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Kannabidioliin Lipopolisakkarit ile Indiiklenen Gebelik
Enflamasyon Modelindeki Sigan Maternal ve Fetal Beyin Dokulari
Uzerindeki Koruyucu Etkilerinin Incelenmesi

Investigation of the Protective Effects of Cannabidiol on Rat Maternal and Fetal Brain Tissues
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0z
Amagc: Preterm eylem (PE), diinya genelinde en yaygin yeni dogan 6lim nedenlerinden biridir ve gebelikte gelisen enflamasyonun, PE'in altinda
¢ 9 9 g g gelis

yatan sebeplerden biri olabilecedi diistiniilmektedir. Bu calisma kapsaminda, Cannabis sativa L. bitkisinden izole edilen Kannabidiol (CBD)'iin
gebelikte lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen sistemik enflamasyon modelinde, enflamasyon ve oksidatif stres aracili koruyucu etkileri arastiriimistir.

Gereg ve Yontem: Yetiskin Wistar albino gebe sicanlar (n=30) rastgele 5 gruba ayrildi; 1) Kontrol, 2) LPS, 3) LPS + CBD 5 mg/kg, 4) LPS + CBD 10
mg/kg ve 5) LPS + CBD 30 mg/kg. Deney protokoliine gére; gebeligin 15, 16 ve 17. giinlerinde, {i¢ tedavi grubuna 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 30 mg/kg
dozlarinda intraperitoneal (i.p.) CBD enjeksiyonlari gerceklestirildi. Son CBD enjeksiyonunu takiben 1 mg/kg LPS (i.p.) enjeksiyonu gergeklestirildi. LPS
enjeksiyonundan 6 saat sonra fetal ve maternal beyin dokulari alindi. Alinan dokularda, CBD'nin enflamasyon ve oksidatif stres aracili mekanizma
lizerindeki etkisini anlamak amaciyla, hematoksilen-eozin boyama, immiinohistokimyasal analiz, ELISA ve biyokimyasal yéntemler kullanilarak
enflamatuvar belirtecler; interlékin 1B (IL-1B), hipoksi ile induklenen faktor-1a (HIF-1a), immiin hicre aktivasyonun gostergesi olan CD45 ve
oksidatif stres parametreleri; total antioksidan seviyesi (TAS), total oksidan seviyesi (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) diizeyleri degerlendirildi.
Bulgular: CBD uygulamasi maternal beyin dokusunda LPS'ye bagli olarak artan IL-1B diizeylerini ve CD45 ifade dizeylerini azaltmistir. Ayrica,
CBD tedavisi; maternal ve fetal beyin dokularinda TAS diizeylerini artirmistir, TOS ve OSi degerlerini azaltmistir. CBD tedavisi oksidatif stres
parametreleriyle paralel sekilde, maternal ve beyin dokularinda HIF-1a ifade diizeylerini azaltmistir.

Sonuc: CBD'nin LPS ile indiiklenen gebelikte enflamasyon modelinde, enflamasyona bagl olarak maternal ve fetal beyinde gelisen oksidatif stres
lizerinde koruyucu etkisi olabilecegi distiniilmektedir. Bu sonuclar, CBD'nin PE ve buna bagli komplikasyonlarin dnlenmesinde ve tedavisinde
potansiyel bir ajan olabilecegini gostermektedir.
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ABSTRACT

Aim: Preterm labor (PE) is one of the most common causes of neonatal death world-wide and inflammation during pregnancy is thought to be
one of the underlying causes of PE. In this study, inflammation and oxidative stress-mediated protective effects of Cannabidiol (CBD) isolated from
Cannabis sativa L. were investigated in a lipopolysaccharide (LPS)-induced systemic inflammation model in pregnancy.

Materials and Methods: Adult Wistar albino pregnant rats (n=30) were randomly divided into 5 groups; 1) Control, 2) LPS, 3) LPS + CBD 5 mg/kg,
4) LPS + CBD 10 mg/kg and 5) LPS + CBD 30 mg/kg. On days 15, 16 and 17 of gestation, intraperitoneal (i.p.) CBD injections at doses of 5 mg/kg, 10
mg/kg and 30 mg/kg were performed in the three treatment groups. Following the last CBD injection, 1 mg/kg LPS (i.p.) injection was performed.
Fetal and maternal brain tissues were collected 6 hours after LPS injection. To understand the effect of CBD on inflammation and oxidative stress-
mediated mechanisms in collected tissues, hematoxylin-eosin staining, immunohistochemical analysis, ELISA and biochemical methods were used
to evaluate the levels of inflammatory markers interleukin 1B (IL-1B), hypoxia-induced factor-1a (HIF-1a), immiin cell activation marker CD45 and
oxidative stress parameters; total antioxidant level (TAS), total oxidant level (TOS) and oxidative stress index (OSI).

Results: CBD administration decreased increased IL-1p levels and CD45 expression levels in maternal brain tissue due to LPS-mediated inflammation.
Furthermore, CBD treatment increased TAS levels and decreased TOS and OSI values in maternal and fetal brain tissues. In parallel with oxidative
stress parameters, CBD treatment decreased HIF-1a expression levels in maternal and brain tissues.

Conclusion: CBD may have a protective effect on oxidative stress in the maternal and fetal brain due to inflammation in the LPS-induced pregnancy
inflammation model. These results suggest that CBD may be a potential agent in the prevention and treatment of PE and related complications.

Keywords: Cannabidiol, inflammation, oxidative stress, pregnancy, preterm labor

GIRIS
Preterm eylem (PE), gebeliin 37. haftasi 6ncesinde
gerceklesen dogum olarak tanimlanmakta olup, diinya capinda
gebeliklerin %?10'undan fazlasini etkiledigi bilinmektedir'.
Bununla PE, yenidogan &lim nedenlerinden biridir. Hayatta
kalan bebeklerin ise daha sonraki yasamlarinda enfeksiyon,
norogelisimsel ve kardiyometabolik bozukluklar icin yliksek
bir risk olusturabilmektedir?-. ikiz gebelikler, koryoamniyonit,
genetik faktorler, annede var olan hastaliklar, Onceden
gerceklesen PE gibi cesitli faktorler erken dogum igin bilinen
risk faktorleridir>’. Ayrica, artan kanitlar enflamasyonun ve
oksidatif stresin de erken dogumda &nemli roli oldugunu
gostermektedir®®.

