i birikimler. Akut
grubunda alveolar yapt diizeninde bozulmalar gozlenmistir. Ayrica bazi

bolgelerde alveol icerisinde eozinofilik birikimlere rastlanmistir.

Resim 6.4.1.4: Kronik ila¢ grubunun alveolar yapisi. Kontrol ve akut gruplarina

oranla biiylik 6l¢iide bozulmustur.
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Resim 6.4.1.5: Kronik ila¢ grubu alveol i¢i hemoraji odaklari

Kontrol ve akut gruplart ile karsilastirndiginda kronik uygulamali gruplarin
akciger dokularinda alveolar bozulma daha fazladir. Ayrica bazi alveoller igerisinde
kanama odaklaria da rastlanmistir. Calismamizda akciger dokular histolojik olarak
incelendiginde; kontrol grubu si¢anlarda 6nemli bir histolojik degisim gézlenmemistir.
Akut gurubunda intra-alveolar makrofaj, nétrofil infiltrasyonu ve alveoler hasar
goriilmiistiir. Intra-alveoler bdlgelerde az sayida eritrosit gdzlemlenmis ve alveoler
duvar kalinlasmigtir. Orneklerin yarisinda damar dilatasyonu ve staz goriilmektedir.

Kronik gurubunda bulgular anlamli bir sekilde artmistir.
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JWH-018 icin akciger hasari
10
M hasar
8
o 6
wv
=
S 4 T
2
0 _
kontrol akut kronik

Sekil 13: JWH-018’in Akciger hasar grafigi. Akut hasar ile ile karsilastirildiginda
kronik grupta olduk¢a anlamli (p<0,001) fark goriildii.

6.4.2.Bobrek H-E (Hematoksilin ve Eozin) Boyamalari

Bu grupta bobrek dokusunun genel yapist normaldi. Genel doku yapisi
incelendiginde glomeriiller normal goriiniimdeydi. Tibiil yapilarida normal
goriinimdeydi. Bu grupta konjesyon, hiperseliilerite ve vokuolizasyon gibi patolojiler

gbzlenmedi.

Resim 6.4.2.1: Kontrol grubunun bobrek dokusu
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Resim 6.4.2.2.: Kontrol grubunun glomeriil goriintiisii. Kontrol grubu bobrek
dokular1 incelendiginde glomeriillerin ve bdbrek tiibiillerinin normal diizende ve

yapida oldugu gozlemlenmistir.

Bu grupta da genel doku yapist incelendiginde az miktarda histopatolojik
bulgulara rastlandi. Bu grupta goriilen dejenerasyonlarin kronik grubuna gore daha
hafif seyrettigi goriildii. Genel yapida vakuolizasyon, renal tiibiil hasari, kanama, yer
yer epitelyum hiicre dokiilmesi bu grupta da goriilmesine ragmen daha hafif seyrettigi
izlendi. Kontrol grubuna ait bobrek doku kesitleri deney gruba ait bobrek kesitlerinin
151k mikroskopik diizeyde morfolojik olarak incelenmesinde, glomeriil kapiller bazal
membran kalinlasmasi, glomeriilde segmental bozulma ve hipertrofik goriinim

saptandi. Dilate, vakuollesmis ve atrofik tubiiller goriildii.
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oranda bozulmustur.

Resim 6.4.2.3.: Akut ila¢ grubunun bobrek glomerilii. Yapi biiyiik oranda

bozulmustur.
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Resim 6.4.2.4.: Akut ila¢ grubunun bobrek glomeriilii. Glomeriillerden kan
sizdig1 gozlemlenmektedir.

Akut grubu bobrek dokulari kontrol ile karsilastirildiginda, glomeriiler yapilarin
bozuldugu gozlemlenmistir. Ayrica, bazi glomeriil yapilarinda kanamalar oldugu
gozlemlenmistir.

