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OZET

Abohalaka R., Yag Asidi Amid Hidrolaz (FAAH) ve Monoacil Gliserol Lipaz
(MAGL) (inhibitorlerinin Farede Deneysel Solunum Yolu Inflamasyonu
Uzerindeki Etkileri, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara 2019. Endokannabinoid
sistem, solunum yollarim1 da igeren bir ¢ok biyolojik sistemde fizyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu ¢alismada, endokannabinoid
metabolizmasindan sorumlu olan FAAH ve MAGL enzimlerinin inhibitorleri ile
tedavinin farelerde deneysel solunum yolu inflamasyonu ve trakeal hiperreaktivite
tizerine etkileri incelenmistir. Solunum yolu inflamasyonu farelere intranazal (i.n.)
lipopolisakkarit (LPS) (60 ul, 0,1 mg/ml) uygulanarak gergeklestirilmistir. FAAH
inhibitorit URB597 [0,3 mg/kg (i.n./i.p.)] ve MAGL inhibitorii JZL184 [1 mg/kg (i.n.),
5 mg/kg (i.p.)] tedavileri alt gruplara LPS uygulamasindan bir saat 6nce verilmistir.
LPS uygulamasindan kirk sekiz saat sonra trakea ve akcigerler izole edilmistir. LPS
uygulamasi izole trakea halka preparatlarinda karbakol kasilmalarini degistirmezken
5-hidroksitriptamin (5-HT) kasilmalarinda artisa neden olmustur. Hem URB597 hem
de JZL184 tedavileri artmis olan 5-HT kasilmalarin1 énlemistir. I.p. URB597, i.p ve
i.n. JZL184 tedavileri LPS gruplarinda periferik ve parankimal inflamasyonu
azaltirken, bu tedavilerden yalnizca i.p. URB597 uygulamasi nétrofil artigini
engelleyebilmistir. Bu sonuglar FAAH ve MAGL inhibisyonunun solunum yolu
hiperreaktivitesinde koruyucu etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Ancak, bu
inhibitorlerin inflamasyon lizerindeki degisken etkileri FAAH ve MAGL inhibitorleri
ile tedavinin ozellikle kronik inflamatuar solunum yolu hastaliklarinda
kullanilabilmesi ile ilgili olarak daha fazla calisma yapilmasinin gerekli oldugunu

diistindiirmektedir.
Anahtar kelimeler:
Yag Asidi Amid Hidrolaz (FAAH), Monoagilgliserol Lipaz (MAGL), Solunum yolu

hiperreaktivitesi, solunum yolu inflamasyonu, kannabinoid

Bu ¢alisma HUBAP tarafindan desteklendi. Proje No: THD-2017-16101
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ABSTRACT

Abohalaka R., The Effect of Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH) and
Monoacylglycerol Lipase (MAGL) Inhibitors on Experimental Airway
Inflammation in Mice, Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences,
Master of Science in Pharmacology, Ankara 2019. The endocannabinoid system is
a modulator of physiological functions in various biological systems including the
airways. In the present study the effects of treatment with the inhibitors of
endocannabinoid degrading enzymes FAAH and MAGL were examined in
experimental airway inflammation and tracheal hyperreactivity in mice. Airway
inflammation was induced by intranasal (i.n.) lipopolysaccharide (LPS) (60 ul;0,1
mg/ml) application to mice. FAAH inhibitor URB597 [0.3 mg/kg (i.n./i.p.)] and
MAGL inhibitor JZL184 [1 mg/kg (i.n.)/5 mg/kg (i.p.)] treatments were given to
subgroups one hour before LPS application. Fourty-eight hours after LPS/vehicle
application, tracheas and lungs were isolated. LPS application lead to an increase in 5-
hydroxytryptamine (5-HT) contractions in isolated tracheal rings while carbachol
contractions remained unchanged. The increased 5-HT contractions were prevented
by both URB597 and JZL 184 treatments. I.p. treatment with URB597 and JZL184,
and i.n. treatment with JZL184 reduced peribronchial and paranchymal inflammation
in LPS group. However only i.p. URB597 treatment prevented the increase in
neutrophil count. These results indicate that FAAH and MAGL inhibition may have a
protective effect in airway inflammation and airway hyperreactivity. However, due to
the variable effects of these inhibitors on inflammation, the therapeutic value of FAAH
and MAGL inhibitors on chronic inflammatory airway diseases should be further

investigated.
Key words:
Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH), Monoacylglycerol Lipase (MAGL), Airway

hyperreactivity, Airway inflammation, cannabinoid.

This study is supported by HUBAP. Project No: THD-2017-16101



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI

YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER ve KISALTMALAR

SEKILLER

TABLOLAR

1. GIRIS

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Solunum Sistemi

2.2. Trakea ve Bronglar

2.3. Solunum Yolu Inflamasyonu

2.4. Solunum Yolu Hiperreaktivitesi

2.5. 5-Hidroksitriptamin (5-HT) ve Solunum Yolu Hiperreaktivitesindeki
Roli

2.6. Kannabinoidler

2.7. Endokannabinoidler

2.8. Kannabinoidlerin Fizyolojik ve Farmakolojik Etkileri

2.9. Kannabinoidlerin Solunum Yolu inflamasyonundaki Rolii
3.GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Solunum Yolu inflamasyonu

3.2. FAAH ve MAGL Inhibitérleri ile Tedavi

3.3. Solunum Yolu Reaktivitesinin Degerlendirilmesi

3.4. Solunum Yolu Inflamasyonunun Degerlendirilmesi

3.4.1. Histopatolojik Degerlendirme

Sayfa
iii

Vi
vii

viii

Xi
Xiii

Xiv

g A W NN NN DN

o N o o

10
10
10
11
11
11



3.4.2. Bronkoalveolar Lavaj (BAL) Sivisinda Inflamatuar Hiicre
Sayimi
3.5. Verilerin Analizi
4. BULGULAR
4.1. Solunum Yolu Reaktivitesi
4.2. FAAH ve MAGL Inhibitorii Tedavilerinin Solunum Yolu
Inflamasyonu Uzerindeki Etkileri
4.3. FAAH ve MAGL Inhibitorii Tedavilerinin BAL Srvisindaki Nétrofil
Sayilar1 Uzerindeki Etkileri
5.TARTISMA
6. SONUC ve ONERILER
7. KAYNAKLAR
8. EKLER
Ek-1: Tez Calismasi ile Tlgili Etik Kurul izinleri
EK-2: Dijital Makbuz
9. 0ZGECMIS

11

12
13
13
18

24

26
29
30
40
40
41
42



2-AG
5-HT
AbD
Abh4
AEA
BAL
CaCl2
CB:
CB:
COq
Dak
DNA
Emaks
FAAH
GABA
GPR119
GPR55
HUBAP
IL-13
IL-1p
IL-2
IL-4
IL-5
IL-6

L.n.

Lp.

KCI
KH2PO4
KOAH
LC-MS/MS
LPS

SIMGELER ve KISALTMALAR

2-arasidonil gliserol
5-hidroksitriptamin

Anabilim Dal1

ao/B-hidrolaz 4
N-arasidoniletanolamin (anandamid)
Bronkoalveolar lavaj
Kalsiyum kloriir

Kanabinoid reseptorii-1
Kanabinoid reseptorii-2
Karbon dioksit

Dakika

Deoksiriboniikleik asit
Maksimum etki

Yag asidi amid hidrolaz
y-aminobiitirik asit

G proteini-kenetli reseptor-119

G proteini-kenetli reseptor-55

Hacettepe Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi

Interlokin 13

Interldkin 1 beta

Interldkin 2

Interldkin 4

Interlokin 5

Interlokin 6

Intranazal

Intraperitonal

Potasyum kloriir

Potasyum dihidrojen fosfat
Kronik obstriiktif akciger hastaligi
Sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi

Lipopolisakkarid

Xi



MAGL
MAPK
MeOH
MgSO4
NaCl
NaHCO3
NAPE
NAPE-PLD
NFAT
02

PBS
PLC
PPARs
Thl

Th2
THC
TNFo
TRPV1

Xii

Monoagilgliserol lipaz

Mitojen ile aktive protein kinaz
Metanol

Magnezyum siilfat

Sodyum klortir

Sodyum hidrojen karbonat
N-arasidonoil-fosfotidiletanolamin
N-agil fosfotidiletanolamin fosfolipaz D
T hiicrelerini aktive eden niikleer faktor
Oksijen

Fosfatla Tamponlanmis Tuz Cozeltisi
Fosfolipaz C

Peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptor
T-helper-1

T-helper-2

Tetrahidrokannabinol

Tiimor nekroz faktorii-alfa

Gegici reseptor potansiyeli katyon kanali alt ailesi V1



Sekil
4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

411

SEKILLER

Kontrol ve LPS grubu farelerden izole edilen trakea halka

preparatlarinda karbakol ve 5-HT ile indiiklenen kasilma yanitlart.

Kontrol, LPS ve URB597 ile i.p. veya i.n. tedavi edilen LPS grubu
farelerden izole edilen trakea halka preparatlarinda 5-HT ile

indiiklenen kasilma yanatlari.

Kontrol, LPS ve JZL184 ile i.p. veya i.n. tedavi edilen LPS grubu
farelerden izole edilen trakea halka preparatlarinda 5-HT ile

indiiklenen kasilma yanatlari.

Kontrol farelere URB597 veya JZL184’lin 1i.p. veya in.
uygulanmasinin  bu farelerden izole edilen trakea halka

preparatlarinda 5-HT ile indiiklenen kasilma yanitlari iizerine etkisi.

Kontrol ve LPS grubu farlere i.p. ya da i.n. ¢dziicii uygulanmasinin
farelerden izole edilen trakea halka preparatlarinda 5-HT ile

indiiklenen kasilma yanitlar1 tizerine etkisi.

URB597 ve JZL 184 tedavilerinin LPS uygulanan farelere i.p. veya

1.n. olarak verilmesinin akciger inflamasyonu iizerine etkileri.

URBS597 ve JZL184 tedavilerinin ve bu ilaglar i¢in kullanilan
coziictilerin kontrol farelere 1.p. veya 1.n. olarak verilmesinin

akciger inflamasyonu iizerine etkileri.

Kontrol (A) ve LPS (B) grubu farlere i.p. ya da i.n. ¢oziicii

uygulanmasinin akciger inflamasyonu iizerine etkileri
Histopatolojik 6rneklere ait fotograflar

LPS ve kontrol grubu farelerden izole edilen BAL sivilarindaki

hiicre sayilarinin oranlari.

URB597 ve JZL 184 tedavilerinin farelere i.n. veya i.p. olarak

verilmesinin BAL’daki notrofil sayisi iizerindeki etkileri.
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1.GIRIS

Solunum yolu inflamasyonu ve hiperreaktivitesi astim ve kronik obstriiktif
akciger hastalig1 (KOAH) gibi inflamatuar solunum hastaliklarinin énemli bir pargasi
olup bu hastaliklarda gozlenen semptomlarin da kaynagimi olusturmaktadir (1). Bu
nedenle de tedavide kullanilan stratejiler solunum yolu inflamasyonunun baskilanmasi
ve bronkodilatasyonun saglanmasidir. Ancak bunlar palyatif tedaviler olup hastalig
ortadan kaldirmamaktadir. Ayrica bazi hastalarda semptomlar bu amagla kullanilan
kortikosteroidler, 16kotrien antagonistleri, beta-2-agonistler gibi mevcut ilaglar ile de
kontrol altina alinamamaktadir. Bu nedenle inflamatuar solunum yolu hastaliklarinin
tedavisinde yeni yaklasimlara ve ajanlara ihtiyag vardir.

