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Primer osteosarkom hizli metastaz 6zelligi ile bilinen, ¢ocuklarda ve genglerde en sik
izlenen osteojenik tiimordiir. Klinikte uygulanan tedavi yontemlerinin simirliliklar: ve
hastalarda goriilen yan etkiler yeni tedavi ajanlarmin arastirilmasi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Endokannabinoidler, insan kas-iskelet sisteminde sentezlendigi bilinen,
osteoblast, osteoklast ve osteoprogenitdr hiicrelerde CB1, CB2 ve TRPV1 reseptorleri
aracilifiyla kemik yapimi ve yikimini diizenligi bildirilmis lipit yapili ligandlardir.
Kannabinoidlerin osteosarkom hiicrelerinde CB2 veya TRPV1 reseptorleri aracilt hiicre
cogalmasini azaltici ve apoptozu indiikleyici etkileri bildirilmistir. Hepatokarsinom ve
endometriyum kanserinde antiproliferatif ve apoptotik etkinligi bildirilen sentetik
spesifik CB2 reseptor agonisti CB65, CB2 reseptorii aracilt olarak osteosarkom
hiicrelerinde antiproliferatif ve apoptotik etki gdsterebilir. CB65’in osteosarkom i¢in ilag

aday1 olarak kontrolli salimimi saglayabilecek ve biyoyararlanimini arttirabilecek
i



biyouyumlu lipozom tagima sistemi kullanilabilir. Varsayimi test etmek amaciyla in vitro
kosullarda deney ve kontrol gruplarini iceren gozlemsel bir calisma tasarlanmistir. Tez
caligmasinda insan Saos-2 osteosarkom hiicre hattinda pozitif kontrol A549 hiicrelerine
gdre QRT-PCR ile yiiksek CB2 reseptdr ekspresyonu saptanmistir. Insan MG63 ve Saos-
2 hiicrelerinde in vitro kosullarda akim sitometrisi ile hiicre i¢i ve hiicre zarindaki CB1
ve CB2 reseptorlerinin varligr gosterilmistir. Buna gére MG63 ve Saos-2 hatlarinda
yiiksek oranda CB2 immiin isaretlenme saptanmistir. MG63 ve Saos-2 hatlarinda WST-
1 ile saptanan 10'? — 10® M antiproliferatif etkili doz penceresi ger¢ek zamanli
proliferasyon analizi ile degerlendirildiginde MG63 i¢in 1.11x10'" M ve Saos-2 igin
4.95x10"'' M ED50 hesaplanmigtir. CB65’in osteosarkom hatlarindaki proliferasyonu
azaltic1 etkisi CB2 antagonisti AM630 ile bloke olmus, CB65’in CB2 reseptorii aracili
etki gosterdigi saptanmistir. ED50 CB65, Annexin/PI isaretlemesi ile MG63 hiicrelerinde
gec apoptozu ilk 48 saatte %7.31 ve Saos-2 hiicrelerinde ilk 24 saatte %19.06 oraninda
indiiklemistir. CB65, ince film olusturma yontemi ile lipozomal sisteme %51.12 oranla
yliklenmis ve 24 saatlik kontrollii salim1 saglanmigtir. Lipozomal sistemden 1.11x10!'!' M
CB65 salindiginda gercek zamanli proliferasyon analizinde MG63 ve Saos-2
hiicrelerinde 16. saatten 56. saate kadar hiicre ¢ogalmasini azaltici etki gostermistir.
Sonug olarak, yeni stabil ve erken etkili lipozomal CB65 yiikli kontrollii salim sistemi
basariyla olusturulmus ve in vitro kosullarda insan osteosarkom hiicrelerindeki CB2
reseptor aracili agonistik antiproliferatif ve apoptotik etkisi dogrulanmistir. Ortopedik
onkoloji klinikleri, in vivo validasyonun ardindan ila¢ adaymi pediatrik kemik

kanserlerini iyilestirmek i¢in hedefli ve akilli bir arag olarak kullanabilir.

Anahtar Kelimeler: Osteosarkom, Kannabinoid, CB65, Lipozom
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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
iii



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 10712 —-10* M CB65, by WST-1, was applied to MG63 and
Saos-2 lines, ED50 of 1.11x10°'! M for MG63 and 4.95x10°'! 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'! 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. GIRIS

Kemik tiimorleri ¢ocuklarda goriilme sikligi [1], yiiksek metastaz oranina [2] bagh
olarak artig gdsteren dnemli bir kanserdir. Cocuklarda ve genglerde primer osteosarkom
en sik izlenen osteojenik tiimor olarak bilinmektedir [3]. Klinikte osteosarkom igin
cerrahi tedavi, radyoterapi ve kemoterapinin sinirliliklar: ve hedefli ajanlarin uygulandig:
hastalarda goriilen sistemik yan etkiler tedavi siirecini giiclestirmektedir [4]. Halihazirda
kullanilan ajanlarin sinirl etkileri, yeni ila¢ adaylariin arastirilmasi gerekliligini ortaya

koymaktadir [4].

Kannabinoidler, dogada ekzojen olarak Cannabis tiirii bitkilerde [5, 6], endojen olarak
insanlarda [7] ve laboratuvar kosullarinda sentetik formlar [8] iiretilen aktif lipit yapili
ligandlardir. Kannabinoid sistemi bilesenlerinin kemik hiicrelerinde yaygin olarak
dagilim gosterdigi bilinmektedir [9, 10]. Kemige ait osteoblast, osteoklast ve kemigin
onctil hiicrelerinde klasik kannabinoid 2 (CB2) reseptoriiniin klasik kannabinoid 1 (CB1)
reseptoriine goére daha yiiksek oranda sentezlendigi bildirilmistir [9, 11, 12].
Kannabinoidlerin osteosarkom hiicrelerinde CB2 veya Transient reseptdr potansiyeli
vanilloid tipi-1 (TRPV1) reseptorleri aracili proliferasyon [1], invazyonu [1, 13] ve hiicre
gociinii azalttig1 [1, 13] ve apoptozu indiikledigi [1, 13] bildirilmistir. Literatiirde gesitli
kannabinoidlerin osteosarkom hiicrelerindeki etkilerine iliskin ¢aligmalar bulunsa dahi
CB2 reseptorii aracili proliferasyonu azaltici [1] ve apoptozu indiikleyici [1, 13] etki
mekanizmasina iliskin bilgiler sinirli olarak bildirilmistir. Yar1 6mrii kisa olan yag yapili
kannabinoidlerin uzun siireli ve kontrollii salim1 i¢in lipit bazli ilag tagima sistemleri ile

osteosarkom hiicrelerinin hedeflenmesine iligskin ¢aligmalar oldukga sinirlidir [14].

Varsayimimiza gore, sentetik spesifik CB2 reseptor agonisti CB65’in osteosarkom hiicre
hatlarindaki etkili dozu tespit edilebilir, proliferasyonu azaltic1 ve apoptozu indiikleyici
etkisi ortaya konabilirse, uygun lipozomal sistem ile stabilite ve biyoyararlanimi
artirllarak etkili dozunun uzun siireli salim1 saglanabildiginde bu ajan, osteosarkom i¢in

kiiratif ila¢ aday1 olabilir.

Bu tez calismasinin amaci, sentetik, spesifik CB2 reseptor agonisti CB65’in in vitro

kosullarda ticari osteosarkom hiicrelerindeki reseptor dagilimimin degerlendirilmesi, doz



ve zaman bagimli antiproliferatif dozunun saptanmasi ve apoptotik etkinliginin

degerlendirilmesi ve uzun siireli etkisinin izlenmesi i¢in kontrollii salimmi saglayacak

lipozomal ilag tasima sisteminin gelistirilmesi, karakterizasyonu ve hiicrelerde test

edilmesidir.

Bu amag dogrultusunda asagidaki hedefler belirlenmistir.

IIL.

I1I.

IV.

VL

MG63 ve Saos-2 osteosarkom hiicre hatlarinda kannabinoid reseptor diizeylerinin

saptanmasi

CB2 reseptoriinii en yiiksek diizeyde bulunduran osteosarkom hiicrelerinde
sentetik spesifik CB2 agonisti CB65’in  hiicre ¢ogalmasina etkisinin

degerlendirilmesi

CB2 reseptoriinii en yiiksek diizeyde bulunduran osteosarkom hiicrelerinde
sentetik spesifik kannabinoid CB2 agonisti CB65’in proliferasyonu azaltici etkili

dozunun gercek zamanh olarak degerlendirilmesi

CB2 reseptoriinii en yiiksek diizeyde bulunduran osteosarkom hiicrelerinde
sentetik spesifik kannabinoid CB2 agonisti CB65’in apoptotik etki diizeyinin

degerlendirilmesi

Etkili dozu belirlenen CB2 agonisti CB65’in uzun siireli kontrollii salinimini

saglayabilecek lipozom temelli ila¢ salim sisteminin gelistirilmesi

CB65 yiiklii lipozom salim sisteminin in vitro kosullarda osteosarkom
hiicrelerindeki uzun siireli proliferasyonu azaltict ve apoptozu indiikleyici

etkisinin degerlendirilmesi

Bu tez calismasi kapsaminda yukaridaki hedeflere ulasilarak sentetik spesifik CB2

reseptOr agonisti CB65 yiikli lipozomal ila¢ tagima sisteminin uzun siireli ve kontrollii

salimi ile in vitro kosullarda osteosarkom hiicre hatlarinda CB2 reseptorii aracili doz ve

zaman bagiml hiicre ¢ogalmasini azaltici ve hiicre 6liimiinii uyarici etki potansiyeli

ortaya konmus; ger¢ek zamanl olarak etkili dozu saptanmistir. Bu ¢alisma ile ilk kez



gelistirilen CB2 agonisti CB65 yiiklii lipozomal ila¢ tasima sistemi, akilli ilag tasiyici
sistemler ve hedefli tedavi alanlarinda yeni projelerin gelistirilmesinin oniinii agabilir ve

yeni bir tedavi aday1 olarak sunulabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Tiimorleri

Kemik tiimoérleri cocuklarda ve genclerde yaygin goriilen [1] ve kotii prognozu nedeniyle
metastaz orani yiiksek tiimorlerdir [2]. Kemik tiimorleri, tiim kanserlerin %0,2’sinden
daha az oranda goriilmektedir [3] ve %67-69 oraninda 5 yillik sag kalim oranina sahiptir
[15]. 2022 yil1 verilerine gore 15-19 yas araligindaki hastalarin sag kalim oraninin %68
oldugu bildirilmistir (Sekil 2.1) [3]. Buna karsin, metastaz yapan kemik timorii
olgularinin 5 yillik sag kalim oraninin %27’ye diistiigii raporlanmistir [16]. Amerika
Birlesik Devletleri’nin 2020 yilina ait istatistikleri, 3600 yeni kemik tiimoérii olgusunun
1720’sinin 6liimle sonuglandigini gostermistir [15]. Tirkiye’de Saghk Bakanligi Halk
Sagligt Genel Miidiirliigli tarafindan yapilan arastirmalarda 2016 yilina ait kanser
istatistiklerine gore 14 ilde 378 kemik timori olgusunun %2,4’{liniin 6liimle sonuglandigi
bildirilmistir [17]. Primer kemik tiimoérii olgularinin siklikla akciger [18], meme [19],
prostat [20], bobrek [21] ve tiroide [22] metastaz yaptigi bilinmektedir [23]. 2020 yilinda
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) [24] tarafindan kemik tiimérleri igin [25] ve osteosarkom
icin yapilan siniflandirma Cizelge 2.1°de gosterilmektedir. Primer osteosarkomun
cocuklarda ve genclerde %356 orani ile en sik izlenen osteojenik tiimér oldugu

bilinmektedir [3].

Sekil 2.1. 15-19 yas grubunda 5 yillik %68 sag kalim orami gosterilmistir. Yesil ile

gosterilenler hayatta kalan insanlar1 temsil etmektedir.



Cizelge 2.1. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2020 yilinda yayinlanan kemik tiimérleri ve

osteosarkom siniflandirmasi gosterilmistir.

Kemik Tiimorleri Osteosarkom

Kondrojenik tiimdrler Osteosarkom

Kemigin hematopoietik neoplazmalari Diisiik dereceli santral osteosarkom
Osteojenik tlimorler Parosteal osteosarkom

Fibrojenik tiimorler Periosteal osteosarkom

Damar tiimdrleri Yiiksek dereceli yiizey osteosarkomu

Osteoklastik dev hiicreden zengin tiimorler | Sekonder osteosarkom
Notokord tiimorleri -
Kemigin diger mezenkimal tiimorleri -
Hematopoetik neoplazmlar -

2.1.1. Osteosarkom Tedavisi

Klinikte osteosarkom tanist konulan hastalarda cerrahi Oncesi olarak neoadjuvan
kemoterapi [26] cerrahi rezeksiyonu kolaylastirmak icin tercih edilmektedir [27].
Ardindan cerrahi tedavi ve metastaz yapmamis hastalarda adjuvan kemoterapi
uygulanmaktadir [26, 28]. Metastaz yapmis osteosarkom tanisi alan hastalarda sinirh
olarak kemoterapi uygulanmaktadir [29]. Cerrahi tedavi uygulanamayan sinirl sayida
hastada uzun siireli radyoterapi uygulamasinin saglikli dokulardaki kok hiicrelerde hasara
neden oldugu bilinmektedir [30, 31] Klinikte 40 yas ve iizeri hastalarda ilk tercih olarak
uygulanan kemoterapdtik ajanlar (metotreksat, doksorubisin, cisplatin ve ifosfamid vb.)
[32-34] hastaligin metastazin1 dnleyememekte ve timor olusumunu tetikleyen spesifik
mutasyonlart hedeflemeksizin etki gostermektedir [35]. Timor damarlarinin kivrimliligt
ve farkliligi, oksijen basincinin diisiik olmasi ve yiiksek vaskiiler gecirgenlik gibi
ozellikler kemoterapide engeller olusturur [36, 37]. Ayrica kemoterapotiklerin hastalarda
yorgunluk, bulanti-kusma, agri, bagisiklik sistemini baskilama, trombositopeniye bagl
kanama, kil koklerinde zayiflama, infertilite ve felg gibi yan etkiler gosterdigi
bilinmektedir [4, 33, 38, 39]. Kemoterapdtiklerden biri olarak osteosarkomda kullanilan
metotreksatin metastaza karsit dnemli oldugu bildirilmesine [40] karsin metotraksatin
sisplatin ile uygulandig1 hastalarda sonucu iyilestirmedigi bildirilmistir [41]. Ayrica
osteosarkomun heterojenligi [42] karsisinda kemoterapétiklere karst zayif yanit

olusturabilmektedir [43, 44].

Klinikte sonraki tercihi hedefli tedavi ajanlarit olusturmaktadir [29]. Osteosarkomun
molekiiler patogenezinde tanimlanan reseptor tirozin kinaz (RTK), insiilin benzeri

bliylime faktorii reseptorleri (IGF-R), platelet Onciilii biliyiime faktdr reseptorleri



(PDGFR), vaskiiler endotelyal biiyiime faktor reseptorleri (VEGFR) ve insan epidermal
bliylime faktorii 2 (HER-2) mutasyonlarina kars1 uygulanan hedefli inhibitorlerin bulanti,
kusma, agri, interstisiyal akciger hastalifi ve hepatoksisite gibi sistemik yan etkileri
tedavi siirecini zorlagtirmaktadir [45]. Osteosarkom tedavisi i¢in alternatif ajanlar olarak
Reseptor aktivator niikleer kappa B ligand (RANKL) antikoru denosumab ve
bifosfonatlarin  osteoklast aktivitesini ve kemik rezorpsiyonunu azaltici ve
mineralizasyonu arttirict etkisi aragtirilmaya baslanmistir [45]. Osteosarkomun tani ve
tedavisindeki ilerlemelere ragmen, hastalarinda sagkalim oranlarinin artmamasi,
halihazirda klinikte uygulanan ajanlarin hastada giiclii yan etki olusturmalar1 ve sinirh
etki gostermeleri osteosarkom tedavisi i¢in yeni hedefli tedavi stratejilerinin 6nemini ve

gerekliligini ortaya koymaktadir [4, 46].

Clinicaltrial gov veri tabanina girildiginde 95 adet ¢calismadan hala devam eden 26 tanesi
osteosarkom tedavisi ile ilgili (Facilitates Chromatin Transcription) FACT kompleks
hedefleme [47], kriyoablasyon tedavisi [48], T hiicre 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], ZKABO0O1 [63], camrelizumab [57, 64],
regorafenib [65], gemsitabin [62, 66, 67], lomustin [67], paklitaksel [67], nab-paklitaksel
[66, 67], doksorubisin [67], Lizo-1stya duyarli 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
siilfat [71], olaparib [71], palbociclib [71], samotolisib [71], selpercatinib [71],
selumetinib siilfat [71], tazemetostat [71], tipifarnib [71], ulixertinib [71] ve vemurafenib
[71] ilaglarin1 kapsayarak denenmektedir. Bunlarin igerisinde kannabinoidler ile ilgili bir
caligmaya rastlanmamistir. Kannabinoidler ise 26 adet caligmadan hala devam eden 9
tanesinde solid tiimor [72], periferik noropati [ 73], hematopoetik ve lenfoid hiicre timorii
[73], malign solid tiimoér [73], pankreas kanseri [74], neoplazma [75], glioblastom [76]
gibi kanserlerde agr1 [75, 77-79], bulanti-kusma [74, 75] i¢in arastirilan 6nemli ilag

adaylar1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.2. Kannabinoid Sistemi, Endokannabinoidlerin Kemikte Dagilimi ve Etkileri
Kannabinoidler, dogada basta Cannabis sativa olmak iizere pek ¢ok kannabis tiirii bitkide

bulunan (A°-Tetrahidrokannabinol (A°- THC), kannabidiol (CBD), kannabigerol (CBG)



vb.) aktif bilesenlerdir [5, 6]. Ayrica insanlarda endojen olarak [7, 80] ve laboratuvar
kosullarinda sentetik olarak iiretilen (HU-210, WIN 55,212-2, CP55940 vb.) [5, 8]
kannabinoidler oldugu bilinmektedir. Kannabinoid sistemi, kannabinoid ligandlari,
reseptorleri ve yapim-yikim enzimlerini icermektedir [11, 81]. Anandamid (AEA) ve 2-
aragidonoilgliserol (2-AG) deneysel ¢aligmalarla viicudumuzda varligr bilinen iki
endojen kannabinoid ligandidir [82, 83]. Bu ligandlar etkilerini genellikle klasik
kannabinoid 1 reseptorii (CB1) ve kannabinoid 2 reseptorii (CB2) {izerinden
gostermektedir [84]. Bu reseptorler G-proteini yapisinda reseptorlerdir [7, 82].
Endokannabinoidler, klasik kannabinoid reseptdrlerinden bagimsiz olarak G-proteini
yapisinda reseptorler (GPR55, GPR119, GPR18, GPR19) [85, 86] ve transient reseptor
potansiyeli vanilloid tipi reseptorler (TRPVI, TRPV2 wvb.) [87] iizerinden etki
gosterebilmektedir. CB1/2 agonisti Anandamid, N-arasidonoil fosfatidiletanolamin ile N-
acil fosfatidiletanolamin fosfolipaz D (NAPE-PLD) enziminden sentezlenir ve yag asidi
amid hidrolaz (FAAH) ile yikilir. CB1/2 agonisti 2-arasidonoilgliserol, fosfolipaz C
(PLC) tizerinden diagilgliserol lipaz (DAGL) tarafindan fosfolipitlerden sentezlenir [88],
monoagilgliserol lipaz (MAGL) ve yag asidi amid hidrolaz (FAAH) enzimleri ile yikilir
[89].

