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KISALTMALAR ve SIMGELER LiSTESI

AEA:

ACE:

ATP:

2- AG:

BK:
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dl:

DNA:

DMSO:

DU-HAYDEK:
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ip:
KOH:
CB:
mg:

ml:

ng:

Arasidonikasit etanolamin

Anjiyotensin doniistiiriicli enzim
Adenozin trifosfat

Arasidonil gliserol

Bradykinin

Santral sinir sistemi

desilitre (bir litrenin onda biri, 100 cm®)
Deoksiriboniikleik asit

Dimetil stilfiidoksit

Diizce Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Yagasidi amid hidrolaz

Gastrointestinal sistem

intraperitoneal

Potasyum hidroksit

Kanabinoid

miligram

mililitre (bir litrenin binde biri)

bir gramin bir milyarda biri

olasilik

determinasyon katsayisi: Istatistik biliminde belirli bir
fonksiyonun bir dizi deneysel veriye ne derece uygunluk

gosterdigini belirlemek i¢in kullanilan bir degerdir.



ROS:
SH:
SMA:
pL(ul):
pm:

NO:

A-THC:

THC:

(UAVA

SSP:

SE:

SEM:

Reaktif oksijen tiirevleri

Standart hata

Siiperior mezentrik arter

mikrolitre (bir litrenin bir milyonda biri)
mikrometre (bir metrenin bir milyonda biri)
Azot oksit

Tetrahidrokanabinol
Tetrahidrokanabinoid

Spektrofotometre

Standart sapma programi

Standart eror

Standart eror mean
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OZET

SICAN INCE BARSAK ISKEMi/REPERFUZYON HASARINDA ILEUM VE
AKCIiGER DOKUSUNDA GORULEN DAMAR DISINA PROTEIN KACISININ,
KANABINOID 2 RESEPTOR AGONISTI (AM-1241) iLE KONTROLU

Mustafa HANCI
Yiiksek Lisans Tezi, Farmakoloji Anabilim Dali
Tez danismani Prof. Dr. S. Oktay ARSLAN

Iskemi/Reperfiizyon (I/R) hasar1 modelinde, kilcal damarlardan dokuya protein
kacisinin inflamatuar siireclerin bir paydast oldugu cesitli ¢aligmalarla gosterilmistir.
Evans mavisi doku proteinlerine yiiksek derecede baglanma egilimi gosterir. Kilcal
damarlardan doku sivisina proteinler gegerken evans mavisine baglanarak dokularda
protein birikmesine neden olur. Bu dokulardaki evans mavisi spektrofotometre ile
oOlgiilerek ne kadar protein kagisinin oldugunu kanitlamak miimkiindiir.

Arastirmamizda; sicanlarda barsak iskemi ve reperflizyon modeli olusturuldu.
Kanabinoid 2 reseptor agonisti (AM-1241), iskemi ve reperfiizyon olusturmadan hemen
once abdominal venden verildi. Sonrasinda evans mavisi iv infusion olarak uygulandi.

Barsak iskemi ve reperfiizyon modelinde akciger ve ileum dokusunda evans mavisi
ol¢iildii. Gruplar kendi arasinda karsilastirildi. Sam- kontrol ile I/R arasinda anlamli fark
olustu (P<0.01). I/R ile I/R+CB; Agonisti arasinda da (P<0.05) anlaml fark olusmustur.
Sam-kontrol ile I/R+CB2 Agonisti arasinda ise énemli fark gériilmedi (P>0.05).

Sonug olarak; kanabinoid 2 resptor agonistinin, hem ileum dokusunda ve hem de uzak
organda (akciger) kilcal damarlardan dokuya protein kagisini engelledigi ve dolayistyla
ileum I/R hasarinda antiinflamatuar etki gosterdigi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Kanabinoid, Iskemi ve reperfiizyon, Evans mavisi, Plazma protein
kagisi.



ABSTRACT

THE CONTROL OF MICROVASCULAR PROTEIN LEAKAGE IN
ILEUM AND LUNG TISSUES OF RAT SUBJECTED TO
INTESTINAL ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY BY
CANNOBINOID 2 RECEPTOR AGONIST (AM —1241)

Mustafa HANCI
Master of Science Thesis, Department of Pharmacology
Supervisor, Assistant Professor Prof. Dr. S. Oktay ARSLAN

Several studies reveal that protein leakage from microvascular to tissue is one of the
inflammator processes in I/R injury model. Evans blue dye highly tends to bind to tissue
proteins. While proteins are passing from microvascular to tissue liquid, they bind to
evans blu dye and it leads to protein accumulation. It is possible to determine how much
protein leakage is by measuring evans blue dye in tissues by spectrophotometer.

In our study, intestinal I/R model was applied to rats. They were given cannabinoid 2
receptor agonist (AM-1241) through abdominal vein just before of I/R. Than, evans
blue dye was given to them through as iv infusion.

Evans blue dye in lung and ileum was measured by means of intestinal I/R model.
Groups were compared with each other. A significant difference (P<0.01) happened
between sam-control and I/R groups. Furthermore, a significant difference (P<0.05)
between I/R and I/R+CB2 groups was determined. However, there was no significant
difference (P>0.05) between sam-control and I/R+ CB2 groups.

In the conclusion, the study shows that cannabinoid 2 receptor agonist prevents protein
leakage from microvascular to tissue of ileum and lung that is distand organ, and thus it
plays the role of antiinflammatuar in ileum I/R damage.

Key words: Cannabinoid, ischemia and reperfusion, evans blue dye, plasma protein
leakage.



1. GIRIS ve AMAC

Giiniimiizde yapilan bir¢ok ¢alismalar neticesinde kilcal damarlarlardan doku sivisina
proteinlerin gegisi hakkinda bilimsel kanitlar vardir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda
ise polimer yapida olan proteinlerin hiicre zarindan disartya kagisinin normal sartlar
altinda miimkiin olamayacagi kanisina varilmistir. Fare ve siganlar iizerinde olusturulan
doku hasar1 ve iskemi reperfiizyon uygulamalar1 sonucunda hiicrelere, gegici olarak kan
akisinin yavaslatilmasi1 durumunda gerekli enerji ¢ok az sentezlenmistir. Bu uygulama
sonuclar1 degisik yontemlerle ispatlanmak istenmistir. Viicudumuzda dolasan kanin
ozmotik basincini proteinler olusturur. Kanin ozmotik basincinin sabit oldugu
yapisindaki ¢esitli protein miktarlarinin sabit olmasindan kaynaklandigi bilinmektedir.
Eger kilcal damarlardan doku s1visina protein kacisi varsa bunun ne oranda ve ne kadar
oldugunu bulmak i¢in evans mavisi denilen kimyasal boya kullanilmaktadir. Evans
mavisi proteinlere yliksek derecede baglanma 6zelligine sahiptir. Her maddenin
ultraviyole 1sminda kirilma dalga boylar1 farklidir. Evans mavisinin standartinin ve

dokulardaki kirilma dalga boylari arasinda belirgin farkin olusmasi beklenir.

Inflamatuar siireclerin gesitli  sekillerinde, kilcal damarlardan protein kagcisini
hizlandiran ya da yavaslatan bir etkenin olup olmadigi konusunda da caligsmalar
yapilmigtir. Iskemi reperfiizyon inflamasyonunda, damarlardan protein kagisinin
sekillendigi bilinmektedir. Evans mavisinden dnce deney hayvanina verilen herhangi bir

ilacin ya da ilag adayinin hangi yonde etki yapacagi arastirma konusu olmaktadir.

