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OZET

Ratlarda ovaryum iskemi/reperfiizyon hasarina kars1 CB2 agonistinin koruyucu
etkisi

Amag: Ovaryum iskemi/reperfiizyon hasari, kadinlarda adet baslangicindan menopoza
kadar olan donemde olusan akut batin olgularindandir ve bu hasarin en sik
nedenlerinden biri over torsiyonudur. Tedavi edilmedigi durumlarda yumurtaliklara
giden kan akiminin azalmasma bagli olarak nekroz gelisebilir ve hatta organ
fonksiyonunu vyitirebilir. Tezin amacit over torsiyon hasarinda kannabinoidlerin
koruyucu etkisini degerlendirmek, sican overlerinde deneysel iskemi/reperfiizyon
hasarinda CB2 reseptdriiniin roliiniin olup olmadigini aragtirmaktir.
Materiyal ve metot: Bu calismada 28 adet disi wistar sican kullanildi. Siganlar sam
kontrol grubu, iskemi/reperfiizyon grubu, CB2 agonist+iskemi/reperfiizyon grubu, CB2
agonist+antagonist+iskemi/reperfiizyon grubu ve iskemi/reperfiizyon+dimetilsiilfoksit
grubu olarak 5’¢ ayrildi. Siganlarin over dokusu alindi. Doku 6rneklerinde MDA, GSH,
TNF-a ve IL-1p seviyeleri 6lgiildii. Bu seviyeler sam kontrol grubu ile karsilastirildi.
Bulgular: Sam kontrole gore (823,33+206,56, pg/ml) I/R grubunda (3066,67+381,66,
pg/ml) serum TNF-ao seviyesinin arttigi goriildii. Agonist ovaryum I/R hasarini, serum
TNF-a agisindan azaltti (1434,67+400,91, pg/ml).

IL-1PB seviyesi agisindan sam grubu (7,11£1,87, pg/g) ile I/R grubu (15,73+3,23,
pg/g) karsilagtirildiginda farkliliklar bulunmustur (P<0,001). Agonist grup (8,92+1,33,
pg/g) ile antagonist grup (13,01£2,45, pg/g) karsilastirildiginda sonug istatistiksel
anlaml1 bulundu (P=0,046).

MDA seviyesi sam grubu ile I/R grubunda karsilastirildiginda, I/R’nin MDA
seviyesinde artisa neden oldugu (swrasiyla; 77,66+12,28, 109,06£11,04, nmol/g,
P=0,010), CB2 agonistinin (86,50+16,32, nmol/g) MDA seviyesinde azalmaya neden
oldugu bulunmustur. Agonistin etkisi antagonistin etkisinden (99,11+£5,07, nmol/g,
P=0,39) etkilenmemistir.

I/R grubu (24,51£6,06, mg/100 ml, 0,56+0,25, umol/g) ve sam kontrol grubu
(38,06+5,08, mg/100 ml, 1,33+0,07, umol/g) GSH diizeyi agisindan karsilastirildiginda,
serum ve dokuda GSH seviyelerinin azaldigi bulundu.

Sonug¢: CB2 reseptorii ovaryum iskemi reperfiizyon hasarinda tedaviyi destekleyebilir.

Anahtar kelimeler: CB2 reseptorii, Iskemi/reperfiizyon hasari, Over, Sican
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ABSTRACT
Protective effect of CB2 agonist against ovarian ischemia/reperfusion injury in rats

Aim: Ovarian ischemia/reperfusion injury is one of the cases of acute abdomen during
reproductive period in women and one of the most common causes is ovarian torsion. If
left untreated, necrosis may develop due to decreased blood flow to the ovaries and the
organ may lose function. The aim of thesis is to evaluate the protective effect of
cannabinoids in ovarian torsion injury and to investigate the role of CB2 receptor in
experimental ischemia/reperfusion injury in rat ovaries.

Material and method: In this study, 28 female wistar rats were used. The rats were
divided into 5 groups as sham control group, ischemia / reperfusion group, CB2
agonist+ischemia reperfusion group, CB2 agonist+antagonist+ischemia/reperfusion
group and ischemia/reperfusion+dimethylsulfoxide group. Ovarian tissue removed.
MDA, GSH, TNF-a and IL-1p levels were measured in tissue parts. These levels were
compared to sham control group.

Results: I/R group (3066,67+381,66, pg/ml) compared to sham control (823,334+206,56,
pg/ml) serum TNF-a levels increased. Agonist reduced ovarian I/R damage as to serum
TNF-o (1434,67+400,91, pg/ml).

Differences were found when I/R group was compared to sham group (P<0,001)
according to IL-1pB level. When agonist group (8,92+1,33, pg/g) and antagonist group
(13,01£2,45, pg/g) were compared, the result was statistically significant (P=0,046).

When the MDA level was compared to sham group (77,66+12,28, nmol/g) and
I/R group (109,06+11,04, nmol/g), it was found that I/R caused an increase in MDA
level and CB2 agonist (86,50+16,32, nmol/g) was found to cause a decrease in MDA
level. The effect of agonist was not affected by the antagonist (99,11£5,07, nmol/g,
P=0,39).

When I/R group (24,51£6,06, mg/100 ml, 0,56+0,25, pumol/g) and sham control
group (38,06+5,08, mg/100 ml, 1,33+0,07, umol/g) were compared in terms of GSH
levels, GSH levels were found to be decreased in serum and tissue.

Conclusion: CB2 receptor may support treatment of ischemia reperfusion injury in
ovary.

Keywords: CB2 receptor, Ischemia/Reperfusion injury, Ovary, Rat
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
ADP: Adenozin difosfat

AC: Adenilat siklaz

AEA: Anandamide

AMP: Adenozin monofosfat

ATP: Adenozin trifosfat

Ca: Kalsiyum

CBI1: Kannabinoid tip 1 reseptor
CB2: Kannabinoid tip 2 reseptor
DMSO: Dimetilsiilfoksit

DTNB: Ellman reaktifi

D9-THC: Delta 9-tetrahidrokannabinol
eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz
ET: Endotel

Fe+2: +2 degerlikli demir

g: Gram

GSH: Glutatyon

H202: Hidrojen peroksit

IL-1B: interlokin-1pB

IL-6: Interlokin-6

IP: Intraperitonal

I/R: iskemi/reperfiizyon

K: Potasyum

MAPK: Mitojenle etkilesen protein kinazi
MDA: Malondialdehit

mg: Miligram

mL: Mililitre

MSS: Merkezi sinir sistemi

ug: Mikrogram

uL: Mikrolitre

umol: Mikromol

Na: Sodyum

NADA: N-arasidonil dopamin
NADPH: Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
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nm: Nanometre

nmol: Nanomol

NO: Nitrik oksit

02: Oksijen

O2-: Siiperoksit anyonu

OAE: Virodamin

OH: Hidroksit anyonu

PKA: Protein kinaz-A

pg: Piktogram

PMNL: Polimorfontikleer l6kositler
ROT: Reaktif oksijen tiirleri

SOD: Siiperoksit dismutaz

Sp: Tiirler

TBA: Tiyobarbutirik asit

TCA: Trikloro asetik asit

TNF-a: Timor oldiirticti faktor- o
VGCC: Voltaj duyarl kalsiyum kanali
XO: Ksantin oksidaz
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1. GIRIS

Ovaryumu besleyen damarlarda iskemi gelisimi 6zellikle geng kizlarda kisirliga
sebep olmasi ve psikolojik problemlere yol agmasindan dolay1 diinyadaki ciddi saglik
problemlerindendir. Over kistleri, gebelik, polikistik over sendromu ve over arterinin
gecici veya kalici tikanmasi iskemiye neden olabilir. Ancak en yaygin patolojik durum
over torsiyonudur. Eger duruma yeterince hizli ve uygun tibbi ve cerrahi miidahale
edilirse tireme yetenegi korunabilir (1).

