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Primer osteosarkom hızlı metastaz özelliği ile bilinen, çocuklarda ve gençlerde en sık 

izlenen osteojenik tümördür. Klinikte uygulanan tedavi yöntemlerinin sınırlılıkları ve 

hastalarda görülen yan etkiler yeni tedavi ajanlarının araştırılması gerekliliğini ortaya 

koymaktadır. Endokannabinoidler, insan kas-iskelet sisteminde sentezlendiği bilinen, 

osteoblast, osteoklast ve osteoprogenitör hücrelerde CB1, CB2 ve TRPV1 reseptörleri 

aracılığıyla kemik yapımı ve yıkımını düzenliği bildirilmiş lipit yapılı ligandlardır. 

Kannabinoidlerin osteosarkom hücrelerinde CB2 veya TRPV1 reseptörleri aracılı hücre 

çoğalmasını azaltıcı ve apoptozu indükleyici etkileri bildirilmiştir. Hepatokarsinom ve  

endometriyum kanserinde antiproliferatif ve apoptotik etkinliği bildirilen sentetik 

spesifik CB2 reseptör agonisti CB65, CB2 reseptörü aracılı olarak osteosarkom 

hücrelerinde antiproliferatif ve apoptotik etki gösterebilir. CB65’in osteosarkom için ilaç 

adayı olarak kontrollü salımını sağlayabilecek ve biyoyararlanımını arttırabilecek 
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biyouyumlu lipozom taşıma sistemi kullanılabilir. Varsayımı test etmek amacıyla in vitro 

koşullarda deney ve kontrol gruplarını içeren gözlemsel bir çalışma tasarlanmıştır. Tez 

çalışmasında insan Saos-2 osteosarkom hücre hattında pozitif kontrol A549 hücrelerine 

göre qRT-PCR ile yüksek CB2 reseptör ekspresyonu saptanmıştır. İnsan MG63 ve Saos-

2 hücrelerinde in vitro koşullarda akım sitometrisi ile hücre içi ve hücre zarındaki CB1 

ve CB2 reseptörlerinin varlığı gösterilmiştir. Buna göre MG63 ve Saos-2 hatlarında 

yüksek oranda CB2 immün işaretlenme saptanmıştır. MG63 ve Saos-2 hatlarında WST-

1 ile saptanan 10-12 – 10-8 M antiproliferatif etkili doz penceresi gerçek zamanlı 

proliferasyon analizi ile değerlendirildiğinde MG63 için 1.11x10-11 M ve Saos-2 için 

4.95x10-11 M ED50 hesaplanmıştır. CB65’in osteosarkom hatlarındaki proliferasyonu 

azaltıcı etkisi CB2 antagonisti AM630 ile bloke olmuş, CB65’in CB2 reseptörü aracılı 

etki gösterdiği saptanmıştır. ED50 CB65, Annexin/PI işaretlemesi ile MG63 hücrelerinde 

geç apoptozu ilk 48 saatte %7.31 ve Saos-2 hücrelerinde ilk 24 saatte %19.06 oranında 

indüklemiştir. CB65, ince film oluşturma yöntemi ile lipozomal sisteme %51.12 oranla 

yüklenmiş ve 24 saatlik kontrollü salımı sağlanmıştır. Lipozomal sistemden 1.11x10-11 M 

CB65 salındığında gerçek zamanlı proliferasyon analizinde MG63 ve Saos-2 

hücrelerinde 16. saatten 56. saate kadar hücre çoğalmasını azaltıcı etki göstermiştir. 

Sonuç olarak, yeni stabil ve erken etkili lipozomal CB65 yüklü kontrollü salım sistemi 

başarıyla oluşturulmuş ve in vitro koşullarda insan osteosarkom hücrelerindeki CB2 

reseptör aracılı agonistik antiproliferatif ve apoptotik etkisi doğrulanmıştır. Ortopedik 

onkoloji klinikleri, in vivo validasyonun ardından ilaç adayını pediatrik kemik 

kanserlerini iyileştirmek için hedefli ve akıllı bir araç olarak kullanabilir. 
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Primary osteosarcoma is the most common osteogenic tumor in children and adolescents, 

known with its rapid metastasis. The limitations of the treatment approaches applied in 

the clinic and the side effects observed in patients reveal the necessity of investigating 

novel treatment agents. Endocannabinoids are lipid-structured ligands that are known to 

be synthesized in the human musculoskeletal system and have been reported to regulate 

bone formation and resorption through CB1, CB2 and TRPV1 receptors in osteoblast, 

osteoclast and osteoprogenitor cells. Cannabinoids have been reported to reduce 

proliferation and induce apoptosis in osteosarcoma cells through CB2 or TRPV1 

receptors. Synthetic specific CB2 receptor agonist CB65, which has been reported to have 

antiproliferative and apoptotic effect on hepatocarcinoma and endometrial cancer, may 

exert CB2 receptor-mediated antiproliferative and apoptotic effects on osteosarcoma 

cells. A biocompatible liposome delivery system can be used providing the controlled 
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release and increasing the bioavailability of CB65 as a drug candidate for osteosarcoma. 

To test the hypothesis, an in vitro observational study with experimental and control 

groups was designed. In the thesis, human Saos-2 osteosarcoma cell line showed higher 

CB2 receptor expression when compared to positive control A549 cells by qRT-PCR. 

The presence of intracellular and membrane CB1 and CB2 receptors was demonstrated 

by flow cytometry in MG63 and Saos-2 cell lines in vitro. Accordingly, high CB2 

immunolabeling was detected in MG63 and Saos-2 lines. When dose and time-dependent 

antiproliferative dose range of 10-12 –10-8 M CB65, by WST-1, was applied to MG63 and 

Saos-2 lines, ED50 of 1.11x10-11 M for MG63 and 4.95x10-11 M for Saos-2 cells were 

calculated by real-time proliferation analysis. The antiproliferative effect of CB65 on 

osteosarcoma lines was inhibited by CB2 antagonist AM630, showing its CB2 receptor-

mediated effect. ED50 CB65 induced late apoptosis of 7.31% of MG63 cells at 48 hours 

and 19.06% of Saos-2 cells at 24 hours by Annexin/PI labelling. CB65 was loaded into 

liposomal system with a ratio of 51.12% by thin film formation method and 24 hour-

controlled release was achieved. Liposomes releasing a dose of 1.11x10-11 M CB65 

reduced proliferation of MG63 and Saos-2 cells from 16 56 hours. In conclusion, a new 

stable and early effective liposomal CB65 delivery system has been successfully 

generated and validated for its CB2 receptor-mediated agonistic antiproliferative and 

apoptotic effect on human osteosarcoma cells in vitro. The orthopaedic oncology clinics 

might translate the new formulation as a targeted and smart tool for bone tumors to cure 

paediatrics bone cancers following in vivo validation. 
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1. GİRİŞ 

 

Kemik tümörleri çocuklarda görülme sıklığı [1], yüksek metastaz oranına [2] bağlı 

olarak artış gösteren önemli bir kanserdir. Çocuklarda ve gençlerde primer osteosarkom 

en sık izlenen osteojenik tümör olarak bilinmektedir [3]. Klinikte osteosarkom için 

cerrahi tedavi, radyoterapi ve kemoterapinin sınırlılıkları ve hedefli ajanların uygulandığı 

hastalarda görülen sistemik yan etkiler tedavi sürecini güçleştirmektedir [4]. Hâlihazırda 

kullanılan ajanların sınırlı etkileri, yeni ilaç adaylarının araştırılması gerekliliğini ortaya 

koymaktadır [4]. 

 

Kannabinoidler, doğada ekzojen olarak Cannabis türü bitkilerde [5, 6], endojen olarak 

insanlarda [7] ve laboratuvar koşullarında sentetik formları [8] üretilen aktif lipit yapılı 

ligandlardır. Kannabinoid sistemi bileşenlerinin kemik hücrelerinde yaygın olarak 

dağılım gösterdiği bilinmektedir [9, 10]. Kemiğe ait osteoblast, osteoklast ve kemiğin 

öncül hücrelerinde klasik kannabinoid 2 (CB2) reseptörünün klasik kannabinoid 1 (CB1) 

reseptörüne göre daha yüksek oranda sentezlendiği bildirilmiştir [9, 11, 12]. 

Kannabinoidlerin osteosarkom hücrelerinde CB2 veya Transient reseptör potansiyeli 

vanilloid tipi-1 (TRPV1) reseptörleri aracılı proliferasyon [1], invazyonu [1, 13] ve hücre 

göçünü azalttığı [1, 13] ve apoptozu indüklediği [1, 13]   bildirilmiştir. Literatürde çeşitli 

kannabinoidlerin osteosarkom hücrelerindeki etkilerine ilişkin çalışmalar bulunsa dahi 

CB2 reseptörü aracılı proliferasyonu azaltıcı [1] ve apoptozu indükleyici [1, 13] etki 

mekanizmasına ilişkin bilgiler sınırlı olarak bildirilmiştir. Yarı ömrü kısa olan yağ yapılı 

kannabinoidlerin uzun süreli ve kontrollü salımı için lipit bazlı ilaç taşıma sistemleri ile 

osteosarkom hücrelerinin hedeflenmesine ilişkin çalışmalar oldukça sınırlıdır [14]. 

 

Varsayımımıza göre, sentetik spesifik CB2 reseptör agonisti CB65’in osteosarkom hücre 

hatlarındaki etkili dozu tespit edilebilir, proliferasyonu azaltıcı ve apoptozu indükleyici 

etkisi ortaya konabilirse, uygun lipozomal sistem ile stabilite ve biyoyararlanımı 

artırılarak etkili dozunun uzun süreli salımı sağlanabildiğinde bu ajan, osteosarkom için 

küratif ilaç adayı olabilir. 

 

Bu tez çalışmasının amacı, sentetik, spesifik CB2 reseptör agonisti CB65’in in vitro 

koşullarda ticari osteosarkom hücrelerindeki reseptör dağılımının değerlendirilmesi, doz 
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ve zaman bağımlı antiproliferatif dozunun saptanması ve apoptotik etkinliğinin 

değerlendirilmesi ve uzun süreli etkisinin izlenmesi için kontrollü salımını sağlayacak 

lipozomal ilaç taşıma sisteminin geliştirilmesi, karakterizasyonu ve hücrelerde test 

edilmesidir. 

 

Bu amaç doğrultusunda aşağıdaki hedefler belirlenmiştir. 

 

I. MG63 ve Saos-2 osteosarkom hücre hatlarında kannabinoid reseptör  düzeylerinin 

saptanması  

 

II. CB2 reseptörünü en yüksek düzeyde bulunduran osteosarkom hücrelerinde 

sentetik spesifik CB2 agonisti CB65’in hücre çoğalmasına etkisinin 

değerlendirilmesi  

 

III. CB2 reseptörünü en yüksek düzeyde bulunduran osteosarkom hücrelerinde 

sentetik spesifik kannabinoid CB2 agonisti CB65’in proliferasyonu azaltıcı etkili 

dozunun gerçek zamanlı olarak değerlendirilmesi 

 

IV. CB2 reseptörünü en yüksek düzeyde bulunduran osteosarkom hücrelerinde 

sentetik spesifik kannabinoid CB2 agonisti CB65’in apoptotik etki düzeyinin 

değerlendirilmesi 

 

V. Etkili dozu belirlenen CB2 agonisti CB65’in uzun süreli kontrollü salınımını 

sağlayabilecek lipozom temelli ilaç salım sisteminin geliştirilmesi  

  

VI. CB65 yüklü lipozom salım sisteminin in vitro koşullarda osteosarkom 

hücrelerindeki uzun süreli proliferasyonu azaltıcı ve apoptozu indükleyici 

etkisinin değerlendirilmesi    

 

Bu tez çalışması kapsamında yukarıdaki hedeflere ulaşılarak sentetik spesifik CB2 

reseptör agonisti CB65 yüklü lipozomal ilaç taşıma sisteminin uzun süreli ve kontrollü 

salımı ile in vitro koşullarda osteosarkom hücre hatlarında CB2 reseptörü aracılı doz ve 

zaman bağımlı hücre çoğalmasını azaltıcı ve hücre ölümünü uyarıcı etki potansiyeli 

ortaya konmuş; gerçek zamanlı olarak etkili dozu saptanmıştır. Bu çalışma ile ilk kez 
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geliştirilen CB2 agonisti CB65 yüklü lipozomal ilaç taşıma sistemi, akıllı ilaç taşıyıcı 

sistemler ve hedefli tedavi alanlarında yeni projelerin geliştirilmesinin önünü açabilir ve 

yeni bir tedavi adayı olarak sunulabilir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kemik Tümörleri 

Kemik tümörleri çocuklarda ve gençlerde yaygın görülen [1] ve kötü prognozu nedeniyle 

metastaz oranı yüksek tümörlerdir [2]. Kemik tümörleri, tüm kanserlerin %0,2’sinden 

daha az oranda görülmektedir [3] ve %67-69 oranında 5 yıllık sağ kalım oranına sahiptir 

[15]. 2022 yılı verilerine göre 15-19 yaş aralığındaki hastaların sağ kalım oranının %68 

olduğu bildirilmiştir (Şekil 2.1) [3]. Buna karşın, metastaz yapan kemik tümörü 

olgularının 5 yıllık sağ kalım oranının %27’ye düştüğü raporlanmıştır [16]. Amerika 

Birleşik Devletleri’nin 2020 yılına ait istatistikleri, 3600 yeni kemik tümörü olgusunun 

1720’sinin ölümle sonuçlandığını göstermiştir [15]. Türkiye’de Sağlık Bakanlığı Halk 

Sağlığı Genel Müdürlüğü tarafından yapılan araştırmalarda 2016 yılına ait kanser 

istatistiklerine göre 14 ilde 378 kemik tümörü olgusunun %2,4’ünün ölümle sonuçlandığı 

bildirilmiştir [17]. Primer kemik tümörü olgularının sıklıkla akciğer [18], meme [19], 

prostat [20], böbrek [21] ve tiroide [22] metastaz yaptığı bilinmektedir [23]. 2020 yılında 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) [24] tarafından kemik tümörleri için [25] ve osteosarkom 

için yapılan sınıflandırma Çizelge 2.1’de gösterilmektedir. Primer osteosarkomun 

çocuklarda ve gençlerde %56 oranı ile en sık izlenen osteojenik tümör olduğu 

bilinmektedir [3].  

 

 
Şekil 2.1. 15-19 yaş grubunda 5 yıllık %68 sağ kalım oranı gösterilmiştir. Yeşil ile 

gösterilenler hayatta kalan insanları temsil etmektedir.  
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Çizelge 2.1. Dünya Sağlık Örgütü tarafından 2020 yılında yayınlanan kemik tümörleri ve 

osteosarkom sınıflandırması gösterilmiştir. 

Kemik Tümörleri Osteosarkom 
Kondrojenik tümörler Osteosarkom 
Kemiğin hematopoietik neoplazmaları  Düşük dereceli santral osteosarkom 
Osteojenik tümörler Parosteal osteosarkom 
Fibrojenik tümörler Periosteal osteosarkom 
Damar tümörleri Yüksek dereceli yüzey osteosarkomu 
Osteoklastik dev hücreden zengin tümörler Sekonder osteosarkom 
Notokord tümörleri - 
Kemiğin diğer mezenkimal tümörleri - 
Hematopoetik neoplazmlar - 

 
2.1.1. Osteosarkom Tedavisi 
Klinikte osteosarkom tanısı konulan hastalarda cerrahi öncesi olarak neoadjuvan 

kemoterapi [26] cerrahi rezeksiyonu kolaylaştırmak için tercih edilmektedir [27]. 

Ardından cerrahi tedavi ve metastaz yapmamış hastalarda adjuvan kemoterapi 

uygulanmaktadır [26, 28]. Metastaz yapmış osteosarkom tanısı alan hastalarda sınırlı 

olarak kemoterapi uygulanmaktadır [29]. Cerrahi tedavi uygulanamayan sınırlı sayıda 

hastada uzun süreli radyoterapi uygulamasının sağlıklı dokulardaki kök hücrelerde hasara 

neden olduğu bilinmektedir [30, 31] Klinikte 40 yaş ve üzeri hastalarda ilk tercih olarak 

uygulanan kemoterapötik ajanlar (metotreksat, doksorubisin, cisplatin ve ifosfamid vb.)  

[32-34] hastalığın metastazını önleyememekte ve tümör oluşumunu tetikleyen spesifik 

mutasyonları hedeflemeksizin etki göstermektedir [35]. Tümör damarlarının kıvrımlılığı 

ve farklılığı, oksijen basıncının düşük olması ve yüksek vasküler geçirgenlik gibi 

özellikler kemoterapide engeller oluşturur [36, 37]. Ayrıca kemoterapötiklerin hastalarda 

yorgunluk, bulantı-kusma, ağrı, bağışıklık sistemini baskılama, trombositopeniye bağlı 

kanama, kıl köklerinde zayıflama, infertilite ve felç gibi yan etkiler gösterdiği 

bilinmektedir [4, 33, 38, 39]. Kemoterapötiklerden biri olarak osteosarkomda kullanılan 

metotreksatın metastaza karşı önemli olduğu bildirilmesine [40] karşın metotraksatın 

sisplatin ile uygulandığı hastalarda sonucu iyileştirmediği bildirilmiştir [41]. Ayrıca 

osteosarkomun heterojenliği [42] karşısında kemoterapötiklere karşı zayıf yanıt 

oluşturabilmektedir [43, 44]. 

 

Klinikte sonraki tercihi hedefli tedavi ajanları oluşturmaktadır [29]. Osteosarkomun 

moleküler patogenezinde tanımlanan reseptör tirozin kinaz (RTK), insülin benzeri 

büyüme faktörü reseptörleri (IGF-R), platelet öncülü büyüme faktör reseptörleri 
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(PDGFR), vasküler endotelyal büyüme faktör reseptörleri (VEGFR) ve insan epidermal 

büyüme faktörü 2 (HER-2) mutasyonlarına karşı uygulanan hedefli inhibitörlerin bulantı, 

kusma, ağrı, interstisiyal akciğer hastalığı ve hepatoksisite gibi sistemik yan etkileri 

tedavi sürecini zorlaştırmaktadır [45]. Osteosarkom tedavisi için alternatif ajanlar olarak 

Reseptör aktivatör nükleer kappa B ligand (RANKL) antikoru denosumab ve 

bifosfonatların osteoklast aktivitesini ve kemik rezorpsiyonunu azaltıcı ve 

mineralizasyonu arttırıcı etkisi araştırılmaya başlanmıştır [45]. Osteosarkomun tanı ve 

tedavisindeki ilerlemelere rağmen, hastalarında sağkalım oranlarının artmaması, 

halihazırda klinikte uygulanan ajanların hastada güçlü yan etki oluşturmaları ve sınırlı 

etki göstermeleri osteosarkom tedavisi için yeni hedefli tedavi stratejilerinin önemini ve 

gerekliliğini ortaya koymaktadır [4, 46]. 

 

Clinicaltrial.gov veri tabanına girildiğinde 95 adet çalışmadan hala devam eden 26 tanesi 

osteosarkom tedavisi ile ilgili (Facilitates Chromatin Transcription) FACT kompleks 

hedefleme [47],  kriyoablasyon tedavisi [48], T hücre hedeflemesi [49-51], sistemik 

tedavi [52], lipozomal hedefleme [53] ile kannabis [54] apatinib [55], apatinib+IE 

(ifosfamid ve etoposid) [56], apatinib mesilat [57], siklofosfamid [58-60], fludarabin [60], 

fludarabin fosfat [58], askorbat [61, 62], ZKAB001 [63], camrelizumab [57, 64], 

regorafenib [65], gemsitabin [62, 66, 67], lomustin [67], paklitaksel [67], nab-paklitaksel 

[66, 67], doksorubisin [67], Lizo-ısıya duyarlı lipozomal doksorubisin [53] karboplatin 

[67], DeltaRex-G [68], nivolumab [48], ipilimumab [48], irinotekan [67], trabektedin 

[69], 9-ING-41 [67], kabozantinib [70], ensartinib [71], erdafitinib [71], larotrektinib 

sülfat [71], olaparib [71], palbociclib [71], samotolisib [71], selpercatinib [71], 

selumetinib sülfat [71], tazemetostat [71], tipifarnib [71], ulixertinib [71] ve vemurafenib 

[71] ilaçlarını kapsayarak denenmektedir. Bunların içerisinde kannabinoidler ile ilgili bir 

çalışmaya rastlanmamıştır. Kannabinoidler ise 26 adet çalışmadan hala devam eden 9 

tanesinde solid tümör [72], periferik nöropati [73], hematopoetik ve lenfoid hücre tümörü 

[73], malign solid tümör [73], pankreas kanseri [74], neoplazma [75], glioblastom [76] 

gibi kanserlerde ağrı [75, 77-79], bulantı-kusma [74, 75] için araştırılan önemli ilaç 

adayları olarak karşımıza çıkmaktadır.  