Kannabinoidler “cannabis sativa” bitkisinde bulunan ve ayrica endojen olarak
da sentezlenen biyolojik olarak aktif bilesiklerdir. Endojen kannabinoidler
endokannabinoidler olarak adlandirilirlar ve reseptorleri ve metabolik yolaklart ile
birlikte “Endokannabinoid Sistem™’i olustururlar (2, 3). Kannabinoidlerin bir¢ok
sistemde onemli fizyolojik ve farmakolojik etkileri vardir. 1973-1975 yillar1 arasinda
insanlarda yapilan ¢alismalarda kannabinoidlerin hem saglikli goniillillerde hem de
astim hastalarinda bronkodilatasyon yapabildigi gosterilmistir (4-6). Daha sonraki
calismalarda ise bu bilesiklerin immiin sistem iizerindeki etkileri ile O6zellikle
inflamatuar yanitta 6nemli rol oynayan kritik T hiicresi sitokinlerinin ekpresyonunu
inhibe ederek solunum yollarinda anti-inflamatuar etkili olabilecekleri belirtilmistir
(7-12). Ayrica deney hayvanlarinda kolinerjik sinirlerden asetilkolin salverilmesini
azalttig1 ve trakeada sinir-aracili kasilmalari inhibe edebildigi de gosterilmistir (13).

Kannabinoidlerin solunum yolu iizerinde yukarida belirtilen etkileri
endokannabinoidlerin  metabolizmasinin  hedef alinarak doku diizeylerinin
artirtlmasinin inflamatuar solunum yolu hastaliklar1 i¢in 6nemli bir tedavi stratejisi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu tez c¢alismasinin amaci endokannabinoid
metabolizmasinda birincil rol oynayan yag asidi amid hidrolaz (FAAH) ve monoagcil
gliserol lipaz (MAGL) enzimlerinin inhibitorlerinin farelerde LPS ile olusturulan
deneysel solunum yolu inflamasyonu ve hiperreaktivitesi tizerindeki etkilerinin

arastirilmasidir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.  Solunum Sistemi:

Solunum sistemi iist ve alt solunum yollar1 olmak tizere iki kisimdan meydana
gelmektedir. Ust solunum yollar1 gogiis kafesinin disinda olan burun, farinks, larinks
ve trakeanin st kismindan, alt solunum yollar1 ise gdgiis kafesinin i¢inde olan
trakeanin bir kismi, bronslar, bronsioller, alveoller ve akcigerlerden olusmaktadir (14).
Bu dokular birlikte calisarak solunum fonksiyonunun gerceklestirilmesinden
sorumludur. Solunum siireci iki asamalidir. Bunlardan ilki akcigerler icinde oksijen ve
karbondioksitin degisimi ile ger¢eklesen dis solunum, ikincisi ise hiicre diizeyinde
oksijen ve karbondioksit gazlarinin degisimiyle ger¢eklesen i¢ solunumdur (15).

Solunum sisteminin gaz degisimi disinda da Onemli fonksiyonlar1 vardir.
Solunum yolu hiicreleri viicudu burun yoluyla gelen patojen mikroorganizma ve
zararli nesnelerden korur. Solunum sistemi dis g¢evreyle siirekli temas halinde
oldugundan, bu hiicrelerin bagisiklik sisteminde de 6nemli rolleri vardir. Solunum
yollarindaki epitel hiicreleri patojen bakteriler iizerinde etkili olan cesitli enzimler,
peptidler, antikorlar ve antioksidan molekiiller saliverir. Ayrica bazi epitel hiicreleri
biiyiik toz parcaciklari tutabilen mukus salgilar (15). Bunlarin yani sira solunum
sistemi, oksiirmek ve hapsirmak gibi diger savunma mekanizmalar: ile de mukusta
yapisan bakteri ve viriislerin uzaklastirilmasini saglayarak (16) infeksiyon vb. zararl

uyaranlara kars1 bir koruma olusturur.
2.2. Trakea ve bronslar:

Trakea “C” harfi seklinde 15-20 adet Kartilaj iceren bir yapidir. Bu kartilajlar
hem trakeada solunum yolunun acik kalmasini saglar, hem de trakeanin tam arkasinda
yer alan 6zofagusta yemek gegisine yardimci olurlar. Trakea gogiis kafesine girdikten
sonra sag ve sol bronglara ayrilir. Bu bronslar ikincil bronslar olup sag ve sol akcigere
girip akcigerdeki brons agacini olusturur (daha kiiciik ¢apli ikinci ve {iglinciil bronglar
ve bronsioller) (17). Bronsiollerin ¢ap1 bir millimetreden daha kii¢iik oldugunda bunlar
terminal bronsioller olarak adlandirilirlar. Bu terminal bronsioller daha sonra
vaskiilarize alveollere agilir. Bronglar dallanmaya basladigi zaman i¢ yapilar1 degisir.

Kartilajlar biiyilk hava yollarinda yaygin iken, kiigik hava yollarinda



bulunmamaktadir. Kiigiik havayollarinda bazal membranda tek bir epitel tabaka
mevcuttur. Hem bronslar hem de bronsioller dinlenme zamaninda kasilan ve egzersiz
sirasinda gevseyen diiz kaslara sahiptir (18). Trakea kartilaj halkalarin iki tarafindan
baglanan posterior membran diiz kaslar1 icerir. Bu sayede bu kaslar kasildiginda

kartilajin iki ucu arasindaki mesafe kisalarak trakeanin ¢apini daralir.
2.3.  Solunum Yolu inflamasyonu:

Solunum yolu inflamasyonu astim ve kronik obstriiktif akciger hastalig1 gibi
inflamatuar solunum hastaliklarinin 6nemli bir par¢asidir. Orta ya da hafif derecedeki
astim hastalarinda bile brons biyopsilerinde inflamasyon oldugu goriilmektedir (1). Bu
hastalarda hava yolu epiteli hasari, bazal membranin altinda artan kollajen birikimi ve
lamina propriada eozinofil bulunmasi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gibi
degisiklikler gozlenmektedir (1). Ozellikle alerjik asttimda gdzlenen antijen
inhalasyonu sonrasi akut alerjik solunum yolu reaksiyonu pulmoner mast
hiicrelerinden inflamatuar mediyatorlerin saliverilmesini saglar. Akut reaksiyona
katilan mast hiicresi kaynakli mediatdrlerden en 6nemlileri histamin ve stilfidopeptit
lokotrienler (LT) C4, D4, E4'tiir (19). Histaminle birlikte LTC4, LTD4 ve LTE4, hava
yolu diiz kas1 ilizerindeki kasici etkilerinden dolay:1 akut bronkospasm yanitinda rol
oynamaktadir (20). Akut reaksiyon 30-60 dakika i¢inde olusarak sona erer. Ancak, 4-
6 saat sonra, bronkokontriksiyon tekrar ortaya g¢ikabilir. Bunun nedeni nétrofiller,
makrofajlar, lenfositler, eozinofiller, monositler ve bazofiller dahil olmak iizere
inflamatuar hiicrelerin hava yoluna infiltrasyonudur (21). Mast hiicreleri ve
eozinofillerin yan1 sira, astimda sitokin ve adezyon molekiillerinin de 6nemli rolii
vardir. Adezyon molekiilleri, dokuya hiicre goclinde 6nemli olan molekiillerdir.
Ayirica, astim hastalarda bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda IL-If, IL-6 ve GM-eSF
diizeylerinin artmis oldugu gozlenmistir (22).

Solunum yolu diiz kas1 bir¢ok tedavi i¢in 6nemli bir hedeftir. Kortikosteroidler
gibi anti-inflammatuar ilaglara ve B2-adrenoreseptor agonistleri gibi bronkodilatorlar
ilaglara hem in vivo hem in vitro yanit verir (23). Solunum yolu diiz kas1 hiicrelerinin
pek cok sitokin, kemokin ve prostanoid liretme 6zelligi vardir (24). Bu iiretim ¢ogu
zaman IL-1B ve TNF-a gibi pro-inflammatuar olan sitokinlere kars1 yanit olarak

gerceklesir (25).



2.4.  Solunum Yolu Hiperreaktivitesi:

Solunum yolu reaktivitesi, hava yollarinin, konstriktor ajanlara maruz
kaldiginda kasilma egiliminin bir gostergesidir. Solunum yolu hiperreaktivitesi ise
solunum yollarinin kasici uyaranlara karsi asir1 cevap vermesi olarak tanimlanabilir.
Solunum yolu hiperreaktivitesi astimin karakteristik bir 6zelligidir ve solunum
yollarmin inhale edilen bir konstriktér ajana normalden fazla tepki vermesi
durumudur. Solunum yolu asirt duyarliligi ve hiperreaktivitesi 6l¢iimii 6zellikle
astimla uyumlu semptomlar1 olan ancak hava yolu obstriiksiyonu olduguna dair kanit
bulunmayan hastalarda astim tanisi i¢in 6nemli bir parametredir (26). Solunum yolu
asir1 duyarliligl sadece astim hastalarinda degil, ayn1 zamanda KOAH nedeniyle hava
akimi obstriiksiyonu olan hastalarda da bulunmaktadir. Bu asir1 duyarlilik
inflamasyona bagli olarak olusabilir (27). Ornegin astimda solunum yollarindaki
artmig eozinofil sayisinin, epitel hasari, bazal membranin kalinlagmasi, diiz kas
kasilmasina neden olan mediyatorlerin saliverilmesi ve solunum yolu duvarinin
kalinlasmas1 gibi hastalikta goriilen degisikliklerinin ¢ogunun 6nemli bir nedeni
oldugu diistiniilmektedir (26). Bununla birlikte astim hastalarinda solunum
yollarindaki kalinlagmanin, plazma eksiidasyonu, 6dem olusumu ve epitel kaybinin
solunum yolu asirt duyarliliginin sebepleri arasinda oldugu bilinmektedir (28-30).
Epitel hasar1 ya da kaybi, diger taraftan solunum yolu diiz kasina daha fazla miktarda
bronkokonstriktor mediyatoriin ulagsabilmesine neden olurken, ayn1 zamanda epitelden
saliverilen bronkodilatér maddelerin azalmasina ve buna bagli olarak da bronsiyal diiz
kaslarin kasilmasina neden olabilir (26).

Tedaviye yanit veren solunum yolu hiperreaktivitesi dogal olarak gegici olup
pro-inflammatuar mediatorlere reaksiyon olarak olugmaktadir (31). Tedaviye yanit
vermeyen solunum yolu hiperreaktivitesi ise kronik ve uzun siiren solunum yolu

inflamasyonu nedeniyle olusmaktadir (32).



2.5.  5-Hidroksitriptamin (5-HT) ve Solunum Yolu Hiperreaktivitesindeki
Rolii:

5-HT santral sinir sisteminde sentezlenen ve birgok fizyolojik fonksiyona sahip
olan bir norotransmitterdir (33). Aymi zamanda 5-HT periferik dokularda
enterokromafin hiicrelerde tiretilir, depolanir ve saliverilir (34). 5-HT etkilerini genel
olarak G-proteinleri ile kenetli 5-HT reseptdrleri araciligiyla gostermektedir (35).