Over torsiyonu jinekoloji kliniginde acil bir durumdur. Ureme déneminde tani
konuldugunda o6zellikle énemlidir. Iskemi/reperfiizyon hasart yumurtalik dokularina
zarar verebilir ve yumurtalik rezervini azaltabilir. Bu sebeple tani siiresi dnemlidir.
Ancak tani genellikle biraz zaman alir ¢iinkii spesifik semptomlari yoktur (1). Ek
olarak, kanin tekrar dokuya ulasimi over dokusunun iskemik hasarini azaltabilir ancak
aym zamanda reperfiizyon hasarma neden olabilir. Iskemi uzadiginda, iliskili hiicre
hasar1 geri doniisiimsiiz hale gelir (2). Iskemi sirasinda ATP iiretimi azalir ve glikoliz
baslar. ATP seviyesinin diismesi, sodyum-potasyum pompa kanalinin iglevini bozar ve
daha sonra hiicre i¢ine su girisiyle plazmolize neden olur. Eger iskemi devam ederse,
hiicreler hiicre zar1 hasar1 gibi geri doniisli olmayan bir asamaya ilerler. Bu asamada,
mitokondride siddetli sisme goriiliir ve durum genellikle nekrozla sonuglanir. Iskemik
dokudaki kanlanmayi eski haline getirmek, geri doniisiimlii asamada hiicrelerin geri
kazanilmasini saglar. Ancak bu durum reperfiizyon hasarma sebep olur (3). Iskemik
dokularin tekrar oksijenlenmesi, stiperoksit anyonlar: dahil olmak iizere hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikalleri (-OH) gibi reaktif oksijen tiirlerinin iretimine
sebep olur. Olusan reaktif oksijenler fosfolipitlere ve hiicre zarimin proteinlerine zarar
verir. ATP'de azalmaya neden olur ve sonugta hiicre Oliimiine yol agabilen
mitokondriyal gecirgenligi arttirir (4).

Damar gegirgenliginde inflamasyonla indiiklenen gelismeler endotelyal
hiicrelerde absorbe edebileceginden fazla sivinin birikmesiyle sonuclanir (5).
Kannabinoid agonistleri iizerinde yapilan c¢ok c¢esitli arastirmalar, kannabinoid
agaonistlerinin antinosiseptif ve anti-inflamatuar etkileri oldugu bulunmustur. Bunlarin
ozellikle de periferde bulunan kannabinoid 2 (CB2) reseptorleri araciligiyla anti-6dem
ve anti-eksravazasyon etkilerine aracilik ettigi bulunmustur (6).

Over iskemi/reperfiizyon modelinde ovaryum torsiyon hasarmi Onlemek

amaciyla deneysel olarak tadalafil (7), ghrellin (3), ¢esitli antioksidanlar (4), Vaccinium
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myrtillus ekstrati (8), nar ¢ekirdegi yagi (1), gingko biloba ekstrati (9), curcumin (10) ve
magnezyum (11) kullanilmistir. Ancak kannabinoidler bu amagcla hi¢ kullanilmamustir.
Anti-inflamatuar etkilerinden dolay1 kannabinoidlerin bu amagla kullanilmasi teoride

mantikli gériilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. OVARYUM
2.1.1. Ovaryum Embriyolojisi

Overin olusumunda, yolk kesesinden koken alan germ hiicreleri, iirogenital
katlantidan gelen germinal epitel hiicreleri ve mezensimal hiicreler yer alir. Germ
hiicreleri oositleri meydana getirir. Germinal epitel oositleri ¢evreleyen graniiloza
hiicrelerini meydana getirir. Mezensimal doku graniiloza hiicrelerini saran teka
hiicrelerini meydana getirir. Gonadlar baslangicta bir c¢ift olarak, ¢6lomik epitelin
proliferasyonu ve altindaki mezensim dokunun c¢ogalmasi ile olusmus genital ve
gonadal kabariklik seklinde olusurlar (12). 6. haftaya kadar bu kabarikliklar i¢inde germ
hiicreleri bulunmaz. Insan embriyosun erken gelisim siirecinde primordiyal germ
hiicreleri yolk kesesinin allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda
olusur. Bu hiicreler son barsagin mezenteri boyunca ilerleyerek 5. haftanin baginda
birincil gonadlara ulasir. 6. haftada ise genital kabarikliklara yerlesirler (13). Germ
hiicreleri gonadlarin over ve testise farklilagsmasinda rol alir. Primordiyal germ
hiicrelerinin birincil gonadlara ulasma asamasinda, genital kabarikliktaki ¢olomik epitel
prolifere olur ve epitel hiicrelerin altindaki mezensim igine girerler. Boylece primitif
cinsiyet kordonlari denilen sekilsiz kordonlar1 olustururlar. Bu kordonlar yiizey epiteline
baghidir ve bu donemde cinsiyet ayirt edilemez. Bu gonad farklilagmamis gonaddir. Bu
asamadan sonra disi gonadin yiizey epiteli, erkeklerdekinin aksine ¢ogalmaya devam
eder. Yedinci haftada bu epitellerden yiizeye yakin kalmaya devam eden kortikal
kordonlar adi verilen ikincil kordonlar gelisir. XX cinsiyet kromozomuna sahip bir
embriyoda gonadin mediiller kordonlar1 kiigiilir ve kortikal kordonlar gelisir.
Onaltinc1 haftada bu kordonlarin her biri bir veya daha ¢ok sayidaki birincil germ
hiicresini iceren bagimsiz hiicre topluluklarina doniisiirler. Germ hiicreleri 15. haftaya
kadar ¢ogalir ve dncelikle oogoniaya daha sonra da birincil oositlere doniistirler. Ayni
donemde yiizey epitelinden asagiya giden ve germ hiicrelerini ¢evreleyen epitel
hiicrelerinden de folikiil hiicreleri meydana gelir. Gonadotropinlerin etkisiyle genisleyen

folikiiller 36. gebelik haftasinda over1 tamamen doldurur (14).



2.1.2. Ovaryum anatomisi

Ovaryumlar diside pelvis duvarina yaslanmis bir ¢ift organdir. Pembemsi beyaz
renkli, boyu yaklagik 3 cm, eni 1,5 cm ve kalinligi 1 cm olan, 4-8 gram agirliginda
elipse benzer yapilardir. Ovaryumlar hilus bdlgesinden mezovaryum ile uterusun genis
ligamentinin arkasina tutunurlar. Ustten ligamentum suspensory ovary aracihigi ile
pelvik duvara, alttan ligamentum ovary ile uterusa baglanmislardir (13). Ovulasyonun
basladig1 ergenlik donemine kadar {izeri diizdiir. Ovulasyon basladiktan sonra ise
tizerinde girinti ve ¢ikintilar olusur. Menopoz sonrasi {lizeri yine diizlesir (15)

Ovaryumlar ligamentlerdeki damarlarla kanlanir (16). Ovaryumlarin esas kan
damar1 abdominal aortanin kollarindan olan ovaryan arterdir. Ovaryan arter ligament
icinde ilerleyerek mesovaryuma gelir. Sekil 1’ de goriildiigii gibi (17), ovaryumun
kanlanmasin1 saglayan bir diger damar uterin arterin ovaryan dali olan ramus
ovaricusdur. Mezovaryumda, ovaryumlara kan getiren ramus ovaricus ile ovaryan arter
bir arada dallanir. Bu hallerine helisin arter denilir. Arterler yumurtaligin kabugunda
pleksus meydana getirir. Bu pleksustan dagilan kilcal damar ag1 folikiillerin etrafini

sarar (15).
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2.1.3. Adneksiyal torsiyon