 

2.2. Kannabinoid Sistemi, Endokannabinoidlerin Kemikte Dağılımı ve Etkileri 
Kannabinoidler, doğada başta Cannabis sativa olmak üzere pek çok kannabis türü bitkide 

bulunan (Δ9-Tetrahidrokannabinol (Δ9- THC), kannabidiol (CBD), kannabigerol (CBG) 
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vb.) aktif bileşenlerdir [5, 6]. Ayrıca insanlarda endojen olarak [7, 80] ve laboratuvar 

koşullarında sentetik olarak üretilen (HU-210, WIN 55,212-2, CP55940 vb.) [5, 8] 

kannabinoidler olduğu bilinmektedir. Kannabinoid sistemi, kannabinoid ligandları, 

reseptörleri ve yapım-yıkım enzimlerini içermektedir [11, 81]. Anandamid (AEA) ve 2-

araşidonoilgliserol (2-AG) deneysel çalışmalarla vücudumuzda varlığı bilinen iki 

endojen kannabinoid ligandıdır [82, 83]. Bu ligandlar etkilerini genellikle klasik 

kannabinoid 1 reseptörü (CB1) ve kannabinoid 2 reseptörü (CB2) üzerinden 

göstermektedir [84]. Bu reseptörler G-proteini yapısında reseptörlerdir [7, 82]. 

Endokannabinoidler, klasik kannabinoid reseptörlerinden bağımsız olarak G-proteini 

yapısında reseptörler (GPR55, GPR119, GPR18, GPR19) [85, 86] ve transient reseptör 

potansiyeli vanilloid tipi reseptörler (TRPV1, TRPV2 vb.) [87] üzerinden etki 

gösterebilmektedir. CB1/2 agonisti Anandamid, N-araşidonoil fosfatidiletanolamin ile N-

açil fosfatidiletanolamin fosfolipaz D (NAPE-PLD) enziminden sentezlenir ve yağ asidi 

amid hidrolaz (FAAH) ile yıkılır. CB1/2 agonisti 2-araşidonoilgliserol, fosfolipaz C 

(PLC) üzerinden diaçilgliserol lipaz (DAGL) tarafından fosfolipitlerden sentezlenir [88], 

monoaçilgliserol lipaz (MAGL) ve yağ asidi amid hidrolaz (FAAH) enzimleri ile yıkılır 

[89]. 

 

Kannabinoid 1 reseptörü, vücudumuzda yaygın olarak merkezi sinir sistemi [90], kas-

iskelet sistemi [91], genital sistem [92] ve solunum sisteminde [93-95] sentezlenmektedir. 

Kannabinoid 2 reseptörü sıklıkla bağışıklık sistemi hücrelerinde [96], periferik sinir 

sisteminde [97] ve kas iskelet sisteminde [91] dağılım göstermektedir. TRPV reseptörleri 

genellikle kas-iskelet sistemi [11, 98], merkezi ve periferik sinir sistemi [99], genital 

sistem [100], dolaşım sistemi [101] ve solunum sisteminde [101, 102] bulunmaktadır. 

Kannabinoidler fizyolojik koşullarda vücut homeostazisinin korunması, enerji dengesinin 

sağlanması, açlık uyarımı, kan basıncının düzenlenmesi, öğrenme ve hafızada önemli role 

sahiptir [103]. 

 

Kannabinoid sistemi bileşenleri osteoblast, osteoklast ve kemiğin öncül hücrelerinde 

yaygın olarak dağılım göstermektedir [9, 10]. Bu bileşenlerin kemik kütlesi ve kemik 

yapımında önemli role sahip olduğu bildirilmiştir (Şekil 2.2) [100]. Anandamid ve 2-AG 

kemikte osteoblast, osteoklast ve kemiğin örtücü hücreleri tarafından sentezlenmekte 

[104] ve CB1/2 [11] veya TRPV1/4 reseptörleri [11, 84] aracılı kemik metabolizmasını 

düzenlemektedir. Kemiğe ait osteoblast, osteoklast ve kemiğin öncül hücrelerinde CB2 
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reseptörünün CB1 reseptörüne göre daha yüksek oranda sentezlendiği bildirilmiştir [9, 

11, 12]. CB2 reseptörünün yüksek seviyede ekspresyonu, Runt-related transcription 

factor 2 (RUNX2), kemik sialoproteini (BSP), osteopontin (OPN), alkalin fosfataz (ALP) 

ve osteokalsin (OC) faktörlerini indükleyerek osteoblast proliferasyonunu ve 

farklılaşmasını artırmakta ve kemik yapımını uyarmaktadır [11], osteoklastogenezi 

baskılamaktadır [12]. CB2 reseptör ekspresyonu baskılanmış farelerde osteoblast 

üretiminin azaldığı, osteoklast oluşumunun arttığı gözlenmiştir [11, 105]. Buna karşın, 

CB1 ekspresyonu baskılanan farelerde kemik gelişimi sırasında osteoblast 

fonksiyonunun ve sayısının değişmediği bildirilmiştir [11, 106]. Kemik gelişiminin erken 

dönemlerinde osteoblast farklılaşmasında CB1 reseptörünün etkili olduğunu 

göstermektedir [11]. CB1 reseptörü baskılanmış sıçan modelinde peroksizom 

proliferatör-aktive edici reseptör ɣ (PPARɣ) seviyesindeki artışa bağlı olarak osteoblast 

oluşumunun azaldığı saptanmıştır [98]. Osteoblastlar tarafından üretilen 2-AG'nin 

sempatik sinir sistemine ait periferik sinir uçlarında bulunan CB1 aktivasyonu 

norepinefrin salınımını inhibe ederek kemik oluşumunu uyarır [98, 104]. CB1 

reseptörlerinin uyarımı osteoblastlarda β2-adrenerjik reseptörlerinin inhibisyonu 

üzerinden osteoblast aktivitesini ve farklılaşmasını uyarmaktadır [107]. β2-adrenerjik 

reseptör inhibisyonunun osteoklastlarda RANKL ekspresyonunu ve osteoklastogenezi 

azalttığı bildirilmiştir [107].  
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Şekil 2.2. Kemik metabolizması osteoblastlar ve osteoklastlar tarafından CB1, CB2 ve 

TRPV1 reseptörleri aracılı olarak düzenlenir. Osteoblast ve osteoklastlar 

arasındaki yapım ve yıkım dengesi kemik kütlesinin korunmasını sağlar. 

(RANK: Reseptör aktivatör nükleer kappa B; RANKL: Reseptör aktivatör 

nükleer kappa B ligand; RUX2: Runt-related transcription factor 2; ALP: 

Alkalin fosfataz; TRAP: Tartarat dirençli asit fosfataz; MCS-F: Makrofaj 

koloni uyarıcı faktör; AEA: Anandamid; 2-AG: 2-Araşidonilgliserol) 

 

2.3. Kannabinoidler ve Kemik Tümörleri 
Kannabinoidlerin osteosarkom hücrelerinde CB2 veya TRPV1 reseptörleri aracılı 

proliferasyonu[1],  invazyonu [1, 13] ve hücre göçünü  azaltıcı [1, 13] ve apoptozu 

indükleyici [1, 13] etkileri yoğun olarak araştırılmaktadır. Osteosarkom hücrelerinde 

hedefli olarak CB2 ve/veya TRPV1 reseptörleri aracılı proliferasyonu azaltıcı [1] ve 

apoptozu arttırıcı [1, 13] etki mekanizmalarına ilişkin bilgiler sınırlıdır. Bu etkiler Çizelge 

2.2’de detaylandırılmıştır. 
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Çizelge 2.2. Kannabinoidlerin osteosarkom hücrelerindeki anti-kanser etkileri ile ilgili 

çalışmalar listelenmiştir.  

Kannabinoid 
Türü 

Deney Tasarımı Etki mekanizması Kaynak 

CB2 agonisti 
JWH-133, 
TRPV1 
agonisti RTX 
veya BTZ 

MG63, Saos-2,  
U-2OS, MNNG/HOS, 
KHOS/NP, Hs888Lu 
hücre hatları  
in vitro 
 

Proliferasyon↓, Apoptoz↑, 
İnvazyon↓, Migrasyon↓,  
Hücre siklusunun durması, 
Kaspaz 3↑, p-Akt↓, Notch-1↓, 
MMP-2↓, Bax↑, Bcl-2↓, 
RANK-L/OPG↓ 

[1, 13] 

CB1 ve/veya 
CB2 agonisti 
WIN-55,212-2 

OSA-8, Saos-2, MG63 
hücre hatları 
in vitro 
 

Proliferasyon↓, Apoptoz↑, 
İnvazyon↓, Anjiyogenez↓, 
Migrasyon↓, Notch-1↓, MMP-
2↓, VEGF↓, miR-29b1↑, 
Sitokrom C↑, PAR-4↑, Kaspaz 
8↑ 

[108-113] 

CB1 ve/veya 
CB2 agonisti 
AEA 

MG63 hücre hattı  
in vitro  

Proliferasyon↓, Apoptoz↑, 
Kaspaz 3↑, p38, MAPK↑, 
ERK↑, JNK↑ 

[114] 

MAGL 
inhibitörü 
JZL-184 

MOSJ hücre hattı ile 
C57BL/6J fare modeli 
ve MNNG/HOS hücre 
hattı ile NMRI atimik 
nude fare  modeli  
in vivo 

Migrasyon↓, Metastaz↓, Tümör 
büyümesi↓, Kansere bağlı 
kemik kaybı↓, Osteoblastik 
kemik oluşumu↓  

[115, 116] 

CB1 ve/veya 
CB2 agonisti 
THC, AM630 
ve AM251 

MD-MB-231 meme 
kanseri, PC3 prostat 
kanseri, KHOV ve 
Saos-2 hücre hatları 
in vitro 

CB2 ekspresyonu↑,  
İnflamasyon↓  
 [117] 

CB1 ve/veya 
CB2 agonisti 
DHEA 
epoksitlerinin 
regioizomerleri 

K7M2 hücre hattı ile 
dişi BALB  fare 
modeli  
in vivo  

Apoptoz↑,   
Proliferasyon↓, 
Migrasyon↓ [118] 

Dipnot: JWH-133: Dimethylbutyl-deoxy-Delta-8-THC; RTX: Resiniferatoksin; DHEA: 
Dokosaheksaenoil Etanolamid; MMP-2: Matriks metaloproteinaz-2; PAR-4: Proteaz aktive edici reseptör 
4; AEA: Anandamid; AM630; CB2 Antagonisti; AM251: CB1 Antagonisti; MAGL: Monoaçilgliserol lipaz 
 

2.4. Sentetik Spesifik CB2 Reseptör Agonisti CB65  
CB65 (C22H28ClN3O3; MW: 417.93 g/mol) sentetik spesifik CB2 reseptör agonistidir 

(Ki=3.3 nM). CB65’in DMSO (Çözünürlük: 5 mM) ve etanolde (Çözünürlük: 10 mM) 

çözündüğü bilinmektedir. Sentetik selektif CB2 reseptör agonisti CB65’in, 

hepatokarsinom [119] ve endometriyum kanserinde [120] proliferasyonu azaltıcı ve 

apoptozu indükleyici etkileri raporlanmıştır. CB65, HepG2 hepatokarsinom hücrelerinde 

0.625 nM (6.25x1010 M) konsantrasyonda MMP-2/9 ekspresyonunu kontrole göre 
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azaltarak invazyonu inhibe etmiştir [119]. CB65 1.9×10−4 M dozda Ishikawa 

endometriyum kanseri hücrelerine uygulandığında antiproliferatif ve apoptotik etki 

göstermiştir [120]. Kannabinoid reseptörlerini bulundurduğu literatürde bildirilen 

osteosarkom hücrelerinde [13, 121] spesifik CB2 agonisti CB65, hedefli olarak CB2 

reseptörü aracılı proliferasyonu azaltabilir ve apoptozu indükleyebilir.  

 
2.5. Kannabinoidler için İlaç Salım Sistemleri: Lipozomlar 

Günümüzde klinikte kullanılan konvansiyonel kemoterapi ve radyoterapi yöntemlerinin 

hastalarda ciddi yan etkilere neden olduğu bilinmektedir [122]. Kullanılan antikanser 

etkili ajanların etkili dozlarının hedef tümör bölgesinde degradasyonu tedavide önemli 

bir limitasyon olarak değerlendirilmektedir. Bu doğrultuda son yıllarda etkili tedavinin 

sağlanabilmesi ve antikanser etkili ajanların biyoyararlanımlarının arttırılabilmesi 

amacıyla hedefli ve kontrollü salım sistemleri geliştirilmektedir [123, 124].  

 

Çeşitli nanoteknolojik yaklaşımlar sayesinde hücre dışı veziküller [125-129], 

mikroküreler [130], konjugatlar [131-133], nanokristaller [134, 135],  nanoemülsiyonlar, 

polimerik nanopartikül sistemleri [136, 137], dendrimerler [138-140], polimerik miseller 

[141, 142], lipozomlar [143-145]  ve nanokapsüller [146] terapötik etkiyi arttırmak için 

araştırılmaktadır [147]. Pek çok araştırmada lipit bazlı formülasyonların polimerik 

nanopartiküllere göre yüksek biyouyumluluk [148] ve biyodegradasyon [144] ve düşük 

toksisite [149]  gösterdiği saptanmıştır [150]. Lipit bazlı formülasyonlar, lipozomları 

[143-145], eksozomları [125, 127-129] ve katı lipit nanopartikülleri [151, 152] 

kapsamaktadır [124]. Özellikle lipozomların yüksek biyouyumluluklarının [153]  yanı 

sıra biyodegradasyon kapasitelerinin yüksek olması [154], düşük toksisite [155] 

göstermeleri, yarı ömrü uzatmaları [156]  ve enkapsülasyon etkinliğinin yüksek olması 

[147] nedeni ile en sık araştırılan lipit bazlı taşıyıcı olarak değerlendirilmektedir [148, 

157-159]. 

 

Lipozomlar, hidrofilik polar bir baş ve hidrofobik polar olmayan bir kuyruğa sahip iki 

tabakalı fosfolipit yapılı zardan oluşur [160] ve bu özellikleri sayesinde hem hidrofilik 

hem lipofilik moleküllerin lipozomlardaki enkapsülasyon kapasitesi oldukça yüksektir 

[147]. Lipozomların yapısında bulunan amfifilik fosfolipit tabakasının hayvan hücre 

membranına benzerlik göstermesi nedeniyle lipozomların membran ile etkileşiminin ve 
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ilacın hücre içine alımının arttığı gözlenmiştir [157, 161]. Çift tabakalı sentezlenen 

lipozomlar genellikle 50-1000 nm çapa sahip olmakla birlikte birden fazla lamellar 

vezikülün bir araya getirilmesiyle sentezlenebilmektedir [124]. Bu yapısal özellik 

sayesinde hem hidrofobik hem hidrofilik ajanlar lipozomlara yüklenebilmektedir [156, 

162]. Çeşitli ilaç (siklosporin A [163] gibi), antijen/antikor [164, 165], peptit [166-168], 

DNA/aptamer [169, 170], sakkarit [171] ve kuantum noktalar [172] ile lipozomların 

konjugasyonunun yapıldığı bilinmektedir [147].  

 

Osteosarkom tedavisi için immünmodülatör olarak kullanılan etanolamid türevi 

mifamurtid (lipozomal muramil tripeptid fosfatidil etanolamin, L-MTP-PE) lipozomal bir 

formül olan Mepact® (Millennium, Cambridge, MA, ABD), Amerikan Gıda ve İlaç 

Dairesi (FDA) ve Avrupa İlaç Ajansı (EMA) tarafından onaylanmıştır [14, 28, 173, 174]. 

Mifamurtidin, sağlıklı donörlerden izole edilen osteoklastlarda, TRPV1 ve CB2 

ekspresyon seviyesinde ve osteoklast belirteci TRAP ekspresyonunda azalma gözlenmiş, 

buna karşın, osteosarkom hastalarından izole edilen osteoklastlarda TRAP ve CB2 

seviyesinin sağlıklı osteoklastlara göre yüksek olduğu ve osteoklast sayısının artış 

gösterdiği saptanmıştır [14]. Clinicaltrial.gov veri tabanına girildiğinde 44 adet 

çalışmadan hala devam eden 4 tanesi osteosarkom tedavisinde kullanılan lipozomal 

sistemli ilaçlar MM-398 (Irinotecan Sucrosofate Liposome Injection) plus 

cyclophosphamide [175], Lizo-ısıya duyarlı lipozomal doksorubisin [53, 176] ve 

liposomal doksorubisin (Doxil) [177]   araştırılmaktadır. 

 

Kannabinoidlerin, suda çözünürlüklerinin düşük olması, sıcaklık, ışık ve otooksidasyon 

ile bozunmaya yatkın olmaları [158] ve yarı ömürlerinin kısa olması [5, 9] lipit taşıyıcılar 

ile kontrollü salım sistemi olarak geliştirilmesini elverişli kılmaktadır. Literatürde 

kannabinoidlerin yüklendiği lipit bazlı taşıyıcı sistemlerine ilişkin çalışmalar Çizelge 

2.3’te özetlenmiş olup kannabinoid yüklü lipozomal ilaç taşıma sistemine ilişkin bir 

çalışma yer almamaktadır.  
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Çizelge 2.3. Kannabinoidlerin yüklendiği lipit bazlı salım sistemlerine ait deneysel 

çalışmalar listelenmiştir.  

