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Tez Danigmani: Prof. Dr. Petek KORKUSUZ
Yardimci Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Elif BILGIC

Haziran 2019, 90 sayfa

Akciger kanseri, hizl metastaz 6zelligi ve ge¢ tani almasi nedeniyle dunyada en
sik 6lime yol agan kanser olarak bilinmektedir. Kiiglk hicreli disi akciger kanseri
(KHDAK), tum akciger kanseri vakalarinin %80’ini olusturmaktadir.
Endokannabinoidler, vicutta sentezlenen ve genellikle klasik kannabinoid
reseptorleri Uzerinden etki goOsteren lipid yapili endojen esrar ligandlaridir.
Endokannabinoid sisteminin fizyolojik kosullarda akcigerde bulundugu ve kanser
patogenezinde bilesenlerinin artis gdstererek CB1 reseptérleri aracili rol
oynayabilecegi bildirilmistir. Pankreas ve endometriyum kanserlerinde
antiproliferatif etkisi bildirilen Arasidonilsiklopropilamid (ACPA), psikoaktif etki
gostermeyen, kan-beyin bariyerini gegcmeyen, lipid yapili sentetik spesifik CB1
agonistidir. ACPA, CB1 reseptdor agonizmasi aracili olarak KHDAK’nde
¢ogalmayi azaltici ve apoptozu uyarici etki gosterebilir. ACPA’nin akciger

tumorune hedefli ilag adayi olarak kontrolli salimini sadlayabilecek biyouyumlu



ve biyodegradasyon hizi duguk polikaprolakton yapili nanopartikuler sistem
kullanilabilir. Kurgulanan varsayimi test etmek Gzere in vitro kosullarda, deney ve
kontrol grubu iceren gozlemsel bir deney tasarlanmistir. Tez ¢alismasinda ilk
olarak in vitro kosullarda insan kokenli ticari, altt KHDAK hattinda (A549, H1299,
H358, H838, H1975 ve SW-1573) (QRT-PCR, akim sitometrisi ve
immunositokimya yontemleriyle kannabinoid reseptorlerinin varligi ve duzeyleri
gOsterilmistir. Buna goére A549, H1299, H358 ve H838 hatlarinda yliksek CB1
reseptdr ekspresyonu saptanmistir. ikinci asamada kannabinoid 1 reseptoriini
yuksek dizeyde eksprese eden A549, H1299, H358 ve H838 hucre hatlarinda
WST-1 ve gergek zamanli impedans temelli proliferasyon analizi yontemleriyle
ACPA'nin doz ve zaman bagimh antiproliferatif etkisi ve akim sitometrisi
teknigiyle kantitatif olarak apoptozu arttirici etkisi ortaya konmustur. ACPA’nin,
WST-1 teknigiyle incelenen hicre hatlarindaki antiproliferatif etkili doz arahgi 10
12_10° M olarak belirlenmistir. Bu doz araligina gore calisilan gergek zamanli
proliferasyon analizinde hicreler igin etkili doz (IC50) 1.39x1012 M olarak
hesaplanmistir. Ugtincli asamada ACPA’nin stabilite ¢alismalarinda molekdlin
tek basina hdcre kiltur stpernatanlarinda 1-3. gunlerde stabil olmadigindan
hareketle ACPA yuUklu polikaprolakton yapili nanopartiktler sistem ¢oktirme
yontemiyle gelistiriimis ve optimizasyonu saglanmistir. Ardindan ACPA’nin
nanopartikiller ile kontrolli ve uzun sureli salimi saglanmistir. Son asamada
ACPA yUkll polikaprolakton yapili nanopartikil sistemi gergek zamanli impedans
temelli proliferasyon analizinde KHDAK hatlarina uygulanmigtir. Sonu¢ olarak
1.39x10*> M ACPA dozu salan polikaprolakton nanopartikillerin genellikle
antiproliferatif  etkiyi sUrdirdiddd sonucuna varilmigtir.  Polikaprolakton
nanopartikiler salim sistemiyle uzun slre etkili ve hedefli formulasyonu
gelistirilen ACPA, CB1 agonizmasi aracili olarak klinikte kuratif tedavisi olmayan
KHDAK igin yeni bir ilag aday! olabilir. Bu dogrultuda, tez galismasi kapsaminda
elde edilen ciktilar ile Hacettepe Teknokent Teknoloji Transfer Merkezi Patent

Ofisi'ne bulus basvurusunda bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Kuguk hucreli digi akciger kanseri, Kannabinoid, ACPA,