Gebelik doneminde meydana gelen enflamasyon siirecini
aydinlatmakicin, enflamasyon siirecinde ortaya cikan ve gebelik
komplikasyonlariyla iliskilendirilen feto-maternal bagisiklik
toleransinda gerceklesen bozulmanin anlasiimasi gerektigi
diistiniilmektedir'®". Obezite, gestasyonel diyabet, preeklampsi,
sigara kullanimi, cevresel kirlilige magruziyet, dusiik sosyo-
ekonomik durum, depresyon, stres, otoimmiin hastaliklar,
astim ve enfeksiyon da dahil olmak tizere enflamatuvar siirece
sahip bircok faktorlin maternal bagisikhk aktivasyonuna
katkida bulundugu saptanmistir'®. PE icin temel risk faktorleri
glnimiizde halen belirsizdir, ancak artan kanitlar diizensiz
enflamatuvar yanit ve oksidatif stresin de PE'de merkezi rolu
oldugunu desteklemektedir®. Enflamasyon ve oksidatif stresin
diizenlemesi saglikli bir gebelik icin 6nemli bir bilesendir.
Maternal enflamasyon sirasinda meydana gelen degisiklikler
hem anne hem de fetlis saghginin korunmasina yardimci
olmaktadir’. Saghkl gebelik, reaktif oksijen ttirevlerinin (ROS)
tretiminin meydana geldigi, oksidatif stresin karakterize ettigi,
serbest anti-oksidanlarin plazma seviyelerinin azaldigi ve plirin
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katabolizmasinin arttigi bir oksidan dénem olarak karakterize
edilir'*. PE'de dahil olmak izere bircok gebelikle ilgili bozuklukta
gozlenen bu oksidan ozellikler daha da kotilesebilmektedir.
PE'de meydana gelen oksidatif stres, enflamatuar yanit olarak
TNF-a ve interlokin (IL)-6 gibi sitokinlerin tiretiminde artisa, I1L-
10 gibi anti-enflamatuar sitokin Uretiminde azalmaya neden
olarak hiicre hasarina yol acabilmektedir'>®.

Oksidatif stres, ROS veya reaktif nitrojen tirlerinin Gretimi
ile savunma amach anti-oksidanlarin koruyucu kapasitesi
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir. Reaktif
tiirlerin ve hiicrelerdeki oksidatif hasarin kontroliinden sorumlu
anti-oksidan sistem araciligiyla ya da enzimatik veya enzimatik
olmayan endojen mekanizmalar yoluyla Uretilebilmektedir'.
Oksidatif stres, gebeligin erken donemlerinden itibaren
gelismektedir. Gebe kadinlarda gebe olmayan kadinlara kiyasla
daha yiiksek lipid peroksidasyonu gdzlenmektedir'®. Serbest
reaktif radikallerinin asiri Gretiminin hiicre yapisinda hasara ve
sonug olarak ilk trimesterda abortus, preeklampsi ve intrauterin
gelisme geriligi dahil olmak tizere gebelik bozukluklari riskini
arttirdigr bilinmektedir'-2'.

Gebelikte maternal ve fetal pro-enflamatuvar vyanitlarin
azaltilmasinin fetilisiin enflamasyondan korunmasinda faydali
olabilecegi dustinilmektedir. Yapilan calismalarda PE ve
buna bagli olarak gelisebilecek serebral palsi, otizm spektrum
bozuklugu gibi nérogelisimsel bozukluklari 6nlemek amaciyla
magnezyum siilfat, folik asit, melatonin ve N-asetil sistein gibi
ajanlarin noroprotektif etkisi olabilecegi gdsterilmistir??-2s,
Ancak, mevcut ajanlarin fetal beyin Uzerindeki olasi
noroprotektif etkileri ve kullanimlarinin giivenligi hakkinda
tartismalar devam etmektedir. Bu nedenle 6zellikle glinimuizde
dogal kaynaklardan izole edilen ve gelistirilen glvenilir
molekillere olan ihtiya¢ devam etmektedir.
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Cannabis sativa L. bitkisindeki birincil &forik olmayan
bilesenlerden biri olan kannabidiol (CBD), Lennox-Gastaut
sendromu ve Dravet sendromlu hastalarda terapotik olarak
kullaniimaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, CBD ve A°-
tetrahidrokannabinol (A°-THC) gibi kannabinoid molekillerin
anti-enflamatuvar, anti-oksidan ve néroprotektif 6zelliklerine
dikkat  cekmistir®®?’.  Oksidatif stres ve enflamasyon
stirecinin  birbirleriyle baglantili  oldugunun duslinaldugu
PE patogenezinde, hastaliga bagl c¢esitli mekanizmalar
varsayllmasina ragmen, mevcut tedavilerin term eyleme bagh
sonuclari hafiflettigi fakat ilerlemesini dnlemek icin yeterli
olmadigi bilinmektedir.

Paylasilan tiim bu bilgilerden yola c¢ikarak bu arastirma
calismasinda anti-oksidan ve anti-enflamatuvar etkileri
oldugu kanitlanan CBD'nin gebe sicanlarda lipopolisakkarit
(LPS) ile indiiklenen enflamasyon modelinde fetal ve maternal
beyinde gelisen enflamasyonun neden oldugu oksidatif stres
stireci lizerindeki olasi koruyucu etkilerinin arastiriimasi
amaclanmistir.

GEREG VE YONTEMLER

Kimyasallar

CBD, Siileyman Demirel Universitesi-Dogal Uriinler Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nden temin edilmistir. CBD'nin kaynagi
Cannabis sativa L. ekstresidir. CBD icerigi >99.9 ve THC
icerigi <0,01 olup, kahnti alkol ve agir metal limitleri USP
ve AB farmakopelerine uygundur. CBD %7100 etanol (Merck
Chemicals, > 999,9) icinde cO6zilmUstir. Escherichia coli
0:127:B8 (#L3129) kaynakli LPS Sigma Aldrich'ten temin
edilmistir. Fare monoklonal anti-CD45 (#M0701) Dako'dan ve
fare poliklonal anti- hipoksi ile induklenen faktor-1a (HIF-1a)
(#MC0224) Medaysis'ten satin alinmistir.