Deney 
Düzeneği 

Kannabinoid 
Türü 

Salım Sistemi ve 
Karakterizasyonu 

Etki Kaynak 

 CBD Lipozom sistemi %90 (%EE) [144] 
NIH/3T3, 
HEK-293T ve  
Caco-2 
hücreleri 
in vitro  

Sentetik 
CB1/CB2 
agonisti CB13 

L-α-Fosfatidilkolin 
bazlı NLP 
 
 

%89-100 (%EE) 
Hücre canlılığı ↓  
Sitotoksisitede 
etkisiz 

[178] 

Erkek yetişkin 
Sprague-
Dawley fareleri 
ile  
in vivo 

FAAH 
inhibitörü 
URB597 ve 
CB1 antagonisti 
AM251 veya 
Rimonabant 

Poloxamer 188 bazlı 
NLP 

%67-100 (%EE) 
20 saate kadar 
salım  
 

[179, 180] 

Erkek 
C57BL/6J fare 
modeli 
in vivo  

DAGLβ 
inhibitörü 
KT109 

DOPE, DSPC bazlı 
Lipozom sistemi 

KT109 ile 
makrofaj 
aktivasyonu ↑ 
DAGLβ, TNF-α ve 
PGE2 ↓ 

[181] 

- AEA FAAH içeren lipit 
vezikül 

Hücreye AEA 
alımı ↑ 

[182] 

Erkek Yeni 
Zelanda Beyaz 
tavşan modeli  
in vivo  

CB1 ve/veya 
CB2 agonisti 
Δ9-THC ve 
Δ9-THC-valin-
hemisüksinat 

SLN 90-360 dakika 
içinde göz içi 
basınç↓ 
 

[152] 

Erkek İsveç fare 
modeli 
in vivo 

CB1 ve/veya 
CB2 agonisti 
CBD 

NLP %99.9 (%EE) 
Antinosiseptik etki 
5-90 dakika yavaş 
ve kontrollü salım 

[183] 

PC12 sıçan 
feokromositoma 
hücre hattı  
in vitro  
 
Dişi C57BL/6J 
fare modeli  
in vivo  

Kurkumin ve 
HU-211 

SLN Antidepresan etki ↑ 
Hücresel alım ↑ 
Kurkumin %18.34 
(%EE), HU-211  
%0.74 (%EE) 
%77 Salım (7 gün) 

[184] 

Dipnot: %EE: %Enkapsülasyon etkinliği; SMA: stiren maleik asit; DAGLβ: Diaçilgliserol lipaz beta; 
DOPE: dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine; DSPC:1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; 
FAAH: Yağ asidi amid hidrolaz; AEA: Anandamid; Dexanabinol: sentetik kannabinoid; Δ9-THC-valin-
hemisüksinat: Δ9-Tetrahidrokanabinol; CBD: kannabidiol; NLP: Lipit Nanopartikül; NMDA: n-metil-d-
aspartat reseptör; SLN: katı lipit nanopartikül; HU-211: Deksanabinol 
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Tezin gerekçe ve varsayımı;  
Çocuklarda ve gençlerde yaygın rastlanan, hızlı metastaz ile mortalite oranı artan 

osteosarkom için klinikte uygulanan tedavi ajanlarının sınırlı küratif etkisi ve yüksek yan 

etki potansiyelleri yeni ilaç adaylarının araştırılmasını önemli kılmaktadır. Literatürde 

kannabinoid yüklü salım sistemlerine ilişkin çalışmalar bulunmakla birlikte 

osteosarkomda hedefe yönelik tedavi için geliştirilen lipit bazlı ilaç taşıma sistemlerine 

ilişkin bilgiler oldukça sınırlıdır. Yarı ömrü kısa olan hidrofobik kannabinoidlerin hedef 

tümör bölgesinde uzun süreli ve kontrollü salımı için lipit bazlı ilaç sistemlerinin 

geliştirilmesi önemlidir. Bu doğrultuda literatürde CB2 reseptörünü yüksek ifade ettiği 

bilinen osteosarkom hücrelerinde sentetik, spesifik CB2 reseptör agonisti CB65’in ve 

CB65 yüklü lipozomal ilaç taşıma sisteminin uzun süreli ve kontrollü salımı ile in vitro 

koşullarda osteosarkom hücrelerinde CB2 reseptörü aracılı doz ve zaman bağımlı hücre 

çoğalmasını azaltıcı ve hücre ölümünü uyarıcı etki potansiyeli değerlendirilebilir. Bu 

çalışma ile ilk kez geliştirilen CB2 agonisti CB65 yüklü lipozomal ilaç taşıma sisteminin 

osteosarkom hücrelerinde başarılı etki gösterebilirse, osteosarkom hücrelerinin 

apoptozunu uyarıcı etki gösterebilecek yeni bir tedavi adayı olarak sunulabilir. Şekil 

2.3’de çalışmanın gerekçe ve varsayımı özetlenmiştir.  
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Şekil 2.3. Sentetik, spesifik CB2 agonisti CB65’in osteosarkom hücrelerinde CB2 

reseptörü aracılı olası antiproliferatif, anti-invaziv ve apoptotik etkisi ve etki 

mekanizmaları gösterilmiştir. (ERK: Ekstrasellüler sinyal düzenleyici kinaz, 

Akt: Protein kinaz B, Bad: Bcl-2 ile ilişkili hücre ölüm proteini, Bd-2: Beta 

defensin-2, Bax: Bcl-2 ile ilişkili X proteini, cAMP: Siklik adenozin 

monofosfat; ERK 1/2: Ekstrasellüler sinyal regüle edici kinaz ½;   JNK: c-

Jun N-terminal kinaz, MAPK: Mitojen aktive edici protein kinaz, p38: p38 

Mitojenle aktive olan protein kinazlar, VEGF: Vasküler endotelyal büyüme 

faktörü, Ang-2: Anjiyotensin-2, MMP2/9: Matriks metaloproteinaz-2/9, 

mTOR: Rapamisinin memeli hedefi, PI3k: Fosfatidilinositol 3-kinaz)

Apoptoz

Kaspaz

?

CB2 ?
cAMP

pKA

MAPK
p38

JNK

Bax

Bd-2

Bad

G2/M

G1 S

Proliferasyon

cycD
Cdk2

cdc2

p27 p21

ERK 1/2

PI3k
Akt

mTOR
VEGF

MMPs 2-9

Ang-2

Anjiyogenez

Kolesterol

L-a-fosfatidilkolin
 CB65

 CB65 Yüklü Lipozom 

CB65 ?
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

 

Deney Tasarımı; bu tez çalışması kapsamında in vitro koşullarda deney ve kontrol 

gruplarının (belirlenen doz aralığında CB65 ve DMSO içeren besiyeri uygulanmış 

osteosarkom hücreleri) karşılaştırıldığı gözlemsel bir deney gerçekleştirilmiştir. Çalışma, 

disiplinler arası, rastgele seçilmiş (randomize), in vitro koşullarda, kontrol grubu içeren, 

ileriye yönelik (prospektif) şekilde planlanmıştır. Hücre sayısı ve uygulanan ilaç dozları 

bağımsız değişkenleri; proliferasyon ve apoptoz analizleri bağımlı değişkenleri 

oluşturmaktadır. İstatistiksel çalışma yapılması için güç analizi “Tek Yönlü Varyans 

Analizi” ile gerçekleştirilmiş olup %95 güven aralığı, %80 test gücü, f=0.40 etki 

büyüklüğü (yüksek) ve %5 hata payı ile yapılan hesaplamaya göre her grup için tekrar 

sayıları hesaplanmıştır (Çizelge 3.1). 

 

Çizelge 3.1. Tez çalışması kapsamında belirlenen deney ve kontrol gruplarındaki tekrar 

(n) sayıları, bağımlı ve bağımsız değişken grupları gösterilmiştir. 

Bağımsız Değişkenler Bağımlı Değişkenler 
Gruplar Hücre 

Hattı 
WST-1 
Proliferasyon 
Analizi (n) 

Gerçek Zamanlı 
Proliferasyon 
Analizi (n) 

Apoptoz 
Analizi (n) 

10-6 M CB65 Saos-2 6 - - 
MG63 6 - - 

10-7 M CB65 Saos-2 6 - - 
MG63 6 - - 

10-8 M CB65 Saos-2 6 5 - 
MG63 6 5 - 

10-9 M CB65 Saos-2 6 5 - 
MG63 6 5 - 

10-10 M CB65 Saos-2 6 5 - 
MG63 6 5 - 

10-11 M CB65 Saos-2 6 5 3 
MG63 6 5 3 

10-12 M CB65 Saos-2 6 5 - 
MG63 6 5 - 

Kontrol Saos-2 6 5 3 
MG63 6 5 3 

CB65 – Lipozom 
(10-11 M Salım) 

Saos-2 - 8 - 
MG63 - 8 - 

 

Bu tez çalışması, Biyomühendislik Anabilim Dalı Yüksek Lisans Programı kapsamında 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 
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laboratuvarlarının alt yapısı ve teknik donanımı kullanılarak tamamlanmıştır. Lipozom 

temelli ilaç taşıma sisteminin geliştirilmesi ve analizine ilişkin deneysel çalışmalar 

Hacettepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Eczacılık Temel Bilimleri Anabilim Dalı ve 

Analitik Kimya Anabilim Dalı destekleri ile gerçekleştirilmiştir.  

 

 
Şekil 3.1. Tez çalışması kapsamında yapılan deneylere ait iş akışı şematize edilmiştir.  

 

3.1. MG63 ve Saos-2 Hücre Hatlarında CB Reseptör Düzeylerinin Saptanması  
 
3.1.1. Hücre Kültürü 
Kannabinoid reseptörleri aracılı etkinin değerlendirilmesi amacıyla klasik kannabinoid 

reseptörlerini bulundurdukları literatürde bildirilen Saos-2 (ATCC®, HTB-8™) [1, 185] 

ve MG63 (ATCC®, CRL-1427™) [1, 117, 118, 185] insan osteosarkom hücre hatları 

optimal kültür koşullarında ekspanse edilmiştir. Saos-2 hücreleri McCoy’s 5A; MG63 

hücreleri Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM HG) besiyeri ile 

beslenmiştir. Bazal besiyerleri DMEM HG ve McCoy’s 5A için %10 FBS, %2 L-

glutamin ve %1 penisilin-streptomisin ile hazır hale getirilmiştir. Kannabinoid 

reseptörlerinin varlığının değerlendirilmesi için literatürde kannabinoid reseptörlerini 

eksprese ettiği saptanmış A549 KHDAK (ATCC®, CRM-CCL-185™) [186] hücre hattı 

pozitif kontrol grubu olarak kullanılmıştır. A549 hücreleri, %10 FBS, %2 L-glutamin ve 

%1 penisilin-streptomisin ile zenginleştirilmiş DMEM HG besiyeri ile beslenmiştir. Tez 

çalışması sonlanana kadar hücre kültürü çalışmaları devam etmiştir. 

 

3.1.2. MG63 ve Saos-2 Hücre Hatlarında Reseptör Varlığının Gerçek Zamanlı 
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) Yöntemiyle Değerlendirilmesi 
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3.1.2.1. RNA İzolasyonu 

Saos-2 osteosarkom hattında reseptör ifadesinin değerlendirilmesi amacıyla gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) yöntemiyle gen ifade analizi 

gerçekleştirilmiştir. Pozitif kontrol hücre hattı olarak literatürde yüksek seviyede 

kannabinoid reseptör ekspresyonu gösterdiği bilinen A549 KHDAK hattı [186] 

kullanılmıştır. Bu doğrultuda %70-80 oranda konfluense ulaşan Saos-2 ve A549 

hücrelerinin besiyerleri uzaklaştırıldıktan sonra PBS ile üzerine trizol RNA izolasyon 

materyali ortama eklenerek kültür kabının yüzeyine yapışmış olan hücreler kaldırılmıştır. 

Toplanan hücreler 1.5 ml hacimli tüplere alınmıştır. RNA izolasyon işlemi (RNA 

izolasyon kiti, Hybrid-R RNA Isolation, GeneAll, Güney Kore) [187-189] için örneklerin 

üzerine 1 ml RiboEx başına 200 µl kloroform eklenip karıştırılmış, +4o C sıcaklıkta 15 

dakika boyunca 12000g’de santrifüj edilmiştir. Tüpteki renksiz üst faz steril 1.5 ml 

hacimli tüplere aktarılmıştır. Aktarılan üst faza 1 birim RBI tamponu eklenip 

karıştırılmıştır. Karışım mini-F tipi kolona aktarılmış ve oda sıcaklığında 30 saniye 

boyunca 10000g’de santrifüjlenmiştir. Kolondan süzülen kısım uzaklaştırılmış ve mini 

kolon tekrar tüpe yerleştirilmiştir. Aynı işlem tekrar edildikten sonra mini kolona 500 µl 

SWI tamponu eklenmiş ve oda sıcaklığında 30 saniye boyunca 10000g’de santrifüj 

edilmiştir. Örneklere 500 µl RNW tamponu eklenmiş ve oda sıcaklığında 30 saniye 

boyunca 10000g’de santrifüjlenmiştir. Mini kolondaki membranın merkezine 50-100 µl 

nükleaz içermeyen saf su eklenmiş ve 1 dakika bekletildikten sonra oda sıcaklığında 1 

dakika boyunca 10000g’de santrifüjlenmiştir. İzole edilen RNA’ların konsantrasyon ve 

saflığı, NanoDrop spektrometre ile 260 ve 280 nm dalga boylarında ölçülerek 

değerlendirilmiştir.  

 
3.1.2.2. cDNA Sentezi ve qRT-PCR Analizi 

cDNA sentez kiti (cDNA Synthesis Kit, Nucleogene, Türkiye) ile yapılan cDNA sentezi 

için 500 ng RNA kullanılmıştır. qRT-PCR aşaması için üretici firma tarafından temin 

edilen CB1, CB2, GPR55, TRPV1 ve house-keeping GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat 

dehidrogenaz) primer dizileri ile SYBR Green Master Mix (Nucleogene, Türkiye) ve RNA 

içermeyen saf su içeren qPCR karışımı gerçek zamanlı PCR cihazına (LightCycler® 480, 

Roche, İsviçre) yüklenmiştir [190, 191]. qRT-PCR aşaması için temin edilen primer 

dizileri Çizelge 3.2’de verilmiştir. Genlere ait göreceli mRNA ifade analizi için “2-ΔΔCT” 

kantitatif hesaplama yöntemi ve ViiATM 7 Software v1.2.4 kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.2. qRT-PCR çalışmasında kullanılan GAPDH, CnR1, CnR2, TRPV1 ve 

GPR55 reseptör seviyesinin değerlendirilmesi için hazırlanan 

oligonükleotid dizileri gösterilmektedir. 

Gen Oligonükleotid Dizisi 
GAPDH Forward 5’-GGTGTGAACCATGAGAAGTATGA-3’ 
GAPDH Reverse 5’-GAGTCCTTCCACGATACCAAG-3’ 
CB1 Reseptörü 
(CnR1) 

Forward 5’-TACCTGATGTTCTGGATCGG-3’ 

CB1 Reseptörü 
(CnR1) 

Reverse 5’-CCATGCGGGCTTGGTCTG-3’ 

CB2 Reseptörü 
(CnR2) 

Forward 5’-CTATCCACCTTCCTACAAAGC-3’ 

CB2 Reseptörü 
(CnR2) 

Reverse 5’-TGAGGCACAGCATGGAGCAG-3’ 

Transient reseptör 
potansiyel vanilloid-
1 (TRPV1) 

Forward 5’-GGCTGTCTTCATCATCCTGCTGCT-3’ 

Transient reseptör 
potansiyel vanilloid-
1 (TRPV1) 

Reverse 5’-GTTCTTGCTCTCCTGTGCGATCTTGT-3’ 

G protein ilişkili 
reseptör 55 (GPR55) 

Forward 5’-GTCGTCTTCGTGGTCTCCTT-3’ 

G protein ilişkili 
reseptör 55 (GPR55) 

Reverse 5’-GATGTTAGAGAAACACAGAGACAACTG-
3’ 

 

3.1.3. MG63 ve Saos-2 Hücre Hatlarında Reseptör Varlığının Akım Sitometrisi 
Yöntemiyle Değerlendirilmesi 
MG63 ve Saos-2 osteosarkom hücre hatlarında CB1 ve CB2 reseptör varlığı akım 

sitometrisi yöntemi ile değerlendirilmiştir. Kültürü gerçekleştirilen hücrelerden 

besiyerleri uzaklaştırılmış ve hücreler PBS ile yıkanmıştır. Ardından tripsinizasyon 

işlemi ile hücreler kaldırılmış ve 15 ml hacimli santrifüj tüplerine alınmıştır. Hücreler 

1200 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatan atıldıktan sonra 100 µl hücre 

süspansiyonu içerisinde 7x105 hücre olacak şekilde %3 paraformaldehit (PFA) ile fikse 

edilmiştir. Hücreler 15 dakika +4 oC’de inkübasyona bırakılmış ardından 2 kez 500 µl 

PBS ile yıkanarak +4 oC 500g’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Kannabinoid reseptörleri 

hücre içi ve hücre zarında bulunduklarından [192-194] akım sitometrisi ile hücre içi ve 

zarda immün işaretleme yapılmıştır. Bu doğrultuda santrifüjlenen hücreler hücre içi ve 

hücre zarı için ayrı tüplere bölüştürülerek immün işaretleme için hazır hale getirilmiştir. 

Hücre içi CB1 ve CB2 kannabinoid düzeyi için hücre içi örnekleri %0.2 Tween-20 içeren 

100 µl PBS içinde süspanse edilmiş ve +4 oC’de 20 dakika inkübe edilmiştir. 

İnkübasyonun ardından hücreler 2 kere 500 µl PBS ile yıkanarak +4 oC 500g’de 5 dakika 



 

 20 

santrifüj edilmiştir. Santrifüjün ardından süpernatan uzaklaştırılarak ve 1:100 oranında 

anti-insan CB1 (ab3558, Abcam, Birleşik Krallık) ve anti-insan CB2 (ab3561, Abcam, 

Birleşik Krallık) primer antikorları %1 sığır serum albümin (BSA) ve %0,1 sodyum azit 

içeren 100 µl PBS içinde hücre içi ve hücre zarı örneklerine eklenerek +4 oC’de 1 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından hücreler 2 kere 500 µl PBS ile 

yıkanarak +4 oC’de 500g’de 5 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Santrifüjün ardından 

süpernatan uzaklaştırılmış ve 1:100 oranında %1 BSA ve %0,1 sodyum azit içeren 100 

µl PBS içinde Goat Anti-Rabbit IgG sekonder antikor (ab7086, Abcam, Birleşik Krallık) 

eklenerek +4 oC’de 30 dakika karanlıkta inkübe edilmiştir. Ardından hücreler 2 kere 500 

µl PBS ile yıkanarak +4 oC’de 500g’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Elde edilen hücre 

peleti 100 µl PBS içinde tekrar süspanse edilerek 12x75 ml’lik falkon tüplerine alınmıştır. 

Aynı protokol pozitif kontrol A549 hücreleri için uygulanmıştır. Her örnek için 50,000 

olgu akım sitometrisi cihazında (Novocyte 2000R Flow Cytometer System, Agilent, 

Amerika Birleşik Devletleri) 495 nm absorpsiyon ve 528 nm ekzitasyon gösteren FITC 

ile işaretli dalga boylarında analiz edilmiştir.  

 

3.2. MG63 ve Saos-2 Hücre Hatlarında CB65’in Hücre Çoğalmasına Etkisinin 
Değerlendirilmesi 

CB2 reseptörünü akım sitometrisi yöntemleri ile yüksek oranda bulundurduğu saptanan 

MG63 ve Saos-2 osteosarkom hücrelerinin optimum kültür koşulları %70-80 konfluense 

ulaşması sağlandıktan sonra besiyeri PBS ile uzaklaştırılmış, ardından tripsinizasyon 

aşaması ile hücreler kültür kabından kaldırılmıştır. Kaldırılan hücreler 15 ml hacimli 

tüplere alınarak santrifüjlenmiş ve süpernatan kısımları uzaklaştırılmıştır. Saos-2 ve 

MG63 hücrelerinin her biri için 3 ayrı hücre plakası kullanılarak ve 96 kuyucuklu kültür 

plakalarının her bir kuyucuğuna 200 μl hücre süspansiyonu içerisinde 5x103 hücre 

gelecek şekilde hücreler ekilmiştir. Konfluense ulaşan hücrelerdeki tüm besiyeri 

uzaklaştırılmış ve 200 µl hacimde farklı dozlarda (10-12 – 10-6 M) [119, 195] CB65 

besiyeri içinde hazırlanarak hücrelere uygulanmıştır. DMSO veya etanolde çözülen CB65 

kontrol grubu olarak kullanılmıştır. Hücrelere sırası ile 1, 2 ve 3. günlerde Water Soluble 

Tetrazolium-1 (WST-1) ajanı (11644807001, Roche Applied System, İsviçre) her bir 

kuyucuğa 10µl eklenmiş, ardından plakalar 4 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyonun ardından hücrelerin proliferasyon düzeyleri VersaMax Microplate Reader 

(Molecular Device, ABD) mikroplaka okuyucu ile belirlenmiştir. Tüm gruplarda 
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proliferasyon düzeyi en fazla azalan gün/günler saptanmış ve CB2 agonisti CB65’in etkili 

doz aralığı saptanmıştır.  

 
3.3. MG63 ve Saos-2 Hücre Hatlarında CB65’in Proliferasyonu Azaltıcı ED50’sinin 
Gerçek Zamanlı Olarak Değerlendirilmesi  

MG63 ve Saos-2 hücre hatlarında sentetik spesifik CB2 agonisti CB65’in proliferasyonu 

azaltıcı etki düzeyinin WST-1 yöntemiyle değerlendirilmesini takiben CB65’in 

hücrelerdeki doz ve zaman bağımlı etkisinin gerçek zamanlı ölçülebilmesi amacıyla 

tabanı impedansı kaydeden altın mikroelektrotlarla kaplı 96 kuyucuklu hücre plakalarına 

hücre kültüründe optimal kültür koşullarında çoğaltılan ve %70-80 konfluense ulaşan 

MG63 ve Saos-2 osteosarkom hücreleri ekilmiştir. Bunun için hücreler tripsinizasyon 

işlemi ile kültür kabından kaldırıldıktan sonra 15 ml hacimli tüplere alınarak 

santrifüjlenmiş ve süpernatan uzaklaştırılmıştır. Hücreler her bir kuyucuğa 7x103 

hücre/200 μl hücre süspansiyonu gelecek şekilde hesaplanarak her bir kuyucuğa ekim 

yapılmıştır. Hücre plakası xCELLigence (RTCA, Roche Applied System, İsviçre) 

cihazına yerleştirilmiştir [196-198]. Gerçek zamanlı olarak hücrelerin tabana yaptıkları 

basının impedansına ait veriler 15 dakikada bir “hücre indeksi” olarak kaydedilmiş ve 

hücre indeksi 1.0’ı geçtikten sonra WST-1 analizinin sonuçlarına göre belirlenen 

dilüsyonlarda (10-12 – 10-8 M) besiyeri içinde hazırlanan CB65 hücrelere uygulanmıştır. 