Bu ¢alisgmanin amaci; kanabinoid-2 reseptor agonistinin (AM1241) sicanlarda bagirsak
iskemi reperfiizyon hasarinda doku sivisma gecen protein miktarina etkisini

arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Cannabis sativa

Bilinci degistirici ve tahatlatici amagla kullanilan bir bitki tiiridiir. Bu bitkinin ¢igek,
tohum ve yaprak gibi organlarinda kanabinoid(CB) adi verilen bir regine gizlidir. Cigek
kisminda yapraklarmma oranla daha fazla CB vardir. KB’lerin ortak ismi esrardir.
Diinyada en ¢ok ila¢ olarak kullanilan maddedir. A® — tetrahidrokanabinol (A° — THC)
ve (A8 — THC) en ¢ok bilinen cesitleri arasindadir’. Diinya capinda insanlarin en az bir
kez esrar kullanma oran1 %12 olarak bilinmektedir. Tiirkiye’de bu oran %4 seviyesinde
oldugu bildirilmistir. Bu bagimlik verici maddeler 20.yy’dan sonra terapotik olarak
kullanilmaya baslanmistir. A° — THC, yiikksek oranda yagda c¢oziinebilen bir
molekiildiir. Bu 6zelliginden dolay1 kan - beyin bariyerini rahatlikla gegebilir ve santral

sinir sisteminde (CSS) etkisini gosterir®.

2.1.1. Endokanabinoidler

CB reseptorlerine secici olarak yiiksek dercede baglanan, onlarin {izerinde biyolojik
etkiler olusturma 6zelligine sahip endokanabinoidlerdir. En énemli endokanabinoidler
anandamid ve 2-arasidonil gliserol (2-AG)’diir. Arasidonikasit etanol amin (AEA) ve
2-AG hiicre zarinin yapisinda bulunan fosfolipitlerden o6ziimlenir. Salinimi hemen
gerceklesir. Sinaptik keselerde depolanma 6zelligi yoktur. AEA su ile tepkimeye girince
pasiflesme ozelligine sahiptir. Bu reaksiyonu katalizleyen enzim; yagasidi
primeramidleri, N- ag¢ilamino asitleri ve N- agiltaurinleri de kapsama 06zelligi vardir.
Endokanabinoidlerin agriy1 azalttigi, hafiza kaybina ve istah artiric1 etkilerinin oldugu

bilinmektedir.

AEA, ilk kez domuz beyninde tanimlandi. Na*? tastyicisi tarafindan hiicre igine alinir.
Burada yagasidi amid hidrolaz (FAAH) tarafindan sindirime ugrayarak arasidonik asit

ve etanolamine doniistr.

2-AG, endojen kanabinoid resptoriidiir. Beyindeki miktar1 cok fazladir.
Endokanabinoidler postsinaptik ndronlardan salinir. Buradan harakete gecer ve

kanabinoid reseptorlerini aktiflestirir. Ca™ kanallarinin baskilanmasina neden olur®,



2.1.2. Kanabinoid reseptorleri

Kanabinoidlerin giiniimiizde CB; ve CB, olarak bilinen iki tip reseptorii vardir. Bu
reseptorler inhibitdr G proteinleri sinifina aittir. CB; reseptorleri Ca*? kanallarini inhibe
edip, K* kanallarmi etkinlestirir. CB; reseptorii CSS’nde bulunur. Cevresel sinir
sisteminde ise her iki reseptor birlikte bulunur. CB; reseptorii ratlarin beyin kabugundan
ayristirilmis ve niikleik asitlerden DNA’min yapisindaki G proteinlerinde bulunmustur”.
Insanda bu reseptdrlerin  alti  kromozomun belli bélgelerindeki genlerden
sentezlenmistir. Insanlardaki bu reseptérlerin biitiin proteinlerin %44 aminoasit oranidir.
Memeliler, maymunlar, kemirgenler ve insanlarin sinir sistemi ve sinir hiicrelerinde
normal degerin altinda oldugu son yapilan calismalarda goriilmiistiir". CB; reseptérleri
insan ve hayvanlarda hareketin kontrolii, hafiza ve bili¢ bolgesinde ¢ok yogun bulur.
Bunlarin disinda sindirim ve kas sisteminde de vardir. CB; reseptorleri ise sadece
cevresel sinir sisteminde oldugu bulunmustur. Kan hiicreleri, bagisiklik sistemi,

6zellikle B hiicreleri, mast hiicreleri, T4-T8 ve makrofajlarda vardir®.

2.1.3. Kanabinoidlerin agonist ve antogonistleri

CB; ve CB; reseptorlerinin farkli agonist ve antogonistleri vardir. Farkli sayida ve
yapida ligandlar1 bulumaktadir. SR171416A, LY32035, AM251, AM281 CB;
antogonistleridir. SR144528, AM630, WIN56098, WIN54461 CB, antogonistleridir.
A® —THC, kanabidiol, HU210, CP55244, WIN55212 ise CB; ve CB; agonistleridir’.

Cesitli farmakop yasalarinda kanabinoid reseptor ligandlari, agonist, antogonist ve zit
agonist icerikli yasalar vardir. Bu ligandlar arasidonik asit tiirevleri, anandamid,
tehlikeli atiklar ve aminalkollerle iliskilidir®. Tedaviye uygun CB reseptor ligandlar
THC seklinde yakindan ilgili bilesikler bulunmaktadir. THC sistemi ile gelistirilmis ve
saflagtirtlmis klinik alanda kullanilan kanabinoidler vardir. Dronabinol ve nabilone
yapay olarak iiretilmistir. In vitro ve in vivo model ¢alismalarinda kanabinoid reseptor
agonistlerinin gelistirilmasi biiyiik 6nem kazanmustir. CB, agonistlerinin tedavi edici
giiciiniin oldugu heniiz tesbit edilmis degildir. Bu konudaki ¢alismalar giiniimiizde hizl

bir sekilde yapilmaya devam ediyorg.



2.1.4. Kanabinoidlerin emilimi ve dagilim

THC ve diger kanabinoidler hava yolundan ¢ok hizle emilme 6zelligine sahiptir. Cok
kisa zamanda etkisini gosterir. THC oral yolla da alinabilir. Emilimi sindirim sisteminde
daha farkli bir yol izler. Ince bagirsaktan kan kilcallarma ve oradan da kapitoplar
damarindan karacigere gecer. Burada metaboliz edilmesine bagli olarak etkisini daha

gec gosterme dzelligine sahiptir'®,

2.1.5. Kanabinoidlerin biyotransformasyonu ve eliminasyonu

Kanabinoidler solunum veya damardan alindiktan sonra en ¢ok 15dk da beyinde belli bi
deriglime ulasir. Bu zaman diliminde fizyolojik ve psikolojik etkileri baslar. Beyindeki
bu yogunluk dort saat i¢inde doruk noktaya ulagir. Bu doz-konsantrasyon etki iligkisine
ulastiktan sonra etkisini yavas yavas kaybetmeye baglar. Kanabinoidler plasentadan
anne kanma da gecebilme o6zelligine sahiptir. Eger dozlar cok sik alinirsa beyindeki
derigimi artar. Kan ve idarardan atilmalari uzun giinler alabilir. Ciinkii atilim1 yavas,
beyindeki miktar1 fazladir. Karacigerde metabolizmaya ugradigi zaman ana metaboliti

11-hidroksi-A°-THC dir**.

CB; ve CB; reseptor antogonistleri giiniimiizde zayiflama ilaglari, sigarabiraktirma,
obezite, depresyon ve intihar etme gibi rahatsizliklarda receteye yazilarak tedavi edici
olarak giivenle kullanilmaktadir. Endokanabinoidlerin diger bir fizyolojik etkisi de sinir
hiicrelerini korumasidir. Iskemi ve hipoksinin CSS’nde anormal glutamat artis1 sinir
hiicrelerine zarar vermesidir. Parkinson, damartikaniklig1 ve alzaymir gibi hastaliklarda
kroniklesen sinir hiicresi hasarinda rolii oldugu bilinmektedir. Kan basincinin azalmasi
ve oksijen radikallari ile hiicredeki hasari azaltici zellik gdsterir'?. Kanabinoidlerin

hafif bir giicii de sinir hiicreleri iizerinde toksik etki yapar.