Adneksin, overin ya da nadir olarak fallopi tiipliniin tek basina,
infundibulopelvik ve tubaovaryan ligamentin kendi ekseni etrafinda en az tam bir tur
donmesi adneksiyal torsiyon olarak adlandirilir. Adneksin torsiyonu sonucu dokuda
iskemi meydana gelir. Infundibulopelvik ligamentin igersindeki ovaryan damarlarin
torsiyonu ile meydana gelen venoz ve lenfatik engel, yumurtalik parankiminin masif
konjesyonuna ve hemorajik infarktina neden olur. Over torsiyonundan hemen sonra
olusan arteriyel engel ise kangren ve hemorajik nekroza sebep olur. Olusan bu iskemi
tedavi edilmediginde overin, fallopi tiipiiniin ve tiim adneksin nekrozuna sebep olabilir.
Bu durum fertilitenin bozulmasina sebep olur. Daha az siklikla da adneksiyal torsiyon,
pelvik tromboflebit ve ciddi peritonit gibi 6liimciil komplikasyonlara sebep olabilir (18).
Adneksiyal torsiyon jinekolojik cerrahi acillerin  %3’iinii olusturmakla beraber
kadinlarda akut abdominal agrinin 6nemli bir nedenidir (18). Adneksiyal torsiyon
kadinlarda herhangi bir yasta goriilebilmekle beraber daha siklikla menopoz &ncesi
donemde goriiliir ve adnekslerdeki bir agirlik artisit torsiyonun olusma riskini arttirir
(19). Eriskinlerde adneksiyal torsiyonun en sik rastlanan nedeni benign Kistik
teratomdur. Over kanseri ve endometriozis gibi inflamatuar kitleler nadiren torsiyone
olur (18). Ciinkii malign over tiimorler gevre dokuya invaze olmasi ve adhezyonlar
olusturmasi sebebiyle benign over tiimorlerine gore daha az torsiyone olurlar (20).
Cocuklarda ise adneksiyal torsiyon olgularinda en sik rastlananlar benign kistik teratom,
hemorajik kist veya folikiiler kist olmakla birlikte daha az olarak paratubal kist, Kist
adenom ve hidrosalpinks de goriiliir (21). Paratubal Kistler, tiipiin tek basina ya da tiim
adneksin birlikte torsiyone olmasina neden olabilir. Hematosalpinks, hidrosalpinks ve
tubal ektopik gebelik de izole tiip torsiyonu yapabilir (22). Yeni dogan doneminde ise
maternal hormonal uyar1 nedeniyle ikincil olarak gelisen kistler genellikle kendiliginden
geriler fakat nadiren adneksiyal torsiyona neden olabilir ve hatta klinigi sessiz
oldugundan over nekroze olarak otoamputasyona gidebilir (23). Adneksial torsiyon ani

bebek 6liim sendromunun nedenlerinden sayilmistir (24).

Sag ovaryan ligamentin sola gore daha uzun olmasi, sol adneksin sigmoid
kolona yakinlig1 ve dar bir alanda mobilize olamamasi nedenleri ile sag taraf sol tarafa
gore adneksiyal torsiyon olgularindan daha fazla etkilenir (25).

Adneksiyal torsiyonun belirtileri nonspesifiktir ve laboratuvar veya radyolojik
tanida belirgin bir bulgu olmadigindan laparoskopi veya laparotomi yapilarak torsiyon

durumunun goriilmesi ile kesin tan1 konulur (26).



Over torsiyonu sonucu nekroze olmus over dokusunda tedavi net degildir.
Cerrahi olarak ooforektomi uygulanmakla birlikte, detorsiyon ile koruyucu tedavi son
yillarda daha fazla onerilmektedir. Torsiyon olgularinda siddetli hasar olsa bile iskemi
cok uzamadigi siirece ovaryum fonksiyonlart korunur. Ciinkii overin kanlanmasi
ovaryan arter ya da uterin arter sayesinde az miktarda olsa da bir siire devam etmektedir.
Bundan dolay1 erken tan1 ve miidahale ile overde olusabilecek doniisiimsiiz hasarin
Oniine gec¢ilmesi gerekmektedir. Bu durumda ilk yapilmasi gereken cerrahi miidahale ile
detorsiyonu saglamaktir. Ancak adnekslerin detorsiyonu overlerda reperfiizyona bagl
olarak bazi problemlere neden olur (27). Overin yeniden kanlanmasi overlerde I/R
hasar1 yaratir (2). I/R hasarim1 engellemek i¢in ¢esitli anti-inflamatuar ve antioksidan
tedaviler denenmis ve denenmeye devam edilmektedir (3). Ovaryan dokuyu koruyucu
tedavi yaklasimlar1 lireme yeteneginin devami i¢in gereklidir (28). Primer folikiillerin
bulundugu bolge detorsiyonun ardindan en son hasar goren yer oldugundan malign
olmayan olgularda, {ireme yetenegi korunmak isteniyorsa konservatif tedavi énemlidir
ve konservatif tedavi uygulanan ¢ogu olguda normal folikiil gelisimi gozlenmistir (29).
2.2. ISKEMI-REPERFUZYON HASARI

2.2.1. iskemi

Dokulara gelen kan akiminin azalmasi veya tamamen kesilmesi sonucu doku
veya organlarin oksijenden yoksun kalmasina bagli ortaya ¢ikan patolojik degisikliklere
iskemik hasar denilmektedir (30). Kan akiminin azalmasi sonucu dokuya ulasan oksijen
de azalacagindan hiicrelerde ATP, adenozin, fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfatlarin
tilketimi artar. Boylece hiicrelerin enerji depolart bosalir ve hiicre membraninda bulunan
iyon pompalar1 etkisiz hale gelir. iyon pompalari inhibe oldugundan hiicre i¢i sodyum
ve kalsiyum konsantrasyonu artar. Hiicre i¢inde sodyumun artmasi pasif difiizyon ile
hiicre igine su girisine ve hiicrenin sismesine sebep olur. Iskemi sirasinda ATP {iretimi
durur, fakat kullanimi devam eder ve sirasi ile ADP, AMP, adenozin, inozin ve
hipoksantin olusur. Sitozolik proteazlar ise hiicre i¢i kalsiyum artis1 ile aktive olur ve
hiicre i¢i hipoksantin dehidrogenaz enzimini ksantin oksidaza (XO) doniistiiriir (31).
Iskemi olmadif1 siirece aerobik metabolizmada hipoksantinin ksantin dehidrojenazla
olan metabolizmasinda nikotinamid adenin diniikleotid kullanildig1 i¢in ksantin oksidaz
olusmaz (32). Ancak iskemi uzadikg¢a olusan ksantin oksidaz, hiicrede geri doniisiimsiiz

hasarlara sebep olabilir (33).
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2.2.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon dokunun yeniden kanlanmasi olarak tanimlanmaktadir. Iskemi
sonrast yapilmasi gereken; gecikmeden reperfiizyonu saglamak olmalidir. Ancak
reperfiizyon sonrasi dokunun yeniden oksijenlenmesi paradoksal olarak reperfiizyon
hasarina sebep olmaktadir. Bu hasar iskemik hasara gore daha ¢ok patolojiktir (33).

Bu iki hasarin hiicrede birlesmesi litaratiirde iskemi/ reperfiizyon (I/R) hasari
olarak tanimlanmaktadir. I/R hasar1 birbirleriyle iliskili, karmasik, hiicresel ve humoral
olaylar serisidir. I/R hasarinin fizyopatolojisinden baslica sorumlu dort faktor vardir;
serbest oksijen radikalleri, polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), kompleman sistemi ve
endotel hiicre. Bu dort faktor de reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumundan
sorumludur (34). I/R hasar1 sonrasi ortamda ROT olarak siiperoksit, hidroksit, peroksit,
nitrik oksit, alkoksi, triklorometil, thiyl, fenildiazin, demir ve bakir radikalleri ve radikal
olmayan hidrojen peroksit, singlet oksijen ve peroksinitrit reaktif olarak olusur (30, 31,
33). Iskemi esnasinda olusan XO reperfiizyonla gelen O2’yi kullanarak hiicrede birikmis
olan hipoksantini ksantine doniigtiiriir ve asirt ROT olusumuna da neden olur.
Peroksinitrit, siiperoksit anyonu (O2 ), hidrojen peroksit (H202), hipoklorik asit ve
hidroksil radikalleri (-OH) bu ROT’lar1 olusturur. Olusan bu reaktif oksijenler oldukc¢a
kolay sekilde hiicre unsurlariyla reaksiyona girebilir ve patolojik degisimlere sebep olur
(30).

ISKEMI

ATP— ADP. AMP .ADENOZIN INOZIN . HIPOKSANTIN

K=santin Dehidrogenaz Ksantin oksidaz
Cat2 02
Kalsiyum bagimh KSANTIN
Proteinaz aktivasponu 02-
H20 H202 0z
KATALAZ S00
02-
Fes+d o
- |Fent -egksiy . .
enton reaksyonu {RIK ASIT
OH S
REPERFUZYOM

Sekil 3

Iskemi-reperfiizyon hasarinda ksantin oksidaz aracil reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu.