Dokunun genel yapisi incelendiginde bazi hiicrelerin ortadan kalktigi ve tiibiillerin
hasarl1 yapisi tespit edildi. Kii¢iik biiylitmelerde tiibiil yapilarinda yer yer dagilmalar
izlendi. Genel olarak tiibiiler nekroz varligi tespit edildi. Genel yapida vokuolleGmeler
belirgindi. Nekrotik alanlar, tiibiil yapilarinda ciddi dejeneratif degiGimler, konjesyon

ve glomertil hasar1 biiyiik biiylitmelerde de izlendi.
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Resim 6.4.2.6.: Kronik ila¢ grubunun bobrek dokusu glomeriil yapisi

Bobrek dokusunda akut grubuna benzer sekilde bozulmus glomeriil yapilari.
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Resim 6.4.2.7.: Kronik ila¢ grubunun bobrek tiibiiliislerinde yogun hemoraji

odaklari

Resim 6.4.2.8.: Kronik uygulama grubu bobrek tiibiiliislerinde yogun kanama

odaklari.
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Kronik uygulama grubu bobrek dokulari incelendiginde Glomeriiler yapilarin
akut grubuna benzer sekilde bozuldugu gozlemlenmistir. Ayrica bobrek tiibiiliislerinde

de yogun sekilde kanama odaklar1 géze carpmistir.

JWH-018 icin bobrek hasari
5
M hasar
4 T
8 3
+
S 2
1 ,
O A
kontrol akut kronik

Sekil 14: JWH-018in bobrek hasar grafigi

6.4.3. Karaciger H-E (Hematoksilin ve Eozin) boyamalari

Kontrol grubundaki siganlarda siniizoidler portal alan etrafinda ince bosluklar
halinde siralanmaktadir. Karaciger hiicreleri siniizoidlerin arasinda diizenli seritler
seklinde gbzlenmektedir. Hiicre zarlar1 biitlinliigiinli korumakta, hiicrelerin sinirlar1 ve
hiicreler arasi baglanti bolgeleri belirgin olarak goriilebilmektedir. Cekirdekler
yuvarlak sekilli ve sinirlar belirgindir. Kupffer hiicreleri normal sayida ve goriiniis

olarak yildizs1 sekillidir. Eritrositler yapilarini korumaktadirlar.
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Resim 6.4.3.1.: Kontrol grubunun karaciger dokusu. Genel doku goriiniimii ve

hepatik lobiil goriiniimii normaldir.

Akut gurubunda siganlarda siniizoidler kontrol grubuna gére genislemis olarak
gozlenmektedir. Hiicrelerdeki metabolik aktivasyon farkindan dolay:r agik ve koyu
renkli hiicreler mevcuttur. Kupfer hiicrleri kontrol grubundakilere benzer sekilde
yildizst sekilli ve normal sayidadir. Hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid damlaciklar
mevcuttur. Eritrosit zarlart hasar gormiis, hiicrelerin ¢ogu normal gorinimiini
kaybetmistir. Hiicre zari kontrol sicanlarinkine goére daha az hasar gormiis,
hiicreleraras1 baglanti bolgeleri gozlenebilmektedir. Sicanlarda siniizoidlerde
genisleme gozlenmemistir. Karaciger hiicrelerinde hiicre zar1 belirgin ve hiicreler
aras1 baglantilar goriilebilmektedir. Kupfer hiicreleri yildizs1 goriinlimlii ve normal

sayidadir. Eritrosit zarlar1 hasar gérmemis, disk seklinde gézlenmistir.
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Resim 6.4.3.3.: Akut ila¢ grubunun karaciger dokusu. Akut grubu karaciger
dokularininin perifer kisminda hiicrelerde vakuolizasyon gozlemlenmistir
Akut grubunda gozlenen en 6nemli degisiklik 6zellikle periferdeki hepatositlerde

gozlemlenen vakuolizasyondur.
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Akut gurubu siganlarda siniizoidlerde genisleme meydana gelmistir . Kupffer
hiicreleri, aktivasyonlarindaki artisa bagli olarak koyu renk sitoplazma ve uzamis
cekirdeklere sahiptir. Ayrica bu hiicrelerin sayica arttig1 tespit edilmistir. Hiicrelerin
sitoplazmasinda damlaciklar halinde lipid biriktigi gdzlenmis, Hiicrelerarasi baglanti
bolgeleri hiicre zar1 yapisindaki bozulma nedeniyle kaybolmus, ¢ekirdek zarinin hasar
gormesine bagli olarak hiicre ¢ekirdegi sekil degisikligine ugramistir. Oval yapili veya

siurlari diizensiz gorliniimli ¢ekirdekler mevcuttur.