Kannabinoid 1 reseptorii, viicudumuzda yaygin olarak merkezi sinir sistemi [90], kas-
iskelet sistemi [91], genital sistem [92] ve solunum sisteminde [93-95] sentezlenmektedir.
Kannabinoid 2 reseptorii siklikla bagisiklik sistemi hiicrelerinde [96], periferik sinir
sisteminde [97] ve kas iskelet sisteminde [91] dagilim gostermektedir. TRPV reseptorleri
genellikle kas-iskelet sistemi [11, 98], merkezi ve periferik sinir sistemi [99], genital
sistem [100], dolasim sistemi [101] ve solunum sisteminde [101, 102] bulunmaktadir.
Kannabinoidler fizyolojik kosullarda viicut homeostazisinin korunmast, enerji dengesinin
saglanmasi, ac¢lik uyarimi, kan basincinin diizenlenmesi, 6grenme ve hafizada 6nemli role

sahiptir [103].

Kannabinoid sistemi bilesenleri osteoblast, osteoklast ve kemigin onciil hiicrelerinde
yaygin olarak dagilim gostermektedir [9, 10]. Bu bilesenlerin kemik kiitlesi ve kemik
yapiminda 6nemli role sahip oldugu bildirilmistir (Sekil 2.2) [100]. Anandamid ve 2-AG
kemikte osteoblast, osteoklast ve kemigin ortiicii hiicreleri tarafindan sentezlenmekte
[104] ve CB1/2 [11] veya TRPV1/4 reseptorleri [11, 84] aracili kemik metabolizmasini

diizenlemektedir. Kemige ait osteoblast, osteoklast ve kemigin onciil hiicrelerinde CB2



reseptoriiniin CB1 reseptoriine gore daha yiiksek oranda sentezlendigi bildirilmistir [9,
11, 12]. CB2 reseptoriiniin yiliksek seviyede ekspresyonu, Runt-related transcription
factor 2 (RUNX?2), kemik sialoproteini (BSP), osteopontin (OPN), alkalin fosfataz (ALP)
ve osteokalsin (OC) faktorlerini indiikleyerek osteoblast proliferasyonunu ve
farklilagmasimi artirmakta ve kemik yapimini uyarmaktadir [11], osteoklastogenezi
baskilamaktadir [12]. CB2 reseptor ekspresyonu baskilanmig farelerde osteoblast
iiretiminin azaldigi, osteoklast olusumunun arttig1 gozlenmistir [11, 105]. Buna karsin,
CB1 ekspresyonu baskilanan farelerde kemik gelisimi sirasinda osteoblast
fonksiyonunun ve sayisinin degismedigi bildirilmistir [11, 106]. Kemik gelisiminin erken
donemlerinde osteoblast farklilagmasinda CBI1 reseptoriiniin  etkili oldugunu
gostermektedir [11]. CB1 reseptorii baskilanmis sican modelinde peroksizom
proliferator-aktive edici reseptor y (PPARY) seviyesindeki artiga bagl olarak osteoblast
olusumunun azaldig1 saptanmistir [98]. Osteoblastlar tarafindan iiretilen 2-AG'nin
sempatik sinir sistemine ait periferik sinir uclarinda bulunan CB1 aktivasyonu
norepinefrin salinimin1 inhibe ederek kemik olusumunu uyarir [98, 104]. CBI
reseptOrlerinin - uyarimi osteoblastlarda [2-adrenerjik reseptorlerinin inhibisyonu
tizerinden osteoblast aktivitesini ve farklilagsmasini uyarmaktadir [107]. B2-adrenerjik
reseptOr inhibisyonunun osteoklastlarda RANKL ekspresyonunu ve osteoklastogenezi

azalttig1 bildirilmistir [107].



Farkhilasma

Osteoklast

AEA
CBI1 —> Kemik yapim
Osteoblast Aktif Osteoklast
I
TRPV1 CB2

Osteoprotegerin RANKL |

RUNX2 |

ALP |

Sekil 2.2. Kemik metabolizmasi osteoblastlar ve osteoklastlar tarafindan CB1, CB2 ve
TRPV1 reseptorleri aracili olarak diizenlenir. Osteoblast ve osteoklastlar
arasindaki yapim ve yikim dengesi kemik kiitlesinin korunmasini saglar.
(RANK: Reseptor aktivator niikleer kappa B; RANKL: Reseptor aktivator
niikleer kappa B ligand; RUX2: Runt-related transcription factor 2; ALP:
Alkalin fosfataz; TRAP: Tartarat direngli asit fosfataz; MCS-F: Makrofaj
koloni uyarici faktér; AEA: Anandamid; 2-AG: 2-Arasidonilgliserol)

2.3. Kannabinoidler ve Kemik Tiimorleri

Kannabinoidlerin osteosarkom hiicrelerinde CB2 veya TRPVI1 reseptorleri aracili
proliferasyonu[1], invazyonu [1, 13] ve hiicre géc¢iinii azaltici [1, 13] ve apoptozu
indiikleyici [1, 13] etkileri yogun olarak arastirilmaktadir. Osteosarkom hiicrelerinde
hedefli olarak CB2 ve/veya TRPVI reseptorleri aracili proliferasyonu azaltict [1] ve
apoptozu arttirici [ 1, 13] etki mekanizmalarina iliskin bilgiler sinirlidir. Bu etkiler Cizelge

2.2’de detaylandirilmistir.



Cizelge 2.2. Kannabinoidlerin osteosarkom hiicrelerindeki anti-kanser etkileri ile ilgili

caligmalar listelenmistir.

Kannabinoid | Deney Tasarimi Etki mekanizmasi Kaynak
Tiiri
CB2 agonisti MG63, Saos-2, Proliferasyon|, Apoptoz1,
JWH-133, U-20S, MNNG/HOS, | Invazyon|, Migrasyon|,
TRPV1 KHOS/NP, Hs888Lu | Hiicre siklusunun durmasi, 1, 13]
agonisti RTX | hiicre hatlar1 Kaspaz 31, p-Akt|, Notch-1], ’
veya BTZ in vitro MMP-2|, Bax?, Bcl-2,
RANK-L/OPG|
CBI1 ve/veya OSA-8, Saos-2, MG63 | Proliferasyon|, Apoptozt,
CB2 agonisti hiicre hatlar1 Invazyon|, Anjiyogenez/,
WIN-55,212-2 | in vitro Migrasyon|, Notch-1|, MMP- [108-113]
2], VEGF |, miR-29b11,
Sitokrom C1, PAR-41, Kaspaz
81
CBI1 ve/veya MG63 hiicre hatt1 Proliferasyon|, Apoptoz1,
CB2 agonisti in vitro Kaspaz 31, p38, MAPKT, [114]
AEA ERKT1, JNK1
MAGL MOS]J hiicre hatt1 ile Migrasyon|, Metastaz|, Timor
inhibitori C57BL/6J fare modeli biliylimesi|, Kansere bagl
JZL-184 ve MNNG/HOS hiicre | kemik kaybi|, Osteoblastik [115, 116]
hatt1 ile NMRI atimik kemik olusumu ’
nude fare modeli
in vivo
CBI1 ve/veya MD-MB-231 meme | CB2 ekspresyonu?,
CB2 agonisti | kanseri, PC3 prostat | Inflamasyon]
THC, AM630 kanseri, KHOV ve [117]
ve AM251 Saos-2 hiicre hatlar
in vitro
CBI1 ve/veya K7M2 hiicre hatti1ile | Apoptoz?,
CB2 agonisti disi BALB fare Proliferasyon |,
DHEA modeli Migrasyon [118]
epoksitlerinin | in vivo
regioizomerleri
Dipnot:  JWH-133:  Dimethylbutyl-deoxy-Delta-8-THC; =~ RTX:  Resiniferatoksin;  DHEA:

Dokosaheksaenoil Etanolamid; MMP-2: Matriks metaloproteinaz-2; PAR-4: Proteaz aktive edici reseptor
4; AEA: Anandamid; AM630; CB2 Antagonisti; AM251: CB1 Antagonisti; MAGL: Monoagilgliserol lipaz

2.4. Sentetik Spesifik CB2 Reseptor Agonisti CB65

CB65 (Ca2H2sCIN3O3; MW: 417.93 g/mol) sentetik spesifik CB2 reseptor agonistidir
(Ki=3.3 nM). CB65’in DMSO (Coziiniirlik: 5 mM) ve etanolde (Coziiniirliik: 10 mM)
cozlindiigli bilinmektedir. Sentetik selektif CB2 reseptor agonisti CB65’in,
hepatokarsinom [119] ve endometriyum kanserinde [120] proliferasyonu azalticit ve
apoptozu indiikleyici etkileri raporlanmistir. CB65, HepG2 hepatokarsinom hiicrelerinde

0.625 nM (6.25x10!° M) konsantrasyonda MMP-2/9 ekspresyonunu kontrole gore
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azaltarak invazyonu inhibe etmistir [119]. CB65 1.9x10* M dozda Ishikawa
endometriyum kanseri hiicrelerine uygulandiginda antiproliferatif ve apoptotik etki
gostermistir [120]. Kannabinoid reseptorlerini bulundurdugu literatiirde bildirilen
osteosarkom hiicrelerinde [13, 121] spesifik CB2 agonisti CB65, hedefli olarak CB2

reseptOrii aracili proliferasyonu azaltabilir ve apoptozu indiikleyebilir.

2.5. Kannabinoidler icin Ila¢ Salim Sistemleri: Lipozomlar

Giintimiizde klinikte kullanilan konvansiyonel kemoterapi ve radyoterapi yontemlerinin
hastalarda ciddi yan etkilere neden oldugu bilinmektedir [122]. Kullanilan antikanser
etkili ajanlarin etkili dozlarinin hedef tiimor bolgesinde degradasyonu tedavide dnemli
bir limitasyon olarak degerlendirilmektedir. Bu dogrultuda son yillarda etkili tedavinin
saglanabilmesi ve antikanser etkili ajanlarin biyoyararlanimlarinin arttirilabilmesi

amaciyla hedefli ve kontrollii salim sistemleri gelistirilmektedir [123, 124].

Cesitli nanoteknolojik yaklasimlar sayesinde hiicre dis1 vezikiiller [125-129],
mikrokiireler [130], konjugatlar [131-133], nanokristaller [134, 135], nanoemiilsiyonlar,
polimerik nanopartikiil sistemleri [136, 137], dendrimerler [138-140], polimerik miseller
[141, 142], lipozomlar [143-145] ve nanokapsiiller [146] terapotik etkiyi arttirmak i¢in
arastirilmaktadir [147]. Pek ¢ok aragtirmada lipit bazli formiilasyonlarin polimerik
nanopartikiillere gore yliksek biyouyumluluk [148] ve biyodegradasyon [144] ve diisiik
toksisite [149] gosterdigi saptanmistir [150]. Lipit bazli formiilasyonlar, lipozomlari
[143-145], eksozomlar1 [125, 127-129] ve kati lipit nanopartikiilleri [151, 152]
kapsamaktadir [124]. Ozellikle lipozomlarin yiiksek biyouyumluluklarinin [153] yan
sira  biyodegradasyon kapasitelerinin yiiksek olmasi [154], diisiik toksisite [155]
gostermeleri, yar1 Omrii uzatmalar1 [156] ve enkapsiilasyon etkinliginin yiiksek olmasi
[147] nedeni ile en sik arastirilan lipit bazli tasiyici olarak degerlendirilmektedir [148,
157-159].

Lipozomlar, hidrofilik polar bir bas ve hidrofobik polar olmayan bir kuyruga sahip iki
tabakali fosfolipit yapili zardan olusur [160] ve bu 6zellikleri sayesinde hem hidrofilik
hem lipofilik molekiillerin lipozomlardaki enkapsiilasyon kapasitesi olduk¢a yiiksektir
[147]. Lipozomlarin yapisinda bulunan amfifilik fosfolipit tabakasinin hayvan hiicre

membranina benzerlik géstermesi nedeniyle lipozomlarin membran ile etkilesiminin ve
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ilacin hiicre icine aliminin artti§i gdézlenmistir [157, 161]. Cift tabakali sentezlenen
lipozomlar genellikle 50-1000 nm c¢apa sahip olmakla birlikte birden fazla lamellar
vezikiiliin bir araya getirilmesiyle sentezlenebilmektedir [124]. Bu yapisal ozellik
sayesinde hem hidrofobik hem hidrofilik ajanlar lipozomlara yiiklenebilmektedir [156,
162]. Cesitli ilag (siklosporin A [163] gibi), antijen/antikor [164, 165], peptit [166-168],
DNA/aptamer [169, 170], sakkarit [171] ve kuantum noktalar [172] ile lipozomlarin
konjugasyonunun yapildig: bilinmektedir [147].

Osteosarkom tedavisi i¢in immiinmodiilatér olarak kullanilan etanolamid tiirevi
mifamurtid (lipozomal muramil tripeptid fosfatidil etanolamin, L-MTP-PE) lipozomal bir
formiil olan Mepact® (Millennium, Cambridge, MA, ABD), Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag Ajans1 (EMA) tarafindan onaylanmistir [14, 28, 173, 174].
Mifamurtidin, saglikli donérlerden izole edilen osteoklastlarda, TRPV1 ve CB2
ekspresyon seviyesinde ve osteoklast belirteci TRAP ekspresyonunda azalma gézlenmis,
buna karsin, osteosarkom hastalarindan izole edilen osteoklastlarda TRAP ve CB2
seviyesinin saglikli osteoklastlara gore yiiksek oldugu ve osteoklast sayisinin artig
gosterdigi saptanmistir [14]. Clinicaltrial.gov veri tabanina girildiginde 44 adet
calismadan hala devam eden 4 tanesi osteosarkom tedavisinde kullanilan lipozomal
sistemli ilaglar MM-398 (Irinotecan Sucrosofate Liposome Injection) plus
cyclophosphamide [175], Lizo-i1siya duyarli lipozomal doksorubisin [53, 176] ve
liposomal doksorubisin (Doxil) [177] aragtirilmaktadir.

Kannabinoidlerin, suda ¢oziiniirliikklerinin diisiik olmasi, sicaklik, 151k ve otooksidasyon
ile bozunmaya yatkin olmalar1 [158] ve yar1 dmiirlerinin kisa olmasi [5, 9] lipit tastyicilar
ile kontrollii salim sistemi olarak gelistirilmesini elverisli kilmaktadir. Literatiirde
kannabinoidlerin yiiklendigi lipit bazli tastyici sistemlerine iligkin ¢alismalar Cizelge
2.3’te 6zetlenmis olup kannabinoid yiikli lipozomal ilag tagima sistemine iliskin bir

caligma yer almamaktadir.
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Cizelge 2.3. Kannabinoidlerin yiiklendigi lipit bazli salim sistemlerine ait deneysel

caligmalar listelenmistir.

Deney Kannabinoid | Salim Sistemi ve | Etki Kaynak
Diizenegi Tiri Karakterizasyonu
CBD Lipozom sistemi %90 (%EE) [144]
NIH/3T3, Sentetik L-a-Fosfatidilkolin | %89-100 (%EE) [178]
HEK-293T ve | CB1/CB2 bazli NLP Hiicre canliligr |
Caco-2 agonisti CB13 Sitotoksisitede
hiicreleri etkisiz
in vitro
Erkek yetiskin | FAAH Poloxamer 188 bazli| %67-100 (%EE) |[179, 180]
Sprague- inhibitori NLP 20 saate kadar
Dawley fareleri | URB597 ve salim
ile CB1 antagonisti
in vivo AM?251 veya
Rimonabant
Erkek DAGL DOPE, DSPC bazli | KT109 ile [181]
C57BL/6] fare | inhibitorii Lipozom sistemi makrofaj
modeli KT109 aktivasyonu 1
in vivo DAGL, TNF-a ve
PGE2 |
- AEA FAAH igeren lipit | Hiicreye AEA [182]
vezikiil alimi 7
Erkek Yeni CBI1 ve/veya SLN 90-360 dakika [152]
Zelanda Beyaz | CB2 agonisti icinde goz ici
tavsan modeli | A9-THC ve basing |
in vivo A9-THC-valin-
hemisiiksinat
Erkek Isvec fare] CB1 ve/veya NLP %99.9 (%EE) [183]
modeli CB2 agonisti Antinosiseptik etki
in vivo CBD 5-90 dakika yavas
ve kontrollii salim
PC12 sigan Kurkumin ve SLN Antidepresan etki 7| [184]
feokromositoma] HU-211 Hiicresel alim 1
hiicre hatti Kurkumin %18.34
in vitro (%EE), HU-211
%0.74 (%EE)
Disi C57BL/6J %77 Salim (7 giin)
fare modeli
in vivo

Dipnot: %EE: %Enkapsiilasyon etkinligi; SMA: stiren maleik asit; DAGLP: Diagilgliserol lipaz beta;
DOPE: dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine; DSPC:1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine;
FAAH: Yag asidi amid hidrolaz; AEA: Anandamid; Dexanabinol: sentetik kannabinoid; A9-THC-valin-
hemisiiksinat: A9-Tetrahidrokanabinol; CBD: kannabidiol; NLP: Lipit Nanopartikiil; NMDA: n-metil-d-

aspartat reseptor; SLN: kat1 lipit nanopartikiil; HU-211: Deksanabinol

13



Tezin gerekce ve varsayimi;

Cocuklarda ve genglerde yaygin rastlanan, hizli metastaz ile mortalite orani artan
osteosarkom i¢in klinikte uygulanan tedavi ajanlarmin sinirl kiiratif etkisi ve yiiksek yan
etki potansiyelleri yeni ila¢ adaylarinin arastirilmasini 6énemli kilmaktadir. Literatiirde
kannabinoid yiiklii salim sistemlerine iliskin ¢alismalar bulunmakla birlikte
osteosarkomda hedefe yonelik tedavi i¢in gelistirilen lipit bazli ilag tasima sistemlerine
iligkin bilgiler oldukg¢a sinirlidir. Yar1 6mrii kisa olan hidrofobik kannabinoidlerin hedef
timor bolgesinde uzun siireli ve kontrollii salimi i¢in lipit bazli ilag sistemlerinin
gelistirilmesi dnemlidir. Bu dogrultuda literatiirde CB2 reseptoriinii yiiksek ifade ettigi
bilinen osteosarkom hiicrelerinde sentetik, spesifik CB2 reseptdr agonisti CB65’in ve
CB65 yiiklii lipozomal ilag tasima sisteminin uzun siireli ve kontrollii salimi ile in vitro
kosullarda osteosarkom hiicrelerinde CB2 reseptorii aracili doz ve zaman bagimli hiicre
cogalmasini azaltic1 ve hiicre dliimiinli uyarict etki potansiyeli degerlendirilebilir. Bu
caligma ile ilk kez gelistirilen CB2 agonisti CB65 yiiklii lipozomal ilag tagima sisteminin
osteosarkom hiicrelerinde basarili etki gosterebilirse, osteosarkom hiicrelerinin
apoptozunu uyarict etki gosterebilecek yeni bir tedavi adayi olarak sunulabilir. Sekil

2.3°de calismanin gerek¢e ve varsayimi 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3. Sentetik, spesifik CB2 agonisti CB65’in osteosarkom hiicrelerinde CB2
reseptOrii aracil olas1 antiproliferatif, anti-invaziv ve apoptotik etkisi ve etki
mekanizmalar1 gosterilmistir. (ERK: Ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz,
Akt: Protein kinaz B, Bad: Bcl-2 ile iligkili hiicre 6liim proteini, Bd-2: Beta
defensin-2, Bax: Bcl-2 ile iliskili X proteini, cAMP: Siklik adenozin
monofosfat; ERK 1/2: Ekstraselliiler sinyal regiile edici kinaz 2; JNK: c-
Jun N-terminal kinaz, MAPK: Mitojen aktive edici protein kinaz, p38: p38
Mitojenle aktive olan protein kinazlar, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorli, Ang-2: Anjiyotensin-2, MMP2/9: Matriks metaloproteinaz-2/9,
mTOR: Rapamisinin memeli hedefi, PI3k: Fosfatidilinositol 3-kinaz)
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Deney Tasarimi; bu tez calismasi kapsaminda in vitro kosullarda deney ve kontrol
gruplarinin (belirlenen doz araliinda CB65 ve DMSO igeren besiyeri uygulanmisg
osteosarkom hiicreleri) karsilastirildigi gézlemsel bir deney gergeklestirilmistir. Calisma,
disiplinler arasi, rastgele se¢ilmis (randomize), in vitro kosullarda, kontrol grubu iceren,
ileriye yonelik (prospektif) sekilde planlanmistir. Hiicre sayis1 ve uygulanan ilag dozlar
bagimsiz degiskenleri; proliferasyon ve apoptoz analizleri bagimli degiskenleri
olusturmaktadir. Istatistiksel calisma yapilmasi igin gii¢ analizi “Tek Yonlii Varyans
Analizi” ile gerceklestirilmis olup %95 giiven araligi, %80 test giicii, f=0.40 etki
biiyiikligii (yiiksek) ve %5 hata pay1 ile yapilan hesaplamaya goére her grup i¢in tekrar
sayilar1 hesaplanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Tez calismas1 kapsaminda belirlenen deney ve kontrol gruplarindaki tekrar

(n) sayilar1, bagimli ve bagimsiz degisken gruplar1 gosterilmistir.