ROT olusumundan sorumlu bir diger neden endotel hiicreler ve reperfiizyonla
bolgeye gelen inflamatuar hiicreler arasindaki etkilesimlerdir. I/R sirasinda dokuya
inflamatuar hiicrelerce salinan pro-inflamatuar mediyatorler, polimorfoniikleer
l6kositlerin bolgeye migrasyonuna ve adhezyonuna yol agar (31). Aktive olmus
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) ROT iiretiminden sorumludur. PMNL oksidan
etkili NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz gibi enzimler tasir.
Miyeloperoksidaz enzimi kloriir iyonlarinin varliginda hidrojen peroksidi hipoklorik
aside indirger. Hipoklorik asit giiglii bir reaktiftir ve hiicredeki bir¢cok yapiyla
reaksiyona girerek cesitli patolojilere sebep olur (30). Ayrica PMNL’den salinan IL-1,
IL-6, IL-12, IFNy ve TNFa gibi sitokin ve kemokinler ile elastaz ve kollejenaz gibi
proteazlar bolgeye daha fazla inflamatuar hiicre toplanmasina ve daha fazla ROT
tiretimine yol agar (35). Ayrica PMNL damar i¢inde hiicre toplulugu olusturarak ve aktif
trombositlerle endotele yapisarak mikrovaskiiler tikanmalara sebep olur (36).

Kompleman sisteminin aktivasyonuna endotel hiicrelerinin islevini kaybetmesi
neden olmakla birlikte, bu sistem 16kosit aktivasyonu ve kemotaksis uyarimiyla birlikte
proinflamatuar sitokin liretimini de uyararak inflamatuar yanitin siddetini arttirir (37).

I/R hasarinda nitrik oksit (-NO) de ROT iiretiminden sorumlu reaktif bir
radikaldir. Hiicrede normalde endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimi tarafindan
cok az miktarda tretilir ve vazodilatasyon, diiz kaslarda gevseme, 10kosit adhezyonunu
engelleyici, trombosit fonksiyonlar1 ve hiicre i¢i sinyal iletiminde diizenleyici rol oynar
(36). I/R de ortamda artan siiperoksit endojen olarak bulunan -NO ile reaksiyona girerek
oldukga reaktif ve potansiyel olarak toksik peroksinitrit (-ONOO) ve nitrojen trioksit
(N203) olusumunu sebep olur ve -NO’in koruyucu etkilerinin azalmasina sebep olur
(34). Ciinkii normalde endotelin (ET) ve nitrik oksit (-NO) endotel tarafindan
sentezlenip hemostazdan sorumludur. Reperfiizyonda denge bozulur ve sonucunda
arteriyel vazokonstriksiyon ile venoz vazodilatasyon meydana gelir (36).

Olusan ROT’lar en ¢ok lipit peroksidasyonuyla membran lipitlerine zarar verir.
Lipit peroksidasyonuyla, membran {izerinde bulunan poliansatiire yag asitleri okside
olur. O2, -OH, H202 ve demir iyonlar1 lipit peroksidasyonunu baglatan onemli
radikallerdir. Lipit peroksidasyonunda ilk asamada yag asidi olusur ve olusan yag asidi
oksitlenerek peroksil radikalini olusturur. Lipit peroksil radikalleri diger ¢oklu
doymamis yag asidi molekiillerinden hidrojen atomlarini ¢ikararak yeni reaksiyonlari
baglatirlar ve son {irlin olarak malondialdehit (MDA) olusur. Bu nedenle oksidatif

durumun gostergesi olarak MDA yaygin kullanilir. Olusan MDA toksik olup membran
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yapisal ve fonksiyonel zarar verecek yikimlara sebep olabilir (38). MDA membran
komponentlerinin polimerizasyonunu degistirerek ve c¢apraz baglanmalarina sebep
olarak i¢ membran Ozelligini degistirir. Ayrica hiicre ¢ekirdeginin zarindan difiize
olarak DNA iizerinde mutajenik etki gosterir (39).

Proteinler ROT’lara yaglara gére daha dayaniklilardir. Ancak doymamis bag ve
stilfiir igeren proteinler reaktiflerle kolayca etkilesime girerler. Yine karbonhidratlarin

proteinlere baglanmalari, proteinleri ROT lara daha duyarli kilar (40).

2.3. KANNABINOIDLER

Kannabinoid reseptorlere baglanan ligandlara kannabinoidler denmektedir.
Kannabinoidler endojen ve eksojen kaynakli olabilir. Endojen olanlar dogal olarak insan
ve hayvan viicudunda sentezlenebilir. Hayvansal dokudan elde edilen ilk
endokannabinoid anandamide (AEA) 1992 yilinda domuz beyninden izole edilmistir.
Bilinen diger endokannabinoidler ise; virodamin (OAE), 2-arasidonil gliserol (2-AG),
N-arasidonil dopamin (NADA) ve 2-arasidonil gliserol eter’dir. Endokannobinoid
medyatorler spesifik uyariya cevaben hiicre membraninda lipit prekiirsorlerinden
sentezlenirler ve salinirlar (40).

Eksojen kannabinoidler ise fitokannabinoidler ve sentetik kannabinoidlerdir.
Fitokannabinoidler Cannabis sp. (Cannabis indica, Cannabis sativa ve Cannabis
ruderalis) tarafindan iiretilirler. Lif ve tohumu i¢in iiretilen Cannabis sativa esrar veya
marijuana olarak bilinir. C. sativa, istahsizlik, kusma, karin agrisi, mide bagirsak
yangisi, ishal, bagirsak yangisi ve diyabetik gastroparezis (mide bosalma gii¢liigli) gibi
hastalik ve semptomlarin tedavisinde kullanilir (41). Cannabis sp. nin ana aktif maddesi
A9-tetrahidrokannabinol (D9-THC), iki tip kannabinoid membran reseptériinii aktive
eder. Bunlar CB1 ve CB2 reseptorleridir (42).

Sentetik kannabinoidler ise endokannabinoidler ve fitokannabinoidlerden 6rnek
almarak  meydana  getirilen  analoglardir.  Fakat baz1  yeni  bilesikler
endokannabinoidlerden ve fitokannabinoidlerden yapisal olarak farklidir. Siklikla
kullanilan sentetik kannabioidler dronabinol, nabilone, rimonabant, JWH-018, JWH-
133, dimetilheptilpiren, HU-210 ve WIN 55,212-2"dir (40).

Biitiin bu kannabinoidler kannabinoid reseptdrleri ile baglandiklarinda ¢esitli

biyolojik cevaplar olustururlar.
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2.3.1. Kannabinoidlerin fizyolojik etkileri

Insanda kannabinoid alim sekline gore iki tip etki gdzlemlenir. Akut alimda kalp
atim hizinda artma, konjonktival kizariklik, fiziksel giicte azama, istahta ve yiyecek
aliminda artma gibi birtakim akut fizyolojik etkilere yol agar. Marijuhananin insanlar
tizerindeki subjektif etkileri; heyecanlanma ve fikir ugusmasi, duyularin azalmasi,
zaman ve mekan kavramlarinin bozulmasi, duygulanim bozukluklari, illiizyonlar ve
haliisinasyonlar seklinde ortaya ¢ikar. Bu etkiler alkol ile beraber alindiginda
belirginlesir (43). Hayvan calismalarinda kanabinoidler ‘etki tetradi’ adi verilen,
azalmis spontan aktivite, analjezi, azalmis rektal 1s1 ve rijit immobilite (katalepsi)’yi
iceren bazi davranis parametrelerini degistirir. Bu farmakolojik etkiler kanabimimetik
aktivitenin gostergesi olarak bilinir (44).