Deney Protokolii

Bu calismadaki tim hayvan bakimi ve deneysel prosediirler,
Ulusal Saglik Enstitiileri'nin hayvan arastirmalari yonergelerine
uygun olarak yiiriitiilmiis ve Siileyman Demirel Universitesi
Hayvan Arastirmalari Komitesi tarafindan onaylanmistir (karar
no: 209, tarih: 21.09.2023). Otuz adet 250-300 gr agirligindaki
disi Wistar albino sicanlari her kafeste iki erkek ve 1 disi olacak
sekilde 22-24 °C sicaklik ve %55-60 nem ve 12 saat aydinhk/12
saat karanlik ortam kosullarinda Euro type-IV kafeslerde
barindirildi. Ciftlesmeyi dogrulamak icin 12 saat sonra disi
sicanlardan vajinal stirlintl alindi ve sperm varligi tespit edilen
disi sicanlar icin gebeligin sifirinci glini olarak kabul edildi.
Gebeligi dogrulanmis olan sicanlar rastgele 5 gruba ayrildi.

Gruplar

Toplam 30 gebe sican, 1) Kontrol, 2) LPS, 3) LPS + CBD 5 mg/
kg, 4) LPS + CBD 10mg/kg, 5) LPS + CBD 30 mg/kg olacak
sekilde 5 gruba (grup basina n=6) ayrildi. Gebeligin 15, 16
ve 17. giinlerinde, (¢ tedavi grubuna 5 mg/kg, 10 mg/kg ve
30 mg/kg dozlarinda intraperitoneal (i.p.) CBD enjeksiyonlari
gerceklestirildi. 17. giin son CBD enjeksiyonundan sonra 1 mg/
kg dozunda 0.5 mL hacminde LPS (i.p.) ile sistemik enflamasyon
modeli olusturuldu. LPS enjeksiyonundan 6 saat sonra ketamin
(90 mg/kg)/ksilazin (8-10 mg/kg) ile abdominal insizyonu
takiben histerotomi ile maternal ve fetal beyin dokular alindi.
LPS (#1L2630) Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.

Hematoksilen-Eozin (H&E) Uygulama

Formalinle fikse edilmis parafin bloklardan 4-5 pm'lik kesitler
alindi ve H&E boyali slaytlar gross morfolojiyi gorsellestirmek
icin incelendi.

immiinohistokimyasal Uygulama

Fetal beyin ve maternal beyin dokularina ait bloklara klinik
olarak onaylanmis CD45 (Dako, #M0701) ve HIF-1a (Medaysis,
#MC0224) antikorlari uygulandi. Antikor dilGisyonlar, Gretici
firmanin talimatlarina goére hazirlandi. Dako Omnis tam
otomatize numune hazirlama ve boyamasistemikullanildi. Doku
ornekleri formalinle fikse edilmis parafine gémilu bloklardan
kesildi ve pozitif kontrol olarak insan tonsil dokusundan 4 um
kalinliginda kesitler alindi. Antijen geri kazanimi icin dokular
Envision-FLEX (Carpinteria, CA, ABD), yiiksek pH soliisyonu ile
97 °C'de 30 dakika inkiibe edildi ve ardindan yikama tamponu
ile iki dakika durulandi. Antijen geri kazanim adimindan sonra,
30 dakika siire ile CD45 ve HIF-1a primer antikor inkiibasyonu
gerceklestirildi. Ardindan lamlar yikama tamponuyla 2 dakika
boyunca durulandi. Ardindan, Envision-FLEX peroksidaz bloke
edici soltisyon 3 dakika boyunca uygulandi ve durulama islemi
gerceklestirildi. Yirmi dakikalik Envision-FLEX/HRP inkiibasyon
adimindan once, lamlar sekonder antikor ile inkibe edildi.
Ardindan yikama adimlari uygulandi. Envision substrat calisma
sollisyonu kromojen olarak 5 dakika inkiibe edildi ve yikandi.
Son olarak, zit boyama icin 3 dakika boyunca hematoksilen
uyguland.

Histopatolojik Dederlendirme

H&E kesitlerde doku morfolojisi ve hiicreler immiinohistokimyasal
yontem ile karsilastirilarak degerlendirildi. immiinohistokimyasal
incelemede semikantitatif skorlama yapilmistir. CD45 ile 200X
biylitmede boyanan hiicreler negatif (skor: 0), 5-25 hiicre (skor:
1), 26-50 hiicre (skor: 2) ve >50 (skor: 3) olarak kabul edildi. HIF-
Taicin dokuda ve hiicrelerde oransal olarak; negatif boyanma
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0, >%0 ve <%25 doku ekspresyonu zayif (skor: 1), >25 ve <0%50
doku ekspresyonu orta (skor: 2), >%50 doku ekspresyonu
yiksek (skor: 3) olarak kabul edildi?®?°.

Total Oksidan Diizeylerinin (TOS) Belirlenmesi

Serum TOS olctimii, Erel* tarafindan gelistirilen otomatik
olclim yontemi olan Rel Assay (Rel Assay Diagnostics kit,
Mega Tip, Gaziantep, Tiirkiye) kiti kullanilarak Gretici firmanin
onermis oldugu protokol adimlari takip edilerek belirlendi.
Numunede bulunan oksidanlar demir iyonu o-dianisidin
kompleksini Fe**e oksitlemektedir. Oksidasyon reaksiyonu,
reaksiyon ortaminda bulunan gliserol molekiilleri tarafindan
guiclendirilir. Fe** iyonu, asidik ortamda ksilenol turuncusu
ile renkli bir kompleks olusturmaktadir. Spektrofotometrik
olarak dlculebilen renk yogunlugu numunede bulunan oksidan
molekiillerinin miktariyla iliskilendirilmektedir. Uretici firmanin
talimatlari dogrultusunda, 45 ulL 6rnek veya standart veya H,0
96 kuyucuklu plakalara eklendi. Daha sonra, tampon sollisyonu
ve siilfiirik asit (H,SO,) iceren 300 pl reaktif 1 sollisyonu
kuyucuklara eklendi ve 30 saniye inklibasyonun ardindan 530
nm'de spektrofotometrede ilk absorbans degeri 6l¢lldii. Bu
basamagi takiben, 15 ul substrat sollisyonu, H,S0,, ferrdz iyon
ve o-dianisidin'den olusan reaktif 2 sollisyonu eklendi. 37 °C'de
5 dakika inkiibasyonun ardindan ikinci absorbans degeri 530
nm'de spektrofotometrede 6lgiildii. Hidrojen peroksit (H,0,)
kalibrasyon icin kullanildi ve sonuglar litre basina mikromolar
H,0, esdegerleri (umol H,0, eq/L) cinsinden ifade edildi'.
Sonuclar kat degisimi ve + standart sapma (SS) olarak grafikte
sunuldu.