Bagimsiz Degiskenler Bagimh Degiskenler
Gruplar Hiicre WST-1 Ger¢ek Zamanh | Apoptoz
Hatt1 Proliferasyon | Proliferasyon Analizi (n)
Analizi (n) Analizi (n)
10°M CB65 Saos-2 6 - -
MG63 6 - -
107 M CB65 Saos-2 6 - -
MG63 6 - -
10*M CB65 Saos-2 6 5 -
MG63 6 5 -
10° M CB65 Saos-2 6 5 -
MG63 6 5 -
10'1°M CB65 Saos-2 6 5 -
MG63 6 5 -
10''' M CB65 Saos-2 6 5 3
MG63 6 5 3
10"12M CB65 Saos-2 6 5 -
MG63 6 5 -
Kontrol Saos-2 6 5 3
MG63 6 5 3
CB65 - Lipozom | Saos-2 - 8 -
(10-'' M Salim) MG63 - 8 -

Bu tez ¢alismasi, Biyomiihendislik Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi kapsaminda

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
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laboratuvarlariin alt yapis1 ve teknik donanimi kullanilarak tamamlanmistir. Lipozom
temelli ila¢ tasima sisteminin gelistirilmesi ve analizine iliskin deneysel c¢aligmalar
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Temel Bilimleri Anabilim Dal1 ve

Analitik Kimya Anabilim Dal1 destekleri ile gergeklestirilmistir.

[N\ C]
i ®
. PP Akim Sitometrisi WST-1 i isi
Hiicre Kiiltiirii p 5 Akim Sitometrisi
MG63 ve Saos-2  Gergek Zamanh Polimeraz CBl/C_Igyli}ﬁseptor Pl(-:o]l;iﬁfesrgsy %‘:}%‘Eﬁi‘l RT%%;E? ﬁg;ﬁ;?,ﬂz‘;:n ast CB65 Uygulama.sn
Zincir Reaksiyonu A Proliferasyonu Analizi Apoptotik Etki
1P1.1 1P1.2 1P1.3 1P2 1P3 1P4
= é; ® /_\\ :,): <~,‘}J N

&

. ‘ N =
S, 5 OO

Akim Sitometrisi

. . . RTCA CB65 Yiiklii Lipozom | SILOME
CB65 Lipozom Tagima Sistemi Proliferasyon Analizi CB6Ast;)ltkoltl;kLl t%om
1P5 1P6.1 1P6.2

Sekil 3.1. Tez calismasi1 kapsaminda yapilan deneylere ait is akist sematize edilmistir.

3.1. MG63 ve Saos-2 Hiicre Hatlarinda CB Reseptor Diizeylerinin Saptanmasi

3.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Kannabinoid reseptorleri aracili etkinin degerlendirilmesi amaciyla klasik kannabinoid
reseptorlerini bulundurduklari literatiirde bildirilen Saos-2 (ATCC®, HTB-8™) [1, 185]
ve MG63 (ATCC®, CRL-1427™) [1, 117, 118, 185] insan osteosarkom hiicre hatlari
optimal kiiltiir kosullarinda ekspanse edilmistir. Saos-2 hiicreleri McCoy’s 5A; MG63
hiicreleri Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM HG) besiyeri ile
beslenmistir. Bazal besiyerleri DMEM HG ve McCoy’s 5A igin %10 FBS, %2 L-
glutamin ve %]l penisilin-streptomisin ile hazir hale getirilmistir. Kannabinoid
reseptorlerinin varliginin degerlendirilmesi i¢in literatiirde kannabinoid reseptorlerini
eksprese ettigi saptanmis A549 KHDAK (ATCC®, CRM-CCL-185™) [186] hiicre hatt1
pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir. A549 hiicreleri, %10 FBS, %2 L-glutamin ve
%]1 penisilin-streptomisin ile zenginlestirilmis DMEM HG besiyeri ile beslenmistir. Tez

caligmasi sonlanana kadar hiicre kiiltiirii calismalar1 devam etmistir.

3.1.2. MG63 ve Saos-2 Hiicre Hatlarinda Reseptor Varh@min Ger¢ek Zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) Yontemiyle Degerlendirilmesi
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3.1.2.1. RNA izolasyonu

Saos-2 osteosarkom hattinda reseptor ifadesinin degerlendirilmesi amaciyla gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) yontemiyle gen ifade analizi
gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol hiicre hatti olarak literatiirde yiiksek seviyede
kannabinoid reseptor ekspresyonu gosterdigi bilinen A549 KHDAK hatti [186]
kullanilmistir. Bu dogrultuda 9%70-80 oranda konfluense ulasan Saos-2 ve A549
hiicrelerinin besiyerleri uzaklagtirildiktan sonra PBS ile iizerine trizol RNA izolasyon
materyali ortama eklenerek kiiltiir kabinin yiizeyine yapigmis olan hiicreler kaldirilmistir.
Toplanan hiicreler 1.5 ml hacimli tiiplere almmistir. RNA izolasyon islemi (RNA
izolasyon kiti, Hybrid-R RNA Isolation, GeneAll, Giiney Kore) [187-189] i¢in 6rneklerin
iizerine 1 ml RiboEx basina 200 pl kloroform eklenip karistirilmis, +4° C sicaklikta 15
dakika boyunca 12000g’de santrifiij edilmistir. Tiipteki renksiz iist faz steril 1.5 ml
hacimli tiiplere aktarilmistir. Aktarilan iist faza 1 birim RBI tamponu eklenip
karistirilmistir. Karisim mini-F tipi kolona aktarilmis ve oda sicakliginda 30 saniye
boyunca 10000g’de santrifiijlenmistir. Kolondan siiziilen kisim uzaklastirilmis ve mini
kolon tekrar tiipe yerlestirilmistir. Ayni islem tekrar edildikten sonra mini kolona 500 pl
SWI tamponu eklenmis ve oda sicakliginda 30 saniye boyunca 10000g’de santrifiij
edilmistir. Orneklere 500 ul RNW tamponu eklenmis ve oda sicakliginda 30 saniye
boyunca 10000g’de santrifiijlenmistir. Mini kolondaki membranin merkezine 50-100 pl
niikleaz igermeyen saf su eklenmis ve 1 dakika bekletildikten sonra oda sicakliginda 1
dakika boyunca 10000g’de santrifiijlenmistir. Izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve
safligr, NanoDrop spektrometre ile 260 ve 280 nm dalga boylarinda olgiilerek

degerlendirilmistir.

3.1.2.2. cDNA Sentezi ve qRT-PCR Analizi

cDNA sentez kiti (¢cDNA Synthesis Kit, Nucleogene, Tiirkiye) ile yapilan cDNA sentezi
icin 500 ng RNA kullanilmistir. qRT-PCR asamasi i¢in {iiretici firma tarafindan temin
edilen CB1, CB2, GPRS55, TRPVI1 ve house-keeping GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz) primer dizileri ile SYBR Green Master Mix (Nucleogene, Tiirkiye) ve RNA
icermeyen saf su iceren qPCR karigimi ger¢ek zamanli PCR cihazina (LightCycler® 480,
Roche, Isvigre) yiiklenmistir [190, 191]. qRT-PCR asamas1 i¢in temin edilen primer
dizileri Cizelge 3.2°de verilmistir. Genlere ait goreceli mRNA ifade analizi igin “2-4A¢T”

kantitatif hesaplama yontemi ve ViiATM 7 Sofiware v1.2.4 kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. qRT-PCR calismasinda kullanilan GAPDH, CnR1, CnR2, TRPV1 ve
GPR55 reseptor seviyesinin  degerlendirilmesi i¢in  hazirlanan

oligoniikleotid dizileri gosterilmektedir.

Gen Oligoniikleotid Dizisi

GAPDH Forward | 5°-GGTGTGAACCATGAGAAGTATGA-3
GAPDH Reverse | 5’-GAGTCCTTCCACGATACCAAG-3’
CB1 Reseptorii Forward | 5’-TACCTGATGTTCTGGATCGG-3’
(CnR1)

CB1 Reseptorii Reverse | 5’-CCATGCGGGCTTGGTCTG-3’
(CnR1)

CB2 Reseptorii Forward | 5°-CTATCCACCTTCCTACAAAGC-3’
(CnR2)

CB2 Reseptorii Reverse | 5’>-TGAGGCACAGCATGGAGCAG-3’
(CnR2)

Transient reseptor Forward | 5°-GGCTGTCTTCATCATCCTGCTGCT-3’
potansiyel vanilloid-
1 (TRPV1)
Transient reseptor Reverse | 5’-GTTCTTGCTCTCCTGTGCGATCTTGT-3’
potansiyel vanilloid-
1 (TRPV1)

G protein iligkili Forward | 5°-GTCGTCTTCGTGGTCTCCTT-3’
reseptdr 55 (GPRSS)
G protein iligkili Reverse | 5’-GATGTTAGAGAAACACAGAGACAACTG-
reseptor 55 (GPRS5S) 3’

3.1.3. MG63 ve Saos-2 Hiicre Hatlarinda Reseptor Varh@nin Akim Sitometrisi
Yontemiyle Degerlendirilmesi

MG63 ve Saos-2 osteosarkom hiicre hatlarinda CB1 ve CB2 reseptdr varligi akim
sitometrisi yontemi ile degerlendirilmistir. Kiiltiirli gerceklestirilen hiicrelerden
besiyerleri uzaklastirilmis ve hiicreler PBS ile yikanmistir. Ardindan tripsinizasyon
islemi ile hiicreler kaldirilmis ve 15 ml hacimli santrifiij tiiplerine alinmistir. Hiicreler
1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan atildiktan sonra 100 pl hiicre
stispansiyonu igerisinde 7x10° hiicre olacak sekilde %3 paraformaldehit (PFA) ile fikse
edilmigtir. Hiicreler 15 dakika +4 °C’de inkiibasyona birakilmis ardindan 2 kez 500 pl
PBS ile yikanarak +4 °C 500g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Kannabinoid reseptorleri
hiicre i¢i ve hiicre zarinda bulunduklarindan [192-194] akim sitometrisi ile hiicre i¢i ve
zarda immiin isaretleme yapilmistir. Bu dogrultuda santrifiijlenen hiicreler hiicre ici ve
hiicre zar1 i¢in ayr tiiplere bolistiiriilerek immiin igsaretleme i¢in hazir hale getirilmistir.
Hiicre i¢ci CB1 ve CB2 kannabinoid diizeyi i¢in hiicre i¢i 6rnekleri %0.2 Tween-20 iceren
100 pl PBS iginde siispanse edilmis ve +4 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan hiicreler 2 kere 500 pl PBS ile yikanarak +4 °C 500g’de 5 dakika
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santrifiij edilmigtir. Santrifiijiin ardindan siipernatan uzaklastirilarak ve 1:100 oraninda
anti-insan CB1 (ab3558, Abcam, Birlesik Krallik) ve anti-insan CB2 (ab3561, Abcam,
Birlesik Krallik) primer antikorlart %1 sigir serum albiimin (BSA) ve %0,1 sodyum azit
iceren 100 ul PBS iginde hiicre ici ve hiicre zar1 drneklerine eklenerek +4 °C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan hiicreler 2 kere 500 ul PBS ile
yikanarak +4 °C’de 500g’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan
siipernatan uzaklastirilmig ve 1:100 oraninda %1 BSA ve %0,1 sodyum azit i¢ceren 100
ul PBS i¢inde Goat Anti-Rabbit IgG sekonder antikor (ab7086, Abcam, Birlesik Krallik)
eklenerek +4 °C’de 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Ardindan hiicreler 2 kere 500
ul PBS ile yikanarak +4 °C’de 500g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre
peleti 100 pl PBS icinde tekrar siispanse edilerek 12x75 ml’lik falkon tiiplerine alinmistir.
Ayni protokol pozitif kontrol A549 hiicreleri i¢in uygulanmistir. Her 6rnek i¢in 50,000
olgu akim sitometrisi cihazinda (Novocyte 2000R Flow Cytometer System, Agilent,
Amerika Birlesik Devletleri) 495 nm absorpsiyon ve 528 nm ekzitasyon gosteren FITC

ile isaretli dalga boylarinda analiz edilmistir.

3.2. MG63 ve Saos-2 Hiicre Hatlarinda CB65’in Hiicre Cogalmasina Etkisinin
Degerlendirilmesi

CB2 reseptoriinii akim sitometrisi yontemleri ile yiiksek oranda bulundurdugu saptanan
MG63 ve Saos-2 osteosarkom hiicrelerinin optimum kiiltiir kosullar1 %70-80 konfluense
ulagsmas1 saglandiktan sonra besiyeri PBS ile uzaklagtirilmis, ardindan tripsinizasyon
asamasi ile hiicreler kiiltiir kabindan kaldirilmistir. Kaldirilan hiicreler 15 ml hacimli
tiiplere alinarak santrifiijlenmis ve silipernatan kisimlari uzaklastirilmigtir. Saos-2 ve
MG63 hiicrelerinin her biri i¢in 3 ayr1 hiicre plakasi kullanilarak ve 96 kuyucuklu kiiltiir
plakalarmin her bir kuyucuguna 200 pl hiicre siispansiyonu igerisinde 5x10° hiicre
gelecek sekilde hiicreler ekilmistir. Konfluense ulasan hiicrelerdeki tiim besiyeri
uzaklastirilmis ve 200 pl hacimde farkli dozlarda (102 — 106 M) [119, 195] CB65
besiyeri icinde hazirlanarak hiicrelere uygulanmistir. DMSO veya etanolde ¢6ziilen CB65
kontrol grubu olarak kullanilmistir. Hiicrelere sirasi ile 1, 2 ve 3. giinlerde Water Soluble
Tetrazolium-1 (WST-1) ajan1 (11644807001, Roche Applied System, Isvicre) her bir
kuyucuga 10ul eklenmis, ardindan plakalar 4 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin proliferasyon diizeyleri VersaMax Microplate Reader

(Molecular Device, ABD) mikroplaka okuyucu ile belirlenmistir. Tiim gruplarda
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proliferasyon diizeyi en fazla azalan giin/giinler saptanmis ve CB2 agonisti CB65’in etkili

doz aralig1 saptanmustir.

3.3. MG63 ve Saos-2 Hiicre Hatlarinda CB65’in Proliferasyonu Azaltict ED50’sinin
Gerg¢ek Zamanh Olarak Degerlendirilmesi

MG63 ve Saos-2 hiicre hatlarinda sentetik spesifik CB2 agonisti CB65’in proliferasyonu
azaltict etki diizeyinin WST-1 yontemiyle degerlendirilmesini takiben CB65’in
hiicrelerdeki doz ve zaman bagiml etkisinin gercek zamanli Sl¢iilebilmesi amaciyla
taban1 impedansi kaydeden altin mikroelektrotlarla kapli 96 kuyucuklu hiicre plakalarina
hiicre kiiltiirlinde optimal kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilan ve %70-80 konfluense ulagan
MG63 ve Saos-2 osteosarkom hiicreleri ekilmistir. Bunun i¢in hiicreler tripsinizasyon
islemi ile kiiltiir kabindan kaldirildiktan sonra 15 ml hacimli tiiplere alinarak
santrifiijlenmis ve siipernatan uzaklastirilmigtir. Hiicreler her bir kuyucuga 7x10°
hiicre/200 pl hiicre siispansiyonu gelecek sekilde hesaplanarak her bir kuyucuga ekim
yapilmistir. Hiicre plakasi xCELLigence (RTCA, Roche Applied System, Isvigre)
cihazina yerlestirilmistir [196-198]. Ger¢gek zamanli olarak hiicrelerin tabana yaptiklar
basinin impedansina ait veriler 15 dakikada bir “hiicre indeksi” olarak kaydedilmis ve
hiicre indeksi 1.0’1 gectikten sonra WST-1 analizinin sonuglarina gore belirlenen
diliisyonlarda (10712 — 10® M) besiyeri iginde hazirlanan CB65 hiicrelere uygulanmistir.
Her doz hiicrelere 5 tekrarli olacak sekilde uygulanmistir. Kontrol grubu olarak
DMSO/Etanol igeren besiyeri hiicrelere uygulanmistir. Ayrica besiyeri kaynakli olasi
etkinin degerlendirilmesi amaciyla 3’er kuyuya hiicre icermeyen besiyeri (McCoy’s SA
ile DMEM HG) tek basina eklenmistir. Saos-2 hiicreleri i¢in 713 saat, MG63 hiicreleri
icin 420 saat siire ile hiicre indeksi kaydedilmistir. Bu yontemle CB2 agonisti CB65’in

proliferasyonu azaltict ED50’nin tespit edilmesi saglanmaistir.