Her doz hücrelere 5 tekrarlı olacak şekilde uygulanmıştır. Kontrol grubu olarak 

DMSO/Etanol içeren besiyeri hücrelere uygulanmıştır. Ayrıca besiyeri kaynaklı olası 

etkinin değerlendirilmesi amacıyla 3’er kuyuya hücre içermeyen besiyeri (McCoy’s 5A 

ile DMEM HG) tek başına eklenmiştir. Saos-2 hücreleri için 713 saat, MG63 hücreleri 

için 420 saat süre ile hücre indeksi kaydedilmiştir.  Bu yöntemle CB2 agonisti CB65’in 

proliferasyonu azaltıcı ED50’nin tespit edilmesi sağlanmıştır. 

 

CB2 reseptörü aracılı etkinin izlenmesi amacıyla sentetik, spesifik CB2 antagonisti 

AM630 (1120, Tocris, Birleşik Krallık), literatürde inhibitör etkinliği bildirilen dozlarda 

(1x10-8 M, 2x10-8 M ve 5x10-8 M) besiyeri içinde hazırlanarak hücrelere uygulanmıştır 

[195, 199, 200]. Tüm dozlar hücrelere 4 tekrarlı olacak şekilde uygulanmıştır. Saos-2 

hücreleri için 760 saat, MG63 hücreleri için 550 saat süre ile hücre indeksi kaydedilmiştir.   
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3.4. MG63 ve Saos-2 Hücre Hatlarında CB65’in Apoptotik Etkisinin 
Değerlendirilmesi  
Gerçek zamanlı proliferasyon analizi ile MG63 ve Saos-2 hücreleri için belirlenen ED50 

CB65’in aynı hücrelerdeki apoptotik etki düzeyi Annexin-V/Propidium Iodide (FITC 

Annexin Apoptosis Detection Kit I, 556547 – BD Pharmingen, ABD) işaretlemesi 

yapılarak akım sitometrisi ile değerlendirilmiştir [201-203]. Annexin V apoptotik 

hücrelerin dış zarı üzerindeki fosfatidilserini (PS) saptamak için kullanılır [1]. Geç 

apoptotik ve nekrotik hücreler DNA’ya bağlanan floresan bir boya olan PI işaretlemesi 

ile ayırt edilmiştir. Erken apoptotik hücreler Annexin V, geç apoptotik hücreler Annexin 

V ve PI ile işaretlenmektedir. Bu doğrultuda hücreler 6 kuyucuklu kültür kabına ekilmiş 

ve %70-80 konfluense ulaştıklarında ED50’de CB65 ve çözücü içeren besiyeri hücrelere 

uygulanmıştır. Gerçek zamanlı proliferasyon analizi ile belirlenen etkili zamana bağlı 

olarak hücrelere ilaç uygulaması yapılmış ve MG63 hücreleri için 48, Saos-2 hücreleri 

için 24 saatlik inkübasyonun sonunda hücreler Accutase ile kültür plağından 

kaldırılmıştır. Santrifüjlenen hücrelerden süpernatan uzaklaştırılmış ve hücreler 2 defa 

soğuk Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) ile yıkanmış ve besiyerinden 

arınması sağlanmıştır. 1X Binding Buffer ile konsantrasyon 1x106 hücre/ml olacak 

şekilde ayarlandıktan sonra 100 μl hücre süspansiyonu 12x75mm’lik falkon tüplerine 

alınmıştır. Hücrelere 5 μl Annexin V ve 5 μl PI eklendikten sonra hücreler yavaşça 

vortekslenmiş ve 15 dakika oda ısısında karanlıkta inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası 

400 μl 1X Binding Buffer eklenmiş ve 1 saat içerisinde akım sitometri (Novocyte 2000R 

Flow Cytometer System, Agilent, ABD) cihazında analiz edilmiştir. Gruplar arasında 

erken ve geç apoptotik hücre düzeyi canlı hücre düzeyiyle karşılaştırılmıştır.  

 

3.5. ED50’si Belirlenen CB65’in Kontrollü Salınımını Sağlayabilecek Lipozom 
Temelli İlaç Taşıma Sisteminin Geliştirilmesi   
 
3.5.1. CB2 Agonisti CB65 Yüklü Lipozom Formülasyonunun Hazırlanması 
Tez çalışması kapsamında lipozom formülasyonlarının hazırlanması için ince film tabaka 

oluşturma yöntemi kullanılmıştır [145, 154]. Lipozomların hazırlanması amacıyla 

fosfolipit türevlerinden biri olan L-α-Fosfatidilkolin (Soy bean – %95) lipit olarak, 

kolesterol (Sigma Aldrich, ABD) ise stabilite arttırıcı olarak seçilmiştir [154]. İlk 

aşamada 50 mg lipit, 6.25 mg kolesterol ve stok 400 ppm CB65 etkin maddesi (Tocris, 

Cat. No. 2663, Batch No: 1A/262758) 3 farklı dozda 0.2, 0.4 ve 0.8 mg olacak şekilde 
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ayrı ayrı balonlar içerisinde 12.5 ml etanolde 10 dakika çözündürülmüştür. Organik 

çözücü, rotavaporda (Şekil 3.2.A; IKA RV 10 digital, Almanya) alçak basınçta 20-30 

dakika süreyle (40oC, 100 rpm) uçurulmuş ve balonun alt kısmında ince bir lipit film 

tabakası (Şekil 3.2.C) oluşması sağlanmıştır. Ardından lipit film üzerine 10 ml ultrasaf su 

eklenerek sonikatör (Şekil 3.2.B; Bandelin Sonopuls HD 2070, Almanya) yardımıyla 

(%50 güç, 2 döngü, 3 dakika) rehidrate edilmiştir. Sonikasyon aşaması büyük çok 

tabakalı vezikülleri (MLV) küçük tek tabakalı veziküllere (SUV) dönüştürmek amacıyla 

uygulanır. İlaçsız lipozom için kullanılan protokolde sadece organik faz aşamasında 

CB65 etkin maddesi eklenmemiştir. Formülasyon hazırlama protokolü Şekil 3.3’de 

şematize edilmiştir.  

 

 
Şekil 3.2. Lipozomal formülasyonların hazırlanmasına ilişkin protokolde kullanılan (A) 

Rotary Evaporatör cihazı, (B) sonikatör cihazı ve (C) oluşan ince film lipozom 

tabakası gösterilmiştir.  
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Şekil 3.3. İlaç yüklenmiş ve yüklenmemiş lipozom hazırlama basamakları şematize 

edilmiştir.  

 
3.5.2. Lipozomal Formülasyonunun in vitro Koşullarda Karakterizasyonu 

ICH kılavuzuna (International Conference on Harmonization of Technical Requirements 

for Registration of Pharmaceutical for Human Use) göre, hazırlanan ilaç yüklü 

nanolipozomların stabilitesinin +4 °C’de 2-3 ay, ilaç içermeyen lipozomların 

stabilitesinin yaklaşık 3 ay olduğu bilinmektedir [178]. +4°C sıcaklıkta formülasyonların 

bekletilmesi kimyasal reaksiyon hızını düşürmekte ve stabilite süresini uzatmaktadır 

[204, 205]. Bu bilgilerden hareketle, tez çalışmasının bu aşamasında hazırlanan lipozom 

formülasyonları için in vitro koşullarda +4°C ve 25 ºC sıcaklıkta 3 ay boyunca 0. gün, 7. 

gün, 1. ve 3. ay zaman periyotlarında alınan numunelerde, partikül boyutu, polidispersite 

indeksi (PDI), zeta potansiyeli, miktar tayini ve enkapsülasyon etkinliği parametrelerinin 

değerlendirilmesi göz önüne alınarak stabilite çalışmaları yapılmıştır. Osteosarkom 

hücreleri için en uygun formülasyon seçilerek hücre kültürü çalışmalarında bu 

formülasyon kullanılmıştır.  
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Hazırlanan ilaçsız ve yüklü lipozomların partikül büyüklüğü (PB), polidispersite indeksi 

(PDI) ve zeta potansiyel (ZP) analizleri dinamik ışık saçılımı tekniği ile kapiler zeta 

küvetleri kullanılarak Zetasizer Nano ZS cihazı ile ölçülmüştür. Hazırlanan lipozomal 

formülasyonlardan 0.9 ml alınarak zeta küvetlerine yerleştirilmiş ve 3 tekrarlı olarak 

ölçüm alınmıştır.  

 

İlaç yükleme kapasitesi (%EE) ve ilaç salım profilinin belirlenmesinde sıvı kromatografi 

elektrosprey iyonizasyon kütle spektrometrisi (LC-ESI-MS/MS) analitik miktar tayin 

yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntem kritik dozlu ilaçları optimize etmek için kullanılır ve 

gelişmiş özgüllük ile hassaslık sağlar. İlaç yükleme kapasitesi için n=3 tekrarlı olacak 

şekilde CB65 yüklü ve ilaçsız lipozomal formülasyonlar hazırlanmış, 20.000g’de 4oC 

sıcaklıkta santrifüj edilmiş ve süpernatanlar ayrıştırılarak ölçüm yapılmıştır. Yükleme 

kapasitesi, enkapsülasyon etkinliği (% EE) ve ilaç yükleme kapasitesi olarak verilmiş ve 

aşağıdaki formüllere göre hesaplanmıştır.  

 

Enkapsülasyon Etkinliği (%) = (Toplam etkin madde miktarı – Çöken etkin madde 

miktarı) / (Toplam etkin madde miktarı) x 100 

İlaç Yükleme Kapasitesi = (Toplam etkin madde miktarı – Çöken etkin madde miktarı – 

Çözünmüş haldeki madde miktarı) / (Formülasyon bileşenlerinin toplam miktarı) x 100  

 

İlaç salım profilinin belirlenmesi için diyaliz membran yöntemi ile salım çalışması 

yapılmıştır. Bu doğrultuda, in vitro salım profili analizi için 14.000 Da molekül 

ağırlığında selüloz membranlar (Sigma-Aldrich, Cat. No. D9652, ABD) 30 dakika 

reseptör faz içerisinde ıslatılmıştır. Reseptör faz olarak 25 ml PBS (pH=7.4):etanol 

(70:30) kullanılmıştır. Hazırlanan membranlar içine taze hazırlanan 1 ml lipozomal 

formülasyonlar konulmuş, 37ºC sıcaklık ve 100 rpm karıştırma hızına sahip su banyosuna 

yerleştirilmiştir. Salım ortamından 30. dakika, 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 6. saat, 8. 

saat ve 24.saat olacak şekilde 1 ml örnek alınmış ve aynı hacimde taze reseptör faz ilave 

edilerek deney gerçekleştirilmiştir. Alınan örneklerin miktar tayini LC-MS/MS yöntemi 

ile yapılmış ve salım profili grafiği % CB65 kümülatif salımı olarak elde edilmiştir. 

 

LC-ESI-MS/MS analitik tayin yöntemi ile yapılan CB65 miktar tayini çalışmalarında 

kullanılan kalibrasyon eğrisi için su ve asetonitril (1:1) içeren hareketli faza 10 ppm stok 

CB65 eklenmiş ve 5.0 (5 ppm) – 0.05 (0.05 ppm) μg/ml değişim aralığında eklenerek 
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hazırlanmıştır. Her kalibrasyon noktasına iç standart olarak 10 µl ACPA eklendikten 

sonra analiz yapılmıştır.  

 

LC-ESI-MS/MS Analiz Koşulları: LC-ESI-MS/MS sistemi (Shimadzu, Japonya), üçlü 

bir dört kutuplu tandem kütle spektrometresi (Shimadzu 8030 MS/MS) ile birleştirilmiş 

bir LC sisteminden (Shimadzu LC-20AXR) oluşmaktadır. Kromatografik ayırmalar, 

40°C'de bir C18 kolonu (GL Sciences, 50 x 3.0 mm, 2.1 um) kullanılarak su içinde %0.1 

FA (faz A) ve asetonitril içinde %0.1 FA (faz B) gradyan elüsyonu yoluyla 0.3 ml/dk akış 

hızında gerçekleştirilmiştir. Gradient elüsyon profili, 0.0–0.01 dakika %40 B, 0.01–4.0 

dakika %40’dan %80 B’ye, 4.0 – 7.0 dakika %80 B, ardından başlangıç koşullarında 3 

dakika dengeleme (toplam analiz süresi 10 dakika) şeklindedir. Enjeksiyon hacmi 10 µl 

olarak belirlenmiştir. 

 

Pozitif iyonizasyonda çoklu reaksiyon izleme (MRM) modu ile miktar tayini yapılmıştır 

(Şekil 3.4 ve Şekil 3.5). Kaynağa bağlı optimum parametreler 4,5 kV ara yüz voltajı, -14 

V çarpışma enerjisi, 250 °C desolvasyon hattı sıcaklığı ve 400 °C ısı bloğu sıcaklığıdır. 

Nebulizatör ve kurutmanın gaz akış hızı sırasıyla 3 l/dk ve 15 l/dk’dır. MRM tespiti için 

öncü ve ürün iyonları, dört kutuplu voltajlar ve çarpışma enerjileri, doğrudan enjeksiyon 

modunda CB65 ve iç standart (ACPA) için optimize edilmiştir. İyon geçişleri, CB65 

kantitasyonu için 344→ 203 m/z (26 eV) ve iç standardın kantitasyonu için 344 → 287 

m/z (14 eV) olarak belirlenmiştir. Tüm iyon geçişleri için bekleme süresi (dwell time) 

200 ms’dir. 

 

 

Şekil 3.4. CB65'in MS/MS parçalanma modeli gösterilmiştir. 
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Şekil 3.5. Optimum kromatografik koşullarda (A) CB65 (1 µg/ml) ve (B) İç standart (1 

µg/ml) temsili kromatogramları gösterilmiştir. 

 

Doğrusallık: Doğrusallık çalışmaları, farklı derişimlerde CB65 (0.9, 1.8, 3.75, 7.50, 15, 

31.25, 62.5, 125, 250, 500, and 1000 ng/ml) ve sabit derişimde iç standart (1.0 µg/ml) 

içeren kalibrasyon çözeltilerinin geliştirilen LC-ESI-MS/MS yöntemi kullanılarak analiz 

edilmesi ile gerçekleştirilmiştir. Kalibrasyon eğrileri, en küçük kareler doğrusal 

regresyon analizi uygulanarak, derişime (x) karşı pik alan oranı (CB65/iç standart) (y) 

çizilerek oluşturulmuştur. Kalibrasyon eğrilerinin 0.9-1000 ng/ml konsantrasyon 

aralığındaki doğru denklemi y=0.0072x+ 0.092 (R2: 0.9976) olarak belirlenmiştir (Şekil 

3.6). Geliştirilen yöntem, belirtilen derişim aralığında CB65 için kabul edilebilir bir 

doğrusallık gösterdiğinden karakterizasyon çalışmalarında bu yöntem kullanılmıştır. 



 

 28 

	

Şekil 3.6. CB65’e ait kalibrasyon eğrisi, CB65 derişimine (ng/ml) karşı CB65/ACPA pik 

alan oranı grafiği cinsinden verilmiştir. 

 

Duyarlılık: Geliştirilen yöntemin duyarlılığı, gözlenebilme sınırı (LOD) ve alt tayin sınırı 

(LLOQ) değerleri ile değerlendirilmiştir. LOD ve LOQ sırasıyla sinyal/gürültü oranının 

3:1 ve 10:1 olduğu CB65 derişimi olarak belirlenmiştir. LOD, 0.006 ng/ml ve LLOQ, 0.9 

ng/ml olarak bulunmuştur. Önerilen yöntemin ilaç sistemlerinde CB65 analizi için 

oldukça hassas olduğu görülmüştür. 

 
3.6. CB65 Yüklü Lipozom Salım Sisteminin in vitro Koşullarda MG63 Hücre 
Hattındaki Proliferasyonu Azaltıcı Etkisinin Değerlendirilmesi    

 
3.6.1. Gerçek Zamanlı Proliferasyon Analizi 

İş paketi 3.3’te belirtildiği şekilde kültür ile çoğaltılan MG63 hücrelerine doz 48 saatte 

bir lipozomal formülasyonlar uygulanmıştır. Tripsinizasyon ile kaldırılan ve 

santrifüjlenen hücreler 96 kuyucuklu hücre plakalarının her kuyucuğuna 200 μl hücre 

süspansiyonu gelecek şekilde hesaplanarak ekilmiştir. CB65 yüklü ve boş lipozomal 

formülasyonların gerçek zamanlı, doz bağımlı ve uzun süreli izlenmesi amacıyla 

hücrelerin proliferatif indeksleri xCELLigence (RTCA, Roche Applied System, İsviçre) 

platformunda ölçülmüştür. İş paketi 3.3’te belirtildiği şekilde gerçek zamanlı olarak 

kaydedilen “hücre indeksi” 1.0’ı geçtikten sonra hazırlanan formülasyonlar, CB65’in 

y = 0,0072x + 0,092
R² = 0,9976
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ED50’de salımını gerçekleştirecek şekilde besiyeri içinde seyreltilerek hücrelere 

uygulanmış ve salım profili analizi ile CB65’in %100’ünün besiyeri ortamına salındığı 

zaman dilimi belirlenerek ilaç uygulaması tekrarlanmıştır. İlaç yüklenmemiş boş 

lipozomal formülasyonlar ilaçlı lipozomal formülasyonlar ile aynı hacimde seyreltilerek 

hücrelere uygulanmıştır. CB65’in MG63 hücrelerindeki ED50 etkili zamanı esas 

alındığında CB65 yüklü lipozomal taşıma sistemi uygulamasının ardından hücreler 56 

saat boyunca izlenmiştir. Ayrıca CB65’in lipozomal formülasyondan salımına ilişkin 

veriler esas alınmış ve ilaç formülasyonu MG63 hücrelerine 24 saat aralıkla 2 kez 

uygulanmıştır. Tüm deney ve kontrol gruplarında Saos-2 hücrelerine 24 saat aralıkla 4 

kez uygulama yapılmıştır. MG63 ve Saos-2 hücreleri için 120 saat süreyle hücre 

indeksleri kaydedilmiştir. Her ilaç grubunun uygulandığı deney grupları ile kontrol 

grupları 8 tekrarlı olarak çalışılmıştır.  

 

3.7. Sonuçların İstatistiksel Analizi 
Tez kapsamında iş paketlerine göre bağımlı ve bağımsız değişkenler belirlenmiş ve elde 

edilen ham verilerin normal dağılım sağlama koşulları SPSS 25.0 istatistik programında 

Shapiro Wilk testi ile değerlendirilmiştir. 

 

İş paketi 3.1.2, 3.2, 3.3, 3.4, 3.6.1 ile elde edilen veriler parametrik dağılım gösterdiği için 

verilerin çoklu karşılaştırmaları tek yönlü varyans analizi (ANOVA), ikili 

karşılaştırmaları Duncan’s test post hoc testi ile değerlendirilmiştir. Veriler %95 güven 

aralığında değerlendirilmiş ve tanımlayıcı istatistikler parametrik test sonuçları için 

ortalama ve standart sapma şeklinde sunulmuştur. İş paketi 3.1.2 ve 3.3 ile elde edilen 

veriler arasında yapılan korelasyon analizi için Pearson korelasyon testi uygulanmıştır. 
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4. BULGULAR 

 
4.1. MG63 ve Saos-2 Osteosarkom Hücre Hatları Yüksek Düzeyde CB2, Düşük 
Düzeyde CB1 Reseptörü Bulundurmaktadır 

 
4.1.1. Hücre Kültürü 

MG63 insan osteosarkom hücreleri kültür plağında oval-iğsi biçimli, çok kutuplu, uzantılı 

görünüm vermiştir (Şekil 4.1.A). Saos-2 insan osteosarkom hücreleri homojen boyutlu, 

poligonal biçimli, uzantılı hücreler olarak izlenmiştir (Şekil 4.1.B). İnsan küçük hücreli 

dışı akciğer kanseri A549 hücreleri heterojen büyüklükte, poligonal biçimli, epitel 

kökenli adenokarsinom hücreleri olarak saptanmıştır (Şekil 4.1.C). Saos-2 ve MG63 

hücreleri için pasaj 20-25 ve A549 için pasaj 15-20 olacak şekilde kültüre edilerek sonraki 

iş paketlerinde kullanılmak üzere çoğaltılmıştır. 