Total Antioksidan Diizeylerinin (TAS) Belirlenmesi

Serum TAS ol¢limi, Erel*? tarafindan gelistirilen otomatik
olctim yontemi olan Rel Assay (Rel Assay Diagnostics kit,
Mega Tip, Gaziantep, Tiirkiye) kiti kullanilarak Gretici firmanin
onermis oldugu protokol adimlari takip edilerek belirlendi. ilk
olarak 96 kuyucuklu plakalara 18 pL 6rnek veya standart veya
H,0 eklendi. Ardindan 300 uL tampon sollisyonu ve asetat
tamponundan olusan reaktif 1 eklendi ve 30 saniye sonra ilk
absorbans 660 nm'de spektrofotometrede 6lciildii. Olgiim
sonras! her bir kuyucuga 45 pL prokromojen ve ABTS iceren
reaktif 2 eklendi ve 37 °C'de 5 dakika inkiibasyonun ardindan
ikinci absorbans degeri 660 nm'de spektrofotometrede
oOl¢ildi. Bu yontem dogrultusunda, Uretilen hidroksil radikali
tarafindan baslatilan gliclui serbest radikal reaksiyonlarina karsi
numune icerisindeki antioksidan miktari saptandi. Sonuclar
litre basina Trolox esdegerlerinin milimolii (eq/L) olarak ifade
edildi®'. Sonuclar kat degisimi ve + SS olarak grafikte sunuldu.

Oksidatif Stres Indeksi'nin (0SI) Hesaplanmasi

0Si orani, TOS'un TAS seviyesine orani olarak hesaplandi ve
ylizde olarak ifade edildi. Bu hesaplama icin TAS birimleri
mmol/L olarak degerlendirmeye alindi ve OSI degeri [TOS
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(uM H,0, eq/L)[TAS(mmol Trolox eq/L)x100] formiiliine gére
hesaplandi*®®'. Sonuglar kat degisimi ve +SS olarak grafikte
sunuldu.

interlokin-1beta (IL-1p) Diizeylerinin ELISA ile Belirlenmesi

Sakrifikasyonun ardindan sicanlardan alinan fetal ve
maternal beyin dokulari 50-100 mg arahginda olacak sekilde
porsiyonlandi. 1:10 oraninda 1xPBS eklenerek sonikasyon islemi
ile homojenize edildi. Maternal ve fetal beyin dokularinda IL-
1B miktar tayinini gerceklestirmek amaciyla ticari olarak temin
edilen ELISA kiti (Cloud Clone Corp, USCN, #L211201990)
kullanildi. Uretici firmanin talimatlarini takiben, 1xPBS ile
1:9 oraninda homojenize edilen 100 pL doku 6rnedi veya
standartlar anti-IL-1B antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu
plakalara eklendi ve 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan kuyucuklara sirasiyla substrat ¢ozeltisi ve reaksiyonu
sonlandiran c¢ozeltiler eklendi. Takiben optik absorbans 450
nm'de spektrofotometrede (BioTek, Epoch2) ol¢ildi. Doku
orneklerindeki IL-1B seviyeleri, standartlarin optik dansite
degerleri kullanilarak olusturulan grafik Uzerindeki dogru
denklemi kullanilarak hesaplandi.

istatistiksel Analiz

Veriler GraphPad Prism 8.0 yazilimi yazilimi kullanilarak analiz
edildi. Tek yonlii ANOVA varyans analizi ve Tukey's post-
hoc t-testi kontrol ve deney gruplar arasinda farkhliklarin
istatistiksel anlamliigini  degerlendirmek icin  kullanildi.
Farklihklar p<0,05 icin anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Fetal Beyin Dokularinda Oksidatif Stres Parametrelerinin
incelenmesi

Gebelikte LPS ile indiiklenen
enflamasyon-aracili  gelisen oksidatif stres diizeylerini
degerlendirmek amaciyla fetal beyin dokularinda TAS,
TOS ve OSi diizeylerindeki degisimler degerlendirilmistir.
Sonuclarimiza gore fetal beyin dokularinda, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda LPS grubunda TAS diizeylerinde azalma
oldugu belirlendi (Sekil 1A). Ancak bu degisimin istatistiksel
olarak anlamh olmadigi gdzlendi. LPS grubuna kiyasla LPS
+ CBD 5 mg/kg ve LPS + CBD 10 mg/kg gruplarinda TAS
diizeylerinde artis oldugu gozlenmesine karsin bu degisimlerin
istatistiksel olarak anlaml olmadigi belirlendi (Sekil 1A). LPS
grubuna kiyasla LPS + CBD 30 mg/kg grubu karsilastirildiginda
TAS dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis
oldugu belirlendi (p<0,05) (Sekil 1A).

enflamasyon modelinde,

LPS uygulamasina bagli olarak kontrol grubuna kiyasla TOS
diizeylerinde anlamli bir artis oldugu belirlendi (p<0,05) (Sekil
1B). LPS grubu ile LPS + CBD 5 mg/kg, LPS + CBD 10 mg/kg ve
LPS + CBD 30 mg/kg gruplari karsilastirildiginda LPS + CBD 10



Nam Kem Med J 2025;13(1):13-23

CATAKLI ve ark. CBD ve Sican Maternal/Fetal Beyin Dokulari

mg/kg ve LPS + CBD 30 mg/kg gruplarindaki TOS diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamh bir azalma gosterdigi belirlendi
(Sekil 1B).