CB2 reseptorii aracili etkinin izlenmesi amaciyla sentetik, spesifik CB2 antagonisti
AMG630 (1120, Tocris, Birlesik Krallik), literatiirde inhibitor etkinligi bildirilen dozlarda
(1x10* M, 2x10* M ve 5x10®* M) besiyeri iginde hazirlanarak hiicrelere uygulanmistir
[195, 199, 200]. Tim dozlar hiicrelere 4 tekrarli olacak sekilde uygulanmistir. Saos-2

hiicreleri i¢in 760 saat, MG63 hiicreleri i¢in 550 saat siire ile hiicre indeksi kaydedilmistir.
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3.4. MG63 ve Saos-2 Hicre Hatlarinda CB65’in Apoptotik Etkisinin
Degerlendirilmesi

Gergek zamanli proliferasyon analizi ile MG63 ve Saos-2 hiicreleri i¢in belirlenen ED50
CB65’in ayni hiicrelerdeki apoptotik etki diizeyi Annexin-V/Propidium lodide (FITC
Annexin Apoptosis Detection Kit I, 556547 — BD Pharmingen, ABD) isaretlemesi
yapilarak akim sitometrisi ile degerlendirilmistir [201-203]. Annexin V apoptotik
hiicrelerin dig zar iizerindeki fosfatidilserini (PS) saptamak i¢in kullanilir [1]. Geg
apoptotik ve nekrotik hiicreler DNA’ya baglanan floresan bir boya olan PI igaretlemesi
ile ayirt edilmistir. Erken apoptotik hiicreler Annexin V, ge¢ apoptotik hiicreler Annexin
V' ve PI ile isaretlenmektedir. Bu dogrultuda hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kabina ekilmis
ve %70-80 konfluense ulagtiklarinda ED50°de CB65 ve ¢dziicii iceren besiyeri hiicrelere
uygulanmistir. Gergek zamanli proliferasyon analizi ile belirlenen etkili zamana baglh
olarak hiicrelere ila¢ uygulamasi yapilmis ve MG63 hiicreleri i¢in 48, Saos-2 hiicreleri
icin 24 saatlik inkiibasyonun sonunda hiicreler Accutase ile kiiltiir plagindan
kaldirilmigtir. Santrifiijlenen hiicrelerden siipernatan uzaklastirilmig ve hiicreler 2 defa
soguk Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) ile yikanmis ve besiyerinden
arinmasi saglanmistir. 1X Binding Buffer ile konsantrasyon 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde ayarlandiktan sonra 100 pl hiicre slispansiyonu 12x75mm’lik falkon tiiplerine
alimmigtir. Hiicrelere 5 pul Annexin V ve 5 pl PI eklendikten sonra hiicreler yavasca
vortekslenmis ve 15 dakika oda 1s1sinda karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
400 wl 1X Binding Buffer eklenmis ve 1 saat igerisinde akim sitometri (Novocyte 2000R
Flow Cytometer System, Agilent, ABD) cihazinda analiz edilmistir. Gruplar arasinda

erken ve gec apoptotik hiicre diizeyi canli hiicre diizeyiyle karsilastirilmistir.

3.5. ED50’si Belirlenen CB65’in Kontrollii Salimmmin1 Saglayabilecek Lipozom
Temelli Ila¢ Tasima Sisteminin Gelistirilmesi

3.5.1. CB2 Agonisti CB65 Yiiklii Lipozom Formiilasyonunun Hazirlanmasi

Tez caligmasi kapsaminda lipozom formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in ince film tabaka
olusturma yontemi kullanilmistir [145, 154]. Lipozomlarin hazirlanmasi amaciyla
fosfolipit tiirevlerinden biri olan L-a-Fosfatidilkolin (Soy bean — %95) lipit olarak,
kolesterol (Sigma Aldrich, ABD) ise stabilite arttirict olarak secilmistir [154]. Ilk
asamada 50 mg lipit, 6.25 mg kolesterol ve stok 400 ppm CB65 etkin maddesi (Tocris,
Cat. No. 2663, Batch No: 1A/262758) 3 farkli dozda 0.2, 0.4 ve 0.8 mg olacak sekilde
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ayrt ayri balonlar icerisinde 12.5 ml etanolde 10 dakika ¢Ozilindiiriilmiistiir. Organik
¢oziicl, rotavaporda (Sekil 3.2.A; IKA RV 10 digital, Almanya) al¢ak basingta 20-30
dakika stireyle (40°C, 100 rpm) ugurulmus ve balonun alt kisminda ince bir lipit film
tabakasi (Sekil 3.2.C) olugmasi saglanmistir. Ardindan lipit film tizerine 10 ml ultrasaf su
eklenerek sonikator (Sekil 3.2.B; Bandelin Sonopuls HD 2070, Almanya) yardimiyla
(%50 glig, 2 dongli, 3 dakika) rehidrate edilmistir. Sonikasyon asamasi biiylik ¢ok
tabakal1 vezikiilleri (MLV) kiiciik tek tabakali vezikiillere (SUV) doniistiirmek amaciyla
uygulanir. Ilagsiz lipozom igin kullanilan protokolde sadece organik faz asamasinda
CB65 etkin maddesi eklenmemistir. Formiilasyon hazirlama protokolii Sekil 3.3’de

sematize edilmistir.

Sekil 3.2. Lipozomal formiilasyonlarin hazirlanmasina iliskin protokolde kullanilan (A)
Rotary Evaporator cihazi, (B) sonikator cihazi ve (C) olusan ince film lipozom

tabakas1 gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Ilag yiiklenmis ve yiiklenmemis lipozom hazirlama basamaklar1 sematize

edilmistir.

3.5.2. Lipozomal Formiilasyonunun in vitro Kosullarda Karakterizasyonu
ICH kilavuzuna (International Conference on Harmonization of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceutical for Human Use) gore, hazirlanan ilag¢ yiikli
nanolipozomlarin stabilitesinin +4 °C’de 2-3 ay, ilag igermeyen lipozomlarin

stabilitesinin yaklasik 3 ay oldugu bilinmektedir [178]. +4°C sicaklikta formiilasyonlarin

bekletilmesi kimyasal reaksiyon hizin1 diisiirmekte ve stabilite siiresini uzatmaktadir

[204, 205]. Bu bilgilerden hareketle, tez calismasinin bu asamasinda hazirlanan lipozom
formiilasyonlari i¢in in vitro kosullarda +4°C ve 25 °C sicaklikta 3 ay boyunca 0. giin, 7.
giin, 1. ve 3. ay zaman periyotlarinda alinan numunelerde, partikiil boyutu, polidispersite
indeksi (PDI), zeta potansiyeli, miktar tayini ve enkapsiilasyon etkinligi parametrelerinin
degerlendirilmesi gbéz Oniine alinarak stabilite calismalari yapilmistir. Osteosarkom
hiicreleri icin en uygun formiilasyon secilerek hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda bu

formiilasyon kullanilmistir.
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Hazirlanan ilagsiz ve yiiklii lipozomlarin partikiil biiytikliigli (PB), polidispersite indeksi
(PDI) ve zeta potansiyel (ZP) analizleri dinamik 151k sacilimi teknigi ile kapiler zeta
kiivetleri kullanilarak Zetasizer Nano ZS cihaz ile dl¢iilmiistiir. Hazirlanan lipozomal
formiilasyonlardan 0.9 ml alinarak zeta kiivetlerine yerlestirilmis ve 3 tekrarli olarak

Ol¢tim alinmigtir.

Ilag yiikleme kapasitesi (%EE) ve ilag salim profilinin belirlenmesinde sivi kromatografi
elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometrisi (LC-ESI-MS/MS) analitik miktar tayin
yontemi kullanilmistir. Bu yontem kritik dozlu ilaglar1 optimize etmek i¢in kullanilir ve
gelismis 6zgiilliik ile hassaslik saglar. Ilag yiikleme kapasitesi icin n=3 tekrarli olacak
sekilde CB65 yiikli ve ilagsiz lipozomal formiilasyonlar hazirlanmig, 20.000g’de 4°C
sicaklikta santrifiij edilmis ve siipernatanlar ayristirilarak Ol¢lim yapilmistir. Yiikleme
kapasitesi, enkapsiilasyon etkinligi (% EE) ve ilag yiikleme kapasitesi olarak verilmis ve

asagidaki formiillere gore hesaplanmistir.

Enkapsiilasyon Etkinligi (%) = (Toplam etkin madde miktart — Coken etkin madde
miktari) / (Toplam etkin madde miktart) x 100
Ila¢ Yiikleme Kapasitesi = (Toplam etkin madde miktar: — Coken etkin madde miktar: —

Coziinmiis haldeki madde miktary) / (Formiilasyon bilesenlerinin toplam miktart) x 100

Ilag salim profilinin belirlenmesi i¢in diyaliz membran yéntemi ile salim calismasi
yapilmistir. Bu dogrultuda, in vitro salim profili analizi i¢in 14.000 Da molekiil
agirhginda seliiloz membranlar (Sigma-Aldrich, Cat. No. D9652, ABD) 30 dakika
reseptor faz igerisinde islatilmistir. Reseptdr faz olarak 25 ml PBS (pH=7.4):etanol
(70:30) kullanilmistir. Hazirlanan membranlar igine taze hazirlanan 1 ml lipozomal
formiilasyonlar konulmus, 37°C sicaklik ve 100 rpm karistirma hizina sahip su banyosuna
yerlestirilmistir. Salim ortamindan 30. dakika, 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 6. saat, 8.
saat ve 24.saat olacak sekilde 1 ml 6rnek alinmis ve ayni hacimde taze reseptor faz ilave
edilerek deney gerceklestirilmistir. Alinan 6rneklerin miktar tayini LC-MS/MS yontemi
ile yapilmis ve salim profili grafigi % CB65 kiimiilatif salim1 olarak elde edilmistir.

LC-ESI-MS/MS analitik tayin yontemi ile yapilan CB65 miktar tayini ¢aligmalarinda
kullanilan kalibrasyon egrisi i¢in su ve asetonitril (1:1) i¢eren hareketli faza 10 ppm stok

CB65 eklenmis ve 5.0 (5 ppm) — 0.05 (0.05 ppm) pg/ml degisim aralifinda eklenerek
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hazirlanmistir. Her kalibrasyon noktasina i¢ standart olarak 10 ul ACPA eklendikten

sonra analiz yapilmstir.

LC-ESI-MS/MS Analiz Kosullari: LC-ESI-MS/MS sistemi (Shimadzu, Japonya), ticli
bir dort kutuplu tandem kiitle spektrometresi (Shimadzu 8030 MS/MS) ile birlestirilmis
bir LC sisteminden (Shimadzu LC-20AXR) olusmaktadir. Kromatografik ayirmalar,
40°C'de bir C18 kolonu (GL Sciences, 50 x 3.0 mm, 2.1 um) kullanilarak su i¢inde %0.1
FA (faz A) ve asetonitril icinde %0.1 FA (faz B) gradyan eliisyonu yoluyla 0.3 ml/dk akis
hizinda gergeklestirilmistir. Gradient eliisyon 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, ardindan baslangi¢ kosullarinda 3
dakika dengeleme (toplam analiz siiresi 10 dakika) seklindedir. Enjeksiyon hacmi 10 pl

olarak belirlenmistir.

Pozitif iyonizasyonda ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modu ile miktar tayini yapilmigtir
(Sekil 3.4 ve Sekil 3.5). Kaynaga bagli optimum parametreler 4,5 kV ara yiiz voltaji, -14
V ¢arpisma enerjisi, 250 °C desolvasyon hatti sicakligi ve 400 °C 1s1 blogu sicakligidir.
Nebulizator ve kurutmanin gaz akis hizi sirasiyla 3 I/dk ve 15 I/dk’dir. MRM tespiti i¢in
oncii ve lirlin iyonlari, dort kutuplu voltajlar ve carpisma enerjileri, dogrudan enjeksiyon
modunda CB65 ve i¢ standart (ACPA) i¢in optimize edilmistir. Iyon gecisleri, CB65
kantitasyonu i¢in 344— 203 m/z (26 eV) ve i¢ standardin kantitasyonu i¢in 344 — 287
m/z (14 eV) olarak belirlenmistir. Tiim iyon gegcisleri i¢in bekleme siiresi (dwell time)

200 ms’dir.
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Sekil 3.4. CB65'in MS/MS pargalanma modeli gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Optimum kromatografik kosullarda (A) CB65 (1 pg/ml) ve (B) i¢ standart (1

pg/ml) temsili kromatogramlari gosterilmistir.

Dogrusallik: Dogrusallik ¢alismalari, farkli derisimlerde CB65 (0.9, 1.8, 3.75, 7.50, 15,
31.25, 62.5, 125, 250, 500, and 1000 ng/ml) ve sabit derisimde i¢ standart (1.0 pg/ml)
iceren kalibrasyon ¢ozeltilerinin gelistirilen LC-ESI-MS/MS yontemi kullanilarak analiz
edilmesi ile gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrileri, en kiiclik kareler dogrusal
regresyon analizi uygulanarak, derisime (x) kars1 pik alan oran1 (CB65/i¢ standart) (y)
cizilerek olusturulmustur. Kalibrasyon egrilerinin 0.9-1000 ng/ml konsantrasyon
araligindaki dogru denklemi y=0.0072x+ 0.092 (R2: 0.9976) olarak belirlenmistir (Sekil
3.6). Gelistirilen yontem, belirtilen derisim araliginda CB65 icin kabul edilebilir bir

dogrusallik gosterdiginden karakterizasyon ¢alismalarinda bu yontem kullanilmistir.
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Sekil 3.6. CB65’¢ ait kalibrasyon egrisi, CB65 derisimine (ng/ml) kars1t CB65/ACPA pik

alan orani grafigi cinsinden verilmistir.

Duyarhilik: Gelistirilen yontemin duyarliligi, gézlenebilme siir1 (LOD) ve alt tayin sinir1
(LLOQ) degerleri ile degerlendirilmistir. LOD ve LOQ sirasiyla sinyal/giiriiltli oraninin
3:1 ve 10:1 oldugu CB65 derisimi olarak belirlenmistir. LOD, 0.006 ng/ml ve LLOQ, 0.9
ng/ml olarak bulunmustur. Onerilen yontemin ila¢ sistemlerinde CB65 analizi igin

oldukga hassas oldugu goriilmiistiir.

3.6. CB65 Yiiklii Lipozom Salim Sisteminin in vitro Kosullarda MG63 Hiicre
Hattindaki Proliferasyonu Azaltic1 Etkisinin Degerlendirilmesi

3.6.1. Ger¢ek Zamanh Proliferasyon Analizi

Is paketi 3.3 te belirtildigi sekilde kiiltiir ile cogaltilan MG63 hiicrelerine doz 48 saatte
bir lipozomal formiilasyonlar uygulanmistir. Tripsinizasyon ile kaldirilan ve
santrifiijlenen hiicreler 96 kuyucuklu hiicre plakalarinin her kuyucuguna 200 pl hiicre
siispansiyonu gelecek sekilde hesaplanarak ekilmistir. CB65 yiiklii ve bos lipozomal
formiilasyonlarin ger¢ek zamanli, doz bagimli ve uzun siireli izlenmesi amaciyla
hiicrelerin proliferatif indeksleri xCELLigence (RTCA, Roche Applied System, Isvigre)
platformunda dl¢iilmiistiir. Is paketi 3.3’te belirtildigi sekilde gercek zamanli olarak

kaydedilen ‘“hiicre indeksi” 1.0’1 gegtikten sonra hazirlanan formiilasyonlar, CB65’in
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ED50’de salimin1 gergeklestirecek sekilde besiyeri icinde seyreltilerek hiicrelere
uygulanmis ve salim profili analizi ile CB65’in %100’iiniin besiyeri ortamina salindig1
zaman dilimi belirlenerek ilag uygulamasi tekrarlanmistir. ilag yiiklenmemis bos
lipozomal formiilasyonlar ilagli lipozomal formiilasyonlar ile ayni hacimde seyreltilerek
hiicrelere uygulanmigtir. CB65’in MG63 hiicrelerindeki ED50 etkili zamani esas
alindiginda CB65 yiiklii lipozomal tagima sistemi uygulamasinin ardindan hiicreler 56
saat boyunca izlenmistir. Ayrica CB65’in lipozomal formiilasyondan salimma iligkin
veriler esas alinmig ve ilag formiilasyonu MG63 hiicrelerine 24 saat aralikla 2 kez
uygulanmistir. Tiim deney ve kontrol gruplarinda Saos-2 hiicrelerine 24 saat aralikla 4
kez uygulama yapilmistir. MG63 ve Saos-2 hiicreleri i¢in 120 saat siireyle hiicre
indeksleri kaydedilmistir. Her ila¢ grubunun uygulandigi deney gruplart ile kontrol

gruplar1 8 tekrarli olarak ¢alisilmistir.

3.7. Sonuclarin Istatistiksel Analizi
Tez kapsaminda i paketlerine gore bagimli ve bagimsiz degiskenler belirlenmis ve elde
edilen ham verilerin normal dagilim saglama kosullar1 SPSS 25.0 istatistik programinda

Shapiro Wilk testi ile degerlendirilmistir.

Is paketi3.1.2,3.2,3.3, 3.4, 3.6.1 ile elde edilen veriler parametrik dagilim gsterdigi icin
verilerin ¢oklu karsilagtirmalar1  tek yonlii varyans analizi (ANOVA), ikili
karsilagtirmalar1 Duncan’s test post hoc testi ile degerlendirilmistir. Veriler %95 giiven
araliginda degerlendirilmis ve tamimlayict istatistikler parametrik test sonuglari igin
ortalama ve standart sapma seklinde sunulmustur. Is paketi 3.1.2 ve 3.3 ile elde edilen

veriler arasinda yapilan korelasyon analizi i¢in Pearson korelasyon testi uygulanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MG63 ve Saos-2 Osteosarkom Hiicre Hatlar Yiiksek Diizeyde CB2, Diisiik
Diizeyde CB1 Reseptorii Bulundurmaktadir

4.1.1. Hiicre Kiiltiirii

MG63 insan osteosarkom hiicreleri kiiltiir plaginda oval-igsi bi¢imli, ¢ok kutuplu, uzantili
gorliinlim vermistir (Sekil 4.1.A). Saos-2 insan osteosarkom hiicreleri homojen boyutlu,
poligonal bi¢imli, uzantili hiicreler olarak izlenmistir (Sekil 4.1.B). Insan kiiciik hiicreli
dis1 akciger kanseri A549 hiicreleri heterojen biiyiikliikte, poligonal bigimli, epitel
kokenli adenokarsinom hiicreleri olarak saptanmistir (Sekil 4.1.C). Saos-2 ve MG63
hiicreleri i¢in pasaj 20-25 ve A549 i¢in pasaj 15-20 olacak sekilde kiiltiire edilerek sonraki

is paketlerinde kullanilmak iizere ¢ogaltilmistir.

Sekil 4.1. Kiiltiir plaklarina tutunmus (A) oval, igsi MG63, (B) sik yerlesimli oval Saos-

2 ve (C) polimorfik A549 hiicre hatlarinin mikrograflari gosterilmistir (x100).
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4.1.2. Saos-2 Hiicre Hatti Kannabinoid Reseptorlerini qRT-PCR Yontemiyle
Degisen Oranlarda ifade Etmektedir

Saos-2 insan osteosarkom hiicreleri, pozitif kontrol A549 hiicrelerine goére qRT-PCR
yontemiyle yiiksek oranda CB2 (CNR2) reseptor ekspresyonu gostermistir (Sekil 4.2).
Saos-2 hiicreleri, A549 hiicrelerine goére diisiik oranda CB1 (CNRI1) reseptor
ekspresyonu, yiiksek oranda GPR55 ve TRPV1 reseptor ekspresyonu gostermistir.
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£ 10,00 I
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=
v 8,00
<
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=
5 400
2
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o . H_ ml am
A ) o O
ol ol % R

Sekil 4.2. Saos-2 osteosarkom ve pozitif kontrol A549 hiicre hatlarina ait géreceli mRNA
kat artis1 grafiginde Saos-2 hiicrelerinde yliksek oranda CB2 (CNR2) reseptor
ekspresyonu saptanmistir. Saos-2 hiicreleri, A549 hiicrelerine gore diisiik
oranda CB1 (CNR1) reseptor ekspresyonu, yiiksek oranda GPR55 ve TRPV1

reseptOr ekspresyonu gostermistir.