Kronik alimda ise solunum sistemi {izerinde kronik bronsit benzeri semptomlar
ortaya ¢ikarmaktadir (6ksiiriik, balgam, soluklanmada hisirt1 vs.). Uzun siireli maruziyet
ayrica solunum sistemi kanserlerinin insidansini da artirmaktadir (42). Immiin sistem
tizerinde rodentlerde hiicresel ve humoral immiiniteyi bozar ve enfeksiyonlara direnci
diistiriir. Ancak hayvanlarda bu etkiler ¢ok yiiksek dozlarda olustugundan insanlarda bu
bulgularin gegerli olup olmadig1 bilinmemektedir. Ureme sistemi iizerinde hayvanlarda

uzun stireli yiiksek dozda D9-THC kullanim1 diisiik testosteron sekresyonu, bozulmus
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sperm iiretimi ve motilitesi, bozulmus ovulatuar siklus ile sonuglanir (43). Gebelikte
marijuhana kullanimi ise diisiik dogum agirligi, ileri donemde davranigsal ve gelisimsel
bozukluklar ile sonuglanir (42). Davranigsal olarak kannabinoid kullanan adolesanlarda
diger bagimlilik yapicti madde kullanim sikliginin  da artti§i  gOsterilmistir.
Kanabinoidler hafiza, dikkat ve bir¢ok kognitif fonksiyonda kullanim siiresiyle orantili
olarak bozulmalara yol agmaktadir (44). Hayvanlar ve insanlar D9-THC’un tekrarlayan
dozlarinda subjektif ve kardiyovaskiiler etkilerine tolerans gelistirirler. Maddenin ani
kesilmesi ile yoksunluk sendromu gelistigi bildirilmistir. Yine uzun siireli kullanimda
konfiizyon, amnezi, deliisyon, halliisinasyon, anksiyete ve ajitasyon bildirilmistir.

Ayrica kanabinoidlerin sizofreniyi siddetlendirebildigi de bilinmektedir (43).

2.3.2. Kannabinoid sistem ve reseptorleri

Onceleri hidrofobik olmasmdan dolay1, 6nceleri D9-THC’in farmakolojik
etkilerini tamamen hilicre membranlarini nonspesifik yolla gecerek ve membranla
baglantili enzimleri uyararak veya inhibe ederek ya da iyon kanallarini degistirerek
ortaya c¢ikardigr dislintiliyordu (45). Ancak D9-THC’in etkilerinin stereoselektif
oldugunun anlasilmasiyla bu hipotez kismen gecerliligini kaybetti. Daha sonra D9-
THC’in ve diger kanabinoid bilesiklerinin etki ettigi spesifik kanabinoid reseptorlerinin
varligi kanitlandi. Bu membran reseptoriiniin kesfi endokannabinoid sistem olarak
adlandirilan yeni bir endojen yolagin anlasilmasini saglamistir. Endokannabinoid sistem
kannabinoid reseptorler, endokannabinoidler ve onlarin sentezi ve inaktivasyonlarinda
gorevli proteinlerden meydana gelmektedir. Endokannabinoidler, kannabinoid
reseptorler aracilifiyla onlarmn aktivitelerini arttirirlar (42). Kanabinoidlerin bugiin
bilinen 2 tip reseptorii vardir; CB1 ve CB2. Bu reseptdrler yedi hidrofobik
transmembran bolgesi, bir ekstraseliller N-terminali ve bir intraseliiler C-terminali
iceren karakteristik G proteini ile eslesmis reseptor yapisina sahiptirler (46).

Hem CBI1 hem CB2 reseptorleri inhibitér G proteinleri (Gi/o) ile eslesmis, G
protein aracili reseptorler ailesine aittir (47). Her iki tip reseptor de hiicre diizeyinde
adenilat siklazi inhibe edip, mitojenle etkilesen protein kinazi (MAPK) aktive ederken,
CBI1 reseptorleri ayrica presinaptik N ve P/Q tipi Ca+2 kanallarmi inhibe edip, ice
akiml rektifiye edici K+ kanallarin1 aktive ederler. MSS’de CBI1 reseptorleri
bulunurken, periferde hem CB1 hem de CB2 reseptorleri bulunur. Bu nedenle
kanabinoidlerin santral etkilerinden yalnizca CB1’in, periferik etkilerinden ise daha gok

CB2’nin sorumlu oldugu sanilmaktadir (48).
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[k tanimlanan reseptdr CB1 reseptoriidiir. Bu reseptér hem MSS’de hem de
periferik dokularda bulunan spesifik, yiiksek afiniteli kannabinoid baglanma alanidir.
CB1’in merkezi sinir sisteminde dagilimi gamma-aminobutirik asit ve glutamat-iyon
kanallar ile iligkilidir. CB1, sinyal gegislerinin noéromodiilasyonunda gorev alir ve
GABA-erjik ve glutamaterjik ndronlarin iizerinde presinaptik bolgede lokalize
olmustur. Beyinde bu alanlarda homojen olarak dagilmazlar; 6zellikle hareketin
kontrolii, duyu algilanmasi, biling ve kisa siireli hafizadan sorumlu alanlar (serebral
korteks ve hipokampus) ile motor fonksiyon ve hareketten sorumlu alanlarda (bazal
ganglionlar ve serebellum) en yogun oranlarda bulunurlar. MSS disinda kalp, akciger,
sindirim sistemi, karaciger, bobrekiistii bezi, idrar kesesi, plesenta, uterus, ovarium,
testis, deri ve yag doku gibi periferik dokularda bulunurlar. Ayrica, CB1 gevresel sinir
sonlarinda ve damar endotelyumunda bulunurlar. Spesifik kanabinoid CB1 baglanma
alanlar1 igeren insan ve hayvan dokulari ayrica reseptor proteinini kodlayan cDNA ve
mRNA igerirler. CB1 reseptor geni 6. kromozomun ql4- q15 bolgelerinde bulunur ve
faredeki CB1 reseptér geni 4. kromozomun proksimalinde, insandaki 6q genlerinin
homologlarina yakin bulunur (48). Eriskin rat beyninde CBI reseptor ekspresyonu
normal kosullarda stabildir. Ancak kannabinoid reseptorleri degisen kosullara adapte
olabilirler. Adaptasyon 0zellikle kannabinoid toleransi gelisiminde, gelisme ve
yaslanmada, norolojik bozukluklarda (huntington hastaligi, parkinson hastaligi, serebral
iskemi, noropatik agri, sizofreni vs.) gozlenir. CBI1 reseptorlerinin ¢ogu presinaptik
noronlarda yer alirlar. Ayrica noronlarda oldugu kadar astrositlerde de bulunurlar.
Astrositlerde CB1 aktivasyonu beyne enerji saglayan glukoz oksidasyonu ve
ketogenezin artmasiyla sonuglanir (49).

Ikinci bir tip kannabinoid reseptoriin varligmi gosteren genetik materyal ilk
olarak 1993’te elde edilmistir. Bu CB2 reseptoriiniin sadece MSS disinda bulundugu
tespit edilmistir. CB2 reseptorleri kan hiicreleri ve immdiin sistemde bulunur (6zellikle B
hiicreleri, mast hiicreleri, T4-T8 hiicreleri, natural killer hiicreler ve makrofajlar). CB2
reseptOriiniin aktivasyonu (Gi/o proteininin alt birimi iizerinden ) adenilat siklaz1 inhibe
eder ve sonucta bir ¢esit protein kinaz aktive olur. CB1 reseptorlerinin aksine CB2
reseptori Q tipi Ca+2 kanallar1 veya i¢ce akimli rektifiye edici K+ kanallari ile eslesmez.
CB2 geni kromozom 1 (1p36,11) iizerinde lokalize olur. CB2 reseptor mRNAsi1, hem
prenatal hem de postnatal hayatta saptanmistir. CB2 immun sistem ile iliskili olan
dokularda eksprese edildigi i¢in bu reseptdrler immunokannabinoid sistem reseptor

olarak da isimlendirilir (48). Ayrica yapilan yeni ¢alismalarda CB1-CB2 reseptorleri
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olmayan farelerde kannabinoid aktivitesine dair farmakolojik kanitlar elde edilmesi
heniiz klonlanmamis kannabinoid reseptorlerinin varligina isaret etmektedir (50).