Insanlarda bagimlilik yapan maddelerin 6diillendirici etkileri {izerindeki arastirmalar
hayvanlar ile yapialn calismalarda en uygun bulunan teknik kendine uygulama
yontemidir. Bu deney ¢alismasinda hayvanlar istemli kosullanma yolunu secerek kendi
kendilerine damarici ila¢ uygulamasi yapilmistir. Viicuda alinacak olan ilacin miktarini
hayvanin kendisinin belirlemesi saglanir. Sigara, alkol ve narkotik maddeler insanlarda
oldugu gibi hayvanlar tarafindan da siklikla alinma istegi olusturmustur. Hayvanlar bu

maddeleri uygun sartlar saglandig1 zaman kullanma tercihinde bulunmuslardir™.



Tablo 1: Kanabinoidlerin 6zet goriiniimii

No Ajan Etki Yorum

1 A’-THC CB;-CB; agonist Kanabisin psikoaktif bilesen

2 Kanabidiol Bilinmeyen etki Kanabisin nonpsikoaktif bilesen
3 anandamid CB; persiyel agonist TRPV1 baglar

4 2- AG CB;-CB; agonist Reseptorleri aktiflestirir

5 CP55940 CB;-CB; agonist Haliisinasyon

6 HU-210 CB;-CB; agonist Yiiksek potentli

7 HU-211 Etkisiz Noroprotektiftir

8 SR144528 CB; antogonist Ters agonist

9 AM251 CB; antogonist Hafiza

2.2. Iskemi reperfiizyon

Doku hiicrelerine kan tasiyan damarin herhangi bir nedenle tikanarak besin ve oksijen
iletiminin durmasina iskemi denir. Iskemi olayr hiicrelerde organik monomerlerin
azalmasina sebep olur ve oksijenli solunumla iiretilen ATP miktar1 azalir. Kan akiginin
tekrar saglanmasina da reperfiizyon denir. Bu durum hiicre ici aktif tasima olaylarini,
hiicre zarindan madde alis verisini zorlastirir ve hiicreye daha c¢ok kalsiyum, su girisi
gerceklesir. Sinir hiicrelerinde sodyum potasyum pompasi bozulmasi ile akson boyuca
iletilen uyartilarda gecikme olur. Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) hiicre i¢indeki derigimi
artmaya baglar. Doku hiicrelerine yeniden oksijen verilmeye baslandigi zaman ROS
cesitleri sayisi artar. Iskemi aym zamanda hiicre icindeki bazi enzimlerin sentezlenme

hizini artirken bazi enzim tiirevlerinin de tiretilmesini yavaslatir™**.



2.2.1. iskemi reperfiizyon hasari

Kisa zamanl iskemilerde doku hiicrelerinde fazla hasar olusmaz. Kopekler iizerinde
yapilan deney sonuglarina gore koroner kalp damarlarinda 15dk olusturulan iskeminin
geri donlisimli oldugu goriilmistiir. Eger iskeminin zamani 15dk iizerine c¢ikarsa
doniistimsiiz olarak doku hiicrelerine zarar verir. Kisa iskemi kalp damarlarinda
zayiflamaya neden oldugu kadar da uzun zamanli iskemilerde hiicrelerin 6lmesine
sebep olur. Reperfiizyon sirasinda doku veya hiicrelere yogun bir sekilde oksijen geldigi

icin geri doniisiimsiiz hasara yol agabilirm.

Akcigerlerde meydana gelen I/R hasari kalp akciger ve akciger tikali damarimin acgilmasi
sonrasinda daha sik goriilmektedir. Burada hasara neden olan baslica etkenler
makrofajlar, akyuvarlar ve endotel hiicreleridir'’. Akciger atar damarinda olusan
reperfiizyon sonrasinda goriilen akciger 6dem endotel hiicrelerinde damarda denge
bozulur. Bu bozulma zamanla NO miktarinin azalmasina sebep olur. Kandaki akyurav
sayisinin artmast durumu klinikte akcigerde iskeminin ardindan reperfiizyon ile
karsilagilmasi en énemli sorun olarak bilinmektedir®. Akcigerlerde gergeklestirilen
iskemi doku hasarimnin patalojik sonucuna gore burada iltihaplanmaya rastlanmistir.
Iskemiye bagli olusan akciger iltihaplanma ©Oncesi sitokinin miktar1 artmis ve
akyuvarlarin aktifleserek dokuya gectigi goriilmiistiir. I/R hasar1 sirasinda sitokinin
miktarinin artis1 makrofaj, notrofil ve lenfosit miktarlarin1 da dogru orantili bi sekilde
artirmistir.  Iskeminin gerceklesmesi makrofajlardan sitokinin salmimini  artirdig1
gorilmiis ve daha kisa zamanda reperfiizyon hasarini meydana getirmistir. T-
lenfositlerin aktiflesmesi ise reperfiizyon hasarini uzattigi kanitlanmistir. Adezyon
molekiillerinin de iskemi zamaninda akciger damarindaki endotel hiicrelerinde sayisin
attig1 goriilmistiir. Bu molekiillerden biri olan p-selektin, intraseliiler adezyon molekiilii
ve CD18 gibi molekiillerin reperfiizyon gergeklesirken etkisiz duruma getirilmeleri
akciger reperfiizyon hasarini azaltic1 rol oynadgi sounucuna varilmistir'®. /R hasar
diisiik sicaklikta normal oda sicakligina gore daha az olustugu bulunmustur. Diistik
sicaklik, doku ve hiicrelerdeki metabolizma hizini1 yavaslatir ve enzimlerin pasifize
olmasi sentezlenecek ATP miktarini azaltir. Deneylerde yapilan ¢aligmalarda akcigerler
genellikle diisiik sicakli bir siv1 iginde bekletilir. Akcigerlerin nakli yapilirken bu sivi
icinde bekletilmesi yapilacak islem i¢in faydali ama reperfiizyon sirasinda olusan doku
hasarmi engelleme durumu yoktur. Bu olaylar gerceklesirken hiicre i¢inde kalsiyum
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Akciger alveollerinde bulunan oksijen iskemi sirasinda hiicredeki oksijenli solunumun
devam etmesine katkida bulunur®. Akcigerde olusan iskemi ve hipoksinin sonucu
olarak oksidatif stresin birbirlerinden farkli oldugu kanisina varilmistir. Hipoksi
gerceklesirken hizli gerceklesen ATP molekiilii ATPaz enzimi tarafindan yikimi olusur.
Bu durumun sonucu olarakta hipoksantin iiriinii meydana gelmistir. Iskemi sonucu
olusan oksijenli solunumda ATP depolarmin tiikkenmesinden bagimsiz oksidan hasar

olustugu bulunmusturzz‘zg.

Diisiik sicaklik hiicredeki sodyum potasyum pompasinin da ¢alisma mekanizmasini
bozmaktadir®. Bunun sonucunda ise hiicre iginde Na® iyonu birikerek hiicrenin
sismesine neden olur. Hiicre dis1 ¢ozeltilerde bekletildigi zaman reperfiizyonun etkisi
sodyum-potasyum pompasinin daha az zarar gordiigi bilinmektedir®. Hiicre i¢inde Ca*?
iyonun artmasi nedeniyle diisiik sicaklikta Onemli bir sorunu ortaya g¢ikarmis ve
enzimlerin donligimii gergeklestigi i¢in mitokondride serbest radikallerin giiciiniin
artmasma neden olmustur. Diisiik sicaklikta bekletilen akcigerin reperfiizyonundan
sonra hiicrelerin intihar1 séz konusu olmustur. insan akcigerleri iizerinde yapilan
deneysel ¢aligma sonuclarma gore iki saatlik reperfiizyondan sonra hiicrelerin %30

oraninda intihar ettikleri sonucuna Var11m1$'[11'26.