5-HT solunum sisteminde trombositlerden ve solunum yolu epitelindeki
noroendokrin hiicrelerden saliverilmektedir (36). Ayrica 5-HT, rodentlerin solunum
yolunda mast hiicrelerinde bulunur ve alerjik reaksiyonlarda antijen ile indiiklenen
kasilmalardan sorumlu ana mediyatordiir (37). 5-HT solunum yolunda direkt etki ile
diiz kastaki 5-HT reseptorleri tizerinden ve dolayli etki ile sinir hiicrelerindeki 5-HT
reseptorleri ile kolinerjik sinir ucundan asetilkolin saliverilmesine neden olarak
bronkokonstriksyon olusturur (38, 39). Bu etki insan ve kobay solunum yolunda 5-
HT3, fare solunum yolunda ise 5-HT2a reseptorleri araciligiyla olusmaktadir (38, 40,
41).

Solunum sisteminde 5-HT’nin kronik inflamatuar hastaliklarda 6nemli rol
oynadig diisiiniilmektedir (42). Ornegin KOAH’ta plazma 5-HT seviyelerinin arttig1
ve 5-HT’ye kars1 hiperreaktivite gelistigi gosterilmistir (43, 44). Ancak solunum
yolundaki inflamatuar durumlarda gelisen 5-HT hiperreaktivitesinin altinda yatan

mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir.
2.6. Kannabinoidler:

Kannabinoidler “cannabis sativa” bitkisinde bulunan ve ayrica endojen olarak
da sentezlenen biyolojik olarak aktif bilesiklerdir. Kannabinoidler etkilerini G(i/0)
ailesine ait olan (45) CB1 ve CB: isimli iki adet G-proteini kenetli reseptor araciligi ile
gosterirler. Bu reseptorler adenilat siklaz ile negatif kenetlidirler ve/veya mitojen ile
aktive edilen protein kinaz (MAPK)’1 aktive ederler (46). CB; reseptorleri daha ¢ok
santral ve periferik sinir sisteminde ve sinir uglarinda bulunurken (47), CB:>
reseptorleri asil olarak periferik dokularda 6zellikle de immiin hiicrelerde, immiin
sistemle iligkili organlarda bulunmaktadir (47-50). Bu reseptorler beyin, omurilik,

osteoblast, osteosit ve osteoklastlarda da eksprese olmaktadir (50-52).



Kannabinoidlerin kendi reseptorleri disindaki bazi reseptorleri (TRPV1, GPRS5S,
GPR119, PPARS) de aktive edebildikleri gosterilmistir (49).

2.7. Endokannabinoidler:

Endojen kannabinoidler endokannabinoidler olarak adlandirilirlar. reseptorleri
ve metabolik yolaklari ile birlikte memeliler ve diger bir¢ok tiirde 6nemli bir
diizenleyici sistem olan “Endokannabinoid sistem™’i olustururlar (2, 3).
Endokannabinoidler arasidonik asitin etanolamin ve gliserol ile konjuge olan
tiirevleridir. N-arasidoniletanolamin (anandamid) (AEA) ve 2-arasidonil gliserol (2-
AGQG) {lizerinde en fazla arastirma yapilmis olan iki 6nemli endokannabinoiddir.
Bunlarin yani sira noladin eter, virodamin, oleoil etanolamin gibi bir¢ok farkli iiye de
tanimlanmustir (53, 54). Diger lipid mediyatorler gibi, endokannabinoidler de hiicre
membraninda bulunan lipid prekiirsorlerinden intraseliiler kalsiyum artisina bagh
olarak hizli bir sekilde sentez edilirler (55, 56). Benzer sekilde inflamatuar stimulus da
immiin sistem hiicrelerinden saliverilmelerine neden olabilir (9).

AEA ve 2-AG’nin sentezi ve saliverilmesine bir ¢ok yolak aracilik etmektedir.
AEA bir fosfolipid prekiirsor olan N-aragidonoil-fosfotidiletanolamin (NAPE)’in N-
acil fosfotidiletanolamin fosfolipaz D (NAPE-PLD) enzimi ile kesilmesi sonucu
olusur (57). Ancak AEA biyosentezinden sorumlu olan o/f-hidrolaz 4 (Abh4) (58) ve
NAPE’nin fosfolipaz C (PLC) ile kesilerek fosfoanandamid olusumunu takiben
fosfotazlar tarafindan defosforile edilmesi gibi farkli enzimler ve yolaklarin da katkis1
vardir (59). 2-AG’nin sentezi ve saliverilmesi bu molekiilin bir monogliserit
olmasindan dolayi1 AEA’den farklidir. 2-AG fosfolipid prekiirsorlerden PLC ve
diagilgliserol lipaz araciligi ile sentezlenir (60). Endokannabinoidlerin yikimi FAAH
(61), MAGL (62) ve “N-aciletanolaminhidrolize edici asit amidaz” isimli ii¢ farkli
enzim tarafindan yapilmaktadir (63). FAAH serin-hidrolaz ailesine (57) ait olan bir
membran enzimi olup AEA’in katabolizmasinda rol oynayan ana enzimdir (64).
FAAH AEA’i aragidonik asit ve etanolamine degrade eder (64). MAGL ise agirlikli
olarak 2-AG’nin yikimindan sorumlu olan enzimdir (62, 63). 2-AG bu enzimle AEA
ve gliserole hidrolize edilir (56).



2.8.  Kannabinoidlerin Fizyolojik ve Farmakolojik Etkileri:

Kannabinoidlerle ilgili arastirmalarin biiyiik kismi santral sinir sistemi ve
immiin sisteme odaklanmis olsa da kannabinoidler hemen tiim organ sistemleri
tizerinde etkilidirler. Kannabinoidler hem dogal bagisiklik hem de humoral ve hiicresel
immiin yanitlar tizerine etkili olduklarindan inflamatuar siire¢ tizerinde dnemli etkileri
vardir (65).

Insanlarda cannabis sativa bitkisinin ya da bu bitkideki aktif madde olan
tetrahidrokannabinol (THC)’iin etkisi genellikle keyif verici ve 6forik bir deneyim
olarak tarif edilir. Sosyal ortamlarda kullanildiginda, giilme ve fazla konusma gibi
davraniglar gozlenebilir. Ancak bazen endise ya da panik gibi etkilere de neden
olabilir. Akut THC zehirlenmesi 6grenmeyi ve hafizay1 bozar (66, 67), psikomotor ve
bilissel performansi olumsuz etkiler (68).

Kanabinoidler bir ¢cok norotransmitter ve néromodiilator ile etkilesir (69).
Bunlarin arasinda asetilkolin, dopamin, y-aminobiitirik asit (GABA), histamin,
serotonin, glutamat, norepinefrin, prostaglandinler ve opioid peptitler sayilabilir (70).
Farmakolojik etkilerinin bir kismi bu etkilesimlere bagli olarak gelismektedir.
Ornegin, hiposalivasyona bagli agiz kurulugu, tasikardi, THC'nin asetilkolin
saliverilmesi tizerindeki etkileri nedeni ile olusmaktadir (68). Kannabinoidlerin
antiemetik etkilerine ise 5-HT3 reseptorlerinin aktivasyonunu inhibe etmesinin
aracilik ettigi disiiniilmektedir (71). Hareket ve spastik bozukluklardaki terapotik
etkilerinin GABAEerjik, glutamerjik ve dopaminerjik sistemler ile etkilesimlere bagl
oldugu ileri siiriilmektedir (68).

THC, kardiyovaskiiler sistemde tasikardi olusturur ve kalp debisini artirir (72).
Bu etki THC nin vagal inhibisyon yapmasi ile agiklanmaktadir (73). Endokannabinoid
sistem, kan basincinin kontroliinde de 6nemli rol oynamaktadir. Kannabinoidler kan
basincini diisiirlir ve periferik vazodilatasyona bagli olarak ortostatik hipotansiyon
olusturabilir (74). Hipotansiyon primer olarak CB: reseptorlerinin aktivasyonu ile
sempatik merkezin inhibisyonuna bagli olarak gelismektedir (75). Koronerler ve
serebral damarlardaki rezistans ise esas olarak vaskiiler kanabinoid CB1 reseptorlerinin
direkt aktivasyonu ile azalir (76). Endokannabinoidler ayrica vaskiiler endotel,

dolasimdaki makrofajlar ve trombositler tarafindan da tiretilir (77).



Kannabinodlerin T-lenfositlere bagli immiin yaniti da modiile ettigi
gosterilmistir (78). THC T-hiicrelerinin proliferasyonunu baskilar ve T-helper-1 (Th1l)
ve T-helper-2 (Th2) sitokinleri arasindaki dengeyi degistirir. Pro-inflamatuar Thl
reaksiyonunu (6rnegin interferon-gamma {iretimi) azaltir ve Th2 reaksiyonunu arttirir
(68).

Endokannabinoidler santral sinir sisteminde ndoroprotektif etkilidirler.
Parkinson, Alzheimer hastaligi ve multipl skleroz gibi kronik norodejeneratif
hastaliklarda yapilan ¢alismalarda kannabinoidlerin asir1 glutamat iiretimini inhibe
ettigi, hiicrelere kalsiyum girisini engelledigi, oksijen radikallerinin neden oldugu

hasar1 azalttig1 ve vaskiiler tonusu modiile ettigi gosterilmistir (68, 79).
2.9  Kannabinoidlerin Solunum Yolu inflamasyonundaki Rolii:

Kannabinoidler solunum yollarinda anti-inflamatuar etki géstermektedirler (7).
Bu etkilerini sitokin saliverilmesini modiile ederek (8, 9) ve sitokin gen
ekspresyonlarini negatif yonde diizenleyerek yaptiklari ileri siiriilmektedir (10-12).
Ayrica IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi alerjik astimda goriilen inflamatuar yanitta
onemli rol oynayan kritik T hiicresi sitokinlerinin de ekpresyonunu inhibe ederler ve
T hiicrelerini aktive eden niikleer faktor (NFAT)’iin DNA ya baglanmasini engellerler
(12).

Kannabinoidler solunum yolu asir1 duyarliligi iizerine de etkilidirler. Kobay
trakeasinda kannabinoid agonistlerinin kalsiyum ve potasyum kanallarini etkileyerek
kolinerjik sinirlerden asetilkolin salverilmesini azalttig1 gosterilmistir (13). AEA ve
diger bir kannabinoid agonisti olan WIN 55,212-2, si¢an trakea halkasinda elektriksel
alan aracili kasilmalar1 inhibe etmistir (80). Ayrica yapilan ¢alismalarda inflamasyonla
indiiklenen trakea hiperreaktivitesini CBi1 reseptorleri iizerinden engelledigi
gosterilmistir (81, 82).

Insanlar iizerinde daha énce yapilmis ¢alismalarda marihuana inhalasyonu
veya THC’nin oral olarak alimmasmin astim hastalarinda bronkodilatasyon
olusturdugu gosterilmistir (5, 83). Bu bronkodilator etki hem astim hastalar1 hem de
saglikli goniillillerde goriilebilmektedir (6). Bronkodilatér etkinin olustugu
konsantrasyonlarda THC nin santral etkilerinin gériilmemesi de 6nemli bir bulgudur

(4). Alerjik astim hastalarinda yapilan bir ¢alismada ise alerjen maruziyeti sonucunda



bu hastalarin BAL sivilarinda AEA miktarinin arttigi gosterilmistir (84). Bu bulgular
hem kannabinoidlerin hem de endokannabinoidlerin solunum yollarinin inflamatuar
hastaliklarinda 6nemli oldugunu diistindiirmektedir.