Resim 6.4.3.4.: Kronik ila¢ grubunun grubunun karaciger genel goriiniimii
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Resim 6.4.3.5.: Kronik ila¢ grubunun karaciger dokularinda hepatositler arasi

hemoraji

Resim 6.4.3.6.: Kronik ila¢ grubunun karaciger dokularinda hepatositler arasi
hemoraji
Kronik uygulama grubu karaciger dokular1 diger gruplarin karaciger 6rnekleri ile

karsilastirildiginda, kronik uygulamanin akut grubuna gore karacigere daha fazla hasar
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verdigi gozlemlenmistir. Ozellikle hepatik lobiiller icerisinde hepatositler arasi

gbzlenen hemorajiler géze ¢arpmaktadir.

JWH-018 igin karaciger hasari
10
M hasar

8
a 6
<
G 4

2

0 |

kontrol akut kronik

Sekil 15: JWH-018’in deney gruplarinda olusturdugu karaciger hasar grafigi

6.4.4. Bobrek NOS Boyamalari

Sekil 16: Bobrek dokusu NOS immnohistokimya boyamast
Uygulamanin sonucunda, bobrekte meydana gelen oksidatif strese bagli eNOS ve
iNOS antikor boyamalarinda artis gozlemlenmistir. NOS boyamasinin kronik

gruplarda daha fazla olmasi dikkati ¢ekmektedir.
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Tablo 10: Bobrek eNOS ve iNOS immunohistokimya boyama sonuglari

Kontrol- Akut- Kronik-
Bobrek Bobrek Bobrek
120,22 155,48 170
eNOS + 14,66 P + 18,66 ¢ +£2]1.45b¢
125 170 205
iNOS +11,68 4¢ + 12,46 9f + 14,248

Tablo anlamhlik degeri: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

a: p<0.05

b,d,e,f: p<0.001

c:n.s

6.4.5. Karaciger Nos Boyamalari

Sekil 17: Karaciger dokusu NOS immnohistokimya boyamasi

Karacigerde meydana gelen oksidatif strese bagli eNOS ve iNOS antikor
boyamalarinda artis gézlemlenmistir. NOS boyamalarinin kronik gruplarda daha fazla

oldugu gozlenmektedir.

50



Tablo 11: Karaciger eNOS ve iNOS immunohistokimya boyama sonuglari

Kontrol- Akut- Kronik-
Karaciger Karaciger Karaciger
100,66 150,55 155,77
eNOS +15,182P +22,24 3¢ +23,26°¢
125,25 160,65 195,95
iNOS +18,88 9¢ +22,66 %" +26,46°f

Tablo anlamhlik degeri: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

a: p<0.01

b,e: p<0.001

c:n.s

d,f: p<0.05

Boyamalarin h-skor ile degerlendirilmesinde elde edilen p<0.05 degeri,

istatistiksel olarak farkin anlamli oldugunu gostermektedir.

6.4.6. Akciger NOS Boyamalari

Sekil 18: Akciger dokusu NOS immnohistokimya boyamasi
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Tablo 12: Akciger eNOS ve iNOS immunohistokimya boyama sonuglari

Kontrol- Akut- Kronik-
AKkciger AKkciger Akciger
95,78 138,88 166,44
eNOS +18,348b +26,343¢ +32,440¢
103, 66 148,96 185,95
iNOS +18,889¢ +28,749f +£29,77°f

Tablo anlamhlik degeri: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

a,d : p<0.05

b,e: p<0.001

c,fins

Boyamalarin h-skor ile degerlendirilmesinde elde edilen p<0.05 degeri,

istatistiksel olarak farkin anlamli oldugunu gostermektedir.