2.2.2. iskemik 6nkosullanma

Iskemik &nkosullanma doku ve hiicrelerde kisa zamanli yapilan iskemi ve reperfiizyon
sonucunda daha uzun zamali iskemi olusturularak dokular tizarinde olusturulan hasarin
daha az goriilmesi durumdur. Iskemik kosullanma konusunda yapilan ilk ¢alisma 1986
yilinda Murry ve arkadaslar tarafindan kopek kalbinin miyokard tabakasinda
yap11m1§t1r27. Bu konudaki caligmalar her gegen giin gelistirilerek beyin, karaciger ve
kas hiicrelerinde de rahatlikla uygulanacagi goriilmiistiir. Iskemik ©nkosullanma
akcigerler tlizerinde ise koruyucu etki yapabilecegini kanitlayan caligmalar vardir®,
Iskemik énkosullamay: uyarabilmek igin yapilacak olan tekrarli iskemik ¢alismalar tiire
gore Ozel bi durumla kendisini belli eder. Memeliler sinifinda bulunan farkli tiir
canlilarin kalpleri ilizerinde yapilan bircok makaleler bulunmaktadir. Bu canlilarin
kalplerindeki koruyuculuk etkisi tavsanlarda 30dk yapilan reperfiizyondan sonra

biterken, si¢anlarda 1 saat ve kopeklerde 2 saat olarak belirlenmistir®.



Iskemi sirasinda kalpte NO miktar1 artis gostermekle kalbi reperfiizyondan korur ve
kalp krizini &nledigi hakkinda ¢aligmalar yapilmustir. iskemik 6nkosullanmada NO
kalbin miyokard tabakasini korudugu bilinmektedir®®. Akcigerlerde yapilan ilk iskemik
Onkosullanma ¢aligsmalarin1 Neely ve arkadaslar tarafindan kediler tizerinde yapilmastir.
Bu ¢alismada adenozin reseptor antogonistleri veya iskemik dnkosullanma 10dk iskemi
ve 10dk reperfiizyon yapilarak alveollerde gergeklesen hasart %60 oraninda azaltmistir.
Sicanlarin akcigerlerinde ise +4 derecede fizyolojik sivi igerisinde bekletilmis ve iskemi
sonucunda akciger doku hasarmi c¢ok azalmistir fakat dokulardaki gaz alis veris

dengesini tekrar saglamak miimkiin olmamustir®”.

In vivo yapilan ¢aligmada S5dk uygulanan iskemik 6n kosullanmanin ii¢ saatlik
iskemiden sonra akcigerlerde olusan bozuklugu tamir edebilecegi ¢alismasi yapilmistir.
Waldow ve arkadaslar1 I/R’den once solunum yolundan NO uygulamasi yapilmis ve
akciger atar damarindaki yiiksek tansiyonu ve oksijen derisimini, I/R hasarmi
azaltmistir®®. Antiaritmetik etkisi oldugu bulunan lidokainin post iskemik sican
akcigerinde yas/kuru akciger oranini, akciger atar damar kan basincini ve solunum yolu

basincini azaltici etkisi oldugu bilinmektedir®,

Iskemik &nkosullanmada etkisi oldugu diisiiniilen ve doku hasarmmi 6nleyen Katp
kanallarinin biiyiik rolii oldugu bilinmektedir. Akciger lizerinde yapilan bu calismalar
ise heniiz az sayidadir. Fukuse ve arkadaslari tarafindan Karp kanallarini agma
konusunda pinasidilin akcigerleri koruyucu soliisyona eklenmesi ile I/R hasarini
azaltmis ve yag peroksidi reperfiizyon sonrasi engelledigi goriilmiistiir. Bu galisma ayn1
zamanda oksijenli solunum mekanizmasinin devam ettigi hakkinda da bilgi vermistir.
Akcigerlerde gaz alig verisinin normal diizeyde devam ettigi ve akciger hiicre seklinin
korundugu doku bilimi olarak kamtlanmistir®®, Kalbin iskemik hos gorii aralig1 dogal ya
stimilasyon yolu ile hipoksi degisimine bagli olarak artmaya baslamistir. Sonug olarak
hipoksi ile yapilan uyum mekanizmalar1 ve iskemik 6n kosullanma arasinda belirgin bir
benzerlik olabilecegi disiiniilmiistir. Kalbin miyokardinda ve miyositlerinde
onkosullanma isleminin hipoksi yontemi ile de olusabileceginin farkina varilmistir.

Akcigerler iizerinde simdiye kadar boyle bi ¢alismanin yapildig1 heniiz gérﬁlmemistir?’s.
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2.3. Ince bagirsaklarin yapisi

Ince bagirsak mide ile birlestigi yerden (pilor) baslayarak karin boslugnu dolduran ve
hareket etme O6zelligine sahip ksindirim sistemini olusturan organlarimizdan biridir.
Kalin bagirsak ile birlestigi boliime c¢ekum adi verilir. Sindirim sonucu olusan
monomerler ve vitamin grublar1 burada bulunun mikrovilluslar tarafindan emilir ve kan
kilcallarina ya da lenf kilcallarina gegerek dolasim sistemine katilmig olurlar. 5-7m
uzunlugu ile sindirim kanalmin en uzun béliimiinii meydana getirir. Ince bagirsak
uzunlugu hayvanlarin beslenme gesitlerine gére degisken olma 6zelligine sahiptir. Otgul
beslenen hayvanlarin, bitkilerdeki seliiloz sindirimini gergeklestirmek i¢in daha uzun bir
bagirsak anatomisine uyum saglamislardir. Ince bagirsak duedonum, jejenum ve ileum

olmak {izere ti¢ boliimde incelenmistir36.

2.3.1. Duedonum

Pilordan baglayip yaklasik 30cm uzunlugunda, L, diizeyinde ve C seklinde olan liimenli
yapida olan bir organdir. Once L; seviyesinden baslar yukar1 dogru ¢ikip sonra gobek

kismina kadar inen bir yol izler*”. Duedonum dért béliimden olustugu sdylenmistir.
Pars stiperior, diger ad1 bulbus olan bu bélgesi duedonumun ilk araligidir.

Papilla duedonet, bu béliime karaciger ve pankreastan gelen sindirim kanallar1 baglanir.
Bu kanallarin i¢inde cesitli besinlerin sindirimini gergeklestiren sindirim enzimleri

bulunur.
Pars horizontal, L3 seviyesinde yerlesmistir.

Pars ascendes, duedonumun son boliimiidiir™®.

2.3.2. Jejenum ve ileum

Jejunum ve ileumu birbirinden ayiran net bir ¢izgi yoktur. Jejunum karin sol alt
tarafinda yerlesirken ileum ise sag alt tarafinda yerlesir. Bunlarin mezenter arterleri
periton denilen bir zarla koruyucu amagla drtiilmiistiir. ince bagirsak mezenteri sol {ist
kisimdan duedonuma, asgidan ise sag alt taraftan ¢gekuma baglanan 15¢cm uzunlugunda

olan kisimdir.
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Ince bagirsaginin tamamii karnin arka duvarma baglar ve karin bosluguna yelpaze
seklinde agilmistir. Burada peritondan meydana gelen yaprak seklindeki zarlar arasinda
atar, toplar, lenf, kilcal damarlar ve sinirler yerlesmistir39. Deudonum disinda kalan tiim
ince bagirsak damarlar1 siiperior mezentrik arterden (SMA) beslenir. SMA’dan ¢ikan
besleyici damarlar jejunum ve ileum kisimlaria gelince ikiye ayrilir. Bagirsak duvarina
mezentrik kenardan giren vasa rektalar kanlanmayi saglar. Vasa rektalar da kendi
aralarinda dallara ayrilir. Bagirsak duvarindan giren arterler icerde daha sik dallanma
yaparak doku hiicrelerini besin agisindan zenginlestirir. Bu arada venler de arterlere
eslik ederek iist mezenter veni dolasarak vena portaya dokiildiigii bilinmektedir. ince
bagirsaklarin calisma mekanizmasinda parasempatik sinirler uyarici etki yaparken

sempatik sinirler ise yavaslatici etki gésterir40.