 

 
Şekil 4.1. Kültür plaklarına tutunmuş (A) oval, iğsi MG63, (B) sık yerleşimli oval Saos-

2 ve (C) polimorfik A549  hücre hatlarının mikrografları gösterilmiştir (x100).  
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4.1.2. Saos-2 Hücre Hattı Kannabinoid Reseptörlerini qRT-PCR Yöntemiyle 
Değişen Oranlarda İfade Etmektedir  
Saos-2 insan osteosarkom hücreleri, pozitif kontrol A549 hücrelerine göre qRT-PCR 

yöntemiyle yüksek oranda CB2 (CNR2) reseptör ekspresyonu göstermiştir (Şekil 4.2). 

Saos-2 hücreleri, A549 hücrelerine göre düşük oranda CB1 (CNR1) reseptör 

ekspresyonu, yüksek oranda GPR55 ve TRPV1 reseptör ekspresyonu göstermiştir.   

 

 
Şekil 4.2. Saos-2 osteosarkom ve pozitif kontrol A549 hücre hatlarına ait göreceli mRNA 

kat artışı grafiğinde Saos-2 hücrelerinde yüksek oranda CB2 (CNR2) reseptör 

ekspresyonu saptanmıştır. Saos-2 hücreleri, A549 hücrelerine göre düşük 

oranda CB1 (CNR1) reseptör ekspresyonu, yüksek oranda GPR55 ve TRPV1 

reseptör ekspresyonu göstermiştir. 

 
4.1.3. MG63 ve Saos-2 Hücre Hatları Akım Sitometrisi Yöntemiyle CB1 
Reseptörlerini Düşük CB2 Reseptörlerini Yüksek Bulundurmaktadır 

MG63 hücrelerinde hücre içi ortalama CB1 ve CB2 reseptör işaretlenme oranları sırasıyla 

%45.30±7.42 ve %65.31±12.85 (Şekil 4.3.A, Şekil 4.4) olarak ölçülmüştür. MG63 

hücrelerinde zardaki ortalama CB1 ve CB2 reseptör işaretlenme oranları sırasıyla 

%43.33±29.23 ve %42.90±24.22 (Şekil 4.3.A, Şekil 4.4) olarak ölçülmüştür. Saos-2 

hücrelerinde hücre içi CB1 ve CB2 reseptör işaretlenme oranlarına ait ortalama değerler 

sırasıyla %47.82±6.05 ve %50.80±16.33 (Şekil 4.3.B, Şekil 4.4) saptanmıştır. Saos-2 

hücrelerinde zardaki CB1 ve CB2 reseptörleri ortalama %21.63±11.59 ve %27.85±5.82 

(Şekil 4.3.B, Şekil 4.4) olarak ölçülmüştür. A549 hücrelerinde hücre içi ortalama CB1 ve 
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CB2 reseptör işaretlenme oranları %99.55±0.14 ve %95.96±1.97 (Şekil 4.3.C, Şekil 4.4) 

saptanmıştır. A549 hücrelerinde zardaki CB1 ve CB2 reseptörleri ortalama %83.71±3.72 

ve %50.11±24.86 (Şekil 4.3.C, Şekil 4.4) olarak ölçülmüştür. MG63 ve Saos-2 hatlarında 

CB1 ve CB2 reseptörlerine ait hücre içi ve hücre zarındaki ölçüm değerleri pozitif kontrol 

A549 ile karşılaştırıldığında daha düşük saptanmıştır. 

 

 
Şekil 4.3. (A) MG63 (B) Saos-2 ve (C) A549 hücre hatlarında akım sitometrisi yöntemi 

ile tayin edilen hücre içi ve hücre zarı CB1 ve CB2 reseptör immün işaretlenme 

düzeyleri bar grafikleri ile gösterilmiştir (n=3).  
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Şekil 4.4. MG63, Saos-2 ve A549 hücre hatlarında akım sitometrisi yöntemi ile tayin 

edilen hücre içi ve hücre zarı CB1 ve CB2 reseptör immün işaretlenme 

düzeyleri temsili histogram ve saçılım grafikleri ile gösterilmiştir. 
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4.2. CB2 Reseptörünü En Yüksek Seviyede Bulunduran MG63 ve Saos-2 
Hücrelerinde Sentetik Spesifik CB2 Agonisti CB65 Hücre Çoğalmasını 
Azaltmaktadır  

Birinci günde CB65, uygulandığı 10-12–10-6 M doz aralığında MG63 hücrelerinin 

proliferasyonunu kontrole göre arttırmıştır (p<0.05). Hücrelerin proliferasyon hızı 

uygulanan dozlar ile farklılık göstermemiştir. İkinci günde CB65 10-11–10-6 M doz 

aralığında uygulandığında MG63 hücrelerinin proliferasyonu kontrole göre azalmıştır 

(p<0.05).  CB65’in 10-12  M dozda uygulanması 2. günde kontrole göre MG63 

hücrelerinin büyüme hızını değiştirmemiştir. CB65 üçüncü günde 10-11 – 10-10 M dozlarda 

uygulandığında kontrole göre proliferasyon hızını azaltmış (p<0.05), 10-9–10-6 M doz 

aralığında uygulandığında hücre çoğalmasını kontrole göre arttırıcı yönde etkilemiştir 

(Şekil 4.5).  

 

Birinci günde CB65, uygulandığı 10-12–10-6 M doz aralığında Saos-2 hücre 

proliferasyonunu kontrole göre azaltmıştır (p<0.05). Hücrelerin proliferasyon hızı 

uygulanan dozlar ile farklılık göstermemiştir. İkinci günde CB65 10-12–10-11 M dozlarda 

uygulandığında hücre proliferasyonu kontrole göre azalmış (p<0.05), 10-10–10-6 M 

dozlarda uygulandığında proliferasyonunu kontrole göre arttırmıştır (p<0.05). CB65 

üçüncü günde 10-12–10-6 M doz aralığında uygulandığında kontrole göre proliferasyon 

hızını arttırmıştır (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.5. CB65’in MG63 hücre hattının proliferasyonuna etkisi WST-1 yöntemi ile 

saptanmıştır. 10-12–10-6 M dozda CB65 uygulanan MG63 hücrelerinin 24, 48 

ve 72. saatlerdeki verileri kontrol grubuyla karşılaştırmalı olarak bar grafiğinde 

gösterilmiştir. 10-11 ve 10-10 M CB65 uygulamasının 24. saatte  proliferatif, 48 

ve 72. saatte antiproliferatif etkisi gözlenmiştir (n=6). (*): Kontrole göre 

p<0.05. 

 

 
Şekil 4.6. CB65’in Saos-2 hücre hattındaki antiproliferatif etkisi WST-1 yöntemi ile 

saptanmıştır. 10-12–10-6 M dozda CB65 uygulanan Saos-2 hücrelerinin 24, 48 

ve 72. saatlerdeki verileri kontrol grubuyla karşılaştırmalı olarak bar grafiğinde 

gösterilmiştir. 10-11 ve 10-10 M CB65 uygulamasının 24 ve 48. Saatte 

antiproliferatif, 72. saatte proliferatif etkisi gözlenmiştir (n=6). (*): Kontrole 

göre p<0.05. 
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4.3. Osteosarkom Hücrelerinde CB65’in Gerçek Zamanlı Spesifik Yarı Maksimum 
Antiproliferatif Etki Penceresi MG63 Hattı için 48. Saatte 1.11x10-11 M ve Saos-2 
Hattı için 24. Saatte 4.95x10-11 M Olarak Saptanmıştır. Spesifik Etki CB2 Reseptör 
Antagonisti ile Bloke Olmuştur 
Sentetik spesifik CB2 agonisti CB65 WST analizi ile belirlenen etkili doz aralığında 

uygulandığında MG63 hücrelerinin proliferasyonunda 24. saatten itibaren azalmaya 

neden olmuştur (Şekil 4.7.A). 10-12–10-8 M CB65 uygulanan MG63 hücrelerinin 

proliferasyonu 32. saatten itibaren 144. saate kadar kontrole göre istatistiksel anlamlı 

azalmıştır (Şekil 4.7.B, p<0.05). CB65’in MG63 hücrelerindeki antiproliferatif ED50 

değeri 46. saatte 1.11x10-11 M (R2=0.958) olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.7.C). Belirlenen 

doz aralığında CB65 uygulandıktan sonra Saos-2 hücrelerinin proliferasyonunda 24. 

saatten itibaren azalmaya neden olmuştur (Şekil 4.8.A). 10-11 M CB65 uygulanan Saos-2 

hücrelerinin proliferasyonu 24. saatten itibaren 144. saate kadar  kontrole göre istatistiksel 

anlamlı azalmıştır (Şekil 4.8.B, p<0.05). 10-11 M CB65, Saos-2 hücreleri için en etkili 

antiproliferatif doz olarak değerlendirilmiştir. CB65’in Saos-2 hücrelerindeki 20. saatte  

ED50 değeri 4.95x10-11 M (R2=0.577) olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.8.C). Akım 

sitometrisi yöntemiyle ortalama CB2 immün işaretlenme oranı Saos-2 hücrelerine göre 

yüksek saptanan MG63 hücrelerinde, CB65’in antiproliferatif etkisinin Saos-2 

hücrelerine göre daha yüksek olduğu saptanmıştır (Şekil 4.9). MG63 hücre hattında 

saptanan CB2 reseptör immün işaretlenme oranı ile ilacın gerçek zamanlı tedavi penceresi 

arasında kuvvetli pozitif korelasyon saptanmıştır (Şekil 4.8.A, R2=0.912, p=0.002). Saos-

2 hücre hattında saptanan CB2 immün işaretlenme oranı ile ilacın gerçek zamanlı tedavi 

penceresi arasında kuvvetli pozitif korelasyon saptanmıştır (Şekil 4.8.B, R2=0.851, 

p=0.007). Ancak Saos-2 hücrelerindeki korelasyon katsayısı MG63 hücrelerindekine 

göre düşük olarak bulunmuştur. 

 

Spesifik CB2 reseptör antagonisti AM630, CB65 ile beraber uygulandığında 5x10-8 M 

dozda, CB65’in MG63 hücrelerindeki antiproliferatif etkisini terapötik pencereyi 

kapsayan 24. saatten 144. saate kadar inhibe etmiştir (Şekil 4.10.A ve Şekil 4.10.B). 

AM630, CB65 ile beraber uygulandığında 1x10-8 M ve 2x10-8 M dozlarda CB65’in 

MG63 hücrelerindeki antiproliferatif etkisini terapötik pencerenin içindeki 24. saatten 40. 

saate kadar inhibe etmiş, etki 40. saatten itibaren sonlanmıştır. Spesifik CB2 reseptör 

antagonisti AM630, CB65 ile beraber uygulandığı tüm dozlarda (1x10-8, 2x10-8 ve 5x10-

8 M) CB65’in Saos-2 hücrelerindeki antiproliferatif etkisini terapötik pencereyi kapsayan 

32. saatten 144. saate kadar inhibe etmiştir (Şekil 4.11.A ve Şekil 4.11.B).  
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Şekil 4.7. CB65’in MG63 osteosarkom hücre hattındaki antiproliferatif etkisi gerçek 

zamanlı ve impedans temelli olarak saptanmıştır (n=5). (A) Zamana bağlı 

normalize hücre indeks grafiğinde antiproliferatif etki penceresi 24-144. 

saatlerde gözlenmektedir. (B) Zamana karşı normalize hücre indeksini her doz 

için gösteren bar grafiğinde, CB65 10-11 M dozda hücre çoğalmasını 24-144. 

saatlerde kontrole göre azaltmıştır. (*): Kontrole göre p<0.05. (C) CB65’in 

logaritmik konsantrasyonlarına karşı normalize hücre indeksi grafiğinde 

ED50 1.11x10-11 M (R2=0.958) olarak hesaplanmıştır.  
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Şekil 4.8. CB65’in Saos-2 osteosarkom hücre hattındaki antiproliferatif etkisi gerçek 

zamanlı ve impedans temelli olarak saptanmıştır (n=5). (A) Zamana bağlı 

normalize hücre indeks grafiğinde antiproliferatif etki penceresi 24-144. 

saatlerde gözlenmektedir. (B) Zamana karşı normalize hücre indeksini her doz 

için gösteren bar grafiğinde, CB65 10-11 M dozda hücre çoğalmasını 24-144. 

saatlerde kontrole göre azaltmıştır. (*): Kontrole göre p<0.05. (C) CB65’in 

logaritmik konsantrasyonlarına karşı normalize hücre indeksi grafiğinde 

ED50 4.95x10-11 M (R2=0.740) olarak hesaplanmıştır.  
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Şekil 4.9. (A) MG63 ve (B) Saos-2 osteosarkom hücrelerinin CB2 reseptörü ile immün 

işaretlenme yüzdesi ile CB65’in hücrelerdeki antiproliferatif etkisi arasındaki 

kuvvetli pozitif korelasyon dağılım grafiği ile gösterilmiştir. 
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Şekil 4.10. CB65’in MG63 osteosarkom hücre hattındaki CB2 reseptörü aracılı agonistik 

etkisi spesifik CB2 reseptör antagonisti AM630 ile bloke olmuştur (n=4). (A) 

Zamana bağlı normalize hücre indeks grafiğinde etkinin bloke olduğu zaman 

aralığı 24-144. saatler olarak gözlenmektedir. (B) Zamana karşı normalize 

hücre indeksini gösteren bar grafiğinde AM630 CB65 ile birlikte 

uygulandığında 5x10-8M dozda 24-144. saatlerde, 1x10-8 ve 2x10-8 M dozlarda 

32-40. saatlerde agonistik etkiyi bloke etmiştir. (*): Kontrole göre p<0.05.  
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Şekil 4.11. CB65’in Saos-2 osteosarkom hücre hattındaki CB2 reseptörü aracılı agonistik 

etkisi spesifik CB2 reseptör antagonisti AM630 ile bloke olmuştur (n=4). (A) 

Zamana bağlı normalize hücre indeks grafiğinde etkinin bloke olduğu zaman 

aralığı 24-144. saatler olarak gözlenmektedir. (B) Zamana karşı normalize 

hücre indeksini gösteren bar grafiğinde AM630 CB65 ile birlikte uygulandığı 

tüm dozlarda (1x10-8, 2x10-8 ve 5x10-8 M) 24-144. saatlerde agonistik etkiyi 

bloke etmiştir. (*): Kontrole göre p<0.05. 

 
4.4. Sentetik Spesifik Kannabinoid CB2 Agonisti CB65 Akım Sitometrisi ile MG63 
ve Saos-2 Osteosarkom Hücre Hatlarında Geç Apoptozu %7.31 ve %19.06 
Oranında Arttırmaktadır 
CB65’in 1.11x10-11 M dozda 48. saatte MG63 hattında (Şekil 4.12.A ve Şekil 4.13.A) 

Annexin-PI ile işaretli geç apoptotik hücre sayısını düşük oranda ancak kontrole göre 

anlamlı olarak arttırdığı saptanmıştır (p<0.05). CB65 4.95x10-11 M dozda 24. saatte Saos-

2 hattında (Şekil 4.12.B ve Şekil 4.13.B) benzer şekilde Annexin-PI işaretli geç apoptotik 

hücre sayısını düşük oranda ancak kontrole göre anlamlı olarak arttırdığı saptanmıştır 

(p<0.05). CB65 uygulaması MG63 ve Saos-2 hatlarında uygulamanın yapıldığı zaman 

aralığında Annexin ile işaretli erken apoptotik ve PI ile işaretli nekrotik hücre oranlarını 

etkilememiştir. Örneklem sayısı sınırlı olmakla beraber CB65’in geç apoptotik etki 
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profiline ait veriler MG63 ve Saos-2 hatlarında kuvvetli, pozitif korelasyon göstermiştir 

(R2=0.902, p<0.01). 

 

 
Şekil 4.12. Bar grafiklerde CB65 (A) MG63 hücre hattında 1.11x10-11 M dozda 48. saatte 

(B) Saos-2 hücre hattında 4.95x10-11 M dozda 24. saatte geç apoptozu 

kontrole göre arttırmaktadır. CB65 uygulandığı saat aralığında hücrelerde 

erken apoptoza neden olmamakta, nekrotik hücre sayısını değiştirmemektedir 

(n=3). (*): Kontrole göre p<0.05. 
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Şekil 4.13. CB65 apoptotik etkisine ait akım sitometrisi ile gerçekleştirilen Annexin-PI 

işaretlemesine ait temsili saçılım grafiğinde (A) 1.11x10-11 M dozda 

uygulama sonrası MG63 hücrelerinde 48. saatte Annexin ile işaretli 

%0.08’inde erken, Annexin-PI ile işaretli %7.31’inde geç apoptoz ve PI ile 

işaretli %1.54’ünde nekroz görülmektedir. (B)  4.95x10-11 M dozda Saos-2 

hücrelerinde 24. saatte Annexin ile işaretli %0.07’sinde erken, Annexin-PI ile 

işaretli %19.06’sınde geç apoptoz ve PI ile işaretli %0.56’sında nekroz 

görülmektedir. 

 

4.5. CB2 Agonisti CB65’i ED50’de Salan Kontrollü Lipozomal Salım Sistemi 
Geliştirildi. Lipozomal Formülasyon in vitro Koşullarda % 51,12 EE ile Karakterize 
Edildi, 24 Saatlik Salım Özelliği Belirlendi 
İlaç yüklenmemiş boş lipozom formülasyonunun 0. saatteki partikül büyüklüğü 

137.0±2.8 nm, polidispersite indeksi 0.433±0.014 ve zeta potansiyeli -20.3±0.5 mV 

olarak saptanmıştır. 0.2 mg CB65 yüklü lipozomun partikül büyüklüğü, polidispersite 

indeksi ve zeta potansiyeli sırasıyla 141.7±0.6 nm, 0.451±0.026 ve -10.9±0.3 mV;  0.4 

mg CB65 yüklü lipozomun 158.9±1.1 nm, 0.473±0.009 ve -15.3±0.4 mV ve 0.8 mg CB65 

yüklü lipozomun 161.4±3.7 nm, 0.460±0.015 ve -16.0±0.3 mV olarak ölçülmüştür 

(Çizelge 4.1). İlaç yüklenmemiş boş lipozom formülasyonuna ait partikül büyüklüğü, 
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polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli değerleri 7. gün, 1 ve 3 ayda değişiklik 

göstermemiştir. 0.2 mg CB65 yüklü lipozom formülasyonuna ait partikül büyüklüğü, 

polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli değerleri 1. ayda 0. saat ve 7. güne göre artış 

göstermiştir. 0.4 mg CB65 yüklü lipozom formülasyonu 7. gün, 1 ve 3. ayda benzer 

partikül büyüklüğü, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli değerleri göstermiştir. 0.8 

mg CB65 yüklü lipozom formülasyonunun 1 ve 3. aya ait partikül büyüklüğü ve 

polidispersite indeksi değerleri 0. saat ve 7. güne göre artış göstermiştir. 0.8 mg CB65 

yüklü lipozom formülasyonunun 3. aydaki zeta potansiyeli 0. saat, 7. gün ve 1. aydaki 

zeta potansiyeline göre azalma göstermiştir. Üç aylık stabilite ölçümleri sonucunda zeta 

potansiyelleri göz önüne alındığında en stabil olduğu belirlenen 0.2 ve 0.4 mg CB65 

yüklü lipozom formülasyonlarının enkapsülasyon etkinlikleri sırasıyla %51.12 ve 

%41.96 olarak belirlenmiştir. 