4.1.3. MG63 ve Saos-2 Hiicre Hatlarmn Akim Sitometrisi Yontemiyle CB1
Reseptorlerini Diisiik CB2 Reseptorlerini Yiiksek Bulundurmaktadir

MG63 hiicrelerinde hiicre i¢i ortalama CB1 ve CB2 reseptdr isaretlenme oranlari sirasiyla
%45.30+£7.42 ve %65.31+12.85 (Sekil 4.3.A, Sekil 4.4) olarak ol¢iilmiistiir. MG63
hiicrelerinde zardaki ortalama CB1 ve CB2 reseptdr isaretlenme oranlari sirasiyla
%43.33£29.23 ve %42.90+24.22 (Sekil 4.3.A, Sekil 4.4) olarak oSl¢lilmiistiir. Saos-2
hiicrelerinde hiicre i¢ci CB1 ve CB2 reseptdr isaretlenme oranlarina ait ortalama degerler
strastyla %47.82+6.05 ve %50.80+£16.33 (Sekil 4.3.B, Sekil 4.4) saptanmistir. Saos-2
hiicrelerinde zardaki CB1 ve CB2 reseptorleri ortalama %21.63+11.59 ve %27.85+5.82
(Sekil 4.3.B, Sekil 4.4) olarak ol¢iilmiistiir. A549 hiicrelerinde hiicre i¢i ortalama CB1 ve
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CB2 reseptdr isaretlenme oranlart %99.55+0.14 ve %95.96+£1.97 (Sekil 4.3.C, Sekil 4.4)
saptanmigtir. A549 hiicrelerinde zardaki CB1 ve CB2 reseptorleri ortalama %83.7143.72
ve %50.114+24.86 (Sekil 4.3.C, Sekil 4.4) olarak olgiilmiistiir. MG63 ve Saos-2 hatlarinda
CB1 ve CB2 reseptdrlerine ait hiicre i¢i ve hiicre zarindaki 6l¢iim degerleri pozitif kontrol

A549 ile kargilagtirildiginda daha diisiik saptanmustir.

MG63 Saos-2 AS549
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Sekil 4.3. (A) MG63 (B) Saos-2 ve (C) A549 hiicre hatlarinda akim sitometrisi yontemi
ile tayin edilen hiicre i¢i ve hiicre zar1 CB1 ve CB2 reseptor immiin isaretlenme

diizeyleri bar grafikleri ile gdosterilmistir (n=3).
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Sekil 4.4. MG63, Saos-2 ve A549 hiicre hatlarinda akim sitometrisi yontemi ile tayin

edilen hiicre i¢i ve hiicre zar1 CB1 ve CB2 reseptor immiin igaretlenme

diizeyleri temsili histogram ve sacilim grafikleri ile gosterilmistir.
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4.2. CB2 Reseptoriiniic En Yiiksek Seviyede Bulunduran MG63 ve Saos-2
Hiicrelerinde Sentetik Spesifik CB2 Agonisti CB65 Hiicre Cogalmasim
Azaltmaktadir

Birinci giinde CB65, uygulandigi 10'>-10° M doz araliginda MG63 hiicrelerinin
proliferasyonunu kontrole gore arttirmistir (p<0.05). Hiicrelerin proliferasyon hizi
uygulanan dozlar ile farklihk gdstermemistir. Ikinci giinde CB65 10''-10° M doz
araliginda uygulandiginda MG63 hiicrelerinin proliferasyonu kontrole gore azalmistir
(p<0.05). CB65’in 10> M dozda uygulanmasi 2. giinde kontrole gore MG63
hiicrelerinin biiyiime hizini degistirmemistir. CB65 {igiincii giinde 10! — 1071 M dozlarda
uygulandiginda kontrole gére proliferasyon hizini azaltmis (p<0.05), 10°-10° M doz
araliginda uygulandiginda hiicre ¢ogalmasini kontrole gore arttirici yonde etkilemistir

(Sekil 4.5).

Birinci giinde CB65, uygulandigi 10'2-10° M doz araliginda Saos-2 hiicre
proliferasyonunu kontrole gore azaltmistir (p<0.05). Hiicrelerin proliferasyon hizi
uygulanan dozlar ile farklilik gdstermemistir. Ikinci giinde CB65 10'2-10"'' M dozlarda
uygulandiginda hiicre proliferasyonu kontrole gore azalmis (p<0.05), 1071°-10°¢ M
dozlarda uygulandiginda proliferasyonunu kontrole gore arttirmistir (p<0.05). CB65
tiglincii giinde 10712-10 M doz araliginda uygulandiginda kontrole gore proliferasyon

hizin arttirmastir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. CB65’in MG63 hiicre hattinin proliferasyonuna etkisi WST-1 yontemi ile
saptanmigtir. 10712~10° M dozda CB65 uygulanan MG63 hiicrelerinin 24, 48
ve 72. saatlerdeki verileri kontrol grubuyla karsilastirmali olarak bar grafiginde
gosterilmistir. 107! ve 101 M CB65 uygulamasinin 24. saatte proliferatif, 48

ve 72. saatte antiproliferatif etkisi gozlenmistir (n=6). (*): Kontrole gore

p<0.05.
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Sekil 4.6. CB65’in Saos-2 hiicre hattindaki antiproliferatif etkisi WST-1 yontemi ile
saptanmigtir. 1012~10° M dozda CB65 uygulanan Saos-2 hiicrelerinin 24, 48
ve 72. saatlerdeki verileri kontrol grubuyla karsilastirmali olarak bar grafiginde
gosterilmistir. 10! ve 10'° M CB65 uygulamasinin 24 ve 48. Saatte
antiproliferatif, 72. saatte proliferatif etkisi gozlenmistir (n=6). (*): Kontrole

gore p<0.05.
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4.3. Osteosarkom Hiicrelerinde CB65’in Ger¢ek Zamanh Spesifik Yar1 Maksimum
Antiproliferatif Etki Penceresi MG63 Hatti i¢in 48. Saatte 1.11x10"!' M ve Saos-2
Hatt: igin 24. Saatte 4.95x10""! M Olarak Saptanmustir. Spesifik Etki CB2 Reseptor
Antagonisti ile Bloke Olmustur

Sentetik spesifik CB2 agonisti CB65 WST analizi ile belirlenen etkili doz araliginda
uygulandiginda MG63 hiicrelerinin proliferasyonunda 24. saatten itibaren azalmaya
neden olmustur (Sekil 4.7.A). 10'2-10® M CB65 uygulanan MG63 hiicrelerinin
proliferasyonu 32. saatten itibaren 144. saate kadar kontrole gore istatistiksel anlaml
azalmistir (Sekil 4.7.B, p<0.05). CB65’in MG63 hiicrelerindeki antiproliferatif ED50
degeri 46. saatte 1.11x10"!" M (R?=0.958) olarak hesaplanmustir (Sekil 4.7.C). Belirlenen
doz araliginda CB65 uygulandiktan sonra Saos-2 hiicrelerinin proliferasyonunda 24.
saatten itibaren azalmaya neden olmustur (Sekil 4.8.A). 10! M CB65 uygulanan Saos-2
hiicrelerinin proliferasyonu 24. saatten itibaren 144. saate kadar kontrole gore istatistiksel
anlamli azalmustir (Sekil 4.8.B, p<0.05). 10! M CB65, Saos-2 hiicreleri igin en etkili
antiproliferatif doz olarak degerlendirilmistir. CB65’in Saos-2 hiicrelerindeki 20. saatte
ED50 degeri 4.95x10°'! M (R?>=0.577) olarak hesaplanmistir (Sekil 4.8.C). Akim
sitometrisi yontemiyle ortalama CB2 immiin isaretlenme orani Saos-2 hiicrelerine gore
yliksek saptanan MG63 hiicrelerinde, CB65’in antiproliferatif etkisinin Saos-2
hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil 4.9). MG63 hiicre hattinda
saptanan CB2 reseptdr immiin isaretlenme orani ile ilacin ger¢ek zamanli tedavi penceresi
arasinda kuvvetli pozitif korelasyon saptanmistir (Sekil 4.8.A, R?>=0.912, p=0.002). Saos-
2 hiicre hattinda saptanan CB2 immiin igaretlenme orani ile ilacin ger¢ek zamanli tedavi
penceresi arasinda kuvvetli pozitif korelasyon saptanmustir (Sekil 4.8.B, R?=0.851,
p=0.007). Ancak Saos-2 hiicrelerindeki korelasyon katsayist MG63 hiicrelerindekine

gore diisiik olarak bulunmustur.

Spesifik CB2 reseptor antagonisti AM630, CB65 ile beraber uygulandiginda 5x10% M
dozda, CB65’in MG63 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisini terapdtik pencereyi
kapsayan 24. saatten 144. saate kadar inhibe etmistir (Sekil 4.10.A ve Sekil 4.10.B).
AM630, CB65 ile beraber uygulandiginda 1x10® M ve 2x10® M dozlarda CB65’in
MG63 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisini terap6tik pencerenin igindeki 24. saatten 40.
saate kadar inhibe etmis, etki 40. saatten itibaren sonlanmistir. Spesifik CB2 reseptor
antagonisti AM630, CB65 ile beraber uygulandigi tiim dozlarda (1x10%, 2x10® ve 5x10
§ M) CB65’in Saos-2 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisini terapotik pencereyi kapsayan
32. saatten 144. saate kadar inhibe etmistir (Sekil 4.11.A ve Sekil 4.11.B).
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Sekil 4.7. CB65’in MG63 osteosarkom hiicre hattindaki antiproliferatif etkisi gergek

zamanli ve impedans temelli olarak saptanmistir (n=5). (A) Zamana baglh

normalize hiicre indeks grafiginde antiproliferatif etki penceresi 24-144.

saatlerde gozlenmektedir. (B) Zamana karsi normalize hiicre indeksini her doz

i¢in gosteren bar grafiginde, CB65 10! M dozda hiicre ¢ogalmasini 24-144.

saatlerde kontrole gore azaltmistir. (*): Kontrole gore p<0.05. (C) CB65’in

logaritmik konsantrasyonlarina karsi normalize hiicre indeksi grafiginde

ED50 1.11x10°'" M (R?=0.958) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.8. CB65’in Saos-2 osteosarkom hiicre hattindaki antiproliferatif etkisi gergek
zamanli ve impedans temelli olarak saptanmistir (n=5). (A) Zamana baglh
normalize hiicre indeks grafiginde antiproliferatif etki penceresi 24-144.
saatlerde gozlenmektedir. (B) Zamana karsi normalize hiicre indeksini her doz
icin gosteren bar grafiginde, CB65 10-'! M dozda hiicre ¢ogalmasini 24-144.
saatlerde kontrole gore azaltmistir. (*): Kontrole gore p<0.05. (C) CB65’in
logaritmik konsantrasyonlarina karsi normalize hiicre indeksi grafiginde

ED50 4.95x10°'' M (R?=0.740) olarak hesaplanmuigtir.
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Sekil 4.9. (A) MG63 ve (B) Saos-2 osteosarkom hiicrelerinin CB2 reseptorii ile immiin
isaretlenme yiizdesi ile CB65’in hiicrelerdeki antiproliferatif etkisi arasindaki

kuvvetli pozitif korelasyon dagilim grafigi ile gdsterilmistir.
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Sekil 4.10. CB65’in MG63 osteosarkom hiicre hattindaki CB2 reseptorii aracili agonistik
etkisi spesifik CB2 reseptor antagonisti AM630 ile bloke olmustur (n=4). (A)
Zamana bagli normalize hiicre indeks grafiginde etkinin bloke oldugu zaman
araligr 24-144. saatler olarak gozlenmektedir. (B) Zamana karst normalize
hiicre indeksini gosteren bar grafiginde AM630 CB65 ile birlikte
uygulandiginda 5x10*M dozda 24-144. saatlerde, 1x10°® ve 2x108 M dozlarda
32-40. saatlerde agonistik etkiyi bloke etmistir. (*): Kontrole gére p<0.05.
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Sekil 4.11. CB65’in Saos-2 osteosarkom hiicre hattindaki CB2 reseptdrii aracili agonistik
etkisi spesifik CB2 reseptor antagonisti AM630 ile bloke olmustur (n=4). (A)
Zamana bagli normalize hiicre indeks grafiginde etkinin bloke oldugu zaman
araligir 24-144. saatler olarak gdzlenmektedir. (B) Zamana karsi normalize
hiicre indeksini gdsteren bar grafiginde AM630 CB65 ile birlikte uygulandig:
tiim dozlarda (1x1078, 2x10® ve 5x10® M) 24-144. saatlerde agonistik etkiyi
bloke etmistir. (*): Kontrole gore p<0.05.

4.4. Sentetik Spesifik Kannabinoid CB2 Agonisti CB65 Akim Sitometrisi ile MG63
ve Saos-2 Osteosarkom Hiicre Hatlarinda Ge¢ Apoptozu %7.31 ve %19.06
Oranminda Arttirmaktadir

CB65’in 1.11x10""" M dozda 48. saatte MG63 hattinda (Sekil 4.12.A ve Sekil 4.13.A)
Annexin-PI ile isaretli ge¢ apoptotik hiicre sayisini diisiik oranda ancak kontrole gore
anlamli olarak arttirdig1 saptanmigtir (p<0.05). CB65 4.95x10°!! M dozda 24. saatte Saos-
2 hattinda (Sekil 4.12.B ve Sekil 4.13.B) benzer sekilde Annexin-PlI isaretli ge¢ apoptotik
hiicre sayisini diislik oranda ancak kontrole gore anlamli olarak arttirdigi saptanmigtir
(p<0.05). CB65 uygulamast MG63 ve Saos-2 hatlarinda uygulamanin yapildigi zaman
araliginda Annexin ile igaretli erken apoptotik ve PI ile isaretli nekrotik hiicre oranlarini

etkilememistir. Orneklem sayisi sinirli olmakla beraber CB65’in geg apoptotik etki
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profiline ait veriler MG63 ve Saos-2 hatlarinda kuvvetli, pozitif korelasyon gostermistir

(R2=0.902, p<0.01).
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Sekil 4.12. Bar grafiklerde CB65 (A) MG63 hiicre hattinda 1.11x10"!!' M dozda 48. saatte
(B) Saos-2 hiicre hattinda 4.95x10°'" M dozda 24. saatte ge¢ apoptozu
kontrole gore arttirmaktadir. CB65 uygulandigi saat araliginda hiicrelerde

erken apoptoza neden olmamakta, nekrotik hiicre sayisin1 degistirmemektedir

(n=3). (*): Kontrole gore p<0.05.
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Sekil 4.13. CB65 apoptotik etkisine ait akim sitometrisi ile gergeklestirilen Annexin-PI
isaretlemesine ait temsili sagilim grafiginde (A) 1.11x10'" M dozda
uygulama sonrast MG63 hiicrelerinde 48. saatte Annexin ile isaretli
%0.08’inde erken, Annexin-PI ile igaretli %7.31’inde ge¢ apoptoz ve PI ile
isaretli %1.54’linde nekroz goriilmektedir. (B) 4.95x10"!' M dozda Saos-2
hiicrelerinde 24. saatte Annexin ile isaretli %0.07’sinde erken, Annexin-PI ile
isaretli %19.06’sinde ge¢ apoptoz ve PI ile isaretli %0.56’sinda nekroz

goriilmektedir.

4.5. CB2 Agonisti CB65’i ED50°de Salan Kontrollii Lipozomal Salim Sistemi
Gelistirildi. Lipozomal Formiilasyon in vitro Kosullarda % 51,12 EE ile Karakterize
Edildi, 24 Saatlik Sahm Ozelligi Belirlendi

Ilag yiiklenmemis bos lipozom formiilasyonunun 0. saatteki partikiil biiyiikligii
137.0+2.8 nm, polidispersite indeksi 0.433+0.014 ve zeta potansiyeli -20.3+0.5 mV
olarak saptanmustir. 0.2 mg CB65 yiikli lipozomun partikiil biiyiikliigii, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyeli sirastyla 141.7+0.6 nm, 0.451+£0.026 ve -10.9+0.3 mV; 0.4
mg CB65 yiiklii lipozomun 158.9£1.1 nm, 0.473+0.009 ve -15.3+0.4 mV ve 0.8 mg CB65
yukli lipozomun 161.4+£3.7 nm, 0.460+0.015 ve -16.0+£0.3 mV olarak o6l¢iilmiistiir

(Cizelge 4.1). Ilag yiiklenmemis bos lipozom formiilasyonuna ait partikiil biiyiikligii,
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polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri 7. giin, 1 ve 3 ayda degisiklik
gostermemistir. 0.2 mg CB65 yiiklii lipozom formiilasyonuna ait partikiil biiyiikliigii,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri 1. ayda 0. saat ve 7. giline gore artig
gostermistir. 0.4 mg CB65 yiiklii lipozom formiilasyonu 7. giin, 1 ve 3. ayda benzer
partikiil bliytikligti, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri gdstermistir. 0.8
mg CB65 yiikli lipozom formiilasyonunun 1 ve 3. aya ait partikiil biiytikliigii ve
polidispersite indeksi degerleri 0. saat ve 7. giine gore artig gostermistir. 0.8 mg CB65
yiiklii lipozom formiilasyonunun 3. aydaki zeta potansiyeli 0. saat, 7. giin ve 1. aydaki
zeta potansiyeline gére azalma gostermistir. Ug aylik stabilite dl¢iimleri sonucunda zeta
potansiyelleri géz oniine alindiginda en stabil oldugu belirlenen 0.2 ve 0.4 mg CB65
yiklii lipozom formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinlikleri sirasiyla %51.12 ve

%41.96 olarak belirlenmistir.

Diyaliz membran yontemi ile yapilan in vitro salim ¢alismasi sonucunda kiimiilatif olarak
degerlendirilen CB65, lipozom formiilasyonlar1 ile kontrolli bir salim profili
gbzlenmistir. Buna gore 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 9%72.9+2.5, 360. dakikada
%82.5+3.5, 480. dakikada %97.5+2.8 ve 1440. dakikada %99.5+2.8 oraninda kiimilatif
salim gdstermistir (Sekil 4.14). Birinci saatin sonunda CB65’in ani salim etkisi

gozlenmistir (%49.1 £5.2).
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Cizelge 4.1. Hazirlanan bos ve yiiklii lipozomlarin 0, 7, giin, 1. ve 3. ayda 6l¢iilen partikiil
biiytikliigii (PB), polidispersite indeksi (PDI) dagilimi, zeta potansiyel analizi

Ol¢limlerine ait tanimsal istatistikler ortalamatstandart sapma seklinde

verilmistir.
fﬁ’;‘ﬁ“ﬁgﬁ“_ 9:1) Zaman | PB (nm) PDI ZP (mV) | EE(%)
0.Giin | 137.042.8 | 0.433+0.014 | -20.3+0.5
u-Fosfatidilkolin:EtOH 7. Giin | 140.6+3.1 | 0.442+0.010 | -18.5+0.5
Bos Lipozom 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
0.Giin | 141.7+0.6 | 0.451+0.026 | -10.9+0.3
u-Fosfatidilkolin:EtOH| 7- Giin | 140.242.4 | 0.456+0.009 |-10.40.04 S
0.2 Mg ml CRgE 1.Ay | 148.645.6 | 0.761+0.034 | -13.320.4
3.Ay |146.2+3.3 | 0.618+0.020 | -13.5+0.1
0.Giin | 158.9+1.1 | 0.473+0.009 | -15.3+0.4
u-Fosfatidilkolin:EtOH 7- Gin | 142.142.5 | 0.440+0.022 | -13.8+0.7 e
0.4 mg/10 ml CB65 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
0.Giin |161.41+3.7| 0.460+0.015 | -16.0+0.3
u-Fosfatidilkolin:EtOH 7. Giin | 178.5+0.8 [ 0.527+0.011 | -10.120.7
0.8 mg/10 ml CB65 1. Ay [195.349.0 | 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
indeksi; ZP: zeta potansiyeli

: % Enkapsiilasyon etkinligi; PB: partikiil biiytikliigii; PDI: polidispersite
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Sekil 4.14. Zamana bagh %CB65 kiimiilatif salim grafiginde CB65 yiikli lipozom
formiilasyonu 1. saatte ortalama %49.1+£5.2’ini ortama salmistir. 2. saatten

(%56.745.8) 24. saate (%99.5+2.8) kadar kontrollii salim gozlenmistir (n=3).