Kannabinoidlerin solunum yolu inflamasyonu ve hiperreaktivitesi iizerindeki
etkileri endokannabinoidlerin metabolizmalarinin hedef alinarak doku diizeylerinin
artirtlmasinin  6nemli bir tedavi stratejisi olabilecegini diigiindiirmektedir. Bu
calismanin amaci endokannabinoidlerin yikimindan sorumlu iki 6nemli enzim olan
FAAH ve MAGL inhibitorlerinin solunum yolu inflamasyonu ve asir1 duyarliligi

uzerindeki etkilerini incelemektir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Solunum Yolu inflamasyonu:

Calismada 98 adet erkek CD1 fare kullanildi. Solunum yolu inflamasyonu
olusturmak igin farelere intranazal (i.n.) olarak LPS (60 ul; 0,1 mg/ml PBS i¢inde)
verildi. Kontrol grubuna ise ayni yoldan 60 pl PBS uygulandi. PBS veya LPS
uygulamasindan 48 saat sonra, fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye edilerek

trakealar1 ve akcigerleri izole edildi.
3.2.  FAAH ve MAGL Inhibitérleri ile Tedavi:

FAAH ve MAGL inhibitorleri tedavileri kontrol ve LPS gruplarina PBS veya
LPS uygulamasindan 1 saat once intranazal (i.n.) ya da intraperitoneal (i.p.) olarak
yapildi. Bu amagla FAAH inhibitorii URB597 ve MAGL inhibitorii JZL184 Serum
fizyolojik:Etanol:DMSO:Kromofor (17:1:1:1) karisimindan olusan bir ¢oziicii
icerisinde ¢oziillmiistiir. Tedaviler URB597 i¢in 0,3 mg/kg (i.n./i.p.), JZL184 igin 1
mg/kg (i.n.), 5 mg/kg (i.p.) dozunda verilmistir. I.n. uygulamalar icin her iki ilag da 50

ul hacminde uygulanmustir.

Tablo 3.1: Deney gruplari

Kontrol LPS

Kontrol + URB597 i.n. | LPS + URB597 i.n.
Kontrol + URB597 i.p. | LPS + URB597 i.p.
Kontrol + JZL184 i.n. LPS +JZL184 i.n.
Kontrol + JZL184 i.p. LPS +JZL184 i.p.

Kontrol + Coziicii i.n. LPS + Coziicii i.n.

Kontrol + Coziicii 1.p. LPS + Coziicii 1.p.
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3.3.  Solunum Yolu Reaktivitesinin Degerlendirilmesi:

Solunum yolu reaktivitesi farelerden izole edilen trakea halka preparatlarinda
degerlendirildi. Bu amagla 6tanazi sonrasi farelerin gégiis kafesi acilarak akcigerler
trakea ile birlikte izole edildi. Daha sonra trakea ¢evre bag dokudan dikkatlice
temizlenerek her biri 4-5 kikirdaktan olusan trakea halka preparatlart hazirlandi. Bu
preparatlar %95 O2-%5 CO: ile gazlandirilan Krebs-Heinseleit soliisyonu (NaCl (118
mM), KCI (4,7 mM), MgSOs (1,2 mM), CaCl; (2,5 mM), KH2PO4 (1.2 mM), NaHCOs
(25,0 mM), glukoz (11,6 mM), 37°C, pH 7,4) igeren organ banyolarina yerlestirilerek
gerim degisiklikleri bir izometrik kuvvet transdiiseri araciligi ile kaydedildi (MP150-
Biopac data acquisition system ve Acknowledge 4,2 software). Bu preparatlarda

karbakol ve 5-hidroksitriptamin (5-HT) ile indiiklenen kasilma yanitlar1 incelendi.
3.4. Solunum Yolu inflamasyonunun Degerlendirilmesi:
3.4.1. Histopatolojik Degerlendirme

Solunum yolu inflamasyonu farelerden izole edilen akciger preparatlarinin
histopatolojik olarak skorlanmasi1 ve farelerden izole edilen BAL sivilarinda
inflamatuar hiicre sayimi yapilarak degerlendirildi. Bu degerlendirmeler H.U. Tip
Fakiiltesi Patoloji AbD Ogretim Uyesi Dog. Dr. Sevgen Onder ile birlikte yapildi. Bu
amacla LPS ve PBS uygulamalarindan 48 saat sonra Gtanazi edilen farelerin
akcigerleri izole edilerek %10’luk formaldehit ile fikse edildi. Daha sonra bu
dokulardan hazirlanan kesitler hematoksilen-eozin ile boyanarak histopatolojik olarak
incelendi. Histopatolojik incelemede peribronsiyal ve parankimal inflamasyon
degerlendirildi ve bu parametreler 0-4 arasinda kor olarak skorlanarak her preparatin

bu iki parametreden aldigi skorlarin toplami alindi.
3.4.2. Bronkoalveolar Lavaj (BAL) Sivisinda Inflamatuar Hiicre Sayim

BAL izolasyonu i¢in LPS ve PBS uygulamalarindan 48 saat sonra fareler
yiiksek doz ketamin/ksilazin (100/10 mg/kg) ile anesteziye edildiler. Daha sonra
trakeostomi ile trakealar1 kaniile edildi ve bu kaniil yardimi ile 0,8 ml PBS yavasca
akcigerlere gonderilip geri ¢ekildi. Bu iglem her fare i¢in {i¢ kez tekrarlandi. Bu sekilde
izole edilen BAL sivist 6rnekleri falkon tiiplere alinarak, +4C’de 1200 rpm’de 10 dk
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santrifiijlendi. Siipernatantlar lizis tamponu ile 2 dk inkiibe edildikten sonra PBS ile
yikanarak kirmizi kan hiicreleri uzaklastirildi. Daha sonra PAP ile boyanarak, cam
yiizeye piiskiirtiilmiis hiicreler kor olarak her preparatta rastgele yaklasik ikiyiiz hiicre
sayildi. Bu hiicreler morfolojilerine gore lenfosit, makrofaj, nétrofil ve eozinofil olarak

sayild1 ve toplam hiicre igerisindeki yiizdeleri hesaplandi.
3.5.  Verilerin Analizi:

Solunum yolu reaktivitesi i¢in yapilacak olan deneylerde karbakol yanitlart mg
kasilma olarak, 5-HT yanitlar1 ise maksimum karbakol yanitinin %'si olarak ifade
edilmistir.

Histopatolojik inceleme semi-kantitatif ve kor olarak yapilmis ve inflamasyon
ile ilgili parametrelerin siddeti 0-4 arasinda degerlendirilmistir. Bu degerler her
preparat icin hem peribronsiyal inflamasyon hem de parankima inflamasyonu
acisindan ayr1 ayr1 degerlendirilmis olup, bu iki degerin toplami1 o preparat igin nihai
skor olarak alinmistir. BAL sivisindaki inflamatuar hiicre sayisi toplam hiicre sayisinin
%'si olarak ifade edilmistir.

Deneylerden elde edilen veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur.
[statistiksel analiz ANOVA/Tukey ve Student’s t-test kullanilarak yapilmis, P<0,05
ise ortalamalar arasi fark anlamli kabul edilmistir. Verilerin analizinde Graph Pad

Prism, version 5,01 (GraphPad Software Inc.) programi kullanilmisgtir.
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4 BULGULAR

4.1. Solunum Yolu Reaktivitesi:

Intranazal LPS uygulamasi izole fare trakealarinda karbakol kasilma yanitlarini
degistirmemistir (Sekil.4.1A). Ancak 5-HT ile indiiklenen kasilma yanitlart LPS
grubunda anlamli olarak artmistir [Emaks LPS (60 pl; 0,1 mg/ml PBS iginde):
69,6+3,39, n=6; Emaks kontrol: 52,92+2,75, n=6 (ortalama+standart hata); P<0,05]
(Sekil.4.1B).
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801 % * *
-o- Kontrol
- |P
601 S
«
E
5 40-
X
201
B
0' T 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

5-HT (log[M])

Sekil.4.1: Kontrol (n=6) ve LPS (60 ul; 0,1 mg/ml PBS i¢inde, n=6) grubu farelerden
izole edilen trakea halka preparatlarinda karbakol (A) ve 5-HT (B) ile indiiklenen
kasilma yanitlar1. (* P < 0,05; Kontrolden istatistiksel olarak farkli).
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FAAH inhibitérit URB597 (0,3 mg/kg) ile farelerin sistemik (i.p.) ya da lokal
olarak (i.n) tedavi edilmesi LPS grubunda gozlenen 5-HT yanitindaki artist
engellemistir (Emaks I.p.: 48,83+6,42, n=6; i.n.: 46,08+4,83, n=5) (Sekil.4.2A, 4.2B).

-o—- Kontrol

80~ * * *
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<
E
5 40+
X
)
20+ A
0' T T 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
5-HT (log[M])
-o— Kontrol
801 * * *
-B- |PS
60 &~ LPS + URB597 i.n.
<
E
5 40
N
20+ B
O' T T 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

5-HT (log[M])

Sekil.4.2: Kontrol, LPS ve URB597 (0,3 mg/kg) ile i.p. (n=6), (A) veya i.n. (n=5), (B)
tedavi edilen LPS grubu farelerden izole edilen trakea halka preparatlarinda 5-HT ile
indiiklenen kasilma yanitlari. (* P < 0,05; Kontrolden istatistiksel olarak farklr).
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FAAH tedavisi ile benzer sekilde MAGL inhibitorii JZL184 tedavisi de gerek
I.p. (5 mg/kg) gerek i.n. (1 mg/kg) uygulama sonrasinda 5-HT yanitlarinda goriilen
artigt engellemistir (Emaks 1.p.: 53,02+6,11, n=6; i.n.: 58,1+3,08, n=5), (P<0,05)
(Sekil.4.3A, 4.3B).
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201 B
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Sekil.4.3: Kontrol, LPS ve JZL184 ile i.p. (5 mg/kg, n=6), (A) veya i.n. (1 mg/kg,
n=5), (B) tedavi edilen LPS grubu farelerden izole edilen trakea halka preparatlarinda
5-HT ile indiiklenen kasilma yanitlar. (* P < 0,05; Kontrolden istatistiksel olarak
farkl1).
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FAAH inhibitérii URB597’tin (0,3 mg/kg, n=5) ve MAGL inhibitorii
JZL184’tin [1 mg/kg (i.n.), 5 mg/kg (i.p.), n=5] kontrol gruplarina gerek i.p. gerek i.n.
uygulanmasit bu farelerin trakealarinda 5-HT’ye verilen kasilma yanitini

degistirmemistir (Sekil.4.4. A, B).
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Sekil.4.4: Kontrol farelere URB597 [(0,3 mg/kg) (i.p./i.n.)] (A) veya JZL184 [1 mg/kg
(i.n.), 5 mg/kg (i.p.)], (B) uygulamasiin bu farelerden izole edilen trakea halka
preparatlarinda 5-HT ile indiiklenen kasilma yanitlar1 tizerine etkisi (n=5-6).
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URB597 ve JZL184’iin ¢oziiclisiiniin kontrol ve LPS gruplarina i.p. ya da i.n.
uygulanmasi1 bu farelerin trakealarinda 5-HT’ye verilen kasilma yanitini

degistirmemistir (Sekil.4.5. A, B).
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Sekil.4.5: Kontrol, (A) ve LPS (B) grubu farlere i.p. ya da i.n. ¢6ziicii uygulanmasinin
farelerden izole edilen trakea halka preparatlarinda 5-HT ile indiiklenen kasilma
yanitlari tizerine etkisi (* P < 0,05; Kontrolden istatistiksel olarak farkli) (n=5-6).
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4.2.  FAAH ve MAGL Inhibitorii Tedavilerinin Solunum Yolu inflamasyonu
Uzerindeki Etkileri:

I.n. LPS (60 pl; 0,1 mg/ml PBS icinde, n=6) uygulamas1 akcigerlerde
parankima ve peribronsiyal bélgede inflamatuar hiicre infiltrasyonu ile karakterize
inflamasyona neden olmustur (Sekil.4.6 ve 4.8 B, G, H). Bu inflamasyon FAAH
inhibitori URB597 (0,3 mg/kg, n= 6) ile sistemik tedavi ile engellenirken, lokal i.n.
tedavi ile 6nlenememistir (Sekil.4.6A ve 4.9 E, F). MAGL inhibitorii JZL184 [1 mg/kg
(in.), 5 mg/kg (i.p.), n=6] tedavisi ise hem sistemik hem de lokal olarak
uygulandiginda inflamasyonu engellemistir (Sekil.4.6B ve 4.9 C, D). Bu iki molekiiliin
kontrol farelere ayni yollarla uygulanmasi inflamatuvar bir yanit olugturmamistir
(Sekil.4.9 A, B). URB597 ve JZL184 igin kullanilan ¢oziiciiniin de kontrol ve LPS
grubu farelere i.p. ya da i.n. verilmesi herhangi bir degisiklige neden olmamistir
(Sekil.4.8 ve 4.9 1, J).
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Sekil.4.6: URB597 (0,3 mg/kg, n=6), (A) ve JZL184 [1 mg/kg (i.n.), 5 mg/kg (i.p.),
n=6], (B) tedavilerinin LPS (60 ul; 0,1 mg/ml PBS i¢inde, n=6) uygulanan farelere i.p.
veya i.n. olarak verilmesinin akciger inflamasyonu tizerine etkileri. (* P < 0,05, *** P
<0,001; Kontrolden istatistiksel olarak farkli) (& P < 0,05, LPS grubundan istatistiksel
olarak farkl).
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Inflamasyon Skoru

Inflamasyon Skoru

Sekil.4.7: URB597 (0.3 mg/kg, n=6), (A) ve JZL184 [1 mg/kg (i.n.), 5 mg/kg (i.p.),
n=6], (B) tedavilerinin kontrol farelere i.p. veya i.n. olarak verilmesinin akciger
inflamasyonu iizerine etkileri. (*** P < 0,001; Kontrolden istatistiksel olarak farkli).

(& P < 0,05, LPS grubundan istatistiksel olarak farkli).
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Sekil.4.8: Kontrol (n=6), (A) ve LPS (n=6), (B) grubu farlere i.p. ya da i.n. ¢6ziicii
uygulanmasinin akciger inflamasyonu iizerine etkileri (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P
< 0,001; Kontrolden istatistiksel olarak farkli). (& P < 0,05, LPS grubundan
istatistiksel olarak farkli).
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Sekil.4.9: Kontrol (A), LPS (B), LPS + URB597 i.n. (C), LPS + URP597 i.p. (D), LPS
+ JZL184 i.n. (E), LPS + JZL184 i.p. (F) gruplarindan hazirlanmis olan H&E ile
boyanmis histopatolojik 6rneklere ait fotograflar.



Tablo 4.1: Deney gruplarinda solunum yolu inflamasyon skorlari

Grup Ortalama + SEM
Kontrol 1,6 £ 0,245
LPS 4,57 £ 0,481
LPS + URB597 i.n. 3,8+0,86
LPS + URB597 i.p. 2.455+£0,158
LPS +JZL184 i.n. 2,57+£0,2
LPS +JZL184 i.p. 2,7+0,335
LPS + Coziicii i.n. 3,33+ 0,558
LPS + Coziicii i.p. 5,0+ 0,63
Kontrol + URB597 i.n. 3,0+0,20
Kontrol + URB597 i.p. 2,75 +£0,479
Kontrol + JZL184 i.n. 1,33 +£ 0,667
Kontrol + JZL184 i.p. 2,25+0,25
Kontrol + Coziicii i.n. 2,25+0,25
Kontrol + Coziicii 1.p. 3,0+ 0

23



4.3.

Sayilar1 Uzerindeki Etkileri
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FAAH ve MAGL inhibitorii Tedavilerinin BAL Sivisindaki Notrofil

LPS uygulanan farelerden izole edilen BAL sivilarindaki nétrofil sayisinin

yiizdesi kontrol grubuna gore anlamli olarak artmustir (Sekil.4.10). URB597 tedavisi

1.p. olarak uygulandiginda bu artis1 engellerken, i.n. olarak uygulandiginda daha da
kotiilestirmistir (Sekil.4.11A). JZL184 tedavisi ise BAL sivisindaki nétrofil artisini
etkilememistir (Sekil.4.11B) ve (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: LPS ve kontrol grubu farelerden izole edilen BAL sivilarindaki hiicre
sayilarinin oranlari.

=4 Makrofaj % Notrofil % Lenfosit % Eozinofil %
(Ortalama+ SEM) (Ortalama + SEM) | (Ortalama + SEM) | (Ortalama + SEM)
Kontrol 91,48+1,765 1,52+0,615 6,09+1,182 0,91+0,2325
LPS 80,27+6,737 7,110+£3,661 12,514£3,055 0,1100+0,11
% Toplam Hiicre
100 .
Makrofaj
80 - EE= Notrofil
............................ E3 Lenfosit
001 B B 00 Eozinofil
40 - DS nSt 00 e e e e e e e e
od i B
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&
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Sekil.4.10: LPS ve kontrol (n=4) grubu farelerden izole edilen BAL sivilarindaki
hiicre sayilarinin oranlari.
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Sekil.4.11: URB597 (0,3 mg/kg, n=6), (A) ve JZL184 [1 mg/kg (i.n.), 5 mg/kg (i.p.),
n=6], (B) tedavilerinin farelere i.n. veya i.p. olarak verilmesinin BAL’daki notrofil

sayisi lizerindeki etkileri. (* P < 0,05, *** P < 0,001; Kontrolden istatistiksel olarak
farkli).
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5. TARTISMA

Solunum yolu inflamasyonu astim, KOAH gibi bir¢ok solunum yolu
hastaliginin patofizyolojisinde yer almakta ve hastaligin seyri, semptomlar1 ve tedavi
stratejileri i¢in O6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle inflamatuar solunum yolu
hastaliklarinin tedavisinde inflamasyonun baskilanmasi ya da ortadan kaldirilmasi ile
hastaligin siddeti azalmakta ve hastalarin yasam kaliteleri artmaktadir. Ancak mevcut
durumda bu amagcla kullanilan kortikosteroidler disinda onlar kadar etkili baska bir
alternatif bulunmamaktadir. Kannabinoidlerin immiin sistem {izerindeki modiilator
etkileri ve buna bagli olarak olusturduklar1 antiinflamatuar etki bu bilesiklerin bir¢ok
inflamatuar hastaligin tedavisinde kullanilabileceklerine isaret etmektedir. Solunum
yollarinda da kannabinoidlerin antiinflamatuar etkili olduklarini (7, 10, 12, 85) ve
bronkokonstriksiyonu engelleyebildiklerini gosteren calismalar (5, 6, 83) bu
bilesiklerin  endojen tiirevleri olan endokannabinoidlerin  solunum  yolu
inflamasyonunda 6nemli tedavi hedefi olabileceklerini diisiindiirmektedir. Bu amagla
bu tez ¢alismasinda solunum yollarina lokal olarak uygulanan LPS ile olusturulan
deneysel  solunum  yolu  inflamasyonu  {izerine = endokannabinoidlerin
metabolizmasindan birincil olarak sorumlu olan FAAH ve MAGL enzimlerinin
inhibitorlerinin etkileri incelenmistir.

Bilindigi tizere LPS lokal ya da sistemik inflamatuar yanit olusturmak amaci
ile deneysel olarak siklikla kullanilan bir molekiildiir. LPS, ¢ogu gram negatif
bakterinin dis membraninda bulunan glukozamin yapida bir fosfolipittir (86). LPS’in
solunum yollarma lokal ya da sistemik olarak uygulanmasi fare solunum yollarinda
notrofilik inflamasyon ve hiperreaktivite olusturmaktadir (87). Bu sekilde olusan
inflamasyon akcigerlerde peribronsiyal bolgede ve parankimada hiicre infiltrasyonu
ve BAL sivisi Orneklerinde artmis notrofil sayisi ile karakterizedir (87). LPS
uygulamasina bagli olarak gelisen hiperreaktivite ise in vivo solunum yolu fonksiyonu
Olgtimlerinde metakoline karsi artmis havayolu direnci, in vitro trakeal reaktivite
Olgtimlerinde ise 5-HT ye kars1 artmig kasilma yaniti olarak gozlenmektedir (87, 88).
Bu calismada da farelere i.n. LPS uygulamasi (60 pul; 0,1 mg/ml PBS iginde, n=6) bu
farelerden izole edilen trakea halka preparatlarinda 5-HT ile indiikklenen kasilma
yanitlarinda artisa neden olmustur. 5-HT farelerde solunum yolu reaktivitesinin

degerlendirilmesinde Onemli bir mediatordiir. Farelerde yapilan ¢alismalarda
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genellikle hiperreaktivite gelistigini gostermek i¢in 5-HT yamitindaki artig
degerlendirilmekte ve fare trakeasinda 5-HT’ye karsi artmis olan yanit trakeal
hiperreaktivitenin de bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (81, 82, 88, 89).
Farelerin solunum yollarinda 5-HT hem diiz kas iizerinde bulunan 5-HT2a reseptorleri
araciligi ile kendi direkt etkisi hem de kolinerjik sinir ucundaki 5-HT2a ve 5-HT3
reseptorleri araciligi ile bu sinirlerden asetilkolin saliverilmesine neden olarak indirekt
etki ile kasilma yaniti olusturmaktadir (89). Bu g¢alismada FAAH veya MAGL
enzimlerinin inhibitorleri ile tedavinin etkileri ilk olarak LPS uygulamasi sonucu
gelisen 5-HT hiperreaktivitesi tizerinde incelenmistir. Bu inhibitorler ile tedavi hem
sistemik hem de lokal olarak solunum yollarina yapilmistir. Hem FAAH inhibitori
URB597 (0,3 mg/kg), hem de MAGL inhibitérii JZL184 [1 mg/kg (i.n.), 5 mg/kg
(i.p.)] tedavisi izole fare trakealarinda gozlenen 5-HT’ye karsi gelisen
hiperreaktiviteyi engellemistir. Bu bulgular FAAH ve MAGL inhibitorleri kullanilarak
farelerin  solunum yolarinda endokannabinoid diizeylerinin artirilmasinin
inflamasyona  bagli  solunum yolu hiperreaktivitesini  diizeltebilecegini
diistindiirmektedir. FAAH ve MAGL inhibitorii tedavisi ile hiperreaktivitenin
diizelmesi akcigerlerde artmis olan endokannabinoid diizeylerine bagli olarak bu
bilesiklerin daha Onceki c¢aligmalarda gosterildigi gibi ndronal asetilkolin
saliverilmesini inhibe ederek (81, 82, 89, 90) ya da inflamatuar sitokinlerin sentezini
azaltarak inflamatuar yanit iizerindeki inhibe edici etkilerine (7, 12) bagli olarak
diizelmis olabilir. Kannabinoidlerin brons hiperreaktivitesi tizerindeki etkileri ile ilgili
olarak daha oOnceki calismalarda, sentetik ligandlarin inflamasyona bagh
hiperreaktiviteyi engelledikleri hem fare hem de insanlardan elde edilen trakea
dokularinda gosterilmistir (81, 82, 90).