 

Diyaliz membran yöntemi ile yapılan in vitro salım çalışması sonucunda kümülatif olarak 

değerlendirilen CB65, lipozom formülasyonları ile kontrollü bir salım profili 

gözlenmiştir. Buna göre CB65, 30. dakikada %25.3±4.2, 60. dakikada %49.1±5.2, 120. 

dakikada %56.7±5.8, 180. dakikada %61.6±6.4, 240. dakikada %72.9±2.5, 360. dakikada 

%82.5±3.5, 480. dakikada %97.5±2.8 ve 1440. dakikada %99.5±2.8 oranında kümülatif 

salım göstermiştir (Şekil 4.14). Birinci saatin sonunda CB65’in ani salım etkisi 

gözlenmiştir (%49.1 ± 5.2). 
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Çizelge 4.1. Hazırlanan boş ve yüklü lipozomların 0, 7, gün, 1. ve 3. ayda ölçülen partikül 

büyüklüğü (PB), polidispersite indeksi (PDI) dağılımı, zeta potansiyel analizi 

ölçümlerine ait tanımsal istatistikler ortalama±standart sapma şeklinde 

verilmiştir. 

Formülasyon 
(Lipit:EtOH – 9:1) Zaman PB (nm) PDI ZP (mV) EE(%) 

α-Fosfatidilkolin:EtOH 
Boş Lipozom 

0. Gün 137.0±2.8 0.433±0.014 -20.3±0.5 

– 
7. Gün 140.6±3.1 0.442±0.010 -18.5±0.5 

1. Ay 146.5±3.7 0.469±0.018 -18.1±0.5 

3. Ay 144.1±5.3 0.447±0.002 -16.2±0.3 

α-Fosfatidilkolin:EtOH  
0.2 mg/10 ml CB65  

0. Gün 141.7±0.6 0.451±0.026 -10.9±0.3 

51.12 
7. Gün 140.2±2.4 0.456±0.009 -10.4±0.04 

1. Ay 148.6±5.6 0.761±0.034 -13.3±0.4 

3. Ay 146.2±3.3 0.618±0.020 -13.5±0.1 

α-Fosfatidilkolin:EtOH 
0.4 mg/10 ml CB65 

0. Gün 158.9±1.1 0.473±0.009 -15.3±0.4 

41.96 
7. Gün 142.1±2.5 0.440±0.022 -13.8±0.7 

1. Ay 143.0±1.4 0.462±0.005 -17.8±0.4 

3. Ay 148.2±3.3 0.459±0.014 -14.5±0.5 

α-Fosfatidilkolin:EtOH 
0.8 mg/10 ml CB65 

0. Gün 161.41±3.7 0.460±0.015 -16.0±0.3 

– 
7. Gün 178.5±0.8 0.527±0.011 -10.1±0.7 

1. Ay 195.3±9.0 0.624±0.141 -12.2±0.2 

3. Ay 247.8±16.5 0.747±0.013 -2.9±0.3 
Dipnot: EtOH: Etanol; %EE: % Enkapsülasyon etkinliği; PB: partikül büyüklüğü; PDI: polidispersite 
indeksi; ZP: zeta potansiyeli 
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Şekil 4.14. Zamana bağlı %CB65 kümülatif salım grafiğinde CB65 yüklü lipozom 

formülasyonu 1. saatte ortalama %49.1±5.2’ini ortama salmıştır. 2. saatten 

(%56.7±5.8) 24. saate (%99.5±2.8) kadar kontrollü salım gözlenmiştir (n=3). 

 

4.6. CB65 Yüklü Lipozom Salım Sistemi in vitro Koşullarda MG63 Osteosarkom 
Hattında Proliferasyonu Gerçek Zamanlı  Olarak Azaltmıştır 

 

4.6.1. CB65 Yüklü Lipozom Salım Sistemi in vitro Koşullarda MG63 ve Saos-2 
Osteosarkom Hatlarında Proliferasyonunu 16. Saatten İtibaren Gerçek Zamanlı 
Olarak Azaltmıştır 
En yüksek enkapsülasyon etkinliği gösteren 0.2 mg CB65 yüklü lipozom formülasyonu 

esas alınarak 10-11 M dozda salımı sağlanan CB65, MG63 hücrelerinin proliferasyonunda 

16. saatten 56. saate kadar kontrole göre anlamlı azalmaya neden olmuştur (Şekil 4.15.A 

ve Şekil 4.15.B). Lipozomal formülasyondan 10-11 M dozda salımı sağlanan CB65, 24 

saat süreyle uygulandığında MG63 hücrelerinin proliferasyonunda 16. saatten 56. saate 

kadar kontrole göre anlamlı azalmaya neden olmuştur. Yirmi dört saat süreyle uygulanan 

CB65 lipozomal formülasyon MG63 hücrelerinde tek sefer uygulanan CB65 lipozomal 

formülasyona göre anlamlı yüksek antiproliferatif etki göstermiştir (p<0.05). Yirmi dört 

saat süreyle uygulanan CB65 lipozomal formülasyon, MG63 hücrelerinde 16. saatten 56. 

saate kadar tek başına uygulanan 10-11 M dozda CB65’e göre hücre proliferasyonunu 

anlamlı olarak azaltmıştır (p<0.05). İlaç yüklenmemiş boş lipozomal formülasyonlar tek 

sefer ve 24 saat süreyle uygulandığında MG63 hücre indeksi, 24 saat süreyle uygulanan 

CB65 lipozomal formülasyona göre 56. saate kadar anlamlı yüksek saptanmıştır (p<0.05). 

Tek seferde ve 24 saat süreyle uygulanan ilaç yüklenmemiş boş lipozomal formülasyonlar 
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MG63 hücre indeksini 40. saatten 56. saate kadar kontrol grubuna göre anlamlı 

arttırmıştır (p<0.05). CB65 tek başına uygulandığında MG63 hücrelerinde 16. saatten 56. 

saate kadar kontrole göre anlamlı antiproliferatif etki göstermiştir (p<0.05). Tek başına 

uygulanan CB65’in MG63 hücrelerindeki antiproliferatif etkisi 16. saatten 56. saate kadar 

tek seferde uygulanan CB65 yüklü lipozomal formülasyona göre farklı bulunmamıştır. 

Tüm deney ve kontrol gruplarında hücre proliferasyonu 32. saatten 56. saate kadar 

anlamlı artış göstermiştir (p<0.05). 

 

Saos-2 hücre hattında CB65’in 10-11 M dozda salımı sağlandığında ilaç hücrelerin 

proliferasyonunda 16. saatten 72. saate kadar kontrole göre anlamlı azalmaya neden 

olmuştur (Şekil 4.16.A ve Şekil 4.16.B). Tek başına 10-11  M dozda uygulanan CB65 

hücrelerin proliferasyonunda 24. saatten 48. saate kadar kontrole göre anlamlı azalmaya 

neden olmuştur (p<0.05). CB65 yüklü ilaç formülasyonu, tek başına CB65 uygulanan 

gruptan farklı olarak kontrole göre daha uzun süreyle antiproliferatif etki göstermiştir. 

Tek başına uygulanan CB65’in Saos-2 hücrelerindeki antiproliferatif etkisi 24. saatten 

48. saate kadar CB65 yüklü lipozomal formülasyona göre farklı bulunmamıştır. İlaç 

yüklenmemiş boş lipozom formülasyonu 16. saatten itibaren 40. saate kadar kontrole göre 

proliferasyonu azaltıcı etki göstermemiştir. İlaç yüklenmemiş boş lipozom formülasyonu 

48. saatten itibaren 72. saate kadar kontrole göre proliferasyonu azaltıcı etki göstermiştir 

(p<0.05). İlaç yüklenmemiş boş lipozom formülasyonu uygulanan Saos-2 hücre 

proliferasyonu 16. saatten 32. saate kadar CB65 ve CB65 yüklü lipozom formülasyonu 

ile karşılaştırıldığında yüksek saptanmıştır (p<0.05). Tüm deney ve kontrol gruplarında 

hücre proliferasyonu 24. saatten 32. saate kadar hücre proliferasyonunda azalma 

saptanmıştır (p<0.05). Tüm deney ve kontrol gruplarında hücre proliferasyonu 40. saatten 

72. saate kadar anlamlı artış göstermiştir (p<0.05). 
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Şekil 4.15. CB65’in MG63 osteosarkom hücre hattındaki antiproliferatif etkisi gerçek 

zamanlı ve impedans temelli olarak saptanmıştır (n=8). (A) Zamana bağlı 

normalize hücre indeks grafiğinde antiproliferatif etki penceresi 16-56. 

saatlerde gözlenmektedir. (B) Zamana karşı normalize hücre indeksini her 

doz için gösteren bar grafiğinde, 24 saat süreyle uygulanan 10-11 M dozda 

CB65 yüklü lipozom 16-56. saatlerde hücre çoğalmasını kontrole göre 

azaltmıştır. (*): kontrol, (**) 10-11  M CB65, (##) 10-11 M CB65 lipozom 1 

(tek sefer uygulama), (#) boş lipozom, (***) 10-11 M CB65 lipozom 2 (24 

saat süreyle 2 kez uygulama),  (###) 10-11 M boş lipozom 24 saate göre 

p<0.05. 
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Şekil 4.16. CB65’in Saos-2 osteosarkom hücre hattındaki antiproliferatif etkisi gerçek 

zamanlı ve impedans temelli olarak saptanmıştır (n=8). (A) Zamana bağlı 

normalize hücre indeks grafiğinde antiproliferatif etki penceresi 16-72. 

saatlerde gözlenmektedir. (B) Zamana karşı normalize hücre indeksini her 

doz için gösteren bar grafiğinde, CB65 yüklü lipozom uygulandığında 10-11 

M dozda 16-72. saatlerde hücre çoğalmasını kontrole göre azaltmıştır. (*): 

kontrol, (**) 10-11  M CB65, (#) boş lipozom ve (##) 10-11 M CB65 yüklü 

lipozoma göre p<0.05. 
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5. TARTIŞMA 

 

Tez çalışmasından elde edilen bulgular sırasıyla 27 ve 20. pasajlarına getirilen 

osteosarkom MG63 hücre hattında akım sitometrisi yöntemi hücre içi ortalama CB1 ve 

CB2 reseptör işaretlenme oranları %45.30 ve %65.31, zardakilerde %43.33 ve %42.90; 

Saos-2 hücrelerinde hücre içi CB1 ve CB2 %47.82 ve %50.80, zardakilerde %21.63 ve 

%27.85 saptandı, ortak yüksek CB2 reseptörü varlığı nedeniyle sentetik CB2 agonisti 

CB65’in hedefi olabileceğini gösterdi. MG63 ve Saos-2 osteosarkom hücre hatlarında 

CB65’in antiproliferatif doz aralığı WST ile 10-12–10-8 M ve gerçek zamanlı yarı 

maksimum terapötik etki penceresi MG63 için ED50=1.1x10-11 M ED50’nin etkili saati 

46, Saos-2 için ED50=4.95x10-11 M ED50’nin etkili saati 20 olarak belirlendi. 

Biyomühendislik temelli yeni lipozomal ilaç formülasyonu ED50’de başarıyla lipozomal 

taşıma sistemlerine aktarıldığında %51.12 yükleme etkinliği ve MG63 ve Saos-2 hücre 

hattında 8-24. saatler arasında 1.1x10-11 M  dozda kontrollü salımı sağlandı. CB65 yüklü 

lipozom MG63 ve Saos-2 osteosarkom hücrelerinde 16. saatten itibaren kontrole göre 

antiproliferatif etki göstermiştir. CB65 yüklü lipozom formülasyonu MG63 ve Saos-2 

hücrelerinde tek başına CB65 uygulamasına göre sırasıyla 16 ve 24. saatten itibaren CB65 

antiproliferatif etki göstererek CB65’in etki süresini kısaltmış ve daha uzun sürede etki 

antiproliferatif etki göstermiştir. Geliştirilen CB65 yüklü lipozom sistemi başarılı bir 

formülasyon olarak değerlendirilmiştir.  

 

MG63 ve Saos-2 Hücre Hatları qRT-PCR ve Akım Sitometrisi Yöntemi ile Yüksek 
Düzeyde CB2, Düşük Düzeyde CB1 Reseptörü Bulundurmaktadır 
Bu tez çalışmasında MG63 hücrelerindeki hücre içi ortalama CB1 ve CB2 reseptör 

işaretlenme oranları sırasıyla %45.30±7.42 ve %65.31±12.85 olarak saptanmış ve pozitif 

kontrol A549 hattına ait hücre içi CB1 ve CB2 reseptörleri ile karşılaştırıldığında düşük 

saptanmıştır. MG63 hücrelerinde zardaki CB1 ve CB2 reseptör işaretlenme oranları 

sırasıyla %43.33±29.23 ve %42.90±24.22 olarak ölçülmüştür. Hücre zarındaki CB1 ve 

CB2 reseptör immün işaretlenmesi pozitif kontrol A549 hücreleri ile karşılaştırıldığında 

düşük saptanmıştır. Çalışma kapsamında hücre içi CB reseptör işaretleme protokolünde 

uygulanan permeabilizasyon aşaması hücrelerin sayısında hücre zarındaki uygulamaya 

göre azalmaya neden olmuştur. Bu nedenle tez kapsamında elde edilen CB1 ve CB2 

reseptör işaretlenme oranları beraber verilmiş ancak hücre içi ve hücre membranı 
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açısından karşılaştırma yapılması doğru bulunmamıştır. Literatürdeki çalışmalar hücre içi 

CB reseptörü değerlendirilmesi için uygulanan permeabilizasyon protokolünün hücre 

sayısında hücre zarındaki uygulamaya göre belirgin azalma saptandığını ifade etmiştir 

[206, 207]. Endokannabinoidler lipofilik moleküller olduğundan hem hücre içi hem de 

hücre zarında sinyal iletimi ve biyolojik yanıt oluşturmada aktif rol oynar [206, 208, 209]. 

Endokannabinoidlerin fizyolojik koşullarda CB1 ve CB2 reseptörlerini içeren G protein 

yapılı reseptörlere uzun süreli veya yüksek oranda bağlanması reseptörlerde duyarsızlığa 

veya internalizasyona neden olmaktadır [206, 207, 210-212]. Kannabinoid 1 ve 2 

reseptörlerinin hücreye endositozu ile hücre zarındaki reseptör oranı azalmaktadır [213, 

214]. Dolayısıyla güncel çalışmalarda akım sitometrisi yöntemi ile CB reseptörlerinin 

hücre içi ve hücre zarındaki oranları değerlendirildiğinde hücre içindeki işaretlenme 

oranları esas alınmaktadır [206, 207, 215]. Bu bağlamda MG63 hücrelerinin toplam CB2 

reseptör seviyesi %65.31±12.85 olarak ele alınmıştır. Bu iş paketinde MG63 hattına ait 

toplam CB2 immün işaretlenme oranı izotip kontrol ile karşılaştırıldığında 2 kat, Saos-2 

hattı ile karşılaştırıldığında 1.3 kat yüksek saptanmıştır. Bununla birlikte MG63 

hücrelerinin CB2 immün işaretlenme oranı  pozitif kontrol A549 hücrelerine göre 1.5 kat 

düşük olarak saptanmıştır. MG63 hücrelerindeki CB2 reseptör immün fluoresan 

işaretleme yöntemi ile kalitatif olarak çekirdek çevresinde yoğunluk göstermekle birlikte 

sitoplazmada yaygın ve Western Blot tekniği ile incelendiğinde ß-aktin kontrol genine 

göre 0.2 kat yüksek olarak saptanmıştır [117]. Tez çalışması kapsamında MG63 

hücrelerinde sitoplazmadaki CB2 reseptörü varlığı immünositokimya tekniği uygulanan 

önceki çalışma ile uyumludur. Diğer yandan önceki çalışmada kantitatif Western Blot 

tekniği ile gerçekleştirildiğinde tez kapsamında akım sitometrisi yöntemi ile elde edilen 

işaretli hücre yüzdeleri birebir karşılaştırılabilir nitelik taşımamaktadır. MG63 hücre hattı 

qRT-PCR ile ß-aktin kontrol genine göre yaklaşık 13 kat yüksek CB2 ve yaklaşık 10 kat 

yüksek TRPV1 reseptör ekspresyonu göstermiştir [1]. Tez çalışması kapsamında izotipik 

ve pozitif kontrol grupları ile karşılaştırmalı olarak saptanan CB2 reseptör ürün 

miktarı/işaretlenme oranı literatürde bildirilen CB2 reseptör ekspresyon seviyesine 

mRNA miktarlarına göre düşük bulunmuştur. MG63 hücre hattında qRT-PCR ile CB1 ve 

CB2 reseptör ekspresyon seviyelerine ilişkin ß-aktinle karşılaştırmalı ΔCt değerleri 

yaklaşık 15 olarak saptanmış ve metastatik 143B osteosarkom hücre hattına göre 8 kat 

daha düşük, HOS osteosarkom hattına göre 2 kat yüksek CB2 reseptör ekspresyonu 

göstermiştir [118]. Kannabinoid reseptörlerinin ekspresyonu ve işaretlenme düzeyleri, 

kanserin derecesi ve hücre hatlarının iki katına çıkma süresi ile ilişkilendirilmektedir 
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[216, 217]. Literatüre ait bulgularla birlikte değerlendirildiğinde tez kapsamında MG63 

hücrelerinin CB2 işaretlenme düzeyi ile A549 küçük hücreli dışı akciğer kanserine ait 

CB2 düzeyi arasındaki fark, iki katına çıkma süresi oldukça kısa olan metastatik 143B 

osteosarkom hattı ile arasındaki farkla uyumlu olarak değerlendirilebilir. Yağ yapılı ve 

kısa yarı ömürlü kannabinoid reseptörlerinin saptanması için altın standart olarak bilinen 

qRT-PCR yöntemi ile CB2 reseptörüne ait rölatif mRNA kat artışının saptanması 

güvenilir sonuçlar verebileceğinden ileri çalışmalarla CB2 reseptör ekspresyonunun 

qRT-PCR ile validasyonu hedeflenmiştir. 

 

Saos-2 osteosarkom hücrelerinde, pozitif kontrol A549 hücrelerine göre qRT-PCR 

yöntemiyle yüksek oranda CB2 reseptör ekspresyonu saptanmıştır. Saos-2 hücreleri, 

A549 hücrelerine göre düşük oranda CB1 reseptör ekspresyonu, yüksek oranda GPR55 

ve TRPV1 reseptör ekspresyonu göstermiştir. qRT-PCR ile Saos-2 hücre hattında CB2 

reseptör ekspresyonu değerlendirilmiş ve ß-aktin kontrol genine göre yaklaşık 11 kat 

yüksek CB2 ve 10 kat yüksek TRPV1 reseptör ekspresyonu gösterdiği saptanmıştır [1]. 

Literatüre ait çalışmada CB2 reseptör ekspresyonu sadece ß-aktin kontrol genine ait 

ekspresyon düzeyi ile karşılaştırılmış olup pozitif kontrol hücre hattı ile 

karşılaştırılmamıştır. Tez çalışması kapsamında pozitif kontrol A549 [186] hücrelerine 

göre 10 kat yüksek CB2 ekspresyonu gösteren Saos-2 hücreleri GAPDH kontrol genine 

göre 3 kat yüksek saptanmıştır. GAPDH kontrol genine göre karşılaştırılan CB2 reseptör 

ekspresyon düzeyi literatürde  ß-aktin kontrol genine göre karşılaştırılan CB2 ekspresyon 

seviyesine göre düşük bulunmuştur. GAPDH ve ß-aktin genleri qRT-PCR çalışmalarında 

yaygın olarak kullanılan kontrol genleri [218] olmakla beraber MG63 ve Saos-2 

osteosarkom hücrelerinde house-keeping genlerinin tanımlanması ve validasyonuna 

ilişkin yapılan transkriptom analizinde GAPDH geninin ß-aktin genine göre daha stabil 

olduğu saptandığından [219] tez çalışması kapsamında GAPDH kontrol geni kullanılması 

uygun bulunmuştur. Tez kapsamında Saos-2 hücrelerinde hücre içi CB1 ve CB2 reseptör 

işaretlenme oranları sırasıyla %47.82±6.05 ve %50.80±16.33 saptanmıştır. Saos-2 

hücrelerinde zardaki CB1 ve CB2 reseptörleride %21.63±11.59 ve %27.85±5.82 olarak 

ölçülmüştür. CB2 reseptör oranı pozitif kontrolü oluşturan A549 hücreleri ile 

karşılaştırıldığında düşük saptanmıştır. Sonuçta hücre içi CB2 reseptör işaretlenme oranı 

esas alınarak değerlendirme yapılmıştır. Saos-2 hattına ait toplam CB2 immün 

işaretlenme oranı izotip kontrol ile karşılaştırıldığında 1.03 kat yüksek saptanmıştır. 