4.6. CB65 Yiiklii Lipozom Salim Sistemi in vitro Kosullarda MG63 Osteosarkom
Hattinda Proliferasyonu Gercek Zamanh Olarak Azaltmistir

4.6.1. CB65 Yiiklii Lipozom Sahm Sistemi in vitro Kosullarda MG63 ve Saos-2
Osteosarkom Hatlarinda Proliferasyonunu 16. Saatten Itibaren Gerc¢cek Zamanh
Olarak Azaltmistir

En yiiksek enkapsiilasyon etkinligi gosteren 0.2 mg CB65 yiiklii lipozom formiilasyonu
esas alinarak 10"'! M dozda salimi saglanan CB65, MG63 hiicrelerinin proliferasyonunda
16. saatten 56. saate kadar kontrole gore anlamli azalmaya neden olmustur (Sekil 4.15.A
ve Sekil 4.15.B). Lipozomal formiilasyondan 10! M dozda salimi saglanan CB65, 24
saat silireyle uygulandiginda MG63 hiicrelerinin proliferasyonunda 16. saatten 56. saate
kadar kontrole gore anlamli azalmaya neden olmustur. Yirmi dort saat siireyle uygulanan
CB65 lipozomal formiilasyon MG63 hiicrelerinde tek sefer uygulanan CB65 lipozomal
formiilasyona gore anlaml yiiksek antiproliferatif etki gostermistir (p<<0.05). Yirmi dort
saat siireyle uygulanan CB65 lipozomal formiilasyon, MG63 hiicrelerinde 16. saatten 56.
saate kadar tek basina uygulanan 10! M dozda CB65’¢ gore hiicre proliferasyonunu
anlamli olarak azaltmistir (p<0.05). ila¢ yiiklenmemis bos lipozomal formiilasyonlar tek
sefer ve 24 saat siireyle uygulandiginda MG63 hiicre indeksi, 24 saat siireyle uygulanan
CB65 lipozomal formiilasyona gore 56. saate kadar anlaml1 yiiksek saptanmistir (p<0.05).

Tek seferde ve 24 saat siireyle uygulanan ilag yiiklenmemis bos lipozomal formiilasyonlar
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MG63 hiicre indeksini 40. saatten 56. saate kadar kontrol grubuna gore anlamli
arttirmistir (p<0.05). CB65 tek basina uygulandiginda MG63 hiicrelerinde 16. saatten 56.
saate kadar kontrole gore anlamli antiproliferatif etki gostermistir (p<0.05). Tek basina
uygulanan CB65’in MG63 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi 16. saatten 56. saate kadar
tek seferde uygulanan CB65 yiiklii lipozomal formiilasyona gore farkli bulunmamastir.
Tiim deney ve kontrol gruplarinda hiicre proliferasyonu 32. saatten 56. saate kadar

anlaml artis géstermistir (p<<0.05).

Saos-2 hiicre hattinda CB65’in 107! M dozda salimi saglandiginda ilag hiicrelerin
proliferasyonunda 16. saatten 72. saate kadar kontrole gére anlamli azalmaya neden
olmustur (Sekil 4.16.A ve Sekil 4.16.B). Tek basina 10! M dozda uygulanan CB65
hiicrelerin proliferasyonunda 24. saatten 48. saate kadar kontrole gore anlaml1 azalmaya
neden olmustur (p<0.05). CB65 yiiklii ilag formiilasyonu, tek basina CB65 uygulanan
gruptan farkli olarak kontrole gore daha uzun siireyle antiproliferatif etki gostermistir.
Tek basina uygulanan CB65’in Saos-2 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi 24. saatten
48. saate kadar CB65 yiiklii lipozomal formiilasyona gére farkli bulunmamistir. lag
yiiklenmemis bos lipozom formiilasyonu 16. saatten itibaren 40. saate kadar kontrole gore
proliferasyonu azaltic1 etki gstermemistir. Ilag yiiklenmemis bos lipozom formiilasyonu
48. saatten itibaren 72. saate kadar kontrole gore proliferasyonu azaltici etki gostermistir
(p<0.05). Ila¢ yiiklenmemis bos lipozom formiilasyonu uygulanan Saos-2 hiicre
proliferasyonu 16. saatten 32. saate kadar CB65 ve CB65 yiiklii lipozom formiilasyonu
ile karsilastirildiginda yiiksek saptanmistir (p<<0.05). Tiim deney ve kontrol gruplarinda
hiicre proliferasyonu 24. saatten 32. saate kadar hiicre proliferasyonunda azalma
saptanmugtir (p<0.05). Tiim deney ve kontrol gruplarinda hiicre proliferasyonu 40. saatten

72. saate kadar anlamli artig géstermistir (p<0.05).
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Sekil 4.15. CB65’in MG63 osteosarkom hiicre hattindaki antiproliferatif etkisi gergek

zamanli ve impedans temelli olarak saptanmistir (n=8). (A) Zamana bagh

normalize hiicre indeks grafiginde antiproliferatif etki penceresi 16-56.

saatlerde gozlenmektedir. (B) Zamana kars1 normalize hiicre indeksini her

doz i¢in gosteren bar grafiginde, 24 saat siireyle uygulanan 10-'! M dozda

CB65 yiiklii lipozom 16-56. saatlerde hiicre ¢ogalmasini kontrole gore
azaltmustir. (*): kontrol, (**) 10! M CB65, (##) 10"'! M CB65 lipozom 1
(tek sefer uygulama), (#) bos lipozom, (***) 10-'! M CB65 lipozom 2 (24

saat siireyle 2 kez uygulama), (###) 10"'! M bos lipozom 24 saate gore

p<0.05.
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Sekil 4.16. CB65’in Saos-2 osteosarkom hiicre hattindaki antiproliferatif etkisi gergek
zamanlt ve impedans temelli olarak saptanmistir (n=8). (A) Zamana bagh
normalize hiicre indeks grafiginde antiproliferatif etki penceresi 16-72.
saatlerde gozlenmektedir. (B) Zamana kars1 normalize hiicre indeksini her
doz igin gdsteren bar grafiginde, CB65 yiiklii lipozom uygulandiginda 10!
M dozda 16-72. saatlerde hiicre ¢ogalmasini kontrole gore azaltmistir. (*):
kontrol, (**) 10'! M CB65, (#) bos lipozom ve (##) 10! M CB65 yiiklii

lipozoma gore p<0.05.
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5. TARTISMA

Tez c¢aligmasindan elde edilen bulgular sirasiyla 27 ve 20. pasajlarina getirilen
osteosarkom MG63 hiicre hattinda akim sitometrisi yontemi hiicre i¢i ortalama CB1 ve
CB2 reseptor isaretlenme oranlar1 %45.30 ve %65.31, zardakilerde %43.33 ve %42.90;
Saos-2 hiicrelerinde hiicre i¢i CB1 ve CB2 %47.82 ve %50.80, zardakilerde %21.63 ve
%27.85 saptandi, ortak yiiksek CB2 reseptorii varligi nedeniyle sentetik CB2 agonisti
CB65’in hedefi olabilecegini gosterdi. MG63 ve Saos-2 osteosarkom hiicre hatlarinda
CB65’in antiproliferatif doz araligit WST ile 10'>-10® M ve ger¢ek zamanli yari
maksimum terap6tik etki penceresi MG63 igin ED50=1.1x10"'! M ED50 nin etkili saati
46, Saos-2 i¢in ED50=4.95x10'" M ED50’nin etkili saati 20 olarak belirlendi.
Biyomiihendislik temelli yeni lipozomal ila¢ formiilasyonu ED50’de basartyla lipozomal
tasima sistemlerine aktarildiginda %51.12 yiikleme etkinligi ve MG63 ve Saos-2 hiicre
hattinda 8-24. saatler arasinda 1.1x10"'! M dozda kontrollii salimi saglandi. CB65 yiiklii
lipozom MG63 ve Saos-2 osteosarkom hiicrelerinde 16. saatten itibaren kontrole gore
antiproliferatif etki gdostermistir. CB65 yiiklii lipozom formiilasyonu MG63 ve Saos-2
hiicrelerinde tek bagina CB65 uygulamasina gore sirasiyla 16 ve 24. saatten itibaren CB65
antiproliferatif etki gostererek CB65’in etki siiresini kisaltmis ve daha uzun siirede etki
antiproliferatif etki gdstermistir. Gelistirilen CB65 yiikli lipozom sistemi basarili bir

formiilasyon olarak degerlendirilmistir.

MG63 ve Saos-2 Hiicre Hatlar1 qRT-PCR ve Akim Sitometrisi Yontemi ile Yiiksek
Diizeyde CB2, Diisiik Diizeyde CB1 Reseptorii Bulundurmaktadir

Bu tez calismasinda MG63 hiicrelerindeki hiicre i¢i ortalama CB1 ve CB2 reseptor
isaretlenme oranlari sirastyla %45.30+7.42 ve %65.31+12.85 olarak saptanmis ve pozitif
kontrol A549 hattina ait hiicre i¢i CB1 ve CB2 reseptorleri ile karsilastirildiginda diistik
saptanmistir. MG63 hiicrelerinde zardaki CB1 ve CB2 reseptor isaretlenme oranlari
strastyla %43.33+£29.23 ve %42.90+£24.22 olarak 6l¢iilmiistiir. Hiicre zarindaki CB1 ve
CB2 reseptor immiin isaretlenmesi pozitif kontrol A549 hiicreleri ile karsilastirildiginda
diisiik saptanmistir. Calisma kapsaminda hiicre i¢ci CB reseptor isaretleme protokoliinde
uygulanan permeabilizasyon agsamasi hiicrelerin sayisinda hiicre zarindaki uygulamaya
gore azalmaya neden olmustur. Bu nedenle tez kapsaminda elde edilen CB1 ve CB2

reseptor isaretlenme oranlari beraber verilmis ancak hiicre i¢i ve hiicre membrani
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acisindan karsilastirma yapilmasi dogru bulunmamaistir. Literatlirdeki ¢alismalar hiicre i¢i
CB reseptorii degerlendirilmesi i¢in uygulanan permeabilizasyon protokoliiniin hiicre
sayisinda hiicre zarindaki uygulamaya gore belirgin azalma saptandigini ifade etmistir
[206, 207]. Endokannabinoidler lipofilik molekiiller oldugundan hem hiicre i¢i hem de
hiicre zarinda sinyal iletimi ve biyolojik yanit olusturmada aktif rol oynar [206, 208, 209].
Endokannabinoidlerin fizyolojik kosullarda CB1 ve CB2 reseptorlerini iceren G protein
yapili reseptorlere uzun siireli veya yliksek oranda baglanmasi reseptorlerde duyarsizliga
veya internalizasyona neden olmaktadir [206, 207, 210-212]. Kannabinoid 1 ve 2
reseptOrlerinin hiicreye endositozu ile hiicre zarindaki reseptdr oran1 azalmaktadir [213,
214]. Dolayisiyla giincel ¢aligmalarda akim sitometrisi yontemi ile CB reseptorlerinin
hiicre i¢i ve hiicre zarindaki oranlar1 degerlendirildiginde hiicre igindeki isaretlenme
oranlar1 esas alinmaktadir [206, 207, 215]. Bu baglamda MG63 hiicrelerinin toplam CB2
reseptor seviyesi %65.31+£12.85 olarak ele alinmistir. Bu is paketinde MG63 hattina ait
toplam CB2 immiin isaretlenme orani izotip kontrol ile karsilastirildiginda 2 kat, Saos-2
hatt1 ile karsilastirlldiginda 1.3 kat yliksek saptanmistir. Bununla birlikte MG63
hiicrelerinin CB2 immiin isaretlenme orani pozitif kontrol A549 hiicrelerine gore 1.5 kat
diisitk olarak saptanmistir. MG63 hiicrelerindeki CB2 reseptdr immiin fluoresan
isaretleme yontemi ile kalitatif olarak ¢ekirdek ¢evresinde yogunluk géstermekle birlikte
sitoplazmada yaygin ve Western Blot teknigi ile incelendiginde B-aktin kontrol genine
gore 0.2 kat yiiksek olarak saptanmistir [117]. Tez calismasi kapsaminda MG63
hiicrelerinde sitoplazmadaki CB2 reseptorii varligi immiinositokimya teknigi uygulanan
onceki ¢alisma ile uyumludur. Diger yandan 6nceki calismada kantitatif Western Blot
teknigi ile gergeklestirildiginde tez kapsaminda akim sitometrisi yontemi ile elde edilen
isaretli hiicre ylizdeleri birebir karsilastirilabilir nitelik tasimamaktadir. MG63 hiicre hatti
qRT-PCR ile B-aktin kontrol genine gore yaklasik 13 kat yiiksek CB2 ve yaklasik 10 kat
yiiksek TRPV1 reseptor ekspresyonu gostermistir [1]. Tez ¢aligmasi kapsaminda izotipik
ve pozitif kontrol gruplart ile karsilastirmali olarak saptanan CB2 reseptor iiriin
miktari/isaretlenme orani literatiirde bildirilen CB2 reseptér ekspresyon seviyesine
mRNA miktarlarina gore diisiik bulunmustur. MG63 hiicre hattinda qRT-PCR ile CB1 ve
CB2 reseptor ekspresyon seviyelerine iligkin B-aktinle karsilastirmali ACt degerleri
yaklasik 15 olarak saptanmis ve metastatik 143B osteosarkom hiicre hattina gore 8 kat
daha diisiik, HOS osteosarkom hattina gore 2 kat yiiksek CB2 reseptor ekspresyonu
gostermistir [118]. Kannabinoid reseptdrlerinin ekspresyonu ve isaretlenme diizeyleri,

kanserin derecesi ve hiicre hatlarinin iki katina ¢ikma siiresi ile iligkilendirilmektedir
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[216, 217]. Literatiire ait bulgularla birlikte degerlendirildiginde tez kapsaminda MG63
hiicrelerinin CB2 isaretlenme diizeyi ile A549 kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserine ait
CB2 diizeyi arasindaki fark, iki katina ¢ikma siiresi oldukga kisa olan metastatik 143B
osteosarkom hatti ile arasindaki farkla uyumlu olarak degerlendirilebilir. Yag yapili ve
kisa yar1 Omiirlii kannabinoid reseptorlerinin saptanmasi igin altin standart olarak bilinen
qRT-PCR yontemi ile CB2 reseptoriine ait rolatif mRNA kat artisinin saptanmasi
giivenilir sonuglar verebileceginden ileri c¢aligmalarla CB2 reseptdr ekspresyonunun

qRT-PCR ile validasyonu hedeflenmistir.

Saos-2 osteosarkom hiicrelerinde, pozitif kontrol A549 hiicrelerine gére qRT-PCR
yontemiyle yiiksek oranda CB2 reseptor ekspresyonu saptanmigtir. Saos-2 hiicreleri,
A549 hiicrelerine gore diisiik oranda CB1 reseptor ekspresyonu, yiiksek oranda GPRS55
ve TRPV1 reseptor ekspresyonu gostermistir. qRT-PCR ile Saos-2 hiicre hattinda CB2
reseptor ekspresyonu degerlendirilmis ve B-aktin kontrol genine gore yaklasik 11 kat
yiiksek CB2 ve 10 kat yiiksek TRPV1 reseptor ekspresyonu gosterdigi saptanmistir [1].
Literatiire ait ¢aligmada CB2 reseptor ekspresyonu sadece B-aktin kontrol genine ait
ekspresyon diizeyi ile karsilastirilmis olup pozitif kontrol hiicre hatti ile
karsilastirilmamistir. Tez calismast kapsaminda pozitif kontrol A549 [186] hiicrelerine
gore 10 kat yiiksek CB2 ekspresyonu gosteren Saos-2 hiicreleri GAPDH kontrol genine
gore 3 kat yiiksek saptanmistir. GAPDH kontrol genine gore karsilastirilan CB2 reseptor
ekspresyon diizeyi literatiirde B-aktin kontrol genine gore karsilastirilan CB2 ekspresyon
seviyesine gore diisiik bulunmustur. GAPDH ve B-aktin genleri qRT-PCR ¢alismalarinda
yaygin olarak kullanilan kontrol genleri [218] olmakla beraber MG63 ve Saos-2
osteosarkom hiicrelerinde house-keeping genlerinin tanimlanmasi ve validasyonuna
iliskin yapilan transkriptom analizinde GAPDH geninin B-aktin genine gdre daha stabil
oldugu saptandigindan [219] tez ¢caligsmas1 kapsaminda GAPDH kontrol geni kullanilmasi
uygun bulunmustur. Tez kapsaminda Saos-2 hiicrelerinde hiicre i¢i CB1 ve CB2 reseptor
isaretlenme oranlar1 sirasiyla %47.82+6.05 ve 9%50.80+16.33 saptanmistir. Saos-2
hiicrelerinde zardaki CB1 ve CB2 reseptorleride %21.63+£11.59 ve %27.85+5.82 olarak
Olciilmiigtiir. CB2 reseptdr orant pozitif kontroli olusturan AS549 hiicreleri ile
karsilastirildiginda diisiik saptanmistir. Sonugta hiicre i¢i CB2 reseptor isaretlenme orant
esas alinarak degerlendirme yapilmistir. Saos-2 hattina ait toplam CB2 immiin
isaretlenme orani izotip kontrol ile karsilastirildiginda 1.03 kat yiiksek saptanmuigtir.

Bununla birlikte Saos-2 hiicrelerinin CB2 immiin isaretlenme orani1 pozitif kontrol A549
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hiicrelerine gore 1.8 kat diisiik saptanmistir. Pozitif kontrol hattinin deney diizeneklerine
eklenmesi duyarlilik ve ozgillik i¢in gereklidir [206]. Saos-2 hiicrelerine ait CB2
reseptor ekspresyon seviyesi ile CB2 immiin isaretleme orani, A549 hiicrelerine ait
bulgularla kiyaslandiginda uyum gostermemistir. Kannabinoid molekiilleri hiicre i¢inde
diizenli olarak sentezlenip yikildigindan Saos-2 hiicrelerinde CB2 reseptor isaretlenme
diizeyi akim sitometrisi yontemi ile yliksek verimle saptanamamis olabilir. Bu nedenle
gen diizeyinde hassas, giivenilir, gecerli ve tekrarlanabilir sonuglar veren qRT-PCR
yontemi CB reseptor seviyelerinin degerlendirilmesi igin altin standart olarak tercih

edilmektedir.