Kannabinoidler tarafindan aktive edilen farkli reseptorler de tespit edilmistir.
GPR-55, GPR-18 ve GPR-119 kannabinoid ligandlar ile etkilesebilen ve CB1/CB2
disindaki mekanizmalar1 aktive edebilen iki varsayilan reseptordiir. GPR-55 c¢esitli
kannabinoidler tarafindan aktive edildigi rapor edilmistir (50). Ancak, GPR-18 endojen
AEA ig¢in bir reseptordiir (51). Bu reseptorlerin tam rolii bilinmemekle birlikte,
caligmalar GPR-55’in kardiovaskiiler sistem, inflamasyon ve agrida Onemli
olabilecegini bildirmektedir (50, 51). Kannabinoidler i¢in bir diger hedef TRPV-1"dir ve
TRPV-1 bir¢ok yangisal medyator, kapsaisin ve endokannabinoid tarafindan aktive
edilebilir (52, 53).

Genel olarak klasik kannabinoid reseptorleri olan CBl1 ve CB2, Gi/o
proteinlerine kanonik olarak baglanan G protein kenetli (GPCR) reseptdrlerdir. Bu
nedenle CB1, CB2 reseptorlerinin etkisiyle adenilat siklazin aktivitesinde azalmaya,
Ca+2 kanallarinin inaktivasyonuna ve ige akimli rektifiye edici K+ kanallarinin ters
yonlii calisarak disar1 K+ atimina sebep olur. Bunlar norotransmiter saliminin
inhibisyonu ile iliskili sinyal iletim sistemleridir. Adenilat siklazin (AC) inhibisyonu
Ga’1n aktivasyonu ile gerceklesir (Gao’dan dolay: aracili sinyallerle). Aktivasyon Py alt
birimlerinin birlesip a¢iga cikmasindan dolayr voltaj duyarli kalsiyum kanallarinin
(VGCC) inhibisyonu ile sonuglanir. Ayrica CB2 reseptorleri CB1 reseptorlerine gore By
alt birimleri vasitasiyla iyonlarin yer degisiminde etkisizdir. PKA inhibisyonuna ek
olarak CB1 ve CB2 reseptor sinyalleri niikleer transkripsiyon faktorlerini ve sonug
olarak gen ekspresyonunu diizenleyen MAPK’nin aktivasyonunun azalmasina sebep
olur. GPR-18 Gi/o proteinlerine baglanir oysa GPR-55 Gau2/13 aracili intraseliiler Ca+2
artist ile iligkilidir (51). Sekil 5’te bu reseptdrler ve hiicre i¢i yolaklari gosterilmistir.

Endokannabinoid sistem inflamatuvar hastaliklarda, kanser tiirlerinde,
metabolik, kardiovaskiiler, gastrointestinal hastaliklarda ve {rogenital sistem
hastaliklarinda umut veren yeni bir terapdtik hedef olarak ortaya c¢ikmis ve

kannabinoidler bu alanda ¢alisilmaktadir (5, 6, 46, 49, 41, 48, 53).
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Kannabinoid reseptorleri ve intraseliiler tepkimeleri
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kimyasallar
Bu ¢alismada kullanilan AM 1241, AM630 ve DMSO Sigma’dan alinmistir.

3.2. Hayvanlar

Deneyde toplam 28 adet disi Wistar-albino sican kullanild1 (200-250 g
agirhiginda). Etik Kurul Belgesinin Adiyaman Universitesi Etik Kurulu tarafindan
sertifikalandirilmasinin ardindan (2018/024), her grupta 5-6 hayvan olacak sekilde
rastgele 5 gruba ayrildi. Oda sicakliginda (22+2°C), 12 saat aydinlik: 12 saat karanlik
dongiisiinde tutuldu ve ticari sican yemi ve musluk suyu ile beslendi. Cerrahi

operasyonlardan bir gece dnce ag birakildilar ve su igmeleri sinirlandirilmadi.

3.3. iskemi ve reperfiizyonun yapilmasi ve grup adlandirmalar

Grup 1. Sam kontrol Grubu: Sicanlar 50 mg/kg IP ketamin ve 5 mg/kg IP
xylazine ile uyutulduktan sonra alt karin bolgesine yaklasik 2 cm cerrahi kesi yapildi.
Her iki over, uterus boynuzlar1 ve adneks 1 dakika boyunca gézlendi ve daha sonra
karin duvart 3-0 ipek dikislerle kapatildi. 3 saatlik bir siire sonra tekrar cerrahi
operasyon uygulandi ve her iki yumurtalik cerrahi olarak c¢ikartildi. Serum sitokin
seviyeleri 6l¢iimii icin kan alindi.

Grup 2. iskemi/reperfiizyon Grubu: Sicanlar 50 mg/kg IP ketamin ve 5 mg/kg
IP xylazine ile uyutulduktan sonra alt karin bolgesine yaklasik 2 cm cerrahi kesi yapildi
ve her iki over, uterus boynuzlar1 ve adneks 30 dakika boyunca klemp ile kapatildi. 2,5
saatlik reperflizyonun ardindan tekrar cerrahi operasyon uygulandi ve her iki yumurtalik
cerrahi olarak ¢ikartildi.

Grup 3. CB2 agonist+iskemi/reperfiizyon Grubu: CB2 agonisti operasyondan
3 giin dnceden baslayarak giinde 3 mg/kg dozda IP olarak verildi. 3. uygulamanimn
ardindan siganlar anesteziye alindi ve Grup 2’deki islemler uygulandi.

Grup 4. CB2 antagonist+Agonist+Iskemi/reperfiizyon: CB2 antagonisti ve
agonisti 10 dakika arayla operasyondan 3 giin dnceden baslayarak giinde sirasiyla 1
mg/kg ve 3 mg/kg dozda IP olarak verildi ve grup 2’ deki islemler uyguland.

Grup 5. Iskemi/reperfiizyon+DMSO (CB2 agonist ve antagonist ¢6zmek
amaciyla): DMSO operasyondan 3 giin 6nceden baslayarak giinde 0,5 ml IP olarak

verildi ve grup 2’deki islemler uygulandi.
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3.4. Orneklerin toplanmasi
Over dokusu +4 C derecedeki serum fizyolojik ile yikandiktan ve kurutulduktan
sonra tartildi. Tartim sonrast 4 pargaya boliindiikten sonra ependorf tiipleri igine

konuldu ve incelenene kadar —86 C derecede saklandi.

3.5. Doku ve serum sitokin seviyelerin él¢iimii

Ovaryum dokusu ve serumdaki TNF-a ve IL-1B seviyeleri, tireticilerin kitlerine
gore ELISA yontemi ile Olcilildii (Thermo Fisher Scientefic, Inc). Bu islem 2 kez
gergeklestirildi. Sonuglar pg /ml serum ve pg/g doku olarak ifade edildi.

3.6. Malondialdehit (MDA) ol¢iimleri

Ovaryum dokularinda lipit peroksit seviyeleri, MDA konsantrasyonlari olarak,
daha once tarif edilen yonteme gore Olgiildii (54). Kisaca, doku ornekleri bir buz
banyosunda homojenize edildi, bir buz banyosunda, bir ultrasonik doku
homojenlestiricisi ile g doku basmna 10 ml %10 TCA ilave edilerek soguk TCA
homojenlestirildi. Homojen doku 15 dakika boyunca 3000 g santrifiijden sonra, 500 pl
siipernatan esit hacimde %0.67 TBA ile karistirilmig ve 15 dakika boyunca 100°C' a
1sitilmigtir. Numunelerin absorbsiyonlari daha sonra 535 nm'de spektrofotometrik olarak

Olciilmiistlir. Her deney iki defa yapildi.
3.7. Glutatyon (GSH) seviye ol¢iimii

Ovaryum dokusu numunelerinin GSH igerikleri, modifiye Elman metodu (55)
ile Olcililmiistiir. Yukarida tarif edilenle aym1 homojenizasyon prosediirii kullanilarak
elde edilen 0.5 ml siipernatana 2 ml 0.3 M NaoHPO4 ¢6zeltisi ilave edildi. Karisima 0.2
ml DTNB ¢ozeltisi ilave edildi ve 412 nm'de absorbans vorteks isleminden hemen sonra

Olctildii. Her deney iki kez tekrarlandi.