0Si degerleri acisindan incelendiginde LPS uygulamasina bagl
olarak kontrol grubuna kiyasla OSI diizeylerinde anlamh bir
artis oldugu belirlendi (Sekil 1C). LPS grubu ile LPS + CBD 5
mg/kg, LPS + CBD 10 mg/kg ve LPS + CBD 30 mg/kg gruplari
karsilastirildiginda OSI diizeylerinin CBD'nin artan dozu
ile ters orantili olarak istatistiksel olarak azaldigi belirlendi
(p<0,05) (Sekil 1C). Sonugclarimiz CBD tedavisinin gebelikte
LPS ile indiiklenen sistemik enflamasyon modelinde fetal
beyin dokularindaki oksidatif stres parametrelerini azalttigini
gosterdi (Sekil 1A-C).

Maternal  Beyin  Dokularinda  Oksidatif  Stres

Parametrelerinin incelenmesi

Enflamasyon modelinin maternal beyin dokularinda oksidatif
stres parametrelerini degerlendirmek amaciyla TAS, TOS ve
0Si diizeylerindeki degisimler degerlendirilmistir. Fetal beyin

Kontrol ~ LPS  LPS+CBD LPS+CBD LPS+CBD Kontrol
Smghg 10mghg 30mghg

A B s
1,2 *
~ 16

—~ * - 9
= 1 5 T 14 *
< ~ = R
2E os 9Z *
sz = 1
= @ 0.6 s3
== g 3 0.8
£3 S~ o6
2o 3,
Z 0.2 = )
S 0.2

0 0

Smghe 10mghe 30mghg

dokulariyla paralel sekilde maternal beyin dokularinda, kontrol
grubuna kiyasla LPS grubunda TAS diizeylerinde azalma
oldugu belirlendi (Sekil 2A). Ancak bu azalma istatiksel olarak
anlamli bulunmadi. LPS + CBD 5 mg/kg ve LPS + CBD 10 mg/kg
gruplarinda TAS diizeylerinde, LPS grubuna kiyasla artis oldugu
gozlenmesine karsin bu dedisimlerin istatistiksel olarak anlamli
olmadigr belirlendi (Sekil 2A). LPS + CBD 30 mg/kg grubunda
LPS grubuna kiyasla TAS diizeylerinde istatistiksel olarak anlami
diizeyde artis oldugu belirlendi (p<0,05) (Sekil 2A).

TOS diizeylerinde LPS uygulamasina bagh olarak kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis
oldugu belirlendi (p<0,05) (Sekil 2B). LPS + CBD 5 mg/kg
grubunda LPS grubu ile karsilastiriidiginda TOS dizeylerinde
azalma oldugu, ancak bu degisimin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi gézlemlendi. LPS grubuna kiyasla, LPS + CBD 10 mg/
kg ve LPS + CBD 30 mg/kg gruplarina ait TOS diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamh bir azalma gosterdigi belirlendi
(p<0,05) (Sekil 2B).

(e}

Oksidatif Stres indeksi
(OSI) kat degisimi

| I I

LPS  LPS+CBD LPS+CBD LPS+CBD Kontrol Lps LPS+CBD LPS+CBD LPS+CBD

Smghg  10mghg 30mghg

Sekil 1. Fetal beyin dokularina ait (A) TAS, (B) TOS ve (C) 0Si degerleri. Tek yén ANOVA ve Tukey's coklu karsilastirma testleri ile

analiz edilmistir

™ n<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. TAS: Total antioksidan diizeyleri, TOS: Total oksidan diizeyleri, OSI: Oksidatif stres indeksi,

LPS: Lipopolisakkarit, CBD: Kannabidiol, H,0,: Hidrojen peroksit
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Kontrol LPS LPS+CBD LPS+CBD LPS+CBD Kontrol LPS LPS+CBD LPS+CBD LPS+CBD Kontrol LPS LPS+CBD 5 LPS+CBD LPS+CBD
Smghkg 10mghg 30mghg Smghkg 10mghg 30mghkg mghkg  10mghg  30mgkg

Sekil 2. Maternal beyin dokularina ait (A) TAS, (b) TOS ve (C) 0Si degerleri. Tek yon ANOVA ve Tukey's coklu karsilastirma testleri

ile analiz edilmistir

*n<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. TAS: Total antioksidan diizeyleri, TOS: Total oksidan diizeyleri, OSI: Oksidatif stres indeksi,

LPS: Lipopolisakkarit, CBD: Kannabidiol, H,0,: Hidrojen peroksit
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0Si degerlerinde ise LPS uygulamasina bagli olarak kontrol
grubuna kiyasla OSi diizeylerinde anlamh bir artis oldugu
gbzlemlendi (Sekil 2C). LPS + CBD 5 mg/kg, LPS + CBD 10 mg/
kg ve LPS + CBD 30 mg/kg gruplarina ait OSi degerlerinde LPS
grubuna kiyasla CBD'nin artan dozu ile ters orantili sekilde
istatistiksel olarak anlaml dizeyde azalma oldugu belirlendi
(p<0,05) (Sekil 2C). Elde edilen sonuclar, CBD uygulamasinin
LPS ile indiiklenen sistemik enflamasyon modelinde fetal beyin
ile paralel sekilde maternal beyin dokularinda da oksidatif stres
parametrelerini azalttigini gosterdi (Sekil 2A-C).

IL-1p Diizeylerinin ELISA ile Belirlenmesi

CBD'nin, LPS ile olusturulan sistemik enflamasyon modelinin
maternal beyin dokusu Uzerindeki etkisini anlamak amaciyla
enflamatuvar siireclerde arttigi bilinen IL-1B diizeylerindeki
degisimler ELISA ile incelendi. Maternal beyin dokularinda
LPS uygulamasina bagli olarak kontrol grubuna kiyasla IL-1B
diizeylerinde istatistiksel olarak artis oldugu belirlendi. CBD
10 mg/kg ve CBD 30 mg/kg gruplarindaki IL-1B diizeylerinin
LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide diistiigii
belirlendi (Sekil 3).