MG63 ve Saos-2 Hiicrelerinde CB65’in Etkili Doz Arahg 24 ve 48 Saat Zaman
Arah@ginda 10'2-10® M Olarak Saptanmustir. Ger¢ek Zamanh Spesifik Yar
Maksimum Antiproliferatif Etki Penceresi ise MG63 Hatti igin 48. Saatte 1.11x10!!
M ve Saos-2 Hatti icin 24. Saatte 4.95x10°1! M Olarak Saptanmistir. Spesifik Etki
CB2 Reseptor Antagonisti ile Bloke Olmustur. ED50 MG63 ve Saos-2 Hiicrelerinde
Sirasiyla %7.31’inde ve %19.06’sinde Ge¢ Apoptozu Indiiklemistir

Sentetik spesifik CB2 reseptoér agonisti CB65, hiicre i¢i ve hiicre zarindaki CB1 ile
karsilagtirildiginda yiiksek seviyede CB2 reseptorii bulunduran MG63 hiicre hattinda, in
vitro kogullarda, WST-1 yontemi ile 10'>~10° M doz araliginda ve zaman bagiml olarak
hiicre ¢ogalmasini kontrole gore azaltmistir. CB65, antiproliferatif etkisini MG63 hiicre
hattinda 48. Saatte gostermistir. CB65’in gercek zamanli yar1 maksimum etkili doz
penceresi MG63 hiicrelerinde 48. Saatte 1.11x10"!! M olarak ortaya konmustur. CB65’in
reseptOr aracili spesifik etkisi CB2 reseptor antagonisti AM630 ile ger¢ek zamanli olarak
ortadan kalkmistir. Bu sonug ilacin spesifik agonistik etkisini dogrulamigtir. CB1 ve CB2
pan agonisti WIN 2.0x10 M dozda MG63 hiicre hattina uygulandiginda WST-8 yontemi
ile 24. saatte proliferasyonu istatistiksel anlamli olarak kontrole gére %30 azaltmis [108],
ayni dozda WIN MTT (3-/4,5-dimethylthiazolyl- 2] 2,5-diphenyl-tetrazolium bromide)
yontemiyle MG63 hiicrelerinde 8. saatten itibaren hiicre proliferasyonunu kontrol,
Anandamid (AEA) (5.0x10®, 1.0x107 ve 2.0x10-> M) ve stabil analogu MET-Anandamid
(5.0x10°%, 1.0x107 ve 2.0x10° M) uygulanan gruplara gore anlamli olarak azaltmistir
[109]. Tez ¢alismasinda CB65 uygulamasit WIN uygulamasina gére MG63 hiicre hattinda
daha diisiik dozda, daha yiiksek oranda antiproliferatif etki saglamistir. Etanolamid tlirevi
dokosaheksaenoil etanolamid (DHEA) epoksitlerinin regioizomerleri (pozitif izomer)
1.25x107 ve 2.5x10°> M dozlarda MG63 hiicre hattinda cell titer blue testi ile 24 saatte
proliferasyonu azalmistir [118]. Tez c¢alismast bulgularina gére DHEA epoksit
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regioizomerlerine gore CB65 MG63 hiicrelerinde daha diisiik dozda ve daha uzun siirede
etki gostermistir. AEA 5.0x10-> M dozda 24 saatte WST-1 yontemi ile MG63 hiicrelerinin
proliferasyonu kontrole gore %50 oraninda anlamli olarak azaltmistir [114]. CB65 MG63
hiicrelerinde AEA’e gore daha diisiik dozda daha giiclii antiproliferatif etki gdstermistir.
Bu baglamda CB65’in MG63 hiicre hattindaki CB2 agonistik antiproliferatif etki giicii
WIN, AEA, MET-Anandamid ve DHEA epoksit agonistlerine gore daha yiiksek ve

kanserdeki terapotik potansiyeli daha iistiin olarak degerlendirilmistir.

Sentetik spesifik CB2 reseptor agonisti CB65, hiicre i¢i ve hiicre zarindaki CB1 ile
karsilagtirildiginda yiiksek seviyede CB2 reseptorii bulunduran Saos-2 hiicre hattinda, in
vitro kogullarda, WST-1 yontemi ile 10'>~10° M doz araliginda ve zaman bagiml olarak
hiicre ¢ogalmasin1 kontrole gore azaltmistir. CB65, antiproliferatif etkisini Saos-2
hiicrelerinde 24. saatte gostermistir. CB65’in ger¢ek zamanli yart maksimum etkili doz
penceresi Saos-2 i¢in 24. saatte 4.95x10"!! M olarak ortaya konmustur. CB65’in reseptor
aracilt spesifik etkisi CB2 reseptor antagonisti AM630 ile ger¢ek zamanli olarak ortadan
kalkmistir. Bu sonug ilacin spesifik agonistik etkisini dogrulamigtir. MAGL inhibit6rii
JZ1L-184 1.0x10° M — 1.0x10* M doz araliginda Saos-2 hiicrelerinde Alamar Blue
yontemiyle 72 saatte doz bagimli olarak kontrole gore hiicre proliferasyonunu azaltmistir
[115]. Tez kapsaminda sentetik spesifik CB2 agonisti CB65’in Saos-2 hiicrelerindeki
antiproliferatif etkisi endojen kannabinoid 2-AG’nin yikim enzimi olan MAGL inhibitorii
JZL-184’e gore daha giiclii olarak saptanmis ve bu etki diisiik dozda ger¢eklesmistir.
Kannabinoid pan agonisti WIN 2.0x10> M dozda MTT testi ile 48. saatte kadar Saos-2
hiicrelerinin proliferasyonunu %40 oraninda, 1.0x10 M, 2.0x10° M ve 3.0x10° M
dozlarda 24. saatte %50 oraninda doz ve zaman bagimli olarak azaltmistir [112]. Tez
caligmas1 kapsaminda uygulanan sentetik spesifik CB2 reseptor agonisti CB65 Saos-2
hiicre hatlarinda WIN’a gore daha diisiik dozda etki gostermekle beraber, etki giicleri
karsilagtirildiginda pan agonistin daha potent antiproliferatif etki gosterdigi ve etkisinin
CB65’e gore daha erken basladigi saptanmistir. Tez c¢alismasi kapsaminda Saos-2
hiicrelerinin hiicre i¢cinde CB1 ve CB2 reseptor isaretlenmeleri %47.82+6.05 ve
%50.80+16.33, hiicre zarinda %21.63+11.59 ve %27.85+5.82 oraninda bulundurduklari
saptanmigtir. Buradan hareketle CB reseptdr pan agonistin etkilerinin CB2 agonistine

gore daha giiclii olmasi olagan olarak degerlendirilmistir.
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CB65 apoptotik etkisine ait akim sitometrisi ile gerceklestirilen Annexin/Pl
isaretlemesinde MG63 hiicrelerinde 1.11x10"!! M dozda CB65 uygulandiginda 48. saatte
Annexin ile isaretli %0.08’inde erken, Annexin-PI ile isaretli %7.31’inde ge¢ apoptoz ve
PI ile isaretli %1.54’{inde nekroz ile dliime gittigi saptanmistir. MG63 hattinda CB65
1.11x10°'' M dozda ve 48. saatte Annexin-PI ile isaretli geg apoptotik hiicre sayisini diisiik
oranda ancak kontrole gére anlaml arttirmigtir. TRPV1 agonisti RTX 5.0x10° M dozda
tek bagina uygulandiginda 24 saatte MG63 hiicre hattinda Annexin isaretli erken apoptotik
ve Annexin V-PI isaretli ge¢ apoptotik toplam hiicre oran1 %21.7 olarak saptanmus, ilag
p-Akt inhibisyonu aracili olarak apoptozu indiiklemistir [1] Tez calismasinda CB65,
MG63 hiicrelerine literatiirde belirtilen ¢calismadan daha diisiik dozda uygulanmis, daha
uzun siirede ve daha diisiik Annexin isaretli erken apoptotik ve Annexin V-PI isaretli gec¢
apoptotik toplam hiicre orani saglamistir. MG63 hiicre hattinda DHEA epoksitlerinin
regioizomerlerinin Annexin ve Annexin V-PI isaretleme yontemi ile 1.25x10° M dozda
%4.17 oranda apoptozu indiikledigi saptanmistir [118]. Bu caligsmaya gore tez ¢caligmasi
degerlendirildiginde daha diisiik dozda CB65, MG63 hiicreleri iizerinde daha yiiksek
oranda apoptozu arttirici etki gostermistir. 5.0x107, 1.0x10** ve 2.0x10* M dozlarda 24
saat AEA uygulanan MG63 hiicrelerinde Annexin V/PI yontemi ile JNK, ERK, p38,
MAPK ve kaspaz 3 aktivasyonu aracili apoptozu dozlara gore sirasiyla %50, %75 ve %80
oraninda kontrole gdre arttirdigi saptanmistir [114]. Tez caligmas1 kapsaminda CB65
daha diisiik dozda MG63 hiicrelerinde literatiirde belirtilen dozdan daha diisiik ve daha
uzun siire uygulanmis ve apoptozu daha az indiiklemistir. Buna karsin, apoptotik yolaga
ait JNK, ERK, p38, MAPK ve kaspaz 3 belirtecleri incelenmemistir. CB1 ve CB2 pan
agonisti WIN 5.0x10° M dozda tek basina veya 5 ng/ml TRAIL PAR-4 proteini ile 36
saat slireyle uygulandiginda MG63 hiicrelerinde kaspas 8 aracili apoptozu uyarmis [109],
zaman bagiml olarak endoplazmik retikulumu stresi (ERS) aracilt sistein bakimindan
zengin proteinin (SPARC) seviyesini arttirarak cleaved kaspaz 8, pro-kaspaz 3 ve PARP
aktivasyonu ile apoptozu indiiklemistir [110]. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda apoptotik
yolaga ait cleaved kaspaz 8, pro-kaspaz 3 ve PARP belirtegleri incelenmemistir. Ubikitin
bagimli proteazom sisteminin seg¢ici geri doniisiimlii inhibitorii olan Bortezomib (BTZ)
1.0x10® M dozda, 1.0x107 M CB2 agonisti JWH-133 ile birlikte uygulandiginda 24.
saatte HOS osteosarkom hiicre hattinda Annexin isaretli erken ve Annexin V-PI isaretli
geg apoptotik toplam hiicre oran1 %32.05 olarak olgiilmiis, ayn1 dozda BTZ 5.0x10¢ M
RTX ile kullanildiginda Annexin V-PI isaretli ge¢ apoptotik ve Annexin isaretli erken

apoptotik toplam hiicre orant %36.06 olarak saptanmistir. Uygulanan tiim kombine
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tedaviler HOS hiicre hattinda kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 indiiksiyonu ile apoptozu arttirmigtir
[13]. Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda apoptotik yolaga ait kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 belirtegleri

incelenmemistir.

Tez galigmasi kapsaminda 1.11x10'! M dozda 48 saat uygulanan CB2 reseptor agonisti
CB65 Annexin isaretli erken ve Annexin V-PI isaretli ge¢ apoptotik etkinligi bildirilen
ajanlara gore daha MG63 hiicrelerine gore diisiik oranda apoptozu indiiklemistir. CB65’in
MG63 hiicrelerinde erken apoptoza etkisinin izlenmesi gerektiginden 24 saatlik CB65
uygulamasinda apoptozun degerlendirilmesi planlanmustir. ileri calismalarda ilacin diger
reseptor antagonistleri ve hedefli kemoterapi ajanlar1 ile beraber uygulanmasi

gerekmektedir.

Saos-2 hiicrelerinde 4.95x10'! M dozda CB65 uygulandigina 24. saatte Annexin ile
isaretli %0.07’sinde erken, Annexin-PI ile isaretli %19.06’sinde ge¢ apoptoz ve Pl ile
isaretli %0.56’sinda nekroz saptanmustir. Saos-2 hattinda CB65 4.95x10!! M dozda ve
24. saatte Annexin-PlI ile isaretli ge¢ apoptotik hiicre sayisini diisiik oranda ancak kontrole
gore anlamli arttirmustir. CB2 agonisti JWH-133 1.0x10”7 M ve TRPV1 agonisti RTX
5.0x10° M dozlarda Saos-2 hiicre hattina 24 saat tek bagina uygulandiginda Annexin ve
Annexin V-PI isaretlenen toplam hiicre orani sirasiyla %36.5 ve %29.3 olarak saptanmis
ancak kontrole gore istatistiksel anlamlilik bulunmamuistir [1]. Tez ¢alismasi bulgularina
gore CB65, Saos-2 hiicre hattinda literatiirde verilen saat ile ayn1 sekilde ve daha diisiik
dozda uygulanmis, apoptozu indiikleyici etkisi gosterilmistir. 3.0x10> M dozda WIN, 24
saatte Saos-2 hiicrelerinde sitoplazmada sitokrom c, cleaved kaspaz 3 ve cleaved PARP
aktivasyonu ile apoptozu kontrol ve diger ila¢ gruplarma gore anlamli olarak
indiiklemistir [112]. Tezin ¢iktilarina gére CB65 daha diisiik dozda literatiirdeki ¢alisma
ile ayn1 saatte Saos-2 hiicrelerine uygulanmisg, apoptozu azaltici etki gostermistir. WIN
5.0x10°® M dozda tek basina veya 5 ng/ml TRAIL PAR-4 proteini ile 36 saat
uygulandiginda Saos-2 hiicrelerinin apoptozunu uyarmis [109], zaman bagimli olarak
endoplazmik retikulumu stresi (ERS) aracili sistein bakimindan zengin proteinin
(SPARC) seviyesini arttirarak cleaved kaspaz 8, pro-kaspaz 3 ve PARP aktivasyonu ile
apoptozu indiiklemistir [110]. Tez ¢calismasina gore Saos-2 hiicrelerine daha diisiin dozda

uygulana CB65 daha kisa siirede apoptozu arttirici etki gostermistir.
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Bu tez kapsaminda CB2 reseptor agonisti CB65, MG63 ve Saos-2 hiicre hatlarinda
antiproliferatif etkileri i¢in ilk kez degerlendirilmistir. Ancak CB65 daha once baska
kanser hatlarinda doz bagimli antiproliferatif etkileri agisindan denenmistir [119, 120,
195]. CB635, 6.25x1071°M, 2.5x10° M ve 2x10®* M dozlarda uygulandiginda, 48 saatte
HepG2 hepatoselliiler karsinomu hattinda MTT teknigi ile hiicre proliferasyonunu
azaltmus, antiproliferatif etkili dozu 6.25x107'° M olarak belirlenmistir [119]. Tez
caligmasi kapsaminda elde edilen sonuglara gore CB65 literatiirde verilen zaman ile ayni
fakat daha diisiik dozda, MG63 osteosarkom hattinda hiicre ¢cogalmasini azaltict etki
gostermis, Saos-2 hiicre hattinda daha kisa siirede bu etkiye ulagmistir. Bu durum
CB65’in osteosarkom hiicre hatlarindaki etkisinin HepG2 hiicre hattina gore daha kisa
siirede ve daha diisiik dozda oldugunu gostermektedir. CB65, 1.0x107 M, 2.0x10" M ve
5.0x10® M dozlarda MDA-MB-231 hiicrelerine 48 saat uygulanmig, MTT testi ile
uygulanan tim dozlarda CB65 kontrole gore hiicrelerinin proliferasyonunu
etkilememistir [195]. CB2 agonisti CB65 2.0x10° M’a kadar artan dozlarda
uygulandiginda MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde proliferasyonu inhibe edici etki
gostermistir [195]. CB65 ve CB2 antagonisti AM630 birlikte uygulandiklarinda MDA-
MB-231 insan meme kanseri hiicre hattindaki antiproliferatif etkisini bloke etmistir [195].
Tez caligmasi bulgularina gore ¢ok daha diisilk dozda uygulanan CB65, osteosarkom
hiicre hatlarinda hiicre ¢ogalmasin1 azaltmaktadir. CB65’in AM630 ile birlikte
uygulandigi osteosarkom hiicre hatlarinda da benzer sekilde antiproliferatif etkinin bloke
oldugu goézlenmistir. Bu sonuglara gore etkili dozda CB65’in meme kanseri hiicre
hattindaki etkinliginin osteosarkomdaki etkinligine gore daha diisiik oldugu saptanmustir.
Laboratuvarimizda gergeklestirilen ¢alismalar kapsaminda Ishikawa endometriyal
adenokarsinom ve CRL-7566 yumurtalik endometriozis kist duvart stromal hiicre
hatlarinda impedans tabanli ger¢cek zamanli proliferasyon analizinde 46 saatte CB1
agonisti ACPA 9.3x10° M ve CB65 1.9x10* M dozda kontrole gore proliferasyonu
azaltici etki gostermistir. Ayni ¢alismada 1.9x10* M dozda CB65 Ishikawa hiicrelerine
uygulandiginda Annexin V-PI isaretli %42.4 gec apoptotik ve Annexin isaretli %38.1
erken apoptotik, ve CRL-7566 hiicre hattina uygulandiginda Annexin V-PI igaretli %4.7
gec apoptotik ve Annexin isaretli %73.6 erken apoptotik orani saptanmistir [120]. Tez
calismas1 kapsamimda MG63 ve Saos-2 hatlarina sirastyla 48 ve 24 saat uygulanan
CB65’in literatiirde verilen doza gore daha diisiik dozda etki ettigi goriilmiistiir. MG63
hatt1 i¢in gdrece ayni siirede daha yiiksek apoptotik etki gortiliirken, Saos-2 i¢in daha

uzun slirede bu etki gorlilmiistiir. Osteosarkom hiicre hatlarima goére Ishikawa
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endometriyal adenokarsinom ve CRL-7566 yumurtalik endometriozis kist duvari stromal
hiicre hatlarinda CB65’in apoptotik etkinligi daha yiiksek fakat tez caligmasi bulgularinda
daha diisiik dozda CB65’in proliferasyonu azaltici etkileri oldugu goriilmiistiir. Tez
caligmasinda elde edilen sonuglarin CB65’1in etkili doz penceresinin literatiire gére daha
diisiik oldugu gozlemlenmistir. Diisiik dozda etkinin saglanmasi yan etkilerin azaltilmasi
icin fayda saglayabilmektedir. Literatiirde CB65’in osteosarkom hiicrelerindeki
proliferasyonu azaltict ve apoptozu indiikleyici etkilerine dair herhangi bir bilgiye

rastlanmamistir ve bu kapsamda elde edilen deney ¢iktilar1 orijinal nitelik tagimaktadir.

CB65 Yiikli Lipozom Salim Sistemi in vitro Kosullarda MG63 ve Saos-2
Osteosarkom Hatlarinda Hiicre Proliferasyonunu 10! M Doz Salim ile 16. Saatten
Itibaren Gercek Zamanh Olarak Azaltmistir

CB65’in kontrollii saliminin saglanmasi i¢in gelistirilen lipozomal formiilasyonlar i¢in
yapilan stabilite analizine gore 0.2 mg CB65 yiikli lipozomun partikiil bliytikligi,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli sirasiyla 141.7+0.6 nm, 0.451+0.026 ve -
10.9+0.3 mV; 0.4 mg CB65 yiiklii lipozomun 158.9+1.1 nm, 0.473+0.009 ve -15.3+0.4
mV ve 0.8 mg CB65 yiiklii lipozomun 161.443.7 nm, 0.460+0.015 ve -16.0+0.3 mV
olarak ol¢lilmiistiir. Tiim formiilasyonlar i¢in elde edilen zeta potansiyelleri +30 mV ve -
30 mV araliginda saptanmis ve formiilasyonlarin stabil oldugu goriilmiistiir [220].
Hazirlanan 3 formiilasyonun polidispersite indeksi 0.5’in altinda saptanmis ve
formiilasyonlarin homojen oldugu belirlenmistir [220]. 0.2 ve 0.4 mg CB65 yiikli
lipozom formiilasyonlar1 3 ay boyunca stabilitesini biiyiik oranda korurken 0.8 mg CB65
yilkli lipozom formiilasyonunun 1 ve 3. aya ait partikiil biiyiikliigli ve polidispersite
indeksi degerleri 0. saat ve 7. giine gore artis gostermistir. 3 aylik stabilite dl¢timleri
sonucunda en stabil oldugu belirlenen 0.2 ve 0.4 mg CB65 yikli lipozom
formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinlikleri sirasiyla %51.12 ve %41.96 olarak
belirlenmis ve gorece yliksek enkapsiilasyon etkinligi elde edilen 0.2 mg CB65 yiiklii

lipozom formiilasyonu degerlendirmeye alinmigtir.