6.4.7. TUNEL Boyamalari

Akut Kronik
Bobrek N ) V.
?: - . ; 5 8 » 5
"l ;;.‘“.",' ' 3 “;!“‘,
o 4 )
i . %
x J \ 4 4
s .
L o T T |
Karaciger
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Akciger "

Sekil 19: TUNEL boyama sonuglar1

Uygulama nedeniyle hiicrelerde apoptoz meydana geldigi TUNEL boyamalarinda
gozlemlenmistir. Saglikli hiicrelere oranla bobrekte akut uygulamada %7 ve kronik
uygulamada %20 oraninda apoptotik hiicre oldugu gézlenmistir.

Karacigerde ise akut uygulamada %3 ve kronik uygulamada %10 oraninda
apoptotik hiicre oldugu gozlenmistir. Akciger drneklerinde de benzer sekilde akut
uygulamada % 6 ve kronik uygulamada %12 oraninda apoptotik hiicre oldugu

gozlenmistir.
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7. TARTISMA

Dogal kannabis (A9-THC, tetrahidrokanabinol) hint keneviri bitkisinden
(Cannabis Sativa) elde edilir ve CB1, CB2 olarak ifade edilen kannabinoid reseptorler
lizerine etki eder. Kannabisin tedavi edici etkileri ¢ok eskiden beri bilinmektedir.
Giliniimiizde tibbi amagcla kullanilan kannabinoid igeren bazi ilaglar bulunmaktadir.
Sentetik kannabinoidlerin kimyasal yapisi dogal kannabisten oldukca farklidir.
Kannabinoid reseptor afiniteleri ve aktiviteleri dogal kannabisten yiiksektir. Sentetik
kannabinoid igeren maddeler genel olarak yurdisinda “Spice”, “K2”, Tiirkiye'de ise
“Bonzai” ya da “Jamaika” olarak adlandirilmaktadir. Sentetik kannabinoidleri iceren
bitkisel karigimlarin bazi iilkelerde “head shop” ve “smart shop” denilen yerlerde yasal
olarak satilmasi ve bunlara internetten kolayca erisilebilmesi kullanicilar i¢in ¢ekici
bir 6zelliktir. Ayrica kannabisten daha gli¢lii bir etki, ekonomiklik, kolay ulasilabilirlik
ve standart madde testlerinden kurtulmasi, sentetik kannabinoidlerin artan kullanimina
katkida bulunmaktadir. Sentetik kannabinoid kullanimindaki artis géz Oniinde
bulunduruldugunda, yakin zamanda en problemli uyusturucu maddelerden biri olacagi
ongoriilmektedir. Bu calismada JWH-018 uygulamasinin eriskin si¢anlarda davranis
ve hemodinamiyi degistirdigi ayrica oldukca anlamli histopatolojik etkiler yaptigi
bulundu. Bu etkilerin NOS boyamalarinda oksidatif stresin artmasindan ve parelel

olarak TUNEL isaretlemesinde apoptozun fazlalagmasindan kaynaklandig: gosterildi.

7.1.JWH-018’in Hemodinami Ve Davrams Uzerine Etkileri

7.1.1. JIWH-018’in Lokomotor Etkileri

A>-THC ve bazi sentetik kanabinoid tiirevleriyle yapilan bir calismada doz
bagimli olarak l6komotor aktivitede azalma tespit edilmis, sentetik tiirevler 100 kat
potent bulunmustur (Gatch 2016; Gatch 2015; Kevin 2017). JWH-018 dahil olmak
tizere farkli JWH tiirevleriyle yapilan bazi ¢alismalarda doz bagimli olarak 16komotor