FAAH ve MAGL inhibitorlerinin inflamasyon {izerindeki etkilerini incelemek
amaci ile farelerden izole edilen akciger doku 6rneklerinden hazirlanan preparatlar
histopatolojik olarak skorlanmis ve bu farelerden izole edilen BAL o6rneklerinde
inflamatuar hiicre sayimi yapilmistir. LPS uygulamasi fare akcigerlerinde
peribronsiyal bolgede ve parankimada hiicre infiltrasyonu ve buna bagli olarak da
kontrole gore artmig bir patolojik skor olusturmustur. Benzer sekilde LPS uygulamasi
BAL orneklerinde de nétrofil sayisinda artisa neden olmustur. LPS uygulamasindan

once i.p. olarak FAAH inhibitorii URB597 uygulanmas: (0,3 mg/kg) yukarida
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belirtilen histopatolojik degisiklikleri engellerken, i.n. olarak lokal uygulanmasi
etkisiz bulunmustur. BAL’da artmis n6trofil sayilart agisindan degerlendirildiginde ise
i.p uygulama notrofil sayisimi azaltirken, in. uygulama nétrofil sayisin1 daha da
artirmistir. URB597 kontrol farelere uygulandiginda ise her iki uygulama yolu ile de
histopatolojik skorda bir degisiklige neden olmamistir. Bu bulgular FAAH
inhibisyonunun solunum yolu hiperreaktivitesini diizeltmesine ragmen 6zellikle lokal
uygulamada inflamasyonu daha da koétiilestirebilecegini diisiindiirmektedir. Diger
taraftan insanlarda yapilan bir calismada astim hastalarina alerjen uygulanmasi
sonucunda BAL sivisi 6rneklerinde AEA miktarinin arttigi gosterilmistir (84). Bu
sonug bulgularimizla birlikte degerlendirildiginde AEA’nin ya da FAAH tarafindan
metabolize edilen diger endokannabinoidlerin solunum yolu hiperreaktivitesi igin
koruyucu etkilerinin yant sira inflamasyona bagli  patolojik  siireci
siddetlendirebilecegi ihtimalini de disiindiirmektedir. LPS uygulamasindan 6nce
MAGL inhibitérii JZL184’tin [1 mg/kg (i.n.), 5 mg/kg (i.p.)] hem i.p. hem de i.n.
uygulanmas1 LPS ile indiiklenen histopatolojik degisiklikleri engellerken, BAL’daki
notrofil artis1 tizerine etkisiz bulunmustur. Bu bulgular MAGL inhibisyonunun
akcigerlerde peribronsiyal bolgede ve parankimada inflamasyonu azaltabilecegini
diistindiirmektedir. Bu konuda Costola-de-Souza ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
da JZL184 tedavisinin akcigerlerde inflamatuar belirtecleri azaltabildigi gosterilmistir
(91). Diger taraftan bu tedavinin BAL’daki artmis olan nétrofil sayisi iizerine etkisiz
olmast MAGL inhibisyonunun inflamasyon {izerindeki etkilerinin yetersiz
olabilecegini diistindiirmektedir.

FAAH ve MAGL enzimleri sirasiyla birincil olarak AEA ve 2-AG
metabolizmasindan sorumlu olsa da, bu iki enzim hem AEA, hem de 2-AG’nin
metabolizmasina da katkida bulunmaktadir (92, 93). Bununla birlikte bu enzimler
arasidonik asit yolaginda bulunan birgok lipid yapidaki molekiiliin metabolizmasinda
da rol oynamaktadir (94). Bu nedenle bu enzimlerin inhibitorleri ile yapilan
caligmalarda FAAH ve MAGL yolaklar tarafindan sentezleri ya da metabolizmalari
etkilenebilecek diger lipid yapidaki metabolitlerin ve siklooksijenaz-II iirlinlerinin de

olas1 etkilerini g6z 6niinde bulundurmak gerekir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kannabinoidlerin solunum yolu inflamasyonu iizerindeki etkileri farkli
caligmalarda incelenmis olmasina ragmen bu ¢alismalarin sayis1 oldukga azdir. Bunun
yani sira bu caligmalarda genellikle solunum yolu inflamasyonu iizerindeki etkiler
incelenmis  olup, kannabinoidlerin inflamasyonda olusan solunum yolu
fonksiyonlarindaki degisiklikler tizerine etkileri ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir.
Konu ile ilgili daha 6nce yapilan ¢aligmalarda kannabinoid CB1 reseptorlerinin aktive
edilmesinin inflamasyona bagli gelisen hiperreaktiviteyi engelleyebilecegi
gosterilmistir. Ancak endokannabinoidlerin inflamasyon ve ona bagli olarak gelisen
solunum yolu hiperreaktivitesi tizerindeki etkileri ile ilgili bilgi bulunmamaktadir.
Calismamizdan elde edilen veriler FAAH ve MAGL enzim inhibitorlerinin solunum
yolu hiperreaktivitesinde koruyucu etkili olabileceklerine isaret etmektedir. Ancak
gerek FAAH inhibitoriiniin lokal olarak uygulanmasi sonucu inflamasyon
parametrelerini diizeltmemesi hatta daha da siddetlendirme ihtimali, gerek MAGL
inhibitdriiniin antiinflamatuar etkisinin kisitliligr bu tiir bilesiklerin 6zellikle kronik
inflamatuar solunum yolu hastaliklarinda kullanilabilmesi ile ilgili olarak daha fazla

calisma yapilmasinin gerekli oldugunu diistindiirmektedir.



30

7. KAYNAKLAR

1. Beasley R, Roche WR, Roberts JA, Holgate ST. Cellular events in the bronchi
in mild asthma and after bronchial provocation. The American review of respiratory
disease. 1989;139(3):806-17.

2. Di Marzo V, Fontana A. Anandamide, an endogenous cannabinomimetic
eicosanoid: 'killing two birds with one stone'. Prostaglandins, leukotrienes, and
essential fatty acids. 1995;53(1):1-11.

3. Stefano GB, Liu Y, Goligorsky MS. Cannabinoid receptors are coupled to
nitric oxide release in invertebrate immunocytes, microglia, and human monocytes.
The Journal of biological chemistry. 1996;271(32):19238-42.

4. Hartley JP, Nogrady SG, Seaton A. Bronchodilator effect of deltal-
tetrahydrocannabinol. British Journal of Clinical Pharmacology. 1978;5(6):523-5.

5. Tashkin DP, Shapiro BJ, Lee YE, Harper CE. Effects of smoked marijuana in
experimentally induced asthma. The American review of respiratory disease.
1975;112(3):377-86.

6. Vachon L, FitzGerald MX, Solliday NH, Gould 1A, Gaensler EA. Single-dose
effects of marihuana smoke. Bronchial dynamics and respiratory-center sensitivity in
normal subjects. The New England journal of medicine. 1973;288(19):985-9.

7. Braun A, Engel T, Aguilar-Pimentel JA, Zimmer A, Jakob T, Behrendt H, et
al. Beneficial effects of cannabinoids (CB) in a murine model of allergen-induced
airway inflammation: role of CB1/CB2 receptors. Immunobiology. 2011;216(4):466-
76.

8. Gkoumassi E, Dekkers BGJ, Droge MJ, Elzinga CRS, Schmidt M, Meurs H,
et al. Virodhamine and CP55,940 modulate cCAMP production and IL-8 release in
human bronchial epithelial cells. British Journal of Pharmacology. 2007;151(7):1041-
8.

0. Burstein SH, Zurier RB. Cannabinoids, Endocannabinoids, and Related
Analogs in Inflammation. The AAPS Journal. 2009;11(1):109.



31

10. Jan TR, Rao GK, Kaminski NE. Cannabinol enhancement of interleukin-2 (IL-
2) expression by T cells is associated with an increase in IL-2 distal nuclear factor of
activated T cell activity. Molecular pharmacology. 2002;61(2):446-54.

11.  YeaSS, Yang KH, Kaminski NE. Role of nuclear factor of activated T-cells
and activator protein-1 in the inhibition of interleukin-2 gene transcription by
cannabinol in EL4 T-cells. The Journal of pharmacology and experimental
therapeutics. 2000;292(2):597-605.

12. JanT-R, Farraj AK, Harkema JR, Kaminski NE. Attenuation of the ovalbumin-
induced allergic airway response by cannabinoid treatment in A/J mice. Toxicol Appl
Pharmacol. 2003;188(1):24-35.

13.  Spicuzza L, Haddad E-B, Birrell M, Ling A, Clarke D, Venkatesan P, et al.
Characterization of the effects of cannabinoids on guinea-pig tracheal smooth muscle
tone: role in the modulation of acetylcholine release from parasympathetic nerves.
British Journal of Pharmacology. 2000;130(7):1720-6.

14.  Marieb E.N. HK. Human Anatomy & Physiology: Pearson Benjamin
Cummings; 2007.

15.  Scanlon VC. ST. Understanding Human Structure and Function: FA Dauvis,
Philadelphia; 2007 2007.

16.  Sahin-Yilmaz A, Naclerio RM. Anatomy and physiology of the upper airway.
Proceedings of the American Thoracic Society. 2011;8(1):31-9.

17. RESPIRATORY SYSTEM ANATOMY AND PHYSIOLOGY REVIEW
RESPIRATORY SYSTEM DISEASES AND DISORDERS [Available from:
http://body-disease.com/respiratory-system-anatomy-and-physiology-review!/.

18.  Van Scott MR, Chandler J, Olmstead S, Brown JM, Mannie M. Airway
Anatomy, Physiology, and Inflammation. In: Meggs WJ, editor. The Toxicant
Induction of Irritant Asthma, Rhinitis, and Related Conditions. Boston, MA: Springer
US; 2013. p. 19-61.

19. Barnes PJ, Chung KF, Page CP. Inflammatory mediators of asthma: an update.
Pharmacological reviews. 1998;50(4):515-96.


http://body-disease.com/respiratory-system-anatomy-and-physiology-review/

32

20.  Drazen JM. Leukotrienes as Mediators of Airway Obstruction. American
journal of respiratory and critical care medicine. 1998;158(supplement_2):S193-S200.

21.  De Monchy JG, Kauffman HF, Venge P, Koeter GH, Jansen HM, Sluiter HJ,
et al. Bronchoalveolar eosinophilia during allergen-induced late asthmatic reactions.

The American review of respiratory disease. 1985;131(3):373-6.

22. Lemanske RF, Jr. Mechanisms of Airway Inflammation. Chest.
1992;101(6):372S-7S.

23.  Janssen LJ, Killian K. Airway smooth muscle as a target of asthma therapy:

history and new directions. Respiratory research. 2006;7:123.

24. Howarth PH, Knox AJ, Amrani Y, Tliba O, Panettieri RA, Jr., Johnson M.
Synthetic responses in airway smooth muscle. The Journal of allergy and clinical
immunology. 2004;114(2 Suppl):S32-50.

25.  Pang L, Knox AJ. Effect of interleukin-1 beta, tumour necrosis factor-alpha
and interferon-gamma on the induction of cyclo-oxygenase-2 in cultured human
airway smooth muscle cells. Br J Pharmacol. 1997;121(3):579-87.

26.  O'Byrne PM, Inman MD. Airway hyperresponsiveness. Chest. 2003;123(3
Suppl):411s-6s.

27.  Cockcroft DW, Davis BE. Mechanisms of airway hyperresponsiveness. The
Journal of allergy and clinical immunology. 2006;118(3):551-9; quiz 60-1.