Literatiirde CB65’in lipozoma veya baska salim sistemlerine yiiklendigi herhangi bir
caligma yer almamaktadir. Yag yapili kannabinoidler kontrollii salim ile uzun siireli etki
icin lipozomlar [144, 181] basta olmak {izere kat1 lipit nanopartikiiller [152, 184],
nanoyapilt tastyicilar [179, 180, 183] gibi salim sistemlerine yliklenmektedir.

Kannabidiol (CBD) lipozomlara yiliklenmis ve formiilasyonun partikiil biiytkligi
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1910.3+£90.7 nm, polidispersite indeksi 0.8+0.1, zeta potansiyeli 5.0+1.6 mV ve yiikleme
etkinligi %90 olarak belirlenmistir [144]. Ila¢ yiikklenmemis lipozom formiilasyonunun
partikiil bliytikligi 1559.7+142.0 nm, polidispersite indeksi 0.7+0.1 ve zeta potansiyeli
6.4+£0.4 mV olarak oSl¢iilmiistiir [144]. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda CB65 yiiklenen ve
ilag yiiklenmeyen bos lipozom formiilasyonu CBD yiiklii lipozomal formiilasyonuna gore
daha yiiksek homojenite ve daha diisiik partikiil biyiikliigii ile karakterize edildigi
saptanmigtir. CB65 yiiklii lipozomal formiilasyona ait yiikleme etkinligi CBD yiiklii
lipozomal formiilasyona gore diisiik saptanmistir ince film olusturma ydntemi ile
diagilgliserol lipaz-beta (DAGLP) inhibitdrii KT109 yiiklenmis lipozomal formiilasyon
icin partikiil biiyiikliigii 91.0+2.0 nm ve yiikleme etkinligi %0.4 olarak hesaplanmigtir
[181]. Tez calismasi kapsaminda elde edilen yilikleme etkinligi KT109 yiikli lipozomal
sisteme gore oldukea yiiksek bulunmustur. Kurkumin (Cur) ve HU-211 yiiklii kati lipit
nanopartikiilleri (Cur-SNLs-HU-211) i¢in -21.7+0.4 mV zeta potansiyeli ve 58.77+1.7
nm partikiil biliytkligt oOl¢tilmustiir. Cur/SLNs ve Cur/SLNs-HU-211'in yiikleme
etkinlikleri sirastyla %21.61£1.65 ve %18.34£1.06 olarak Olciilmiistiir [184]. Bu tez
caligmasinin bulgulari ile karsilastirildiginda CB65’e ait yiikleme etkinliginin ve partikiil
biiytikliigiiniin daha yiiksek, zeta potansiyel degerlerinin benzer seviyelerde oldugu
goriilmiistiir. Ultrasonikasyon teknigi ile hazirlanan kat1 lipit nanopartikiillere A9-THC
ve A9-THC-valin-hemisiiksinat yiliklenmis ve sirasiyla partikiil biiyiikliikleri 269.2 + 5.66
nm, 287.80 £7.35 nm, polidispersite indeksleri 0.32+0.15, 0.29+0.01 ve ylikleme etkinligi
%96.84+0.02 ve %93.57+4.68 olarak verilmistir [152]. Caligma bulgularinin CB65 ytiklii
lipozom sistemine gore yiiksek homojenite gosterdigi ve yiiksek ylikleme etkinligi ve
partikiil biiyiikliigii ile karakterize edildigi izlenmistir. Sicak mikroemiilsiyon teknigi ile
hazirlanmis CBD yiiklenmis ve ila¢ yiiklenmemis nanoyapili lipit tasima (NLC)
sisteminde Olgiilen partikiil boyutlart sirastyla 177.0 = 3.1 nm ve 285.0 £ 5.2 nm olarak
verilmigstir [183]. CBD yiiklii ve yliklenmemis NLC i¢in polidispersite indeksleri sirastyla
0.30+0.02 ve 0.34+0.05 ve zeta potansiyelleri sirasiyla 40+£0.5 mV ve 414+0.6 mV olarak
Ol¢iilmiistir. CBD NLC sistemine %99 etkinlikle yiiklenmistir [183]. Calismaya ait
bulgular tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen bulgular ile karsilastirildiginda yiiksek
partikiil biiyiikliigii ve enkapsiilasyon etkinligi, diisiik polidispersite indeksi ve yiiksek
zeta potansiyeli gostermistir. Bu bulgular halihazirda gelistirilen CB65 yiiklii lipozom
formiilasyonunun yiiksek stabilite ve gorece diisiik homojeniteye sahip oldugunu
gostermektedir. Ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan NLC’lere rimonabant (RMN)),

AM251 ve URBS597 yiiklenmis ve RMN igin partikiil biiytkligi 92.5+1.5 nm,
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polidispersite indeksi 0.20+0.03 ve yilikleme etkinlikleri %98.0+£1.4; AM251 i¢in partikiil
bliytikliigii 110.3£2.2 nm, polidispersite indeksi 0.244+0.01 ve yiikleme etkinlikleri
%99.9+0.1; URB597 i¢in partikiil biiytikliigii 104.0£1.8 nm, polidispersite indeksi
0.2540.02 ve yiikleme etkinligi %92.8+0.8 olarak 6l¢iilmiistiir [ 179, 180]. Calismada elde
edilen yiikleme etkinligine iliskin bulgular CB65 yiiklii lipozomal sisteme gore yiiksek,
partikiil bliytikliikleri diisiik saptanmig ve formiilasyonlarin yiiksek homojenite gosterdigi

gorlilmiistiir.

Diyaliz membran yontemi ile in vitro kimiilatif CB65 salim calismasinda, lipozom
formiilasyonlar1 ile kontrollii bir salim profili gozlenmistir. Buna gére CB65’in 30.
dakikada %25.324+4.2’s1, 60. dakikada %49.12 + 5.2’s1, 120. dakikada %56.72+5.8°1,
180. dakikada %61.69+6.4°1, 240. dakikada %72.86+2.5°1, 360. dakikada %82.48+3.51,
480. dakikada %97.46+2.8’1 ve 1440. dakikada 9%99.55+2.8’1 salinmistir. Birinci saatin
sonunda gozlenen ani salim etkisi lipozom ¢eperinde ve ylizeyde tutunan etken maddenin
¢oziinme ortamina hizli gecisine dayandirilmistir [221, 222]. Ani salim ardindan gbzlenen
kontrollii salim profili, ¢gekirdek kismindaki etken maddenin lipit tabakalardan difiizyonu
ile ortama salinmasi sonucu daha yavas salim gostermesine neden olmustur [221, 222].
Suda kolaylikla ¢oziinmeyen matriksten etken maddenin salimi1 zamanla daha yavas
gerceklesmistir [221, 222]. Literatiirde kat1 lipit nanopartikiillere yiiklenmis kurkumin 7
gilin boyunca %77 salim profili gostermistir [184]. Sicak mikroemiilsiyon teknigi ile
hazirlanmig CBD yiiklenmis nanoyapili lipit tasima (NLC) sisteminde ilk 5 dakikada ani
salimla ilacin %50'sinden fazlasi salinmis ve sonraki 90 dakika boyunca yavas ve siirekli
salim gozlenmistir [183]. Kannabidioliin yavag ve siirekli salim gosterdigi 90 dakikalik
periyodun calisgmamiz kapsaminda elde edilen CB65 salim siiresine gore kisa oldugu

gorlilmiistiir.

MG63 hiicrelerine 10-'! M dozda salimi saglanan CB635 yiiklii lipozom formiilasyonu tek
ve 24 saat slireyle uygulandiginda proliferasyonu 16. saatten 56. saate kadar kontrole gore
azaltict etki gozlenmistir. Yirmi dort saat siireyle uygulanan CB65 lipozomal
formiilasyon, MG63 hiicrelerinde 16. saatten 56. saate kadar tek basina uygulanan 101!
M dozda CB65’e gére hiicre proliferasyonunu azaltmistir. Ilag yiiklenmemis bos
lipozomal formiilasyonlar tek sefer ve 24 saat siireyle uygulandiginda MG63
hiicrelerinde, 24 saat siireyle uygulanan CB65 lipozomal formiilasyona gore 56. saate

kadar antiproliferatif etki gdstermemistir. Tek seferde ve 24 saat siireyle ilag
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yiikklenmemis bos lipozomal formiilasyonlarin uygulandigi MG63 hiicrelerinin indeksi
40. saatten 56. saate kadar kontrol grubuna gore yiiksek saptanmigtir. CB65 tek basina
uygulandiginda MG63 hiicrelerinde 16. saatten 56. saate kadar kontrole gore
antiproliferatif etki gostermistir. Tiim deney ve kontrol gruplarinda hiicre proliferasyonu
32. saatten 56. saate kadar anlamli artig gostermistir. Saos-2 hiicre hattinda CB65’in 10
"' M dozda salimi saglandiginda ilag hiicrelerin proliferasyonunda 16. saatten 72. saate
kadar kontrole gore anlamli azalmaya neden olmustur. Tek bagina 10! M dozda
uygulanan CB65 hiicrelerin proliferasyonunda 24. saatten 48. saate kadar kontrole gore
azalmaya neden olmustur. CB65 yiiklii ila¢ formiilasyonu, tek basina CB65 uygulanan
gruptan farkli olarak kontrole gore daha uzun siireyle antiproliferatif etki gostermistir.
[lag yiiklenmemis bos lipozom formiilasyonu 16. saatten itibaren 40. saate kadar kontrole
gore proliferasyonu azaltici etki gostermemis, 48. saatten 72. saate kadar kontrole gore
proliferasyonu azaltic1 etki gdstermistir. Ilag yiiklenmemis bos lipozom formiilasyonu
uygulanan Saos-2 hiicre proliferasyonu 16. saatten 32. saate kadar CB65 ve CB65 yiikli
lipozom formiilasyonu ile karsilastirildiginda ytiksek saptanmigtir. Tiim deney ve kontrol
gruplarinda hiicre proliferasyonu 24. saatten 32. saate kadar hiicre proliferasyonunda
azalma saptanmistir. Tiim deney ve kontrol gruplarinda hiicre proliferasyonu 40. saatten

72. saate kadar artig gdstermistir.

Tez calismasinda CB65’in osteosarkom hiicrelerine uygulanmasinda kullanilan gergek
zamanl proliferasyon analizi literatiirdeki diger ¢aligmalarda kullanilmamis olmakla
birlikte bir caligmada kemoterapdtik ve kannabinoidler gibi hidrofobik yapili bir ilag olan
doksorubisin (DOX) pH gradyan hidrasyon yontemi ile lipozomlara yiliklenmis ve insan
primer osteoblast ve MG-63, U2-0OS, SaOS-2, SaOS-LM7 osteosarkom hiicre hatlarinda
72. saatte hiicre proliferasyonu MTT ile degerlendirilmistir. Ila¢ yiiklenmemis lipozom
(F-DOX) ve 1 ppm DOX yiiklii lipozom (L-DOX) osteoblast hiicrelerinde sirasiyla %64.3
ve %48.46, MG63 hiicrelerinde %60.1 ve %33.7, U2-OS hattinda %58.2 ve %22.32,
Saos-2 hiicrelerinde %51.5 ve %14.88, Saos-LM7 hattinda %56.5 ve %17.8 oranlarinda
canlilik gostermistir [223]. Tez calismasina gore karsilastirildiginda CB65 yiiklenmis
lipozom formiilasyonu MG63 ve Saos-2 hiicre hatlarinda 16. saatten itibaren etki
gostermistir. Yetmis ikinci saatte hiicrelerde goriilen hiicre canlilik oranlart literatiirde
bildirilen hiicre canlilik oranlarindan daha yiiksek saptanmistir. Tez kapsaminda ilag¢
yiiklenmemis bos lipozomlarin literatiirde belirtilen bos lipozomlara gore hiicre canliligi

daha yiiksek saptanmistir. Buna gore hazirlanan bos lipozomlarin hiicrelerin canliligina
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etkisinin toksik olmadigi sonucuna varilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda lipozom
formiilasyonlarinin in vitro kosullarda etkili oldugu ve in vivo kosullarda daha basarili
sonuglar alabilecegi Ongoriilmektedir. Hiicre membranina benzer yapisi, toksik
olmamasi, enkapsiile edilebilmesi ve kontrollii salinabilmesi nedeniyle lipozomal

formiilasyonlar dnerilen tasima sistemleri arasinda yer alabilecektir.

Klinikte osteosarkom tedavisi i¢in immiinmodiilatr olarak kullanilan etanolamid tiirevi
mifamurtid (lipozomal muramil tripeptid fosfatidil etanolamin, L-MTP-PE) lipozomal bir
formiil olan Mepact® (Millennium, Cambridge, MA, ABD), Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag Ajans1 (EMA) tarafindan onaylanmistir [14, 28, 173, 174].
Tez c¢aligmasi kapsaminda ilk kez osteosarkom tedavisi icin sentetik spesifik CB2
reseptorli agonisti CB65’in MG63 ve Saos-2 osteosarkom hiicre hatlarinda antiproliferatif
ve apoptotik etkisi in vitro calismalarla gdsterilmis ve ileri c¢aligmalarda CB
reseptorlerinin osteosarkom hiicrelerde varliginin qRT-PCR yontemi validasyonu,
hiicresel mekanizmalarin ve CB65 yiiklenmis lipozomal formiilasyonun in vivo
caligmalarla desteklenmesi hedeflenmistir. CB65 yiiklenmis lipozomal formiilasyonun
osteosarkom tedavisi i¢in klinikte kiiratif bir ilag adayr olmasi beklenmektedir.
Calismanin literatiire yenilik¢i katkis1 bulunmakta ve tedaviye yonelik bir iiriin

gelistirilmesine destek saglamaktadir.

Tez caligsmasi kapsaminda karsilasilan bazi sinirlamalar mevcuttur. Calismada bulgularin
gecerliligi in vitro kosullarda incelenen iki adet osteosarkom hiicre hatti ile sinirlt olup
elde edilen ¢iktilar ayn1 kosullarda daha fazla hiicre hattinda ve sonrasinda in vivo kanser
modellerinde test edilmelidir. Literatiirde MG63 ve Saos-2 hiicre hatlarinda CB1 ve CB2
reseptOr tayini caligmalarinin akim sitometrisi yontemi ile tayininin yapilamamasi
limitasyonlardan biri olmustur. Ek olarak akim sitometrisi yontemi diginda kantitatif
yontemler ile reseptdr tayini yapilmalidir. Diger yandan elde edilen veriler gergek
zamanli ¢ok sayida ilag analizinin gergeklestirildigi platformlarin ¢iktisidir. Antagonistik
calismamiz kapsaminda CB2 reseptor agonistinin spesifik etkileri antagonistik calisma
ile belirlenmis olup etkinin gegerli ve giivenilir doz penceresi bu yolla saptanmigtir.
Ayrica etkinin reseptor sonrasi molekiiler mekanizmasi sinyal yolaklari {izerinden analiz
edilmelidir. Lipozom formiilasyonu gelistirme asamasinda TEM/SEM goriintiileme
caligmalar1 yapilmalidir. Ayrica gelistirilen lipozomal formiilasyon in vivo ¢aligmalarla

desteklenmelidir. Biitiin bu limitasyonlar ileri ¢aligmalarin konusu olacaktir.
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Sonug olarak bu tez kapsaminda MG63 ve Saos-2 hiicre hatlarinda CB2 reseptoriiniin
CBI1 reseptoriine gore daha yiiksek oranda bulundugu saptanmistir. Sentetik spesifik CB2
agonisti CB65’in MG63 ve Saos-2 osteosarkom hiicre hatlarinda yar1 maksimum etkili
dozu 1.11x10°"" M ve 4.95x10"'"" M olarak belirlenmis, MG63 hiicrelerinde 48. saatte,
Saos-2 hiicrelerinde 24. saatte proliferasyonu azaltict ve apoptozu indiikleyici etkisi
ortaya konmustur. CB65 in vitro kosullarda lipozomal sisteme yiiklenmis, bu
formiilasyon daha yiiksek ve erken antiproliferatif etki gostermistir. Elde edilen ¢iktilar
in vivo hayvan modellerinde valide edilebilirse klinikte yiliksek mortalite, morbidite
gosteren, ¢ocuklarda ve genclerde yaygin goriilen osteosarkom tedavisi i¢in hedefli ajani

olma potansiyeli tastyabilir.

prat iy
R RS = . ®== Kolesterol
o B3 S £ ‘ (ﬂ
— i £7 %) A5 L-a-fosfatidilkolin
2 k ez | 1= CB65
e A ;
£ 7 '\;,‘-. — CBG65 Yiiklii Lipozom
pliy ST
.....

o PN
@7

]

o® .
G S
@@@ Proliferasvon@% @ ‘\Kaspaz
® @ ) G2/M Apoptoz Aniiyogesss

Sekil 5.1. Sentetik, spesifik CB2 agonisti CB65’in osteosarkom hiicrelerinde CB2
reseptOrii aracili antiproliferatif ve apoptotik etkisi etki mekanizmalar ile

gosterilmistir.
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SONUCLAR

. MG63 ve Saos-2 hiicre hatlarinda farkli oranlarda CB1 ve CB2 reseptorleri
saptanmis ve CB2 reseptor orant CB1 reseptor oranina gore daha yiiksek seviyede

bulunmustur.

. Kannabinoid 2 reseptoriinii yiiksek seviyede bulunduran MG63 ve Saos-2 hiicre
hatlarinda WST-1 yontemi ile, sentetik spesifik CB2 agonisti CB65

proliferasyonu azaltici etki gostermistir.

. Gergek zamanli proliferasyon analizi ile sentetik spesifik CB2 agonisti CB65,
MG63 hiicrelerinde 1.11x10'! M dozda 48. saatte, Saos-2 hiicrelerinde 4.95x10"

"'M dozda 24. saatte proliferasyonu azaltici etki gostermistir.

. Akim sitometrisi yontemi ile sentetik spesifik CB2 agonisti CB65, MG63
hiicrelerinde 1.11x10!' M dozda 48. saatte, Saos-2 hiicrelerinde 4.95x10'!' M

dozda 24. saatte apoptozu indiikleyici etki gostermistir.

. CB65 in vitro kosullarda lipozomal sisteme basariyla yiiklenmistir.

. CB65 lipozomal tasima sisteminden 24 saatte salinmis ve gercek zamanli
proliferasyon analizi ile MG63 ve Saos-2 hiicrelerinde 16. saatten 56. saate kadar

proliferasyonu azaltici etki gostermistir.

Sentetik spesifik CB2 reseptor agonisti CB65, 1.11x10"!" M salacak sekilde
lipozomal formiilasyona yiiklenip proliferasyonu azaltici etki gostermis olup, in
vivo hayvan deneyleri ile valide edilirse osteosarkom tedavisi i¢in klinikte kiiratif

bir ila¢ aday1 olabilir.
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