Bununla birlikte Saos-2 hücrelerinin CB2 immün işaretlenme oranı  pozitif kontrol A549 
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hücrelerine göre 1.8 kat düşük saptanmıştır. Pozitif kontrol hattının deney düzeneklerine 

eklenmesi duyarlılık ve özgüllük için gereklidir [206]. Saos-2 hücrelerine ait CB2 

reseptör ekspresyon seviyesi ile CB2 immün işaretleme oranı, A549 hücrelerine ait 

bulgularla kıyaslandığında uyum göstermemiştir. Kannabinoid molekülleri hücre içinde 

düzenli olarak sentezlenip yıkıldığından Saos-2 hücrelerinde CB2 reseptör işaretlenme 

düzeyi akım sitometrisi yöntemi ile yüksek verimle saptanamamış olabilir. Bu nedenle 

gen düzeyinde  hassas, güvenilir, geçerli ve tekrarlanabilir sonuçlar veren qRT-PCR 

yöntemi CB reseptör seviyelerinin değerlendirilmesi için altın standart olarak tercih 

edilmektedir. 

 

MG63 ve Saos-2 Hücrelerinde CB65’in Etkili Doz Aralığı 24 ve 48 Saat Zaman 
Aralığında 10-12–10-8 M Olarak Saptanmıştır. Gerçek Zamanlı Spesifik Yarı 
Maksimum Antiproliferatif Etki Penceresi ise MG63 Hattı için 48. Saatte 1.11x10-11  
M ve Saos-2 Hattı için 24. Saatte 4.95x10-11  M Olarak Saptanmıştır. Spesifik Etki 
CB2 Reseptör Antagonisti ile Bloke Olmuştur. ED50 MG63 ve Saos-2 Hücrelerinde 
Sırasıyla %7.31’inde ve %19.06’sınde Geç Apoptozu İndüklemiştir 
Sentetik spesifik CB2 reseptör agonisti CB65, hücre içi ve hücre zarındaki CB1 ile 

karşılaştırıldığında yüksek seviyede CB2 reseptörü bulunduran MG63 hücre hattında, in 

vitro koşullarda, WST-1 yöntemi ile 10-12–10-6 M doz aralığında ve zaman bağımlı olarak 

hücre çoğalmasını kontrole göre azaltmıştır. CB65, antiproliferatif etkisini MG63 hücre 

hattında 48. Saatte göstermiştir. CB65’in gerçek zamanlı yarı maksimum etkili doz 

penceresi MG63 hücrelerinde 48. Saatte 1.11x10-11  M olarak ortaya konmuştur. CB65’in 

reseptör aracılı spesifik etkisi CB2 reseptör antagonisti AM630 ile gerçek zamanlı olarak 

ortadan kalkmıştır. Bu sonuç ilacın spesifik agonistik etkisini doğrulamıştır. CB1 ve CB2 

pan agonisti WIN 2.0x10-5 M dozda MG63 hücre hattına uygulandığında WST-8 yöntemi 

ile 24. saatte proliferasyonu istatistiksel anlamlı olarak  kontrole göre %30 azaltmış [108], 

aynı dozda WIN MTT (3-[4,5-dimethylthiazolyl- 2] 2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) 

yöntemiyle MG63 hücrelerinde 8. saatten itibaren hücre proliferasyonunu kontrol, 

Anandamid (AEA) (5.0x10-6, 1.0x10-5 ve 2.0x10-5 M) ve stabil analoğu MET-Anandamid 

(5.0x10-6, 1.0x10-5 ve 2.0x10-5 M) uygulanan gruplara göre anlamlı olarak azaltmıştır 

[109]. Tez çalışmasında CB65 uygulaması WIN uygulamasına göre MG63 hücre hattında 

daha düşük dozda, daha yüksek oranda antiproliferatif  etki sağlamıştır. Etanolamid türevi 

dokosaheksaenoil etanolamid (DHEA) epoksitlerinin regioizomerleri (pozitif izomer) 

1.25x10-5 ve 2.5x10-5  M dozlarda MG63 hücre hattında cell titer blue testi ile 24 saatte 

proliferasyonu azalmıştır [118]. Tez çalışması bulgularına göre DHEA epoksit 
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regioizomerlerine göre CB65 MG63 hücrelerinde daha düşük dozda ve daha uzun sürede 

etki göstermiştir. AEA 5.0x10-5 M dozda 24 saatte WST-1 yöntemi ile MG63 hücrelerinin 

proliferasyonu kontrole göre %50 oranında anlamlı olarak azaltmıştır [114]. CB65 MG63 

hücrelerinde AEA’e göre daha düşük dozda daha güçlü antiproliferatif etki göstermiştir. 

Bu bağlamda CB65’in MG63 hücre hattındaki CB2 agonistik antiproliferatif etki gücü 

WIN, AEA, MET-Anandamid ve DHEA epoksit agonistlerine göre daha yüksek ve 

kanserdeki terapötik potansiyeli daha üstün olarak değerlendirilmiştir. 

 

Sentetik spesifik CB2 reseptör agonisti CB65, hücre içi ve hücre zarındaki CB1 ile 

karşılaştırıldığında yüksek seviyede CB2 reseptörü bulunduran Saos-2 hücre hattında, in 

vitro koşullarda, WST-1 yöntemi ile 10-12–10-6 M doz aralığında ve zaman bağımlı olarak 

hücre çoğalmasını kontrole göre azaltmıştır. CB65, antiproliferatif etkisini Saos-2 

hücrelerinde 24. saatte göstermiştir. CB65’in gerçek zamanlı yarı maksimum etkili doz 

penceresi Saos-2 için 24. saatte 4.95x10-11 M olarak ortaya konmuştur. CB65’in reseptör 

aracılı spesifik etkisi CB2 reseptör antagonisti AM630 ile gerçek zamanlı olarak ortadan 

kalkmıştır. Bu sonuç ilacın spesifik agonistik etkisini doğrulamıştır. MAGL inhibitörü 

JZL-184 1.0x10-6 M – 1.0x10-4 M doz aralığında Saos-2 hücrelerinde Alamar Blue 

yöntemiyle 72 saatte doz bağımlı olarak kontrole göre hücre proliferasyonunu azaltmıştır 

[115]. Tez kapsamında sentetik spesifik CB2 agonisti CB65’in Saos-2 hücrelerindeki 

antiproliferatif etkisi endojen kannabinoid 2-AG’nin yıkım enzimi olan MAGL inhibitörü 

JZL-184’e göre daha güçlü olarak saptanmış ve bu etki düşük dozda gerçekleşmiştir. 

Kannabinoid pan agonisti WIN 2.0x10-5 M dozda MTT testi ile 48. saatte kadar Saos-2 

hücrelerinin proliferasyonunu %40 oranında, 1.0x10-5 M, 2.0x10-5 M ve 3.0x10-5 M 

dozlarda 24. saatte %50 oranında doz ve zaman bağımlı olarak azaltmıştır [112]. Tez 

çalışması kapsamında uygulanan sentetik spesifik CB2 reseptör agonisti CB65 Saos-2 

hücre hatlarında WIN’a göre daha düşük dozda etki göstermekle beraber, etki güçleri 

karşılaştırıldığında pan agonistin daha potent antiproliferatif etki gösterdiği ve etkisinin 

CB65’e göre daha erken başladığı saptanmıştır. Tez çalışması kapsamında Saos-2 

hücrelerinin hücre içinde CB1 ve CB2 reseptör işaretlenmeleri %47.82±6.05 ve 

%50.80±16.33, hücre zarında %21.63±11.59 ve %27.85±5.82 oranında bulundurdukları 

saptanmıştır. Buradan hareketle CB reseptör pan agonistin etkilerinin CB2 agonistine 

göre daha güçlü olması olağan olarak değerlendirilmiştir. 
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CB65 apoptotik etkisine ait akım sitometrisi ile gerçekleştirilen Annexin/PI 

işaretlemesinde MG63 hücrelerinde 1.11x10-11 M dozda CB65 uygulandığında 48. saatte 

Annexin ile işaretli %0.08’inde erken, Annexin-PI ile işaretli %7.31’inde geç apoptoz ve 

PI ile işaretli %1.54’ünde nekroz ile ölüme gittiği saptanmıştır. MG63 hattında CB65 

1.11x10-11 M dozda ve 48. saatte Annexin-PI ile işaretli geç apoptotik hücre sayısını düşük 

oranda ancak kontrole göre anlamlı arttırmıştır. TRPV1 agonisti RTX 5.0x10-6 M dozda 

tek başına uygulandığında 24 saatte MG63 hücre hattında Annexin işaretli erken apoptotik 

ve Annexin V-PI işaretli geç apoptotik toplam hücre oranı %21.7 olarak saptanmış, ilaç 

p-Akt inhibisyonu aracılı olarak apoptozu indüklemiştir [1] Tez çalışmasında CB65, 

MG63 hücrelerine literatürde belirtilen çalışmadan daha düşük dozda uygulanmış, daha 

uzun sürede ve daha düşük Annexin işaretli erken apoptotik ve Annexin V-PI işaretli geç 

apoptotik toplam hücre oranı sağlamıştır. MG63 hücre hattında DHEA epoksitlerinin 

regioizomerlerinin Annexin ve Annexin V-PI işaretleme yöntemi ile 1.25x10-5  M dozda 

%4.17 oranda apoptozu indüklediği saptanmıştır [118]. Bu çalışmaya göre tez çalışması 

değerlendirildiğinde daha düşük dozda CB65, MG63 hücreleri üzerinde daha yüksek 

oranda apoptozu arttırıcı etki göstermiştir. 5.0x10-5, 1.0x10-4 ve 2.0x10-4 M dozlarda 24 

saat AEA uygulanan MG63 hücrelerinde Annexin V/PI yöntemi ile JNK, ERK, p38, 

MAPK ve kaspaz 3 aktivasyonu aracılı apoptozu dozlara göre sırasıyla %50, %75 ve %80 

oranında kontrole göre arttırdığı saptanmıştır [114]. Tez çalışması kapsamında CB65 

daha düşük dozda MG63 hücrelerinde literatürde belirtilen dozdan daha düşük ve daha 

uzun süre uygulanmış ve apoptozu daha az indüklemiştir. Buna karşın, apoptotik yolağa 

ait JNK, ERK, p38, MAPK ve kaspaz 3 belirteçleri incelenmemiştir. CB1 ve CB2 pan 

agonisti WIN 5.0x10-6 M dozda tek başına veya 5 ng/ml TRAIL PAR-4 proteini ile 36 

saat süreyle uygulandığında MG63 hücrelerinde kaspas 8 aracılı apoptozu uyarmış [109], 

zaman bağımlı olarak endoplazmik retikulumu stresi (ERS) aracılı sistein bakımından 

zengin proteinin (SPARC) seviyesini arttırarak cleaved kaspaz 8, pro-kaspaz 3 ve PARP 

aktivasyonu ile apoptozu indüklemiştir [110]. Bu tez çalışması kapsamında apoptotik 

yolağa ait cleaved kaspaz 8, pro-kaspaz 3 ve PARP belirteçleri incelenmemiştir. Ubikitin 

bağımlı proteazom sisteminin seçici geri dönüşümlü inhibitörü olan Bortezomib (BTZ) 

1.0x10-8 M dozda, 1.0x10-7 M CB2 agonisti JWH-133 ile birlikte uygulandığında 24. 

saatte HOS osteosarkom hücre hattında Annexin işaretli erken ve Annexin V-PI işaretli 

geç apoptotik toplam hücre oranı %32.05 olarak ölçülmüş, aynı dozda BTZ 5.0x10-6 M 

RTX ile kullanıldığında Annexin V-PI işaretli geç apoptotik ve Annexin işaretli erken 

apoptotik toplam hücre oranı %36.06 olarak saptanmıştır. Uygulanan tüm kombine 
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tedaviler HOS hücre hattında kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 indüksiyonu ile apoptozu arttırmıştır 

[13]. Bu tez çalışması kapsamında apoptotik yolağa ait kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 belirteçleri 

incelenmemiştir.  

 

Tez çalışması kapsamında 1.11x10-11 M dozda 48 saat uygulanan CB2 reseptör agonisti 

CB65 Annexin işaretli erken ve Annexin V-PI işaretli geç apoptotik etkinliği bildirilen 

ajanlara göre daha MG63 hücrelerine göre düşük oranda apoptozu indüklemiştir. CB65’in 

MG63 hücrelerinde erken apoptoza etkisinin izlenmesi gerektiğinden 24 saatlik CB65 

uygulamasında apoptozun değerlendirilmesi planlanmıştır. İleri çalışmalarda ilacın diğer 

reseptör antagonistleri ve hedefli kemoterapi ajanları ile beraber uygulanması  

gerekmektedir. 

 

Saos-2 hücrelerinde 4.95x10-11 M dozda CB65 uygulandığına 24. saatte Annexin ile 

işaretli %0.07’sinde erken, Annexin-PI ile işaretli %19.06’sınde geç apoptoz ve PI ile 

işaretli %0.56’sında nekroz saptanmıştır. Saos-2 hattında CB65 4.95x10-11 M dozda ve 

24. saatte Annexin-PI ile işaretli geç apoptotik hücre sayısını düşük oranda ancak kontrole 

göre anlamlı arttırmıştır. CB2 agonisti JWH-133 1.0x10-7 M ve TRPV1 agonisti RTX  

5.0x10-6 M dozlarda Saos-2 hücre hattına 24 saat tek başına uygulandığında Annexin ve 

Annexin V-PI işaretlenen toplam hücre oranı sırasıyla %36.5 ve %29.3 olarak saptanmış 

ancak kontrole göre istatistiksel anlamlılık bulunmamıştır [1]. Tez çalışması bulgularına 

göre CB65, Saos-2 hücre hattında literatürde verilen saat ile aynı şekilde ve daha düşük 

dozda uygulanmış, apoptozu indükleyici etkisi gösterilmiştir. 3.0x10-5 M dozda WIN, 24 

saatte Saos-2 hücrelerinde sitoplazmada sitokrom c, cleaved kaspaz 3 ve cleaved PARP 

aktivasyonu ile apoptozu kontrol ve diğer ilaç gruplarına göre anlamlı olarak 

indüklemiştir [112]. Tezin çıktılarına göre CB65 daha düşük dozda literatürdeki çalışma 

ile aynı saatte Saos-2 hücrelerine uygulanmış, apoptozu azaltıcı etki göstermiştir. WIN 

5.0x10-6 M dozda tek başına veya 5 ng/ml TRAIL PAR-4 proteini ile 36 saat 

uygulandığında Saos-2 hücrelerinin apoptozunu uyarmış [109], zaman bağımlı olarak 

endoplazmik retikulumu stresi (ERS) aracılı sistein bakımından zengin proteinin 

(SPARC) seviyesini arttırarak cleaved kaspaz 8, pro-kaspaz 3 ve PARP aktivasyonu ile 

apoptozu indüklemiştir [110]. Tez çalışmasına göre Saos-2 hücrelerine daha düşün dozda 

uygulana CB65 daha kısa sürede apoptozu arttırıcı etki göstermiştir.  
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Bu tez kapsamında CB2 reseptör agonisti CB65, MG63 ve Saos-2 hücre hatlarında 

antiproliferatif etkileri için ilk kez değerlendirilmiştir. Ancak CB65 daha önce başka 

kanser hatlarında doz bağımlı antiproliferatif etkileri açısından denenmiştir [119, 120, 

195]. CB65, 6.25x10-10 M, 2.5x10-9 M ve 2x10-8 M dozlarda uygulandığında, 48 saatte 

HepG2 hepatosellüler karsinomu hattında MTT tekniği ile hücre proliferasyonunu 

azaltmış, antiproliferatif etkili dozu 6.25x10-10 M olarak belirlenmiştir [119]. Tez 

çalışması kapsamında elde edilen sonuçlara göre CB65 literatürde verilen zaman ile aynı 

fakat daha düşük dozda, MG63 osteosarkom hattında hücre çoğalmasını azaltıcı etki 

göstermiş, Saos-2 hücre hattında daha kısa sürede bu etkiye ulaşmıştır. Bu durum 

CB65’in osteosarkom hücre hatlarındaki etkisinin HepG2 hücre hattına göre daha kısa 

sürede ve daha düşük dozda olduğunu göstermektedir. CB65, 1.0x10-7 M, 2.0x10-7 M ve 

5.0x10-8 M dozlarda MDA-MB-231 hücrelerine 48 saat uygulanmış, MTT testi ile 

uygulanan tüm dozlarda CB65 kontrole göre hücrelerinin proliferasyonunu 

etkilememiştir [195]. CB2 agonisti CB65 2.0x10-5 M’a kadar artan dozlarda 

uygulandığında MDA-MB-231 hücreleri üzerinde proliferasyonu inhibe edici etki 

göstermiştir [195]. CB65 ve CB2 antagonisti AM630 birlikte uygulandıklarında MDA-

MB-231 insan meme kanseri hücre hattındaki antiproliferatif etkisini bloke etmiştir [195]. 

Tez çalışması bulgularına göre çok daha düşük dozda uygulanan CB65, osteosarkom 

hücre hatlarında hücre çoğalmasını azaltmaktadır. CB65’in AM630 ile birlikte 

uygulandığı osteosarkom hücre hatlarında da benzer şekilde antiproliferatif etkinin bloke 

olduğu gözlenmiştir. Bu sonuçlara göre etkili dozda CB65’in meme kanseri hücre 

hattındaki etkinliğinin osteosarkomdaki etkinliğine göre daha düşük olduğu saptanmıştır. 

Laboratuvarımızda gerçekleştirilen çalışmalar kapsamında Ishikawa endometriyal 

adenokarsinom ve CRL-7566 yumurtalık endometriozis kist duvarı stromal hücre 

hatlarında impedans tabanlı gerçek zamanlı proliferasyon analizinde 46 saatte CB1 

agonisti ACPA 9.3x10-6 M  ve CB65 1.9x10-4 M dozda kontrole göre proliferasyonu 

azaltıcı etki göstermiştir. Aynı çalışmada 1.9x10-4 M dozda CB65 Ishikawa hücrelerine 

uygulandığında Annexin V-PI işaretli %42.4 geç apoptotik ve Annexin işaretli %38.1 

erken apoptotik,  ve CRL-7566 hücre hattına uygulandığında Annexin V-PI işaretli %4.7 

geç apoptotik ve Annexin işaretli %73.6 erken apoptotik oranı saptanmıştır [120]. Tez 

çalışması kapsamında MG63 ve Saos-2 hatlarına sırasıyla 48 ve 24 saat uygulanan 

CB65’in literatürde verilen doza göre daha düşük dozda etki ettiği görülmüştür. MG63 

hattı için görece aynı sürede daha yüksek apoptotik etki görülürken, Saos-2 için daha 

uzun sürede bu etki görülmüştür. Osteosarkom hücre hatlarına göre Ishikawa 
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endometriyal adenokarsinom ve CRL-7566 yumurtalık endometriozis kist duvarı stromal 

hücre hatlarında CB65’in apoptotik etkinliği daha yüksek fakat tez çalışması bulgularında 

daha düşük dozda CB65’in proliferasyonu azaltıcı etkileri olduğu görülmüştür. Tez 

çalışmasında elde edilen sonuçların CB65’in etkili doz penceresinin literatüre göre daha 

düşük olduğu gözlemlenmiştir. Düşük dozda etkinin sağlanması yan etkilerin azaltılması 

için fayda sağlayabilmektedir. Literatürde CB65’in osteosarkom hücrelerindeki 

proliferasyonu azaltıcı ve apoptozu indükleyici etkilerine dair herhangi bir bilgiye 

rastlanmamıştır ve bu kapsamda elde edilen deney çıktıları orijinal nitelik taşımaktadır.  