2.3.3. Ince bagirsak iskemi/reperfiizyonu

Organik ve inorganik bilesiklerin yapisina en ¢ok katilan elementlerinden biridir.
Canlilarin oksijenli ve oksijensiz solunum yapmasiyla metabolizma hizini1 diizenleyici
gorev yaparlar. Katalaz ve oksidaz enzimleri organik olan besinleri inorganik besinlere
parcalar ve daha farkli bilesiklerin yapisina katilmalarina neden olur. Kendi yapisini
olusturan elementlerden yalniz oksijen molekiiliinii enzim gibi kullanarak canli doku
tizerinde yapmis oldugu belirti goriilmiistiir. Bu durumdan da anlasilacagi {izere
oksijenin hiicreler iizerinde degisik etkileri vardir*'. Iskemi sirasinda dokularda
depolanmis olan enerjinin bitmesi ile olusan kaskatlar olugsmaya baslar. Reperfiizyon
olaymnin baglamasi ile iskemi durumunda kaybedilen bazi durumlarin geri gelmesi ya da
dokulara giden yiiksek derisimdeki oksijenin verecegi hasar daha coktu r*2. ince bagirsak
I/R hasari en cok goriilen bir klinik vakasidir. Bu kansizligin temel nedeni ise SMA nin
tikanmas: ile gergeklesir. Bunun neticesinde dokular {izerinde olusan hasarin ¢ok daha
siddetli oldugu yapilan caligmalarla kanitlanmistir. Tromboz, emboli, tiimor, fibrotik
bant gibi damar i¢i ve damar dis1 yapilan uygulamalarla incebagirsaklarda iskemi
olusturmak miimkiindiir. Ayn1 zamanda damar i¢i tikanikligi olusturmayan diisiik
tansiyon da dokulara giden kanin akis hiz1 azalacagindan iskemiye sebep olma ihtimali
yﬁksektir43. Ince bagirsagin bazi1 béliimleri kalin bagirsaga gore daha az tekilenir. Kalin
bagirsakta goriilen iskemi ise inen kolon ve rektumda olusur. Buraya gelen arterlerin az

olmasindan kaynaklanan beslenme yetersizliginin az olmas1 neden olur*.
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2.3.4. Kilcal damarlardan doku sivisina protein kacisi

ACE (anjiyotensin doniistiiriicli enzim) inhibitorlerinin tedavide yaygin olarak
kullanilir, hafif 6ksiiriik ve sinir hiicrelerinde olusan 6demle yakindan iliskilidir. ACE
inhibitorlerinin zit etkisinin kininler iizerinde rol oynayisin1 giiniimiizde yapilan
caligmalar desteklemesine ragmen yapilan ayrintili incelemeler bu hipotezin
sorgulanmasina yol acmustir™.  Ozellikle ACE hava yolunda yavaglatict higbir
inflamator yanit alinmamasinin sebebi bilinmemektedir. Bu ylizden bu cevaplar her
hangibir nedenle iiretimis olabilir. Simdi yapilacak olan ¢aligmada farelerin sindirim ve
solunum sistemlerinde kininlerin olup olmadig: ile ilgili ACE inhibitorlerinin plazma
snizintisini artirmasina etkisinin varligi arastirilmistir. ACE inhibitorlerinin farkli
hacimleri farelerin trake borularinda, mide, pankreas, duodenum ve farkli dokularda
evans mavisinin sividaki degeri Olcililmiistiir. Burada yiiksek derecede baglanan
antagonist BK B, (bradykinin) ve NK; kullanilmistir. BK B; reseptor geni kodlanmis ve
fareler deneyinde kullanilmis, homolog bdlgelerdeki genin bozuldugu goriilmiistiir.
Monastral mavisi farlerin hiicre sivisinda belli bir bdlgede isaret verici olmustur.

Ratlarin plazma sivisinda kaptopril etkisi de 6grenilmis oldu®.

Evans mavisi damardan enjekte edildigi zaman plazma proteinlerine baglanir ve damar
icinde bu sekilde oldugu gibi kalir. Eger plazma s1zintis1 olursa evans mavisi dokudan
disartya ¢ikar. Bu nedenle evans mavisi doku igine sizarak plazma proteinlerini
isaretleyici olarak kullanilir. Evans mavisi albumine ise cok giiclii baglandigi i¢in
akciger hasarinda plazma proteinlarinin taninmasi i¢in kullanilmaya devam ediliyor.
Evans mavisi hayvanlara (30mg/kg) olacak sekilde abdominal veya penil veden verilir.
Akciger dokularinda miligram olarak tartilir ve i¢indeki evans mavi miktar dlciiliir ve

gerekli olan degerler bulunmus olur?’.

Astim doku hasarinda akciger dokusunun i¢ine kilcal damardan plazma proteinlerinin
sizimas1 onemli bir sonucu teskil eder. Dokularda biriken evans mavisinin 6l¢iilmesi ve
karsilagtirma yapilmasi plazma proteinleri sizintis1 ve proteinlere baglanmasi hakkinda
bilgi vermektedir. Ratlarda ovalbumin ile duyarlilastirilmis, kapsaisin ve ovalbuminin
damar i¢i verilmesi deneylerde yer almistir. Akciger dokusundaki kilcal damardan
sizintt olmasinin nedeni ovalbumin ya da kapsaisin oldugu sonucuna varilmstir.

Morfinin solunum yolundaki dokulardan plazma sizintisim durdurdugu goriilmiistiir*®,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Etik kurul izin yazis1

Bu calismaya iliskin, Diizce Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan

(DU-HADYEK) 2011/006 nolu etik kurul izni alinmistr.

3.1.2. Laboratuvar kosullar

Calismalarin tamami Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji ve Orman
Fakiiltesi Anabilim Dali laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calismamizda Tibbi
Farmakoloji ve Biyoteknoloji laboratuvarinda bulunan cihaz, teknik malzeme ve sarf

malzemeleri kullanilmistir.

3.1.2.1. Cihazlar ve teknik malzemeler
Hassas terazi (precisa)

Inkiibatér (niive)

Spektrofotometre (agilent 8453)
Spektrofotometre banyolari (101-QS)
Mikroklemp

Cerrahi aletler

1.V kaniil

Enjektorler

Buzdolab1 (profilo)

Cam tiip

Yayvan cam kaplar

Mikropipetler
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3.1.2.2. Standartlar ve kitler

AM1241 kanabinoid reseptdr agonisti Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan elde

edilmistir.
Evans blue dye fluka

Formamide sigma aldrich (ABD)

3.1.2.3. Kimyasallar

AM1241 (Sigma-Aldrich)
Anestezikler (ketamin ve ksilazin)
Heparin sodyum (Mustafa Nevzat Ilac)
Formamide (sigma-aldrich)

Evans blu dye fluke

3.1.2.4. Analizler

Akciger ve ileum dokularindaki kilcal damarlarda biriken evans mavisi konsantrasyonu
gruplarin ortalama hatasi (ng/mg ) olacak sekilde sonuclar elde edilmistir. Gruplar
arasinda olusan farkliliklar1 karsilastirma yaparken one-way analysis of variance
(ANOVA), ileum Kkarsilastirmada student-newman-keuls multiple comparions test,
akciger karsilagtirmada bonferroni multiple comparisons test ve graphpad programi ise
(P < 0,05) degerinde kullanilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Calismada kullanilan hayvanlar ve deney uygulamalari

Deneyde 18 adet (180 + 300Q) vistar albino disi sican kullanilmistir. Hayvanlar rastgele
3 gruba ayrilmistir. Deney hayvanlarinin tamami, ¢aligma boyunca 22 + 5 °C oda
isisinda, 12 saat aydinlik-karanlik dongilisii bulunan ortamda takip edilmistir.

Hayvanlarin su ve besin ihtiyag¢lari giinliik kargilanmastir.

Tablo 2: Deneyde kullanilan gruplar ve yapilan islemler

Grup Adi n sayisl Yapilan Islem

Sam-Kontrol | 6 Ip. Anestezi yapildi ve batin acilip kapatildi. 30dk iskemi
yapildi. Son 10dk abdominal venden (0.3ml) evans mavisi
verildi. 180dk reperfiizyon yapildi. SF ile dolasim sistemi

temizlendi. Akciger ve ileum dokular1 alinip tartildi.
Ip. Anestezi yapildi ve batin agilip kapandi. SMA mikro

/R 6
klemp ile bagland1 ve 30dk boyunca iskemi yapildi. Sonra

180dk reperfiizyon yapildi. Son 10dk (0.3ml) evans mavisi
verildi. Kalbin sol aortuna kaniille girilip SF ile
temizlendi(20ml). SF i¢ine heparin katildi(0.1ml). Akciger ve

ileumlarin tartilma islemi yapildu.