3.8. Istatistik analiz

Grup basma 6 hayvan i¢in veriler, ortalama SD degeri olarak ifade edilir. Bu
calismada tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmis ve ¢oklu karsilastirmalar igin
Bonferroni post hoc testi takip edilmistir. CB2 resept6rii agonisti ve / veya antagonistin
iskemi/reperfiizyon kaynakli inflamatuar siireclerdeki farmakolojik rolleri I/R
gruplarindakilerle karsilastirildi. P <0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli bir fark

oldugunu diisiindiirdi.
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4. BULGULAR

4.1. Serum ve ovaryum sitokin seviyelerinin miktari

Bu calismada hem serum ve hem de ovaryum dokusunun IL-1B ve TNF-a
seviyeleri ol¢iilmiistiir. Sekil 6 (a)’de goriildiigii gibi sam kontrole gore (823,334+206,56,
pg/ml) ovaryumlarin I/R ile indiiklenmesi serum TNF-a seviyesini énemli derecede
artirdig1 (3066,67+381,66, pg/ml) goriilmektedir. Agonist ovaryum I/R hasarini, serum
TNF-a agisindan, 6nemli derecede azaltt1 (1434,67+400,91, pg/ml).

Sistemik agonist dncesi antagonist verilmesi, agonistin ovaryum I/R hasarini
azaltic1 etkisini tersine gevirmistir. Istatistiksel olarak I/R grubu ile hem sam grubu ve
hem de agonist grubu karsilagtirildiginda P degeri p<0,001 olarak bulunmustur. Ayrica,
agonist grubu ile antagonist gruplari karsilagtirildiginda P=0,0029 olarak bulunmustur.

Sekil 6(b)’da goriildiigii  gibi, sam grubu (56,02+£9,16, pg/g) ile
karsilastirildiginda ovaryum TNF-a seviyesinin I/R gurubunda (107,01£17,72, pg/g,
P=0,0002) onemli derecede arttig1 goriillmektedir. Agonist (70,54£12,82, pg/g), doku
TNF-a seviyesini onemli derecede azaltmis ancak antagonist (100,71+11,07, pg/g,
P=0,039) ise agonistin bu azaltici etkisine engel olmustur.

DMSO grubu sonuglari I/R ile karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir.
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Sekil 6
CB2 agonistinin serum (a) ve ovaryum dokusunda TNF-a diizeylerine etkisi. CB2 agonisti dozu 3 mg/kg;
CB2 antagonist dozu 1 mg/kg; *P <0,05; **P<0,01, ***P<0,001. Istatistiksel farkliliklar1 belirlemek icin
Bonferroni'nin post hoc testi ile takip ettigi tek yonlit ANOVA testi kullanildi; Ortalama deger +SD
(n=5-6).

Inflamasyonun 6nemli belirteclerinden bir digeri de IL-1p’dir. Bu sitokinin hem
doku ve hem de serumda seviyelerinin artmasi inflamasyonun siddetinin bir 6lgiistidiir.
Bu baglamda, ovaryum dokusunda I/R hasarmm boyutunu lgmek igin IL-1B seviyeleri
olgiilmiistiir. Serumda, sam grubu ile /R grubu karsilastirildiginda, aralarinda
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istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (sirasiyla, 204,33+68,84, 1106,81+222,62,
pg/ml, P<0,001). Agonistin (631,17+68,92, pg/ml, P0,0058), I/R hasarinin neticesinde
artmis olan bu IL-1P seviyesini azaltict rol oynadii ve antagonistin ise agonistin
azaltici etkisine engel oldugu bulundu (sekil 7(a)).

Ovaryumda IL-1B seviyesi a¢isindan sam grubu (7,11+1,87, pg/g) ile I/R grubu
(15,73+£3,23, pg/g) karsilastirildiginda, aralarinda 6nemli farkliliklar bulunmustur
(P<0,001)(sekil 7(b)). Agonist grup (8,92+1,33, pg/g) ile antagonist grup (13,01+2,45,
pg/g) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel anlamlilik bulundugu gézlemlenmistir
(P=0,046).

DMSO grubu I/R grubu ile karsilastirildiginda anlamli bulunmamustr.
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Sekil 7

CB2 agonistinin serum (a) ve ovaryum dokusunda IL-1p diizeylerine etkisi. CB2 agonisti dozu 3 mg/kg;
CB2 antagonist dozu 1 mg/kg; *P <0,05; **P<0,01, ***P<0,001. istatistiksel farkliliklar1 belirlemek igin
Bonferroni'nin post hoc testi ile takip ettigi tek yonliit ANOVA testi kullanildi; Ortalama deger £SD
(n=5-6).
4.2 Serum ve ovaryumda oksidaysyon ve antioksidasyon parametreleri

Sam grubu (2,91+0,39, nmol/ml) ile Kkarsilastirildiginda ovaryumun I/R
(7,51£0,75, nmol/ml) ile indiiklenmesinin serum MDA konstantrasyonunu artirdigi
bulundu (P<0,001). Agonist (4,14+1,11, nmol/ml) grupta serum MDA konstantrasyonu
I/R, Agonist+Antagonist (6,56+1,24, nmol/ml) ve DMSO (7,18+0,87, nmol/ml)
gruplarindan 6nemli derecede daha diisiik bulundu. Agonistin faydali etkisi, antagonist
tarafindan bloke edildi (P=0,001) (sekil 8 (a)).

Ovaryum MDA seviyesi acisindan sam grubu (77,66+12,28 nmol/g) ile I/R
grubu (109,06+11,04, nmol/g) karsilastirildiginda, /R grubunun MDA seviyesinde
onemli derecede artisa neden oldugu (P=0,010) bulundu. Ayrica CB2 agonistinin
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(86,50+16,32, nmol/g) MDA seviyesinde onemli derecede azalmasina neden olugu
bulunmustur. CB2 agonistinin dokudaki MDA seviyesinin bu iyilestirici etkisinin
antagonist (99,11+£5,07, nmol/g, P=0,39) tarafindan etkilenmedigi goriilmektedir (sekil
8(b)).

DMSO grubu I/R grubu ile karsilastirildiginda anlamli bulunmamustir.
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Sekil 8

CB2 agonistinin serum (a) ve ovaryum dokusunda MDA diizeylerine etkisi. CB2 agonisti dozu 3 mg/kg;
CB2 antagonist dozu 1 mg/kg; *P <0,05; **P<0,01, ***P<0,001. Istatistiksel farkliliklar1 belirlemek igin
Bonferroni'nin post hoc testi ile takip ettigi tek yonlii ANOVA testi kullanildi; Ortalama deger £SD
(n=5-6).

Ovaryum hasarmin derecesini belirlemek i¢in diger kriter ise, ovaryum
dokusunda ve serumda GSH seviyesidir. Sekil 9(a,b) de goriildiigii gibi, I/R grubu
(24,51+6,06, mg/100 ml, 0,56+0,25, pmol/g) ve sam kontrol grubu (38,06+5,08,
mg/100 ml, 1,33+0,07, umol/g), serum ve dokuda GSH seviyelerinin anlamli derecede
azaldig1 bulundu. Agonist grup (34.31+4.27, mg/100 ml, 1.07+0.21, umol/g) ve I/R
grubu GSH diizeyi agisindan karsilastirildiginda, serum ve dokuda GSH seviyelerinin

anlamli olarak arttig1 bulundu. DMSO grubu I/R grubu ile karsilastirildiginda anlaml

bulunmamastir.
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CB2 agonistinin serum (a) ve ovaryum dokusunda GSH diizeylerine etkisi. CB2 agonisti dozu 3 mg/kg;
CB2 antagonist dozu 1 mg/kg; *P <0,05; **P<0,01, ***P<0,001. Istatistiksel farkliliklar1 belirlemek icin
Bonferroni'nin post hoc testi ile takip ettigi tek yonlit ANOVA testi kullanildi; Ortalama deger =SD
(n=5-6).
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5. TARTISMA

Kendi uzun ekseni etrafinda 45° den fazla donmesi ile olusan uterus over
torsiyonu nadir goriilen vakalardan biri olmasia ragmen, tedavi edilmedigi takdirde
kisirhiga kadar ilerleyebilmektedir (56). Uterus over torsiyonu sonucu olusan doku
hasar1 I/R hasar1 ile benzerlik gostermektedir (57). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
yaninda TNF-o ve IL-1p gibi sitokinler, malondialdehit, glutatyon da doku
patogenezisinde rol oynamaktadir (58). ROT, biyokimyasal reaksiyonlarin bir sonucu
olarak hiicreler tarafindan olusturur. Ayrica, I/R hasar1 nedeniyle nétrofillerin birikmesi
olusan ROT ‘un artmasina da neden olur (57).