aktivitede azalma gosterilmistir (Gatch 2014; Marshell 2014). Bir baska g¢alismada
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akut ve 7 gilin boyunca (subkronik) JWH-018 enjekte edilen farelerde 16komotor
aktivitede anlamli azalma tespit edilmistir (Macri 2013). JWH tiirevi ii¢ kimyasalla
yapilan bir bagka ¢alismada ise bir agonist akut uygulamada l6komotor aktiviteyi
disiiriirken tekrarlayan enjeksiyonlardan sonra aymi etkiyi yaratmamistir. Diger iki
agonist de 16komotor aktivitede anlamli degisiklik yaratmamistir (Tampus 2015). A°-
THC ve bir kanabinoid agonisti kronik olarak enjekte edilen si¢anlarin agik alan
testinde, inhibitor etkiye tolerans gelistirdigi gériilmiistiir (Oveido 1993). JWH-018’in
tekrarlayan enjeksiyonun da ise 16komotor etkisine tolerans gelismedigini (Tai 2015)
ve genel 16komosyona etkisinin olmadigini gosteren (Macri 2013) farkli ¢alismalar
mevcuttur. Drews ve arkadaslar tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise 16komotor
aktivitenin arttig1 gozlenmistir (Drews 2005). Kanabinoid agonistlerinin hipomotilite
etkisinin, serebellum ve bazal gangliyonlarda yogun bi¢imde bulunan CB1 reseptorleri
lizerinden ortaya ¢iktigi disiinilmektedir (Del Arco ve ark. 1998). Ancak farkli
dozlardaki farkli sentetik tiirevler, motilite tizerine farkl etkiler gosterebilmektedir.
Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu sekilde akut JWH-018 enjeksiyonu, anlamli
olmamakla birlikte l6komotor aktiviteyi diisirmiistiir. Kronik enjeksiyonda ise
hipermotilite gézlenmistir (p>0,05). Her iki sonucta da standart sapma cok yiiksek
bulunmustur. Denek sayis1 arttirilarak yapilacak calismalar daha saglikli sonug

verecektir.

7.1.2. JWH-018’in Hemodinami yani Kan Basinci ve Kalp Hiz1 Etkileri

Anestezi etkisindeki hayvanlarla yapilan pek ¢ok c¢alismada kanabinoidlerin kan
basincini ve kalp hizim azalttigi gortiilmistiir (Lake ve ark. 1997a, 1997b). Bilingli
hayvanlarda ise tansiyon ve kalp hizi iizerine farkli etkileri oldugu gosterilmistir
(Vidrio ve ark. 1996; Lake ve ark. 1997b; Gardiner 2002b; O’Sullivan 2007; Banister
2015; Schindler 2017).

Sentetik bir kanabinoidin hipertansif hayvanlarda tansiyonu diisiiriirken,
normotensif hayvanlarda tansiyonu arttirdigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Ho
2009).

Calismamizda anestezik madde kullanmadan, non-invaziv metodla yaptigimiz

kayitlarda, akut enjeksiyonun,; istatistiksel olarak anlamli olmasa da, kan basinci ve
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nabzi arttirdigini, Kronik enjeksiyonun ise; kan basincinda degisiklik yaratmadan nabiz

hizint arttirdigini gézlemledik.

7.1.3. IWH-018’in Viicut Sicakh@ Etkileri

Kannabinoidlerin akut uygulamasinin hipotermiye yol a¢tifin1 gdsteren
calismalar mevcuttur (Leker 2003; Wiebelhaus 2012; Macri 2013; Banister 2015;
Marshell 2014; Tai 2015; Schindler 2017). Tekrarlayan kimyasal uygulamasiysa
hipotermik etkiye tolerans gelismesine neden olmustur (Tai 2015).

Calismamizda akut kimyasal enjeksiyonu, viicut sicakliginda anlamli olmayan bir
diisiise yol acmustir. Kronik enjeksiyon ise viicut sicakliginda diisiise neden

olmamustir.

7.1.4. JIWH-018’in Anksiyolitik etkileri (plus maze)

Kannabinoid reseptdr agonistlerinin anksiyolitik (Faraji 2017), anksiyojenik
(Arevalo 2001; Kevin 2017; Hill ve Gorzalka 2006), yiiksek dozda anksiyojenik,
diisiik dozda anksiyolitik (Rey 2012), tekrarlayan (Page 2007; Franklin 2013) ve
subkronik uygulamalarda (Hill ve Gorzalka 2006) anksiyojenik, kronik uygulamada
anksiyolitik (Wegener 2009) etkileri gosterilmistir.