 
CB65 Yüklü Lipozom Salım Sistemi in vitro Koşullarda MG63 ve Saos-2 
Osteosarkom Hatlarında Hücre Proliferasyonunu 10-11 M Doz Salımı ile 16. Saatten 
İtibaren Gerçek Zamanlı Olarak Azaltmıştır 

CB65’in kontrollü salımının sağlanması için geliştirilen lipozomal formülasyonlar için  

yapılan stabilite analizine göre 0.2 mg CB65 yüklü lipozomun partikül büyüklüğü, 

polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli sırasıyla 141.7±0.6 nm, 0.451±0.026 ve -

10.9±0.3 mV;  0.4 mg CB65 yüklü lipozomun 158.9±1.1 nm, 0.473±0.009 ve -15.3±0.4 

mV ve 0.8 mg CB65 yüklü lipozomun 161.4±3.7 nm, 0.460±0.015 ve -16.0±0.3 mV 

olarak ölçülmüştür. Tüm formülasyonlar için elde edilen zeta potansiyelleri +30 mV ve -

30 mV aralığında saptanmış ve formülasyonların stabil olduğu görülmüştür [220]. 

Hazırlanan 3 formülasyonun polidispersite indeksi 0.5’in altında saptanmış ve 

formülasyonların homojen olduğu belirlenmiştir [220]. 0.2 ve 0.4 mg CB65 yüklü 

lipozom formülasyonları 3 ay boyunca stabilitesini büyük oranda korurken 0.8 mg CB65 

yüklü lipozom formülasyonunun 1 ve 3. aya ait partikül büyüklüğü ve polidispersite 

indeksi değerleri 0. saat ve 7. güne göre artış göstermiştir. 3 aylık stabilite ölçümleri 

sonucunda en stabil olduğu belirlenen 0.2 ve 0.4 mg CB65 yüklü lipozom 

formülasyonlarının enkapsülasyon etkinlikleri sırasıyla %51.12 ve %41.96 olarak 

belirlenmiş ve görece yüksek enkapsülasyon etkinliği elde edilen 0.2 mg CB65 yüklü 

lipozom formülasyonu değerlendirmeye alınmıştır.    

 

Literatürde CB65’in lipozoma veya başka salım sistemlerine yüklendiği herhangi bir 

çalışma yer almamaktadır. Yağ yapılı kannabinoidler kontrollü salım ile uzun süreli etki 

için  lipozomlar [144, 181] başta olmak üzere katı lipit nanopartiküller [152, 184], 

nanoyapılı taşıyıcılar [179, 180, 183] gibi salım sistemlerine yüklenmektedir. 

Kannabidiol (CBD) lipozomlara yüklenmiş ve formülasyonun partikül büyüklüğü 
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1910.3±90.7 nm, polidispersite indeksi 0.8±0.1, zeta potansiyeli 5.0±1.6 mV ve yükleme 

etkinliği %90 olarak belirlenmiştir [144]. İlaç yüklenmemiş lipozom formülasyonunun 

partikül büyüklüğü 1559.7±142.0 nm, polidispersite indeksi 0.7±0.1 ve zeta potansiyeli 

6.4±0.4 mV olarak ölçülmüştür [144]. Bu tez çalışması kapsamında CB65 yüklenen ve 

ilaç yüklenmeyen boş lipozom formülasyonu CBD yüklü lipozomal formülasyonuna göre 

daha yüksek homojenite ve daha düşük partikül büyüklüğü ile karakterize edildiği 

saptanmıştır. CB65 yüklü lipozomal formülasyona ait yükleme etkinliği CBD yüklü 

lipozomal formülasyona göre düşük saptanmıştır İnce film oluşturma yöntemi ile 

diaçilgliserol lipaz-beta (DAGLβ) inhibitörü KT109 yüklenmiş lipozomal formülasyon 

için partikül büyüklüğü 91.0±2.0 nm ve yükleme etkinliği %0.4 olarak hesaplanmıştır 

[181]. Tez çalışması kapsamında elde edilen yükleme etkinliği KT109 yüklü lipozomal 

sisteme göre oldukça yüksek bulunmuştur. Kurkumin (Cur) ve HU-211 yüklü katı lipit 

nanopartikülleri (Cur-SNLs-HU-211) için -21.7±0.4 mV zeta potansiyeli ve 58.77±1.7 

nm partikül büyüklüğü ölçülmüştür. Cur/SLNs ve Cur/SLNs-HU-211'in yükleme  

etkinlikleri sırasıyla %21.61±1.65 ve %18.34±1.06 olarak ölçülmüştür [184]. Bu tez 

çalışmasının bulguları ile karşılaştırıldığında CB65’e ait yükleme etkinliğinin ve partikül 

büyüklüğünün daha yüksek, zeta potansiyel değerlerinin benzer seviyelerde olduğu 

görülmüştür. Ultrasonikasyon tekniği ile hazırlanan katı lipit nanopartiküllere Δ9-THC 

ve Δ9-THC-valin-hemisüksinat yüklenmiş ve sırasıyla partikül büyüklükleri 269.2 ± 5.66 

nm, 287.80 ±7.35 nm, polidispersite indeksleri 0.32±0.15, 0.29±0.01 ve yükleme etkinliği 

%96.84±0.02 ve %93.57±4.68 olarak verilmiştir [152]. Çalışma bulgularının CB65 yüklü 

lipozom sistemine göre yüksek homojenite gösterdiği ve yüksek yükleme etkinliği ve 

partikül büyüklüğü ile karakterize edildiği izlenmiştir. Sıcak mikroemülsiyon tekniği ile 

hazırlanmış CBD yüklenmiş ve ilaç yüklenmemiş nanoyapılı lipit taşıma (NLC) 

sisteminde ölçülen partikül boyutları sırasıyla 177.0 ± 3.1 nm ve 285.0 ± 5.2 nm olarak 

verilmiştir [183]. CBD yüklü ve yüklenmemiş NLC için polidispersite indeksleri sırasıyla 

0.30±0.02 ve 0.34±0.05  ve zeta potansiyelleri sırasıyla  40±0.5 mV ve 41±0.6 mV olarak 

ölçülmüştür. CBD NLC sistemine %99 etkinlikle yüklenmiştir [183]. Çalışmaya ait 

bulgular tez çalışması kapsamında elde edilen bulgular ile karşılaştırıldığında yüksek 

partikül büyüklüğü ve enkapsülasyon etkinliği, düşük polidispersite indeksi ve yüksek 

zeta potansiyeli göstermiştir. Bu bulgular halihazırda geliştirilen CB65 yüklü lipozom 

formülasyonunun yüksek stabilite ve görece düşük homojeniteye sahip olduğunu 

göstermektedir.  Ultrasonikasyon yöntemi ile hazırlanan NLC’lere rimonabant (RMN), 

AM251 ve URB597 yüklenmiş ve RMN için partikül büyüklüğü 92.5±1.5 nm, 
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polidispersite indeksi 0.20±0.03 ve yükleme etkinlikleri %98.0±1.4; AM251 için partikül 

büyüklüğü 110.3±2.2 nm, polidispersite indeksi 0.24±0.01 ve yükleme etkinlikleri 

%99.9±0.1; URB597 için partikül büyüklüğü 104.0±1.8 nm, polidispersite indeksi 

0.25±0.02 ve yükleme etkinliği %92.8±0.8 olarak ölçülmüştür [179, 180]. Çalışmada elde 

edilen yükleme etkinliğine ilişkin bulgular CB65 yüklü lipozomal sisteme göre yüksek, 

partikül büyüklükleri düşük saptanmış ve formülasyonların yüksek homojenite gösterdiği 

görülmüştür.  

 

Diyaliz membran yöntemi ile in vitro kümülatif CB65 salım çalışmasında, lipozom 

formülasyonları ile kontrollü bir salım profili gözlenmiştir. Buna göre CB65’in 30. 

dakikada %25.32±4.2’si, 60. dakikada %49.12 ± 5.2’si, 120. dakikada %56.72±5.8’i, 

180. dakikada %61.69±6.4’ü, 240. dakikada %72.86±2.5’i, 360. dakikada %82.48±3.5’i, 

480. dakikada %97.46±2.8’i ve 1440. dakikada %99.55±2.8’i salınmıştır. Birinci saatin 

sonunda gözlenen ani salım etkisi lipozom çeperinde ve yüzeyde tutunan etken maddenin 

çözünme ortamına hızlı geçişine dayandırılmıştır [221, 222]. Ani salım ardından gözlenen 

kontrollü salım profili, çekirdek kısmındaki etken maddenin lipit tabakalardan difüzyonu 

ile ortama salınması sonucu daha yavaş salım göstermesine neden olmuştur [221, 222]. 

Suda kolaylıkla çözünmeyen matriksten etken maddenin salımı zamanla daha yavaş 

gerçekleşmiştir [221, 222]. Literatürde katı lipit nanopartiküllere yüklenmiş kurkumin 7 

gün boyunca %77 salım profili göstermiştir [184]. Sıcak mikroemülsiyon tekniği ile 

hazırlanmış CBD yüklenmiş nanoyapılı lipit taşıma (NLC) sisteminde ilk 5 dakikada ani 

salımla ilacın %50'sinden fazlası salınmış ve sonraki 90 dakika boyunca yavaş ve sürekli 

salım gözlenmiştir [183]. Kannabidiolün yavaş ve sürekli salım gösterdiği 90 dakikalık 

periyodun çalışmamız kapsamında elde edilen CB65 salım süresine göre kısa olduğu 

görülmüştür.   

 

MG63 hücrelerine 10-11 M dozda salımı sağlanan CB65 yüklü lipozom formülasyonu tek 

ve 24 saat süreyle uygulandığında proliferasyonu 16. saatten 56. saate kadar kontrole göre 

azaltıcı etki gözlenmiştir. Yirmi dört saat süreyle uygulanan CB65 lipozomal 

formülasyon, MG63 hücrelerinde 16. saatten 56. saate kadar tek başına uygulanan 10-11 

M dozda CB65’e göre hücre proliferasyonunu azaltmıştır. İlaç yüklenmemiş boş 

lipozomal formülasyonlar tek sefer ve 24 saat süreyle uygulandığında MG63 

hücrelerinde, 24 saat süreyle uygulanan CB65 lipozomal formülasyona göre 56. saate 

kadar antiproliferatif etki göstermemiştir. Tek seferde ve 24 saat süreyle ilaç 
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yüklenmemiş boş lipozomal formülasyonların uygulandığı MG63 hücrelerinin indeksi 

40. saatten 56. saate kadar kontrol grubuna göre yüksek saptanmıştır. CB65 tek başına 

uygulandığında MG63 hücrelerinde 16. saatten 56. saate kadar kontrole göre 

antiproliferatif etki göstermiştir. Tüm deney ve kontrol gruplarında hücre proliferasyonu 

32. saatten 56. saate kadar anlamlı artış göstermiştir. Saos-2 hücre hattında CB65’in 10-

11 M dozda salımı sağlandığında ilaç hücrelerin proliferasyonunda 16. saatten 72. saate 

kadar kontrole göre anlamlı azalmaya neden olmuştur. Tek başına 10-11  M dozda 

uygulanan CB65 hücrelerin proliferasyonunda 24. saatten 48. saate kadar kontrole göre 

azalmaya neden olmuştur. CB65 yüklü ilaç formülasyonu, tek başına CB65 uygulanan 

gruptan farklı olarak kontrole göre daha uzun süreyle antiproliferatif etki göstermiştir. 

İlaç yüklenmemiş boş lipozom formülasyonu 16. saatten itibaren 40. saate kadar kontrole 

göre proliferasyonu azaltıcı etki göstermemiş, 48. saatten 72. saate kadar kontrole göre 

proliferasyonu azaltıcı etki göstermiştir. İlaç yüklenmemiş boş lipozom formülasyonu 

uygulanan Saos-2 hücre proliferasyonu 16. saatten 32. saate kadar CB65 ve CB65 yüklü 

lipozom formülasyonu ile karşılaştırıldığında yüksek saptanmıştır. Tüm deney ve kontrol 

gruplarında hücre proliferasyonu 24. saatten 32. saate kadar hücre proliferasyonunda 

azalma saptanmıştır. Tüm deney ve kontrol gruplarında hücre proliferasyonu 40. saatten 

72. saate kadar artış göstermiştir. 

 

Tez çalışmasında CB65’in osteosarkom hücrelerine uygulanmasında kullanılan gerçek 

zamanlı proliferasyon analizi literatürdeki diğer çalışmalarda kullanılmamış olmakla 

birlikte bir çalışmada kemoterapötik ve kannabinoidler gibi hidrofobik yapılı bir ilaç olan 

doksorubisin (DOX) pH gradyan hidrasyon yöntemi ile lipozomlara yüklenmiş ve insan 

primer osteoblast ve MG-63, U2-OS, SaOS-2, SaOS-LM7 osteosarkom hücre hatlarında 

72. saatte hücre proliferasyonu MTT ile değerlendirilmiştir. İlaç yüklenmemiş lipozom 

(F-DOX) ve 1 ppm DOX yüklü lipozom (L-DOX) osteoblast hücrelerinde sırasıyla %64.3 

ve %48.46, MG63 hücrelerinde %60.1 ve %33.7, U2-OS hattında %58.2 ve %22.32, 

Saos-2 hücrelerinde %51.5 ve %14.88, Saos-LM7 hattında %56.5 ve %17.8 oranlarında 

canlılık göstermiştir [223]. Tez çalışmasına göre karşılaştırıldığında CB65 yüklenmiş 

lipozom formülasyonu MG63 ve Saos-2 hücre hatlarında 16. saatten itibaren etki 

göstermiştir. Yetmiş ikinci saatte hücrelerde görülen hücre canlılık oranları literatürde 

bildirilen hücre canlılık oranlarından daha yüksek saptanmıştır. Tez kapsamında ilaç 

yüklenmemiş boş lipozomların literatürde belirtilen boş lipozomlara göre hücre canlılığı 

daha yüksek saptanmıştır. Buna göre hazırlanan boş lipozomların hücrelerin canlılığına 
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etkisinin toksik olmadığı sonucuna varılmıştır. Bu sonuçlar doğrultusunda lipozom 

formülasyonlarının in vitro koşullarda etkili olduğu ve in vivo koşullarda daha başarılı 

sonuçlar alınabileceği öngörülmektedir. Hücre membranına benzer yapısı, toksik 

olmaması, enkapsüle edilebilmesi ve kontrollü salınabilmesi nedeniyle lipozomal 

formülasyonlar önerilen taşıma sistemleri arasında yer alabilecektir.  

 

Klinikte osteosarkom tedavisi için immünmodülatör olarak kullanılan etanolamid türevi 

mifamurtid (lipozomal muramil tripeptid fosfatidil etanolamin, L-MTP-PE) lipozomal bir 

formül olan Mepact® (Millennium, Cambridge, MA, ABD), Amerikan Gıda ve İlaç 

Dairesi (FDA) ve Avrupa İlaç Ajansı (EMA) tarafından onaylanmıştır [14, 28, 173, 174].  

Tez çalışması kapsamında ilk kez osteosarkom tedavisi için sentetik spesifik CB2 

reseptörü agonisti CB65’in MG63 ve Saos-2 osteosarkom hücre hatlarında antiproliferatif 

ve apoptotik etkisi in vitro çalışmalarla gösterilmiş ve ileri çalışmalarda CB 

reseptörlerinin osteosarkom hücrelerde varlığının qRT-PCR yöntemi validasyonu, 

hücresel mekanizmaların ve CB65 yüklenmiş lipozomal formülasyonun in vivo 

çalışmalarla desteklenmesi hedeflenmiştir. CB65 yüklenmiş lipozomal formülasyonun 

osteosarkom tedavisi için klinikte küratif bir ilaç adayı olması beklenmektedir. 

Çalışmanın literatüre yenilikçi katkısı bulunmakta ve tedaviye yönelik bir ürün 

geliştirilmesine destek sağlamaktadır.  

 
Tez çalışması kapsamında karşılaşılan bazı sınırlamalar mevcuttur. Çalışmada bulguların 

geçerliliği in vitro koşullarda incelenen iki adet osteosarkom hücre hattı ile sınırlı olup 

elde edilen çıktılar aynı koşullarda daha fazla hücre hattında ve sonrasında in vivo kanser 

modellerinde test edilmelidir.  Literatürde MG63 ve Saos-2 hücre hatlarında CB1 ve CB2 

reseptör tayini çalışmalarının akım sitometrisi yöntemi ile tayininin yapılamaması 

limitasyonlardan biri olmuştur. Ek olarak akım sitometrisi yöntemi dışında kantitatif 

yöntemler ile reseptör tayini yapılmalıdır. Diğer yandan elde edilen veriler gerçek 

zamanlı çok sayıda ilaç analizinin gerçekleştirildiği platformların çıktısıdır. Antagonistik 

çalışmamız kapsamında CB2 reseptör agonistinin spesifik etkileri antagonistik çalışma 

ile belirlenmiş olup etkinin geçerli ve güvenilir doz penceresi bu yolla saptanmıştır. 

Ayrıca etkinin reseptör sonrası moleküler mekanizması sinyal yolakları üzerinden analiz 

edilmelidir. Lipozom formülasyonu geliştirme aşamasında TEM/SEM görüntüleme 

çalışmaları yapılmalıdır. Ayrıca geliştirilen lipozomal formülasyon in vivo çalışmalarla 

desteklenmelidir. Bütün bu limitasyonlar ileri çalışmaların konusu olacaktır.  
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Sonuç olarak bu tez kapsamında MG63 ve Saos-2 hücre hatlarında CB2 reseptörünün 

CB1 reseptörüne göre daha yüksek oranda bulunduğu saptanmıştır. Sentetik spesifik CB2 

agonisti CB65’in MG63 ve Saos-2 osteosarkom hücre hatlarında yarı maksimum etkili 

dozu 1.11x10-11 M ve 4.95x10-11 M olarak belirlenmiş, MG63 hücrelerinde 48. saatte, 

Saos-2 hücrelerinde 24. saatte proliferasyonu azaltıcı ve apoptozu indükleyici etkisi 

ortaya konmuştur. CB65 in vitro koşullarda lipozomal sisteme yüklenmiş, bu 

formülasyon daha yüksek ve erken antiproliferatif etki göstermiştir. Elde edilen çıktılar 

in vivo hayvan modellerinde valide edilebilirse klinikte yüksek mortalite, morbidite 

gösteren, çocuklarda ve gençlerde yaygın görülen osteosarkom tedavisi için hedefli ajanı 

olma potansiyeli taşıyabilir. 
 

 
Şekil 5.1. Sentetik, spesifik CB2 agonisti CB65’in osteosarkom hücrelerinde CB2 

reseptörü aracılı antiproliferatif ve apoptotik etkisi etki mekanizmaları ile 

gösterilmiştir.
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SONUÇLAR 

 

1. MG63 ve Saos-2 hücre hatlarında farklı oranlarda CB1 ve CB2 reseptörleri 

saptanmış ve CB2 reseptör oranı CB1 reseptör oranına göre daha yüksek seviyede 

bulunmuştur. 

 

2. Kannabinoid 2 reseptörünü yüksek seviyede bulunduran MG63 ve Saos-2 hücre 

hatlarında WST-1 yöntemi ile, sentetik spesifik CB2 agonisti CB65 

proliferasyonu azaltıcı etki göstermiştir. 

 

3. Gerçek zamanlı proliferasyon analizi ile sentetik spesifik CB2 agonisti CB65, 

MG63 hücrelerinde 1.11x10-11 M dozda 48. saatte, Saos-2 hücrelerinde 4.95x10-

11 M dozda 24. saatte proliferasyonu azaltıcı etki göstermiştir. 

 

4. Akım sitometrisi yöntemi ile sentetik spesifik CB2 agonisti CB65, MG63 

hücrelerinde 1.11x10-11 M dozda 48. saatte, Saos-2 hücrelerinde 4.95x10-11 M 

dozda 24. saatte apoptozu indükleyici etki göstermiştir. 

 

5. CB65 in vitro koşullarda lipozomal sisteme başarıyla yüklenmiştir.  

 

6. CB65 lipozomal taşıma sisteminden 24 saatte salınmış ve gerçek zamanlı 

proliferasyon analizi ile MG63 ve Saos-2 hücrelerinde 16. saatten 56. saate kadar 

proliferasyonu azaltıcı etki göstermiştir. 

 

7. Sentetik spesifik CB2 reseptör agonisti CB65, 1.11x10-11 M salacak şekilde 

lipozomal formülasyona yüklenip proliferasyonu azaltıcı etki göstermiş olup, in 

vivo hayvan deneyleri ile valide edilirse osteosarkom tedavisi için klinikte küratif 

bir ilaç adayı olabilir.  
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