Maternal Beyin ve Fetal Beyin Dokularinda Histopatolojik
Bulgular

LPS-aracili gebelikte enflamasyon modelinde enflamasyonun
maternal ve fetal doku diizeyinde etkisini incelemek amaciyla,
HE&E boyama gerceklestirildi. LPS grubuna ait maternal beyin

Kontrol

LPS + CBD 5Smg/kg

LPS +CBD 30 mg/kg | 5}

dokularinda kontrol grubuna kiyasla yogun miktarda lenfosit
varhgr g6zlemlendi. LPS + CBD 5 mg/kg ve LPS + CBD 10 mg/
kg ve LPS + CBD 30 mg/kg gruplarinda LPS grubuna kiyasla
artan dozla ters diizeyde lenfosit diizeylerinde azalma oldugu
ve kontrol grubuyla benzer diizeyde lenfosit varligi izlendi
(Sekil 4A).

Fetal beyin dokularina ait 6rneklerde, LPS grubunda kontrol
grubuna kiyasla yogun miktarda konjesyon gézlemlendi. LPS
+ CBD 5 mg/kg ve LPS + CBD 10 mg/kg ve LPS + CBD 30 mg/

= HHHH

IL-1p konsanstrasyonu (pg/ml)

Kontrol LPS+CBD LPS+CBD LPS+CBD
Smg/kg 10mg/kg  30mg/kg
Sekil 3. Maternal  beyin  dokularinda  IL-1B

konsantrasyonlarinin ELISA yontemi ile degerlendirilmesi.
Tek yon ANOVA ve Tukey's coklu karsilastirma testleri ile
analiz edilmistir

* p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. LPS:
Lipopolisakkarit, CBD: Kannabidiol, IL-18: interlékin-1beta

LPS + CBD 30 mg/kg (4

Sekil 4. A) Maternal beyin dokularina ait Kontrol, LPS, LPS + CBD 5 mg/kg, LPS + CBD 10 mg/kg, LPS + CBD 30 mg/kg gruplarinda
Hemotoksilen-Eozin boyama ile lenfositler, mikroglial hiicreler ve glial hiicreler oklarla g6sterilmistir. B) Fetal beyin dokularin ait
Kontrol, LPS, LPS + CBD 5 mg/kg, LPS + CBD 10 mg/kg, LPS + CBD 30 mg/kg gruplarinda Hemotoksilen-Eozin boyama ile konjesyonun
gbzlemlendigi, glial hiicreler ve meningeal alanlar oklarla gosterilmistir (H&E, 200X)

LPS: Lipopolisakkarit, CBD: Kannabidiol, H& E: Hemotoksilen-eozin
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kg gruplarinda ise artan dozla ters orantili sekilde konjesyon
bulgularinda azalma oldugu belirlendi (Sekil 4B).

Maternal Beyin Dokularinda CD45 ve HIF-1a Diizeylerinin
immiinohistokimyasal Yontemle Belirlenmesi

Maternal beyin dokularinda enflamasyon aracili oksidatif
stresi degerlendirmek amaciyla CD45 ve HIF-1a diizeyleri
immiinohistokimyasal yontemle gerceklestirildi. LPS grubunda
kontrol grubuna kiyasla CD45 diizeylerinin ylksek oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 5A). Bu bulgular, mikroglial hicre
ve lenfosit varliginin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde LPS grubunda daha yogun oldugunu
g6stermektedir (Sekil 5A). LPS + CBD 5 mg/kg ve LPS +
CBD 10 mg/kg ve LPS + CBD 30 mg/kg gruplarinda ise LPS
grubuna kiyasla CD45 diizeylerinde doz bagimli istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azalma oldugu g6zlemlenmistir (Sekil

Kontrol

LPS + CBD Smg/kg

LPS+CBD Smghkg -

LPS + CBD 30 mg/kg

5A, 5C). Bu sonuclar, CBD tedavisinin artan dozla ters orantili
olacak sekilde maternal beyin dokularinda mikroglial hiicre ve
lenfosit varhgini LPS grubuna gore azalttigini gostermektedir
(Sekil 5A, 5C).

Hipoksiye yanitla iliskili gen ifadesinin 6nemli diizenleyicisi
olan HIF-1a'nin enflamasyonda da rol oynadigi bilinmektedir:.
LPS ile indiiklenen gebelikte enflamasyon modelinde maternal
beyin dokularinda HIF-1a dizeyleri imminohistokimyasal
yontemle incelendi. Kontrol grubunda da bir miktar mikroglial
hiicreler, lenfositler ve dokuda (damar endotelinde belirgin)
HIF-1a dlzeylerinde artis olmasina karsin, LPS grubunda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
mikroglial hiicreler, lenfosit ve dokuda HIF-1a diizeylerinde
artis gézlemlendi (Sekil 5B). LPS + CBD 5 mg/kg ve LPS + CBD
10 mg/kg ve LPS + CBD 30 mg/kg gruplarinda ise LPS + CBD

iI 1 K

LPS+CBD LPS+CBD LPS+CED
mg K 10mghg  30mgkg

* * *
2
0
Kontrol LPS  LPS+CBD LPS+CBD LPS+CBD
smgkg  l0mgkg  30mgkg

Iiii

Kontrol PS LPS+CBD LPS+CBD LPS+CBD
smgkg  10mghkg 30 mgkg

Sekil 5. Maternal beyin dokularinda Kontrol, LPS, LPS + CBD 5 mg/kg, LPS + CBD 10 mg/kg, LPS + CBD 30 mg/kg gruplarinda A)
Immiinohistokimyasal yontem ile lenfosit ve mikroglial hiicrelerde CD45 diizeyleri oklarla gosterilmistir. B) immiinohistokimyasal
yontem ile lenfosit, mikroglial hiicrelerde ve dokuda HIF-1a ifade diizeyleri oklarla gosterilmistir (IHK, 200X). C) Maternal beyin
CD45 ve HIF-1a ifade diizeylerine ait skorlarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi. Tek yon ANOVA ve Tukey's coklu karsilastirma

testleri ile analiz edilmistir

' p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. D) Fetal beyin dokularinda Kontrol, LPS, LPS + CBD 5 mg/kg, LPS + CBD 10 mg/kg, LPS
+ CBD 30 mg/kg gruplarinda meninkslerde ve glial dokularda HIF-1a ifade diizeyleri belirlendi. HIF-1a ifadesinin gérildigi alanlar ok ile
gdsterilmistir (IHK, 200X). E) Fetal beyin HIF-1a ifade diizeylerine ait skorlarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi. Tek y6n ANOVA ve Tukey's

coklu karsilastirma testleri ile analiz edilmistir. ™
HIF-1a: Hipoksi ile induklenen faktor-1o