Calismamizda, standart sapmalar ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle gruplar arasinda

anlaml bir fark saptanamamustir.

7.1.5. JIWH-018’in Kilo Artis1 Etkileri

Kronik kannabinoid reseptdr agonisti uygulamasinin eriskin sigcanlarda kilo
alimimi azalttigini, adolesan siganlarda arttirdigini gosteren ¢alismalar vardir (Dalton
ve ark. 2009). Adolesan si¢anlarda kilo alimini azalttigin1 gésteren ¢alismalar da

mevcuttur (Kevin 2017). Kannabinoid benzeri bilesiklerin istahi arttirdigi goriilmiistiir
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(Williams 2002). Calismamiz da, literatiirii destekler sekilde, kronik enjeksiyonun,
kilo alimini arttirdigin1 gostermistir.

Sentetik kannabinoidlerin yaygin kotiiye kullanimi nedeniyle, fizyolojik
etkilerinin daha iyi tanmimlanmasi ve uygun yasal planlama ile diizenlemelerin
yapilabilmesi i¢in daha kapsamli ve daha ileri diizeyde incelemelere gerek

duyulmaktadir.

7.2. IWH-018’in Yaptig1 Histopatolojik Degisiklikler

7.2.1.Akciger Dokusu Bulgular:

Calismanin histolojik incelemesinde akut gurubunda daha az olmak ile birlikte
kronik grupta da izlenen oldukca toksik etki saptandi. Her {i¢ doku i¢inde histolojik
hasarin skorlama ile degerlendirilmesinde taklit grubuna goére diger tiim gruplarda
belirgin ve anlamli toksik etki bulundu. Kontrol grubu akcigerlerinde alveolar
yapisinin normal olmasina karsilik Akut grubunda yapisal bozukluklar ve alveol
igerisinde eozinofilik birikimler goriildii. Kronik uygulamali gruplarda bu bozulmanin
daha da belirgin oldugu izlendi. Oksidatif strese bagli eNOS ve iNOS antikor
boyamalarinda artis gézlemlendi. NOS boyamasi kronik gruplarda daha fazla saptandi.
Olusan degisikler istatiksel olarak anlamli bulundu. Onceki ¢alismalarda benzer bir
deney olmadigindan karsilagtirilma yapilamamasina karsilik akciger hasar1 olusturan
durumlar ile benzer bulgular saptandi. Marihuana dumaninin solunum yolu
hiicrelerinde oksidatif strese, trakeoronsial mukozada inflamasyon, 6dem ve hiicre
hasarina, selliiler atipi ve displaziye, alveoler makrofaj fonksiyonlarinda degismeye
yol ac¢tigin1 gosteren ¢alismalar mevcuttur.

Toksik etkinin nekroz oncesi agsamasi olan apoptoz 6nemli bir mekanizma olup
hiicrelerin antiapoptotik maddeler ile kurtarilabilecegi ve hasarin azaltilmasinin
saglanabilecegi durumdur. Akciger dokusunda nekrozun disindaki alanlarda apoptoz
varligiin TUNEL ve apoptotik indeks ile bulunmasi klinik durumlarda goriilen

solunum sikintilarinda bir tedavi olanag1 sunabilecektir. Onceki ¢alismalarda deneysel
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toksik etkide apoptoz varlig1 gosterilmis (REF) ve iskemik reperfiizyon denemelerinde

apoptoza tolerans gelistigi izlenmistir (REF).