6 Ip. Anestezi yapildi ve batin acildi. AMI1241 agonisti
DMSO’da ¢oziildii(Smg/kg) ve abdominal venden (0.3ml)

I/R+CB,

Agonisti
hacimde verildi. 10dk beklenildi ve sonra mikroklemple 30dk

iskemi yapildi. Sonra 180dk reperfiizyon yapildi. Son 10dk
abdominal venden 0.3ml evans mavisi verildi. Kaniille aorta
girildikten sonra sol atrium kesildi ve (20ml)’lik SF ile
hayvanin kani ve dokularindaki evans mavisi temizlendi. En
son iglem olarak alinan dokular tartildi yaris1 (2ml)
formamide diger yaris1 da inkiibatére konuldu. iki giin sonra

tekrar dokular tartild.
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3.2.2. I/R modelinin olusturulmasi

Daha énce kullanilan yontemlerden faydalamlmustir™. Bu yonteme baktigimiz zaman
fareler iizerinde I/R hasari modeli olusturulmus. Ben de bu calismada daha onceki
caligmalar1 Olgii alip, sigcanlar {iizerinde plazma sizintisinin akciger ve ileum
dokularindaki miktarlarmi spektrofotometre (UV) cihazinda karsilastirdim. Kontrol
grubu tizerinde SMA mikroklemple baglandiktan sonra 30dk dokulara giden oksijen
miktarinin azalmasi ile doku hasar1 olusumu saglanmistir. Burada olusan doku hasri
180dk reperfiizyon yapilmasi ile dokularda olusan hasar boyutu ani oksijenlenme ile
daha da artirilmistir. Son 10dk’lik zaman dilimde ise evans mavisi abdominal venden
uygulama yapilarak sicanin dolasim sistemine girildikten sonra her tarafina yayilmasi
ile gerekli renk degisimi gergeklesmistir. Dokulara yeteri kadar evans mavisinin
geemesi icin 10dk beklenmistir. Bu asamadan hemen sonra sicanin gogilis kafesi
acilarak kalbin istiindeki koruyucu olan zar kesildikten sonra kalp ve akciger
bulunmustur. Hayvanin dolasim sistemindeki evans mavisini temizlemeye bilmek i¢in
kalbin ¢alisma durmu dikkate alinarak ince uclu kaniille birlikte kalbin sol karincik
boliimiinden aorta girilmistir. Bu ¢alisma sirasinda sicanin kalbi hala atiyordu. Heparinli
SF 20ml enjektor ile cok az miktarda verildikten sonra dolagim sistemine verilen sivinin
digar1 ¢ikabilmesi igin kalbin sag kulak¢i81 ince uglu makas ile kesilmistir. Istenilen kan
akis1 saglandiktan sonra heparinli SF yavas yavas verilmeye baslandi. Bu standartta
calisma devam ederken siganin biitiin dokular1 evans mavisinden temizlenmis oldu.
Sican yasamaya devam ettigi i¢in Oncelikle kalbi kesilerek oOldiiriilmistir. Bu
islemlerden sonra hayvani akciger ve ileumu hassas bir sekilde alimmistir. Ileumun ici
SF ile temizlenmis ve dokuya zarar vermemek igin gerekli énem verilmistir. [leumun
dis kismin1 saran yag dokular1 da temizlendikten sonra yaklasik olarak esit olacak
sekilde iki parcaya ayrilmistir. Bu doku parcalart havlu ile kurutulmus ve hassas

terazide tartilip, agirliklart mg olarak notdefterine yazilmis ve numarasi verilmistir.
3.2.3. Numunelerin hazirlanmasi

Sicanlardan hem akciger dokusu hem de ileum alinmistir. Sonra iki pargaya
boliinmiistiir. Bir parcasi agzi agik cam kaba konulmus ve kurumasi igin 48 saat
boyunca 60°C inkiibatére konululmustur. Diger parcasi ise (2ml) formamide bulunan
cam tlip i¢ine konulmus ve oda sicakliginda 48 saat bekletilmistir. Akciger dokusu da
yaklasik olarak esit olacak sekilde 2 parcaya ayrilmig ve havlu ile kurutulduktan sonra

hassas terazide tartilmistir. Sonuglar notdefterine yazilarak numara verilmistir.
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Akciger pargalarinin bir tanesi listli acik cam kaba konularak 48 saat boyunca kurumasi
icin 60°C sabit sicaklikta bulunan inkiibatére konulmustur. Diger parca ayni ileumda
oldugu gibi ( 2ml) formamide igeren cam tiipiin i¢ine konulmus ve oda sicakliginda 48
saat bekletilmistir. 48 saat sonra bu doku pargalar1 bulunduklar1 ortamlardan alinarak
hassas terazide tekrar tartilmis ve sonuclar notdefterine yazilmistir. Formamide i¢inde
bulunan doku pargalar1 tartilmadan once kurulanmig ve bu sekilde tartilma islemi

tamamlanmustir.

Akciger ve ileum doku parcalari tartildiktan sonra atilmistir. Formamidli sivilar ise UV
cihazinda 6l¢iilebilmesi i¢in formamidli standartlar1 hazirlanmistir. Cam tiipler i¢indeki
yas dokularin sivist mikropipetle alindiktan sonra UV kiivetlerine dolduruldu. Bu sivilar
ve standartlar lgiilmek iizere UV cihazina siralarma gére yerlestirilmistir. Oncelikle
bilgisayara standart bilgileri girilerek tanimlanmistir. Yapilan calismanin anlaml
olabilmasi igin gerkli olan kalibrasyon grafigi elde edilmis ve formamidli sivilar sirasina
gore okutulmustur. Alian UV degerleri yazilarak bilgisayar hesap tablosunda ilk ve
son durumlari hakkinda sonuglar elde edilmistir. SSP’ye veriler girilerek gruplar
arasinda homojen dagilim kontrol edilmistir. Bizim ic¢in gecerli olan SE ve SEM
degerleri 0.05 ya da bu degerden biiyiik olmas1 dikkate alinmistir. 2 grup olusturulmus

ve bunlar arasinda akciger ve ileum degerleri karsilastirilmistir.

NO,

AN
0

Sekil 1: AM1241 kanabiniod agonistinin molekiil yapisi.
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3.2.4. Spektrofotometrede evans mavisi 6l¢iimii

Isin demetinin i¢inde c¢esitli dalga boylar1 vardir. Bu isinlar saydam bir ortamdan
gegirilirse bazilarinin kayboldugu goriiliir. Bu duruma bilim dilinde 15181n absorbsiyonu
denir. Isilar emildigi zaman enerjilerini madenin atom ya da iyonlarina aktarir. Enerjiyi
emen atom vaya molekiillerin enerji diizeyleri yiikselir ve kisa zaman sonra tekrar geri
birakir. Eger 151n bir ¢ozeltiden gegiyorsa siddetini azaltir’®. Bu cihaz en ¢ok molekiiler
biyolojide kullanilir. Cozelti i¢indeki madde miktarinin ne kadar oldugunun
belirlenmesinde tercih edilir. Temel mantig1 ise ¢ozeltiden gegen spektrumlarin ne kadar
emildigine bakilir. Cozelti i¢indeki madde miktar1 ile emilen 151n dogru orantilidir.
Spektrofotometrenin baglica iki tane yapist vardir. Birincisi 151k kaynagi olan
spektrometre, ikincisi ise 151k dedektorii gorevini yerine getiren fotometredir. Bu

calismamda 620nm dalga boyu 151n1 kullanilmistir.