28.  Pryor WA, Wu M. Ozonation of methyl oleate in hexane, in a thin film, in SDS
micelles, and in distearoylphosphatidylcholine liposomes: yields and properties of the

Criegee ozonide. Chemical research in toxicology. 1992;5(4):505-11.

29.  Dunnill MS, Massarella GR, Anderson JA. A comparison of the quantitative
anatomy of the bronchi in normal subjects, in status asthmaticus, in chronic bronchitis,
and in emphysema. Thorax. 1969;24(2):176-9.

30.  Jeffery PK, Wardlaw AJ, Nelson FC, Collins JV, Kay AB. Bronchial biopsies
in asthma. An ultrastructural, quantitative study and correlation with hyperreactivity.
The American review of respiratory disease. 1989;140(6):1745-53.



33

31. Metzger WJ, Hunninghake GW, Richerson HB. Late asthmatic responses:
Inquiry into mechanisms and significance. Clinical Reviews in Allergy.
1985;3(2):145-65.

32.  Canonica GW. Treating asthma as an inflammatory disease. Chest. 2006;130(1
Suppl):21s-8s.

33. Filip M, Bader M. Overview on 5-HT receptors and their role in physiology
and pathology of the central nervous system. Pharmacological reports : PR.
2009;61(5):761-77.

34.  Gershon MD, Tack J. The serotonin signaling system: from basic
understanding to drug development for functional GI disorders. Gastroenterology.
2007;132(1):397-414.

35. Coérdoba-Rodriguez G, Vargas MH, Ruiz V, Carbajal V, Campos-Bedolla P,
Mercadillo-Herrera P, et al. Allergic sensitization modifies the pulmonary expression
of 5-hydroxytryptamine receptors in guinea pigs. Respiratory physiology &
neurobiology. 2016;223:9-15.

36.  Cazzola I, Matera MG. 5-HT modifiers as a potential treatment of asthma.

Trends in pharmacological sciences. 2000;21(1):13-6.

37.  Larsson-Callerfelt AK, Dahlen SE, Kuhl AR, Lex D, Uhlig S, Martin C.
Modulation of antigen-induced responses by serotonin and prostaglandin E2 via EP1
and EP4 receptors in the peripheral rat lung. Eur J Pharmacol. 2013;699(1-3):141-9.

38. A. WL, C. MA, Sonya M, J. UB. Mast cell-cholinergic nerve interaction in
mouse airways. The Journal of Physiology. 2009;587(13):3355-62.

39. Eum S-Y, Norel X, Lefort J, Labat C, Vargaftig BB, Brink C. Anaphylactic
bronchoconstriction in BP2 mice: interactions between serotonin and acetylcholine.
British Journal of Pharmacology. 1999;126(1):312-6.

40.  Moffatt JD, Cocks TM, Page CP. Role of the epithelium and acetylcholine in
mediating the contraction to 5-hydroxytryptamine in the mouse isolated trachea.
British Journal of Pharmacology. 2004;141(7):1159-66.



34

41.  Takahashi T, Ward JK, Tadjkarimi S, Yacoub MH, Barnes PJ, Belvisi MG. 5-
Hydroxytryptamine facilitates cholinergic bronchoconstriction in human and guinea
pig airways. American journal of respiratory and critical care medicine.
1995;152(1):377-80.

42.  Lechin F, van der Dijs B, Orozco B, Lechin M, Lechin AE. Increased levels of
free serotonin in plasma of symptomatic asthmatic patients. Annals of allergy, asthma
& immunology : official publication of the American College of Allergy, Asthma, &
Immunology. 1996;77(3):245-53.

43.  Lau WK, Chan-Yeung MM, Yip BH, Cheung AH, Ip MS, Mak JC. The role of
circulating serotonin in the development of chronic obstructive pulmonary disease.
PloS one. 2012;7(2):e31617.

44.  Dupont LL, Bracke KR, De Maeyer JH, Compan V, Joos GF, Lefebvre RA, et
al. Investigation of 5-HT4 receptors in bronchial hyperresponsiveness in cigarette
smoke-exposed mice. Pulmonary pharmacology & therapeutics. 2014;28(1):60-7.

45.  Howlett AC, Mukhopadhyay S. Cellular signal transduction by anandamide
and 2-arachidonoylglycerol. Chemistry and physics of lipids. 2000;108(1-2):53-70.

46.  Devane WA, Dysarz FA, 3rd, Johnson MR, Melvin LS, Howlett AC.
Determination and characterization of a cannabinoid receptor in rat brain. Molecular
pharmacology. 1988;34(5):605-13.

47. Bouaboula M, Rinaldi M, Carayon P, Carillon C, Delpech B, Shire D, et al.
Cannabinoid-receptor expression in human leukocytes. European journal of
biochemistry. 1993;214(1):173-80.

48.  Howlett AC. The cannabinoid receptors. Prostaglandins & other lipid
mediators. 2002;68-69:619-31.

49. Howlett AC, Barth F, Bonner TI, Cabral G, Casellas P, Devane WA, et al.
International Union of Pharmacology. XX V1. Classification of cannabinoid receptors.
Pharmacological reviews. 2002;54(2):161-202.

50. Onaivi ES, Ishiguro H, Gong J-P, Patel S, Meozzi PA, Myers L, et al.
FUNCTIONAL EXPRESSION OF BRAIN NEURONAL CB2 CANNABINOID
RECEPTORS ARE INVOLVED IN THE EFFECTS OF DRUGS OF ABUSE AND



35

IN DEPRESSION. Annals of the New York Academy of Sciences. 2008;1139:434-
49.

51.  Gong JP, Onaivi ES, Ishiguro H, Liu QR, Tagliaferro PA, Brusco A, et al.
Cannabinoid CB2 receptors: immunohistochemical localization in rat brain. Brain
research. 2006;1071(1):10-23.

52.  Ofek O, Karsak M, Leclerc N, Fogel M, Frenkel B, Wright K, et al. Peripheral
cannabinoid receptor, CB2, regulates bone mass. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 2006;103(3):696-701.

53.  Devane WA, Hanus L, Breuer A, Pertwee RG, Stevenson LA, Griffin G, et al.
Isolation and structure of a brain constituent that binds to the cannabinoid receptor.
Science (New York, NY). 1992;258(5090):1946-9.

54, Izzo AA, Camilleri M. Emerging role of cannabinoids in gastrointestinal and
liver diseases: basic and clinical aspects. Gut. 2008;57(8):1140-55.

55.  Di Marzo V, Fontana A, Cadas H, Schinelli S, Cimino G, Schwartz JC, et al.
Formation and inactivation of endogenous cannabinoid anandamide in central
neurons. Nature. 1994;372(6507):686-91.

56.  Nagarkatti P, Pandey R, Rieder SA, Hegde VL, Nagarkatti M. Cannabinoids
as novel anti-inflammatory drugs. Future medicinal chemistry. 2009;1(7):1333-49.

57.  Rodriguez de Fonseca F, Del Arco |, Bermudez-Silva FJ, Bilbao A, Cippitelli
A, Navarro M. The endocannabinoid system: physiology and pharmacology. Alcohol
and alcoholism (Oxford, Oxfordshire). 2005;40(1):2-14.

58.  Simon GM, Cravatt BF. Endocannabinoid biosynthesis proceeding through
glycerophospho-N-acyl ethanolamine and a role for alpha/beta-hydrolase 4 in this
pathway. The Journal of biological chemistry. 2006;281(36):26465-72.

59.  ZhangJ, Wang L, Harvey-White J, Osei-Hyiaman D, Razdan R, Gong Q, et al.
A biosynthetic pathway for anandamide. Proc Natl Acad Sci U S A2006. 13345-50 p.

60.  Schlosburg JE, Kinsey SG, Lichtman AH. Targeting fatty acid amide hydrolase
(FAAH) to treat pain and inflammation. Aaps j. 2009;11(1):39-44.



36

61.  Deutsch DG, Ueda N, Yamamoto S. The fatty acid amide hydrolase (FAAH).
Prostaglandins, leukotrienes, and essential fatty acids. 2002;66(2-3):201-10.

62.  Dinh TP, Carpenter D, Leslie FM, Freund TF, Katona I, Sensi SL, et al. Brain
monoglyceride lipase participating in endocannabinoid inactivation. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America.
2002;99(16):10819-24.

63.  Ueda N, Tsuboi K, Lambert DM. A second N-acylethanolamine hydrolase in
mammalian tissues. Neuropharmacology. 2005;48(8):1079-85.

64. Cravatt BF, Giang DK, Mayfield SP, Boger DL, Lerner RA, Gilula NB.
Molecular characterization of an enzyme that degrades neuromodulatory fatty-acid
amides. Nature. 1996;384(6604):83-7.

65.  Berdyshev EV. Cannabinoid receptors and the regulation of immune response.
Chemistry and physics of lipids. 2000;108(1-2):169-90.

66. Hampson RE, Deadwyler SA. Cannabinoids, hippocampal function and
memory. Life sciences. 1999;65(6-7):715-23.

67. Heyser CJ, Hampson RE, Deadwyler SA. Effects of delta-9-
tetrahydrocannabinol on delayed match to sample performance in rats: alterations in
short-term memory associated with changes in task specific firing of hippocampal
cells. The Journal of pharmacology and experimental therapeutics. 1993;264(1):294-
307.

68.  Grotenhermen F. Pharmacology of cannabinoids. Neuro endocrinology letters.
2004;25(1-2):14-23.

69. Dewey WL. Cannabinoid pharmacology. Pharmacological reviews.
1986;38(2):151-78.

70. Baker D, Pryce G, Giovannoni G, Thompson AJ. The therapeutic potential of
cannabis. The Lancet Neurology. 2003;2(5):291-8.

71.  Fan P. Cannabinoid agonists inhibit the activation of 5-HT3 receptors in rat

nodose ganglion neurons. Journal of neurophysiology. 1995;73(2):907-10.



37

72.  Tashkin DP, Levisman JA, Abbasi AS, Shapiro BJ, Ellis NM. Short-term
effects of smoked marihuana on left ventricular function in man. Chest. 1977;72(1):20-
6.

73.  Szabo B, Nordheim U, Niederhoffer N. Effects of cannabinoids on sympathetic
and parasympathetic neuroeffector transmission in the rabbit heart. The Journal of
pharmacology and experimental therapeutics. 2001;297(2):819-26.

74.  Benowitz NL, Jones RT. Cardiovascular effects of prolonged delta-9-
tetrahydrocannabinol  ingestion.  Clinical pharmacology and therapeutics.
1975;18(3):287-97.

75.  Lake KD, Compton DR, Varga K, Martin BR, Kunos G. Cannabinoid-induced
hypotension and bradycardia in rats mediated by CB1-like cannabinoid receptors. The

Journal of pharmacology and experimental therapeutics. 1997;281(3):1030-7.

76.  Wagner JA, Jarai Z, Batkai S, Kunos G. Hemodynamic effects of cannabinoids:
coronary and cerebral vasodilation mediated by cannabinoid CB(1) receptors. Eur J
Pharmacol. 2001;423(2-3):203-10.

77.  Wagner JA, Varga K, Kunos G. Cardiovascular actions of cannabinoids and
their generation during shock. Journal of molecular medicine (Berlin, Germany).
1998;76(12):824-36.

78.  Yuan M, Kiertscher SM, Cheng Q, Zoumalan R, Tashkin DP, Roth MD. Delta
9-Tetrahydrocannabinol regulates Th1/Th2 cytokine balance in activated human T

cells. Journal of neuroimmunology. 2002;133(1-2):124-31.