7.2.2. Bobrek Dokusu Bulgular:

Kontrol grubu bobrek dokular1 incelendiginde glomerillerin ve bobrek
tiibiillerinin normal diizende ve yapida oldugu gozlemlendi. Akut grubunda
histopatolojik bulgulara rastlandi. Bu grupta goriilen dejenerasyonlarin kronik grubuna
gore daha hafif seyrettigi goriildii. Oksidatif strese bagli eNOS ve iNOS antikor
boyamalarinda artis gézlemlendi. NOS boyamasi kronik gruplarda daha fazla saptandi.
Bobrek hasarinda apoptoz meydana geldigi saglikli hiicrelere oranla akut uygulamada
%7 ve kronik uygulamada %20 oraninda apoptotik hiicre oldugu TUNEL ve apoptotik
indeks ile saptandi. Sentetik kanabinoid kullanimi sonrasi bulanti, kusma ve karin
agris1 goriilen baz1 vakalara yapilan renal biyopside akut tiibiiler nekroz, firgamsi
yiizeyin kaybi ile diizlesmis epitel ve vakuolizasyon tespit edilmistir (Kazary ve Aiyer
2013, Tracy ve ark. 2012). Renal podositlerde, endotel hiicrelerinde, mezengial
hiicrelerde ve proksimal tiibiillerde CB1 ve CB2 reseptorlerinin varlig: diisiik diizeyde
olsa da gosterilmistir. Deneysel diyabetik nefropati ve sisplatin nefrotoksisitesi
modellerinde CBI1 reseptdr aktivasyonunun da rol oynayabilecegi gosterilmistir. Bazi
sentetik kanabinoidlerin bobreklerde endokanabinoid sistemin dengesini bozarak akut
bobrek hasarina yol agmasi da muhtemeldir (Pendergraft 2014). Literatiire gore toksik
ajanlarin yani sira diyabet ve enfeksiyon gibi birgok hastalikta artan oksidatif stres,
onemli bir doku hasar1 mekanizmasidir. Vitamin C’nin, metotreksatin hepatorenal
toksisitesine karst muhtemel koruyucu etkisinin incelendigi bir ¢alismada MTX
uygulanan sican grubunda karaciger ve bobrek dokularinda lipit peroksidasyonunun
artti1, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz seviyelerinin diistiigii
goriilmiistiir (Savran ve ark. 2017). Antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri bilinen
timokinonun sodyum nitritin neden oldugu renal toksisiteye kars1 potansiyel koruyucu
etkisinin arastirildig1 bir bagka ¢alismada renal kesitler hematoksilen eozin ve PAS ile

boyanmus, oksidatif stres gostergelerinden MDA,GSH; inflamasyon gdstergelerinden
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CRP, T NF-a, IL-6, IL-1B; anti-inflamatuar sitokinlerden IL-4 ve IL-10, apoptozis
gostergelerinden kaspaz-3/8/9 diizeyleri incelenmistir. Sodyum nitrit uygulanan
siganlarda renal disfonksiyon, artmis oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozis tespit
edilmistir (Elsherbiny ve ark. 2017). Calismamizda da MTX ve sodyum nitrit

toksisitesine benzer sekilde bobrek dokularinda oksidatif hasar tespit edilmistir.

7.2.3. Karaciger Dokusu Bulgulari

Kontrol grubu karaciger dokusunda genel doku goriiniimii ve hepatik lobiil
goriiniimii normaldir. Akut grubunda gézlenen histopatolojik bulgulardan en énemli
degisiklik ozellikle periferdeki hepatositlerde gdzlemlenen vakuolizasyondu. Kronik
uygulama grubu karaciger dokulari diger gruplarin karaciger Ornekleri ile
karsilastirildiginda, kronik uygulamanin akut grubuna gore karacigere daha fazla hasar
verdigi gozlemlendi. Karacigerde meydana gelen oksidatif strese bagli eNOS ve iNOS
antikor boyamalarinda artis gozlemlendi. NOS boyamalarinin kronik gruplarda daha
fazla oldugu bulundu. Karaciger hasarinda TUNEL ve apoptotik indeks ile akut
uygulamada %3 ve kronik uygulamada %10 oraninda apoptotik hiicre saptandi.