Inkiibator cihazinin ¢alisma sistemi ise; sogtmali (-10/60) 252lt, mikroprosesorlii,
dijital gostergeli, tip laboratuvarlarinda bakteriyolojik calismalarda, ilag ve gida
laboratuvarlarinda ise kulugka ve degisik amacli sicaklikllarin temin edilmesi i¢in ¢ok
amaclt kullanima miisait bir cihazdir. Cihazin 1siticalri kullanilan hacmin dis
yiizeyindedir ve sicakligin i¢ hacimde her tarafa homojen bir sekilde dagilmasini saglar.
Benim calismamda ise akciger ve ileum doku pargalari 48 saat boyunca sabit 60°C
sicaklikta kurutulmustur. Eger cihaz calisir durumda iken kapisi agilirsa i¢ sicaklik

diistligli icin uyar1 verme 6zelligine sahiptir.
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Resim 1: Abdominal venden evans mavisinin si¢ana verilmis durumu.
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Resim 2: SMA’nin mikroklemp ile baglanarak iskemi olusturulmasi.
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Resim 3: Kaniille kalbin aortuna girilerek SF ile sicanin dolasim sisteminin, evans mavisi ve kanin

temizlenmesi.
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Resim 4: Spektrofotometre (uv).

23



Resim 5: Deneyde kullanilan inkiibator
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4. BULGULAR

4.1. Kalibrasyon egrisi

Akciger-ileum dokularimin formamide i¢indeki derisim miktarlar1 standart verilerine
gore spektrofotometre cihazinda okutularak arasindaki kalibrasyon egrisi gecerli
aralikta bulunmustur. Giivenilir aralikta kullanilan formamide sivisindaki evans
miktarlar1t mg/ml olacak sekilde hesaplanmistir. Evans mavisi i¢in kalibrasyon egrisinin
denklemi y = 2,9478x degerinde bulunmustur. R? denklemin degeri 0,996 olarak

bulunmustur.

80
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40
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4.2. Tleum dokusunda protein kacis1 miktarlari

[leum dokusunda kilcal damardan doku sivisina gegen protein ve evans mavisi degerleri
sam-kontrol, I/R ve I/R + CB, Agonistinin gruplar arasinda karsilastirmali olarak
verilmistir. SMA’nin mikroklemp ile baglanmasi sonucu ileuma giden kan akisinin
yavaslamasi sonucunda dokularda oksijen ve besin miktariin da azalmasina neden
olmustur. Sam-kontrol grubu ile /R gurubu arasindaki farkin yiiksek olmasinin sebebi

doku hasarinin artigina bagl olarak kilcal damar gecirgenliginin artmasidir.
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Sekil 2: ileum dokusunda protein Kkacisi. /R grubu ile sam-kontrol grubu
karsilastirmasi(*P <0,05), [/R+CB2 Agonist grubu ile I/R grubu karsilastirmasi (P
<0,01).

Deney hayvanlarina abdominal venden 0.3ml evans mavisi verilip 10dk bekletilmistir.
Doku sivisinin igindeki evans mavisi spektrofotometre ile ng/mg olacak sekilde
dl¢iilmiistiir. Sam-kontrol grubunda standart grub ortalamasi 59.40 + 13.08 ( P <
0.05), I/R grubunda 108.80 + 18.18 ns(P > 0.05), I/R + CB, Agonisti grubunda ise bu;
33.20 + 7.26 (*P< 0.05) degerleri bulunmustur. Agonist, akciger dokusunda gostermis
oldugu etkiyi ileumda da evans mavisinin proteinlere baglanmasi ile ayni sonuca
varilmistir. /R + CB, Agonisti ileum dokusunda hasar olmasina ragmen kilcal
damardan doku sivisina protein gegisini azalttigi sonucuna ulasilmistir. Akciger ve
ileum dokularindan protein sizint1 miktarlar1 birbirinden farkli oldugu tesbit edilmistir.
Agonistin hasar verme durumuna gore birakacagi etki doku cesitlerine gore degistigi

sonucuna varmak mumbkinddr.
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4.3. Akciger dokusunda protein kagis1 miktarlari

Akciger dokusunda protein kagisinin miktart karsilastirmali olarak verilmistir. Kontrol
grubu ile I/R grubu arasinda evans mavisinin kilcal damarlarda proteinlere ne kadar

baglandig1 ve doku sivisina gegisi hakkinda bilgi verir.
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Sekil 3: Akciger dokusunda protein kagis1. *I/R grubu ile sam-kontrol grubu
karsilastirmas1 (**P <0,001). I/R+CB2 Agonist grubu ile I/R grubu karsilastirmas: (*#P
<0,05).

Deney hayvanlarina abdominal venden (0.3ml) evans mavisi uygulamasi yapilmistir.
Sam grubu ile I/R gurubu arasinda goriilen belirgin fark; iskemi zamanin artirilmast ile
akcigerde olusan doku hasari artirilarak evans mavisinin sizint1 i¢ine daha ¢ok gectigi
gorilmiistiir. Sam gurubunda oOlcililen evans mavisi miktarina ortalamanin standart
hatas1 eklenmistir. Sam-kontrol 32.20 + 4.78 (s.e.m), I/R 257.20 =+ 52.57, I/R+CB;
Agonist 125.40 + 24.03 (P <0,05) sonuclart bulunmustur. Sam grubuna yapilan
islemler ayni sartlarda I/R gurubuna da yapilmistir. Dokularda kan ve oksijen miktarmin

30dk azalmasi hiicrelere ulasacak olan besin ve oksijen miktarini azaltmistir.
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180dk reperfiizyon yapilmasit ve hiicrelere ulasan oksijen yogunlugundaki artig
dokulardaki hasar boyutunu artirmistir. Buna bagli olarak doku sivisina gecen evans
mavisinin artis1 proteinlerin evans mavisine baglanmalar1 sonucunda I/R durumunda

evans mavisi miktar yiiksek ¢ikmustir.

I/R ve I/R + CB, Agonist arasindaki fark ise agonistin proteinleri tutup, protein ve evans
mavisinin doku sivisina gecisini azalttig1 gériiliir. ilag, DMSO’da ¢oziilerek (5Smg/kg)
abdominal venden ( 0.3ml) uygulandi ve 10dk beklenmistir. Agonist bu zaman
diliminde kan dolasimi ile biitiin doku ve organlara yayilmasi saglanmistir. Normal
sartlar altinda sam gurubundan daha yiliksek degerde olmasi beklenirdi. Agonist ayni
zamanda doku hasarinin artign1 engelledigi sonucuna varilmistir. Bu karsilastirmada ise

(*P < 0,05) degerinde bulunmustur.

28



5. TARTISMA

Bu ¢alismanin amaci; siganlarda deneysel iskemi/reperfiizyon hasari modelinde, kilcal
damarlardan dokuya protein sizmasini ve CB; agonisti olan AM1241’in protein sizmasi
lizerindeki etkisini arastirmaktir. Bu amag icin evans mavisi kullanild1 ve I/R ile hem
barsak ileum dokusunda ve hem de uzak organda gergeklesen hasar1 degerlendirmek
icin akciger dokusunda plazma proteinlerinin damar disina ¢ikisi spektrofotometre ile

sleiildi.