Bu calisma, CB2 reseptdriiniin siganlarda ovaryum I/R hasarina karsi ana
terapotik roliinti gostermistir. Sonuglar 6zellikle CB2 reseptoriiniin ovaryum dokusunun
post-iskemik reperfiizyon hasarinda ovaryum doku sitokin seviyelerindeki azalisini,
doku iyilesmesini ve farmakolojik tepkilerini vurguladi. Ek olarak, iskemi patojenezine
ve reperflizyona bagli ovaryum hasar1 sonuglarina aracilik eden polimorfoniikleer
l16kositlerin  gdg¢ii, hiicre zar1 lipidinin peroksidasyonunun artmasi, antioksidan
savunmalarin tiikenmesi ve pro-inflamatuar sitokinlerin asir1 ekspresyonu gosterildi.
Mevcut sonuglar CB2 agonist uygulamasinin, lipit peroksidasyon iiretiminin tiiketilen
glutatyonu tersine gevirdigini, TNF-a ve IL-1p 'nin ekspresyonunu inhibe ettigini, sigan
ovaryum I/R hasarinda MDA olusumunu 6nemli 6l¢iide azalttigini ortaya koydu (59).
Yine CB2 agonistin etkileri ovaryum I/R hasarinda CB2 antagonist uygulamasi ile
birlikte dogrulandi (54, 60, 61).

Bu calismada I/R hasarinin, uterus diiz kaslarmin kasilmasimi 6nemli olciide
onledigi gosterilmistir. Bu calismanin smirhilig, uterus diiz kastaki elektrik
stimiilasyonu biizlilmesinin yanitlar1 olmadan planlama yapmakti. Calismalarimiz, CB2
ile kolinerjik veya diger otonomik kontrol sistemleri arasindaki reseptor
mekanizmalarmin etkilesimi ile 1ilgili in vitro c¢aligmalarin deney siireclerini
icermiyordu. CB2 reseptorii agonisti, in vivo olarak siganlarin periton i¢ine uygulandi.
Bu in vivo ¢alismanin, ovaryum I/R' da eksojen agonist uygulamasi ile CB2 reseptdr
aktivitesinin terapdtik degerini gosterdigi anlamina gelir.

Bu calismada CB2 reseptor agonistinin potansiyel etkisinin anti-inflamatuar,
antioksidan etkiler oldugu ve savunma sistemleri ilizerindeki mikro dolagim gibi
fizyolojik faktorlere faydali oldugu gosterilmistir. CB2 reseptdr agonistinin dnceden
uygulanmasiyla, serum ve ovaryum dokusunun MDA miktari sam gruptaki seviyeye

diismiistiir. Onceki bulgular ile tutarli olarak, mevcut arastirmanin sonuglari; I/R
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grubunda, serum ve ovaryum dokudaki GSH igeriginin sam gruba kiyasla azaldigini,
CB2 agonist uygulamasinin serum ve ovaryum dokularindaki GSH seviyesini
arttirdigin1 gostermistir. Boylece CB2 agonistinin oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir
(62).

Ovaryumda kan dolagiminin tamami veya bir kisminin basta sezeryan olmak
iizere cerrahi miidahalelerde veya travmatik olaylarda gegici olarak bloke edilmesi I/R
hasarina sebep olabilir (59). Dokulardaki hasarin olusmasi, iskemi kaynakli olarak
oksijenin yeniden girisi olan reperfiizyona dayanir. Bagka bir deyisle, fizyolojik canli
hiicreler i¢in iskeminin ardindan reperfiizyon, reperfiizyon olmadan iskemiden daha
fazla zarar vermektedir (63). Bu hasarin bir mekanizmasi, reperfiizyonun aktif
noétrofillerin  go¢ii ve ROT olusumu nedeniyle iskemik hasarin zararli etkilerini
arttirmasidir (64). Ovaryum dokusunun I/R indiiklii lipit peroksidasyonu, CB2
agonistinin eksojen uygulamasiyla 6nemli dlciide tersine g¢evrilir (54). Sonuglarimiz,
CB2 reseptdr aktivitesinin I/R kaynakli ovaryum hasarini dnledigini ve I/R’ a maruz
kalan ovaryum hiicrelerinde bulunan glutatyon tliikenmesini tersine ¢evirdigidir.
Glutatyon hemen hemen tiim hiicrelerde bulunur ve viicuttaki en énemli enzim olmayan
antioksidanlardan biridir. Akademik alanlar ¢ok iyi biliyor ki, endojen antioksidan tiyol
rezervuart  GSH, canli  hiicrelerin  yaralanmasinin  patogenezinde, =~ ROT
detoksifikasyonunda ve I/R kaynakli ovaryum hasarinda ¢ok &nemli bir rol oynuyor.
Iskemik hiicrelerde artmus lipit peroksidasyonu belirgindir (65). Deneysel I/R ovaryum
hasarmin inflamatuar mediatorlerin etkisini hafifleten antioksidan ajanlarla tedavisi
umut verici etkiler géstermistir (7, 65).

Bircok calisma CB2 reseptorii aktivasyonunun immiinomodiilator etkiler
sagladigin1 gostermistir (67). Ovaryum hiicre hasarindaki uyarilmis sitokinler CB2
aktivasyonu ile azaltilabilir (68). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, CB2 reseptdriiniin
aktivasyonu ile TNF-a ve IL-1B igeren proinflamatuar sitokinlerin asiri iiretiminin
baskilanmasinin, abartili bagisiklik veya astim, inflamatuar barsak hastaligi, romatizmal
artrit, kolit, ndrodejeneratif hastaliklar, koroner ateroskleroz ve hastalik gibi modellerin
inflamasyonunda meydana geldigini ortaya koydu (68, 69). Sonuglarimiz, agonist
uygulama yoluyla CB2 reseptdrii aktivasyonunun, ovaryum I/R hasarinda hem ovaryum

dokusunu ve hem de serum TNF-a ve IL-1 ekspresyonlarini inhibe ettigini gosterdi.
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6. SONUC VE ONERILER

I/R’a bagl hasarlanmada anoksiyi azaltmak igin tedavi stratejileri;

1. Reperfiizyon zedelenmesinde periyodu bozulmus oksidan/antioksidan redoks
sisteminin dengesini saglamak i¢in antioksidan takviyesi vermek,

2. Dokudaki iltihabin akut ve baslangigtaki tepkilerini engellemek igin
inflamatuar polimorfoniikleer hiicrelerin go¢iinii kontrol etmek,

3. TNF-a ve IL-Ip gibi provokatif ve pro-enflamatuar sitokinlerin iiretimini
inhibe etmek ve son olarak endotel ve indiiklenebilir enflamatuar hiicrelerde fizyolojik
savunma sistemi yoluyla anti-enflamatuar rolii olan endojen reseptor aktivasyonlarini
desteklemek tizerine kuruludur.

Bu arastirmanin sonuglar1 bunlara destek olan makalelerin verileri ile birlikte ele
alindiginda, CB2 reseptoriiniin agonistik aktivitesi, en azindan kismen yukarida
bahsedilen tedavi stratejileri ve mekanizmalariyla iligkili olan ovaryum iskemi
reperfiizyon hasarinin iyilesmesini saglar. Bununla birlikte, bu alanda daha fazla
arastirma yapilmasi, ovaryum I/R hasarinda molekiiler yollarin daha ayrintili olarak
tartisilmast igin gereklidir.

Ayrica, CBI1 reseptorii aktivasyonunun birgok doku I/R hasarindaki rolleri
arastirilmasina ragmen bu calismada CB1 agonisti arastirllmamistir. Bu baglamda

gelecekte CB1 reseptor agonistinin ovaryum I/R hasari {izerine etkisi arastirilabilir.
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