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. LPS: Lipopolisakkarit, CBD: Kannabidiol,
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30 mg/kg grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmak
tzere LPS grubuna kiyasla HIF-1a dizeylerinde doz bagimli
azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 5B, 5C). Bu bulgular, LPS ile
indliklenen enflamasyonla paralel sekilde oksidatif stresin de
CBD tedavisiyle birlikte tersine gevrildigini gostermistir (Sekil
5B, 5C).

Fetal Beyin Dokularinda HIF-1a
immiinohistokimyasal Yontemle Belirlenmesi

Diizeylerinin

Gebelikte olusturulan enflamasyon modelinde gerceklesen
oksidatif stresin fetal beyin dokulari {zerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla fetal beyin dokularinda HIF-1a
diizeyleri imminohistokimyasal olarak incelendi. Kontrol
grubunda meningeal ve glial dokularda az miktarda HIF-1a
dizeylerinde artis gozlemlenmesine karsin, LPS grubunda
HIF-1a dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis
oldugu belirlendi (Sekil 5D). LPS + CBD 5 mg/kg ve LPS +
CBD 10 mg/kg ve LPS + CBD 30 mg/kg gruplarinda ise doz
bagimh LPS grubuna kiyasla HIF-1a diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli azalma meydana geldi§i belirlendi (Sekil 5D,
5E). Bu sonuglar, maternal beyin dokulariyla paralel sekilde
fetal beyin dokularinda da oksidatif strese bagh olarak HIF-Ta
diizeylerinde artis oldugunu gosterdi (Sekil 5D, 5E).

TARTISMA

Kenevir bitkisi tibbi etkileri nedeniyle uzun siredir bircok
arastirmanin  odagr olmustur. Kenevirden elde edilen
kannabinoidler fitokannabinoidler olarak adlandiriimaktadir.
Bunlardan THC ve CBD izerinde en c¢ok calisilan
fitokannabinodilerdir**. Kenevirde dogal olarak bulunan
bilesiklerden biri olan CBD, cesitli rahatsizliklarin tedavisi igin
giderek daha popiiler hale gelmistir®. THC'ye kiyasla psikoaktif
etkilerinin bulunmamasi ve disiik yan etki profili CBD'nin
avantajlari arasinda yer almaktadir ve guvenilir bir terapotik
ajan oldugunu desteklemektedir. Bu nedenle CBD'nin, akut
ve kronik agri, anksiyete, nobet bozukluklari, osteoartrit,
migren, uykusuzluk ve kanser gibi durumlarda kullanimi
yayginlasmistir®®. Bununla birlikte Lennox-Gastaut sendromu ve
Dravet sendromu gibi durumlarda CBD iceren ticari preparatlar
terapotik olarak kullaniimaktadir?®?. Gebelik sirasinda CBD
kullaniminin glvenirligine iliskin kanitlar yetersiz olmasina
ragmen, CBD; gebe kadinlarda bulanti, uykusuzluk, anksiyete
ve kronik agri gibi semptomlarda kullaniimaktadir®’. Biz de
bu calisma kapsaminda, CBD'nin LPS ile indiiklenen gebelikte
sistemik enflamasyon modelinde fetal néroenflamasyon aracih
oksidatif stres tizerindeki olasi koruyucu etkilerini arastirmayi
amacladik.

PE, 5 yas alti cocuk 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir ve diinya
genelindeki dogumlarin yaklasik %11'ini olusturmaktadir3.
Erken dogan bebekler, basta serebral palsi olmak lizere solunum
ve gastrointestinal bozukluklar gibi bir dizisaglik komplikasyonu
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riski altindadir®®#, PE'nin; enfeksiyon veya enflamasyon,
uteroplasental iskemi veya kanama, stres ve imminolojik
olarak aracilik edilen diger surecler dahil olmak tzere birden
fazla mekanizma tarafindan tetiklenebilen bir sendrom oldugu
dustniilmektedir’®*'. PE'ye neden olan risk faktdrlerinin cogu
sistemik enflamasyonun artmasina neden oldugundan, PE'nin
altinda yatan mekanizmalarda enfeksiyon ve enflamasyonun
artan uyariminin birden fazla risk faktori ile iliskili olabilecegi
ortaya konulmustur®. Bununla birlikte, uterusta enflamatuar
mediyatorlerin varhgi, ozellikle fetal akcigerleri ve beyni
etkileyen fetal hasar ile iliskilendirilmistir®#%. Histopatoloji
bulgularimiz, LPS uygulamasiyla beraber maternal beyin
dokularinda yogun miktarda lenfosit varliginda artis oldugunu
gostermistir (Sekil 4A). Fetal beyin dokularinda da benzer
sekilde enflamasyona bagli olarak LPS grubunda yogun
miktarda konjesyon go6zlemlenmesi enflamasyon siirecinin
fetal ve maternal beyin dokularini olumsuz sekilde etkiledigini
gostermektedir (Sekil 4B). CBD uygulamasiyla ise doz-bagimli
maternal beyin lenfosit diizeylerinde ve fetal beyin konjesyon
bulgularinda azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4A, 4B).

IL-1 sitokinleri; IL-1a, IL-1B ve IL-1Ra’'nin immin sistemin
duzenlenmesi ve enflamasyon gibi sureclerde onemli rol
oynadigi bilinmektedir*®. Onbir lyeden olusan IL-1 ailesinde
yer alan IL-1B, otoinflamatuar hastaliklar olarak bilinen ve
insidanslari giderek artan sistemik ve lokal enflamatuvar
durumlar icin terapotik hedef olarak yer almistir*e. Gebelikte
sistemik enflamasyon modelinin maternal beyin dokusu
Uzerindeki etkisini anlamak amaciyla gerceklestirdigimiz
serolojik  Olclimlerimiz, LPS uygulamasiyla artan IL-1B
diizeylerinin CBD uygulamalariyla doz bagimli olarak azaldigini
gostermistir (Sekil 3).