79.  Grundy RI. The therapeutic potential of the cannabinoids in neuroprotection.
Expert opinion on investigational drugs. 2002;11(10):1365-74.

80.  Yousif MH, Oriowo MA. Inhibitory effects of cannabinoid receptor ligands on
electrically-evoked responses in rat isolated tracheal ring segments. Pharmacological
research. 1999;40(5):415-21.

81.  Bozkurt TE, Kaya Y, Durlu-Kandilci NT, Onder S, Sahin-Erdemli I. The effect
of cannabinoids on dinitrofluorobenzene-induced experimental asthma in mice.

Respiratory physiology & neurobiology. 2016;231:7-13.



38

82.  Bozkurt TE, Larsson O, Adner M. Stimulation of cannabinoid CB1 receptors
prevents nerve-mediated airway hyperreactivity in NGF-induced inflammation in

mouse airways. Eur J Pharmacol. 2016;776:132-8.

83.  Tashkin DP, Shapiro BJ, Frank IM. Acute effects of smoked marijuana and
oral delta9-tetrahydrocannabinol on specific airway conductance in asthmatic subjects.
The American review of respiratory disease. 1974;109(4):420-8.

84. A Zoerner A, O Stichtenoth D, Engeli S, Batkai S, Winkler C, Schaumann F,
et al. Allergen Challenge Increases Anandamide in Bronchoalveolar Fluid of Patients
With Allergic Asthma2011. 388-91 p.

85.  Frei RB, Luschnig P, Parzmair GP, Peinhaupt M, Schranz S, Fauland A, et al.
Cannabinoid receptor 2 augments eosinophil responsiveness and aggravates allergen-

induced pulmonary inflammation in mice. Allergy. 2016;71(7):944-56.

86.  Raetz CRH, Whitfield C. Lipopolysaccharide endotoxins. Annual review of
biochemistry. 2002;71:635-700.

87.  Starkhammar M, Kumlien Georen S, Swedin L, Dahlen SE, Adner M, Cardell
LO. Intranasal administration of poly(l:C) and LPS in BALB/c mice induces airway
hyperresponsiveness and inflammation via different pathways. PloS one.
2012;7(2):e32110.

88.  Safholm J, Lovdahl C, Swedin L, Boels PJ, Dahlen SE, Arner A, et al.
Inflammation-induced airway smooth muscle responsiveness is strain dependent in

mice. Pulmonary pharmacology & therapeutics. 2011;24(4):361-6.

89.  Kaya-Yasar Y, Karaman Y, Bozkurt TE, Onder SC, Sahin-Erdemli I. Effects
of intranasal treatment with slow (GYY4137) and rapid (NaHS) donors of hydrogen
sulfide in lipopolysaccharide-induced airway inflammation in mice. Pulmonary
pharmacology & therapeutics. 2017;45:170-80.

90.  Grassin-Delyle S, Naline E, Buenestado A, Faisy C, Alvarez JC, Salvator H, et
al. Cannabinoids inhibit cholinergic contraction in human airways through
prejunctional CB1 receptors. Br J Pharmacol. 2014;171(11):2767-77.



39

91. Costola-de-Souza C, Ribeiro A, Ferraz-de-Paula V, Calefi AS, Aloia TP,
Gimenes-Junior JA, et al. Monoacylglycerol lipase (MAGL) inhibition attenuates
acute lung injury in mice. PloS one. 2013;8(10):e77706.

92.  Seillier A, Dominguez Aguilar D, Giuffrida A. The dual FAAH/MAGL
inhibitor JZL195 has enhanced effects on endocannabinoid transmission and motor
behavior in rats as compared to those of the MAGL inhibitor JZL184. Pharmacology,
biochemistry, and behavior. 2014;124:153-9.

93.  Bedse G, Bluett RJ, Patrick TA, Romness NK, Gaulden AD, Kingsley PJ, et
al. Therapeutic endocannabinoid augmentation for mood and anxiety disorders:
comparative profiling of FAAH, MAGL and dual inhibitors. Translational psychiatry.
2018;8(1):92-.

94.  Murphy N, Cowley TR, Blau CW, Dempsey CN, Noonan J, Gowran A, et al.
The fatty acid amide hydrolase inhibitor URB597 exerts anti-inflammatory effects in
hippocampus of aged rats and restores an age-related deficit in long-term potentiation.

Journal of neuroinflammation. 2012;9:79.



40

8. EKLER

Ek-1: Tez Cahsmas ile Tlgili Etik Kurul izinleri

T.C.
m HACETTEPE UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Say1 : 52338575 —204

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL KARARI

TOPLANTI TARIHI : 21.02.2017 (SALD)

TOPLANTI SAYISI : 2017/02

DOSYA KAYIT NUMARASI ;2017112

KARAR NUMARASI : 2017/12 -6

ARASTIRMA YURUTUCUSU . Dog. Dr. Turgut Emrah BOZKURT

HAYVAN DENEYLERINDEN

SORUMLU ARASTIRMACI . Dog. Dr. Turgut Emrah BOZKURT, Ecz. Resh

: ABOHALAKA

YARDIMCI ARASTIRMACILAR . Ecz. Reshed ABOHALAKA, Prof. Dr. inci Sat
ERDEMLI, Dog. Dr. Emithan NEMUTLU, De
Sevgen ONDER

ONAYLANAN HAYVAN TURU ve
SAYISI . 108 Adet BALB/c Fare (12-16 Haftalik)

Universitemiz Eczacihik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim iyelerinden Dog. Dr.
Turgut Emrah BOZKURT® un aragtirma yiiriitiiciisti oldugu 2017/12 kayrt numarall “Yag
Asidi Amid Hidrolaz (FAAH) Ve Monoagil Gliserol Lipaz (MAGL) Inhibitérlerinin Farede
Deneysel Solunum Yolu Inflamasyonu Uzerindeki Etkileri” isimli ¢ahisma Hayvan
Deneyleri Yerel i:tik Kurulu Yonergesi’ ne gére uygun bulunarak oy birligi ile onaylanmasina
Kkarar verilmisgtir.

Sorumlu arastirmaci deneylere baslangig tarihini Etik Kurula bildirmekle yiikimliidiir.

rof. Dr. Sema CALIS
Etik Kurul Bagkam

Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 06100 Sihhiye-Ankara
Telefon: 0 (312) 305 1090-1082 « Faks: 0 (312) 310 0580
www.etikkurul hacettepe.edu.tr/index_hdk.php

Ayrintil Bilgi igin:




41

EK-2: Tez Calismasi Orijinallik Raporu

YAG ASIDI AMID HIDROLAZ (FAAH) VE MONOAGCIL GLISEROL
LIPAZ (MAGL) INHIBITORLERININ FAREDE DENEYSEL
SOLUNUM YOLU INFLAMASYONU UZERINDEKI ETKILERI

ORIWINALLIK RAPORU

D Wl 02 w

BENZERLIK ENDEKSI INT ERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

www.openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 o P
internet Kaynagi Yo

manan.dk o
Internet Kaynagi Yo
onlinelibrary.wiley.com .

internet Kaynagi <%

jpet.aspetjournals.org <
internet Kaynagi Yo

=

Yesim Kaya-Yasar, Yasemin Karaman, Turgut <o 5
Emrah Bozkurt, Sevgen Celik Onder, Inci °
Sahin-Erdemli. "Effects of intranasal treatment

with slow (GYY4137) and rapid (NaHS) donors

of hydrogen sulfide in lipopolysaccharide-

induced airway inflammation in mice",

Pulmonary Pharmacology & Therapeutics,

2017

Yayin

&




42

EK-2: Dijital Makbuz
turnitin )

Dijital Makbuz

Bu makbuz ddevinizin Turnitin'e ulagtigini bildirmektedir. Génderiminize dair bilgiler $6yledir:
Gonderinizin ilk sayfasi asagida génderiimektedir.

Gonderen: Reshed Abohalaka
Odev bashg: Reshed Tez
Gonderi Basligi:  YAG ASIDI AMID HIDROLAZ (FAAH...
Dosya adi:  Turnitin.docx
Dosya boyutu: 642M
Sayfa sayisi: 61
Kelime sayisi. 8,705
Karakter sayisi: 64,170
Gonderim Tarihi:  03-Oca-2019 10:48AM (UTC+0300)
Goénderim Numarasr: 1061282522

1L
MACETTEPE (NIVERSITES|
SAGLIK BILIMLERI ENSTITOSD

YAG ASIDI AMID HIDROLAZ (FAAH) VE MONOACIL
GLISEROL LIPAZ (MAGL) INHIBITORLERININ FAREDE
SOLUNUM YOLU INFL
ETKILERI

Reshed AROHALAKA

Farmukoloji Progeam
VUKSEK LISANS TEZI

ANKARA
01y




43

9. 0ZGECMIS

Reshed Abohalaka MHA, MSc

Ankara, Turkey Reshed.abohalaka@hacettepe.edu.tr
+90 (553) 182 10 90 Reshed.abohalaka@gmail.com
Education

University of A Coruna, ISS Jul 2018-Aug 2018

Refugees Crisis and Migration Management in Europe, Spain

University of Hacettepe Institute of Health Sciences  Sep 2015-May 2018
Master Degree in Health Management in Disasters, Turkey

University of Hacettepe Institute of Health Sciences  Feb 2016-Dec 2018
Master Degree in Pharmacology, Turkey

University of Aleppo, School of Pharmacy Sep 2009-Aug 2014
Bachelor of Pharmacy and Pharmaceutical Chemistry, Syria
Research

University of Hacettepe Department of Public Health Sep 2016-Apr 2018
Researcher, Language barrier among Syrian Refugees

University of Hacettepe Department of Pharmacology Sep 2016-Jul 2018
Researcher, Endocannabinoids and airways inflammation

University of Hacettepe Department of Public Health Sep 2016-Dec 2016
Research Assistant, PTSD among Syrian Refugees.

Thesis and publication:

. Abohalaka R. Determination of Perceived Language Barriers in Accessing
Healthcare Services According to Syrian Refugees Visiting Two Training and
Research Hospitals in Ankara. 2018; University of Hacettepe Institute of
Health Sciences http://hdl.handle.net/11655/4495

« Abohalaka R, Bozkurt TE, Onder SC, Sahin-Erdemli 1. The effects of fatty acid
amide hydrolase and monoacylglycerol lipase inhibitors in lipopolysaccharide-
induced airway inflammation and tracheal hyperreactivity in mice. European
Respiratory Journal. 2018;52(suppl 62).

Posters and Presentations

University of Hacettepe Institute of Health Sciences
Pharmacology Department Poster Session
« Paris, September 2018



http://hdl.handle.net/11655/4495

44

Pharmacology Department Presentation Session
* Trabzon, October 2017

Analytical Chemistry Department Poster Session
* Erzurum, October 2017

Scholarships and Internships

World Health Organization

Educational Materials for Healthcare Providers for old people
* Jun 2018 — Sep 2018

University of A Coruna

International Summer School, Scholarship
«Jul 2018 — Aug 2018

World Health Organization

Psychological assessment for physicians working in primary healthcare services
* May 2018 — Jun 2018

World Health Organization

Preparing Educational Materials for Healthcare Provider Refugees
* Jan 2017 — Jul 2017

University of Hacettepe Institute of Health Sciences

Turkey Scholarships
» Awarded for the duration of master studies

Grand National Assembly of Turkey

Legislation Concepts, Internship
* Dec 2015 —Jan 2016

Languages
* Arabic: Good working proficiency
* English: Good working proficiency
* French: Good working proficiency

» Spanish:  Good working proficiency
* Turkish:  Good working proficiency