CBI reseptorlerinin endokanabinoidlerle aktivasyonu non-alkolik steatozisle ve
kronik karaciger hasarinda gelisen fibrozisle iligkili; CB2 reseptorlerininse
antifibrinojenik ve karaciger inflamasyonununu simirlayict oldugu gosterilmistir.
Kronik marihuana kulananlarda hepatik morfolojik ve enzimatik degisimler
gozlenmis, kanabinoidlerin hepatotoksik olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kronik hepatit C
hastalarida gilinliik kanabinoid kullanimimin orta-ciddi seviyelerde karaciger
fibrozisiyle iligkisi ve steatozis siddeti icin bagimsiz bir prediktdr oldugu
gosterilmistir. Onceki ¢alismalarda karaciger hasarma yol agan toksik ajanlarim,
diyabet, siroz ve bazi enfeksiyonlarin serbest radikal olusumunu arttirdigt NOS
boyamalarmin yam1 sira oksidan-antioksidan enzim seviyelerindeki degisimin
gosterilmesiyle ortaya konmustur (Welt ve ark. 2004). Talyum toksisitesinin neden
oldugu oksidatif strese karsi metallotioneinlerin etkilerinin sican karacigerinde
incelendigi bir ¢alismada glutatyon seviyeleri belirlenmis, lipid peroksidasyonunun

gostergesi olarak malondialdehit; reaktif oksijen tiirevlerinden hidrojen peroksit
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seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz aktiviteleri belirlenerek karaciger toksistesi goOsterilmistir (Atlt ve ark.

2016).
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8.SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada JWH-018 wuygulamasinin eriskin sicanlarda davranig ve
hemodinamiyi degistirdigi ayrica oldukca anlamli histopatolojik etkiler yaptigi
bulundu. Bu etkilerin NOS boyamalarinda oksidatif stresin artmasindan ve parelel
olarak TUNEL isaretlemesinde apoptozun fazlalasmasindan kaynaklandig1 gosterildi.

Calismamizda akut enjeksiyonun kan basinci ve nabiz hizini arttirdigini, kronik
enjeksiyonun ise kan basincinda degisiklik yaratmadan nabiz hizini arttirdigini
gozlemledik.

Yine ¢calisgmamizda literatiirle uyumlu sekilde akut JWH-018 enjeksiyonu, anlamli
olmamakla birlikte 16komotor aktiviteyi diigiirmiistiir. Kronik enjeksiyonda ise
hipermotilite gdzlenmistir.

Yiikseltilmis art1 labirent testinde; JWH-018 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
etkilemese de, agik ve kapali kolda kalma siirelerini arttirirken merkezde kalma
sliresini azaltmistir. Her iki davranis testi sonuglarinda standart sapma ¢ok yiiksek
bulundu. Bu nedenle deney hayvani sayisi arttirilarak yapilacak ¢aligmalar daha
saglikli sonug verecektir.

Calismanin histolojik incelemesinde akut gurubunda daha az olmak ile birlikte
kronik grupta da izlenen oldukca toksik etki saptandi. Her {i¢ doku icinde histolojik
hasarin skorlama ile degerlendirilmesinde kontrol grubuna goére diger tiim gruplarda
belirgin ve anlamli toksik etki bulundu.

Toksik degisikliklere bagli histopatolojik bulgularin artan oksidatif stres ve
apoptoz ile iliskili oldugu saptandi.

Calismanin dozu ve siiresinin arttirilarak ayrica yoksunlugunun olusturulup
incelenmesi daha anlamli agiklamalar getirecektir.

Olusa organ hasarlarinin erken tanisim1 saglayip Onleyici ve tedavi edici
yonlendirme agisindan alinacak kan ve idrar 6rneklerinde oksidasyon parametrelerinin
incelenmesi anlaml1 olacaktir.

Olusan histopatolojik degisiklikler gbz Oniline alindiginda antioksidan ve
antiapoptotik tedavi uygulamalar1 sonrasi olugacak iyilesmenin gosterilmesi anlamli

olacaktir.
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JWH-018 uygulamasi ile saptanan davranis, hemodinami ve histopatolojik
degisikliklerin ileri teknikler ile molekiiler yonden degerlendirilmesi olasi yeni
mekanizmalarin anlasilmasini saglayacaktir. Bu sekilde yasam kalitesini oldukca
diisiirebilen ve sosyal yasami etkileyebilen madde bagimliliginin 6nlenmesinde yararh

katkilar saglayacaktir.
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