CD45 tim Iokositlerde ifade edilen 180-220 kDa molekiil
agirhigma sahip bir transmembran glikoproteini ve protein
tirozin fosfatazdir. Ayrica CD45'in hiicre ylizey antijenlerinin
yaklasik  9%10'unu olusturdugu bilinmektedir?#.  CD45'in
immun sistemin diizenlenmesinde gorev aldigina dair kanitlar
giderek artmaktadir®. Sistemik enflamasyon durumunda
maternal enflamatuvar yanitin maternal beyin (izerindeki
etkilerini  degerlendirmek  amaciyla  gercgeklestirdigimiz
imminohistokimyasal c¢alismalar, LPS grubuna ait maternal
beyin dokularina ait mikroglial hiicre ve lenfositlerde CD45
diizeylerinde meydana gelen artisin, CBD uygulamasiyla doz-
bagimli sekilde tersine gevrildigini gostermektedir (Sekil 5A, 5C).

Hipoksi, metabolik olarak aktif organlara ait hiicrelerde oksijen
eksikligi ve adenozin trifosfat lretiminde artisin oldugu bir
durum olarak bilinmektedir. Hipoksi durumunda, biyolojik
sistemin oksijen tiiketimini karsilanamamaktadir®® ve bu durum
hiicresel islevleri bozarak normal homeostazin devamhligini
engelleyebilir®®'. Oksijen eksikligi veya hipoksi, oksidatif strese
ve HIF ve ROS olusumuna neden olur. HIF, hiicrenin hipoksiye
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verdigi  fizyolojik yanitlarda rol oynayan transkripsiyon
faktoridir®® ve HIF aracili sinyal mekanizmalari; hiicre
sagkalim, sinyalizasyon, migrasyon, anaerobik metabolizma ve
vazodilatasyon gibi 6nemli sireclerde rol oynamaktadir®®-,
HIF, G¢ a alt birimden herhangi birinden ve bir B alt birimden
olusan heterodimerdir®®. HIF-1a'nin, oksijen homeostazinin
ana diizenleyicisi oldugu ve oksijen homeostazinda rol
oynayan genlerin transkripsiyonunu etkiledigi bilinmektedir®’.
Preklinik ve klinik calismalar, maternal oksidatif stres ve immiin
aktivasyonun fetal ndrogelisimsel siire¢c Uzerinde olumsuz
etkisi oldugunu go6stermektedir. Bununla birlikte, HIF-1'in
beyin gelisimi, ndrogenez ve ndroproteksiyon ile iliskili oldugu
gosterilmistir®®. Norodejeneratif hastaliklar ve travmatik
beyin hasari gibi patolojik durumlarda ise anormal HIF-1
aktivasyonu goriilmustiir®®®', Kletkiewicz ve ark.®? yapmis
olduklari calismada CBD'nin antioksidan aktivitesi nedeniyle
hipoksi kaynakli oksidatif stresi azalttigini raporlamistir.

Biz de yapmis oldugumuz bu calismada CBD'nin maternal
ve fetal beyinde gerceklesen enflamasyon kaynakli olusan
oksidatif stres Uzerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
oksidatif stres parametreleri ve immiinohistokimyasal yontemle
fetal ve maternal beyin HIF-1a dizeyleri incelendi. Fetal beyin
ve maternal beyin dokularinda, CBD tedavisiyle birlikte LPS
grubuna kiyasla TAS diizeylerinde doz bagiml artis oldugu
belirlendi (Sekil 1A, Sekil 2A), buna karsin TOS diizeylerinde
ise LPS grubuna kiyasla CBD'nin artan dozlariyla ters orantili
sekilde azalma meydana geldigi belirlendi (Sekil 1B, Sekil
2B). immijnohistokimyasal degerlendirmeler sonucu, CBD'nin
fetal ve maternal beyin dokularinda doz bagiml sekilde LPS
grubuna kiyasla HIF-1a diizeylerinde azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 5B,D). Elden edilen sonuclar, CBD'nin LPS ile
indliklenen enflamasyon modelinde, enflamasyonla tetiklenen
oksidatif stres parametrelerini fetal beyin ve maternal
beyin dokularinda tersine cevirdigini gostermektedir. Ayrica
maternal dokularda, LPS grubunda arttigi gézlemlenen HIF-1a
diizeylerinin, CBD uygulamasina bagli olarak azalmasi, CBD'nin
noroenflamasyona bagli olarak gerceklestigi dustiniilen oksidatif
stres lizerinde koruyucu etkisi olabilecegini distindiirdi.

Calisma Kisithhklari

Calismamizin temel sinirhiligi, gebelikteki enflamasyonda CBD
uygulamasinin koruyucu rollerinin mekanizmasinin daha kesin
olarak anlasiimasi icin daha kapsamli ileri calismalara ihtiyag
duyulmasidir.

SONUG
Toplu olarak sonuclarimiz, Cannabis'in  en  o6nemli
bilesenlerinden  biri olan CBD'nin  gebelikte sistemik

enflamasyona bagh olarak gelisen fetal ve maternal beyin
oksidatif stres lizerinde koruyucu etkisi olabilecegini
dustindirmustar.
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Etik Kurul Onayi: Bu calismadaki tiim hayvan bakimi ve
deneysel prosedirler, Ulusal Saglk Enstitiileri'nin hayvan
arastirmalari yonergelerine uygun olarak vyuritilmis ve
Stileyman Demirel Universitesi Hayvan Arastirmalari Komitesi
tarafindan onaylanmistir (karar no: 209, tarih: 21.09.2023).

Hasta Onayi: Hayvan deneyidir.

Tesekkiir

Hatice Kiibra Dogan'a deneysel prosedirdeki katkilarindan
dolay tesekkiir ederiz.

Dipnot
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