Kenevir bitkisi uzun yillardan beri hem bilinci degistirdigi hem de rahatlatici olarak
kullanilan bir bitki tiiridiir. Bu bitkinin yaprak, ¢icek ve reginesin de kanabinoid
cesitleri vardir. Giinlimiizde bu bagimlilik yapici maddeler esrar olarak kullanilmaya
devam etmektedir’. Kanabinoidlerin ¢ok sayida ve farkli yapilarda agonist ve antogonist
reseptorlerinin oldugu giiniimiizde yapilan bilimsel ¢alismalar neticesinde varliklari
tesbit edilmektedir. Bazi kanabinoidlerin reseptdrleri ise reaksiyonu yavaslatict 6zellikte
oldugu kanitlanmistir. Kanabinoid reseptorleri genis kapsamli olarak CB; ve CB; adi
altinda toplanmistir’. Yukarida adi gegen bu reseptdrlerin antogonistleri giintimiizde
baz1 hastaliklarin tedavisinde kullanildigr goriilmektedir. Zayiflama ilaclari, sigara
biraktirma, sismanlik ve depresyon gibi hastaliklarda doktorlar gézetiminde recete ile
satilmaktadir. Kanabinoidlerin molekiil yapilar1 tetrahidrokanabinole benzedikleri ve
reseptOrlerinin aktif aldugu biliniyor. Degisik sicaklik kanabinoid reseptdrlerini
pasiflestirebilme 6zellgine sahiptir. THC nin rolii lenfositlerde ve biyolojik bagisiklik
sistemindeki bozucu etkisinin sonuglart genis yer kaplamlstlrso. Cevresel sinir sistemi
sayesinde CB; reseptorlerinin agr1 tlizerindeki etkisi tam olarak anlagilmamistir.
AM1241 agonistinin bolgesel ve kan dolasim sistemine uygulanmasi sonucu WDR sinir
hiicrelerindeki C-lifinde meydana gelen hasari engellemistir>. AM1241 ayrica deride
keratinden opioid ve endorfinin ¢evresel sistemden serbest birakilarak dogal uyarici gibi
salgilanabilmektedir®>. Kronik hasardan sonra AM1241 beta endorfini serbest
biraktirma konusunda ayni bolgesel uyarict etkiyi yapip yapmadigr konusunda hasari

hafifletici esik degerinin ne oldugu saptanmustir.
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Omurilik patoloji incelemelerin de ise CB; mRNA’nin iiretmis oldugu agriya rastlayan
aktiflesmis mikroglialarin yardimiyla olmustur®®. Bu zamana kadar yapilan ¢alismalarda
kanabinoid agonist ve antogonist yerel uygulamalarda hiicrelerde olusan hasar hakkinda

dokularin karsilastirmali olarak ¢alismalari yap11m15t1r54.

I/R calismalarma bakildiginda akciger dokusundaki miyeloperoksidaz aktivasyonu
evans mavisinin bazal seviyesi spektrofotometre 460nm dalga boyunda 6lgiilmiis, sam
kontrol grubu ile /R grubu arasinda karsilastirma yapilmasi sonucu akciger dokusunda
evans miktarinin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda
CB, agonisti ile karaciger dokusunda ve diger dokularda I/R hasarma karsi koruyucu
ozellige sahip oldugu bilimsel ¢alismalar sonucu bulunmustur®. Astim sonucu hava
yollarinda meydana gelen bozulmanin 6nemli bir etkisi akciger dokusunda plazma
proteinlerinin kilcal damardan sizmasidir. Dokularda birikmis evans mavisi, proteinlere
baglanmis durumlart plazma sizintis1 Olcililmiis ve degerlendirilmistir. Siganlarda
ovalbumin ve kapsasin modeli ile yapilan deneyler bize kilcaldar damarlardan akciger
dokusuna protein sizintis1 oldugunu gostermistir. Ovalbumin ve kapsasin sicanlarda
damar i¢inden uygulanmistir. Kilcal damar sizintis1 akciger hava yollarinda trake, brong
ve alveollerde yeterli miktarda rastlanmistir. Akcigere verilen morfinin dozu artirildigi
zaman kilcal damardan sizintinin yavasladigi gérﬁlmﬁstiir%. Ovalbumin miktari
10mg/kg’dan 30mg/kg seviyesine ¢ikarildigi zaman kilcal damar yapisim1 bozdugu ve
histamin gecisini artirmistir. Opioid reseptorleri insan ve hayvanlarin hava yoluna
bolgesel olarak uygulanmustir. Barsak, bobrek, beyin ve karacigerde yapilan I/R
deneyleri gilinlimiizde klinikte ¢ok sik rastlanan dolagim sistemi bozulmalarini anlatan
bircok I/R modelleri vardir. Enalapril ve farkli dozlarda kaptoprilin damardan verilmesi
ile farelerin trakesinde etkisi evans mavisi Ol¢lilmiistiir. Bu ilaglar reperflizyondan 15dk
once verilmistir. Istatistik analiz sonucu her bir grubun karsilastirilmas1 ana degerler ile
standart hata (P<0.05) c¢cikmistir. Evans mavisi damardan uygulanmadan 5dk once
kaptopril (2.5mg/kg) verilmistir. Evans mavisinden 25dk 6nce kaptopril uygulanmis ve
plazma sizintisinda artis olmustur. Kaptoprilin etkisini arttkmak i¢in reperfiizyondan
15dk 6nce (0.5mg/kg) dozunda verilmis ve farenin trakesinde evans mavisi artiginin
olmadig1 goriilmiistiir. Birgok bilim adamlar1 I/R hasarinda kanabinoidlerin bdbrekler
iizerinde koruyu etkisini arastirmiglar. I/R serumdaki kreatinin bdbrek malondialdehid

ve nitrik oksit seviyelerinin artisina neden oldugu ispatlanmistir.
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Kanabinoidler I/R hasarinda gerceklesen kotii olglarm, biyokimyasal tepkimeleri
olumlu yonde diizeltmistir. Patoloji sonuclarma bakildiginda kanabinoid agonistinin
doku bozulmasini engelledigi belirtilmistir. Kanabidiol, bagisiklik sisteminde etkili olan
TNF ve nitrik oksit derecesini onemli Ol¢lide azaltmistir. Kanabinoidlerin yapisal

ozelliklerinden dolay1 doku hasarina karst koruyucu ilag gibi kullamlabilir®”.

Sigan Ince barsak ve akciger dokusunda I/R hasar1 modeli olusturulmustur. Bu
calismada sicanlar 3 gruba ayrilmistir. Kontrol, I/R ve I/R+CB; reseptdr agonistidir.
Akciger ve ileum dokularinda evans mavisi miktarina bagl olarak kilcal damarlardan
doku sivisina protein kacist hakkinda o6nemli derecede bulgular elde edilmistir.
Sicanlardan alinan dokular hassas terazide tartilmis ve iki pargaya ayrilmistir. Bu
pargalardan biri oda sicakliginda formamide (2ml) igine, digeri ise 60° C’lik inkiibatore
konulmuslar ve 48 saat bekletildi. Sonra aradaki agirlik kaybimi bulmak i¢in tekrar
tartildi. Formamide igindeki doku parcalar1 atildiktan sonra, dokulardan formamide
gecen evans mavisi spektrofotometre cihazinda Olgiilerek miktarlart bulundu. Her
grupta 30dk iskemi, 180dk reperfiizyon ve 10dk evans mavisi (0.3ml) uygulamasi
yapilmigtir. Son gruba digerlerinden farkli olarak CB, agonisti olan AM1241 (0.3ml)
abdominal venden verilmistir. Bulgulara bakildigi zaman, hem akciger hem de
ileumdaki doku hasarlarmin ve protein kagismin farkli olduklari gériildii. I/R isleminden
once verilen AM1241’in doku hasarint azaltmistir (P<0.05). Buna bagl olarak damar
disina ¢ikan proteine bagli evans mavisi miktarinda dikkate de§er azalma olmustur.
Gelecekte kanabinoidlerin doku hasarin1 azaltici etkisi dikkate alinarak bir¢ok
hastaliklarda ilac olarak kullanilabilir. Damar disina sizan protein miktarini azalttigi ig¢in
kanin ozmotik basincinin daha dengeli olmasini saglayan etken madde gibi gérev almasi
s0z konusudur. Siganlarin akciger ve ileum dokusunda 6lgiilen evans mavisi degerleri
arasmnda anlaml farklar goriildii. Sam- kontrol ve I/R gruplari arasinda (32.20 + 4.74,
59.40 + 13.08) P<0.01, I/R ve I/R + CB; Agonisti gruplar1 arasinda (125.40 + 24.03,
33.20 + 7.26) P<0.05, Sam-kontrol ve I/R + CB2 Agonisti gruplari arasinda ise (257.20
+ 52.57, 108.80 + 18.18) P>0.05 anlaml1 fark olusmadi.
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