Proliferasyon, PCL, Nanopartikul, Kontrolli salim sistemi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CB RECEPTOR-MEDIATED
ANTIPROLIFERATIVE AND PROAPOPTOTIC EFFECT OF
CANNABINOIDS IN LUNG CANCER

Ozge BOYACIOGLU

Master of Science, Department of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Petek KORKUSUZ
Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Elif BILGIC

June 2019, 90 pages

Lung cancer is the most common cause of death among all cancers in the world
due to its rapid metastasis and late diagnosis. Non-small cell lung cancer
(NSCLC) constitutes 80% of lung cancer cases. Endocannabinoids are
endogenous cannabis ligands with lipid structure, which are synthesized in the
body and generally act on classical cannabinoid receptors. It has been revealed
that the endocannabinoid system is present in lung under physiological
conditions and its components can play a mediating role in the pathogenesis of
cancer via CB1 receptors. Arachidonoylcyclopropylamide (ACPA) is a lipid
structured, synthetic-specific CB1 agonist that does not have a psychoactive
effect and does not pass through the blood-brain barrier. ACPA can decrease
proliferation and increase apoptosis via CB1 receptor agonism in NSCLC. A
biocompatible polycaprolactone-based nanoparticular system with low

biodegradation rate for controlled release of ACPA to the targeted lung tumor as



a drug candidate can be used. An in vitro observative set up with experimental
and control groups was designed in order to test the presumed hypothesis. In the
thesis, firstly, the presence and levels of cannabinoid receptors were determined
by in vitro gRT-PCR, flow cytometry and immunocytochemistry methods in
human commercial, six non-small cell lung adenocarcinoma cell lines (A549,
H1299, H358, H838, H1975 and SW-1573). Accordingly, high CB1 receptor
expression was found in the A549, H1299, H358 and H838 lines. In the second
step, the dose and time-dependent antiproliferative effect of ACPA has been
tested by WST-1 and real-time impedance-based proliferation analysis in the
A549, H1299, H358 and H838 cell lines that highly express the cannabinoid 1
receptor. The effect of ACPA on apoptosis has been quantified by flow cytometry
technique. The antiproliferative dose range of ACPA in the cell lines was
determined as 10*>— 10° M by WST-1 technique. The effective dose (IC50) for
the cells in the real-time proliferation assay was calculated as 1.39x10-? M. In the
third step, the stability studies of ACPA have been performed. The molecule
alone in cell culture supernatants were not stable on days 1-3. Since ACPA is not
stable, a new ACPA loaded polycaprolactone-based nanoparticular system was
developed and optimized by nanoprecipitation method. Subsequently, controlled
and prolonged release of ACPA with nanoparticles was achieved. In the final
stage, the polycaprolactone-based nanoparticle system with ACPA was applied
to NSCLC lines in impedance-based real-time proliferation analysis. As a result,
polycaprolactone nanoparticles that release a dose of 1.39x101> M ACPA
generally have antiproliferative effect. The long-acting and targeted formulation
of the ACPA loaded polycaprolactone nanoparticular system may be a new drug
candidate for NSCLC. In this context, an application was made to the Patent
Office of Hacettepe Technopolis Technology Transfer Center with the outputs
obtained within the scope of the thesis study.

Keywords: Non-small cell lung cancer, Cannabinoid, ACPA, Proliferation, PCL,
Nanoparticle, Controlled release system
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1. GIRIS

Akciger kanseri, hizli yayilim gdstermesi ve geg¢ tani almasi nedeniyle dinyada
en sik olume yol acan tumordur [1]. Diger kanser turleri ile kargilastirildiginda
akciger kanserinin bes yilik sag kalim orani oldukga dusuktir. 2018 yili
istatistiklerine gdére dinya capinda 2 milyonun Uzerinde yeni akciger kanseri
vakasi tanimlanmistir [2]. Olim oraninin yiksek olmasi, akciger kanserinin
toplumda 6nemli bir saglik problemi haline gelmesine yol agmistir [3]. Akciger
kanseri olgularinin %80’i kiguk hucreli digi akciger kanseridir [4]. Hastalarda
erken taninin tedavi igin 6nemli oldugu ve 6lum riskini azalttigi bilinmektedir [5].
Erken taninin saglanamadigi ve tibbi tedavi yontemlerinin yetersiz kaldigi

durumlarda yeni timor odaklari ortaya gikmaktadir [6].

Kannabinoidler (CB), bitkilerde c¢esitli formlarda, insan ve hayvanlarda ise
endojen olarak sentezlenen yad vyapii ligandlardir. Basta A°-
Tetrahidrakannabinol (A°-THC) ve kannabidiol (CBD) olmak Uzere kannabis
turevlerinin lipofilik olmalari nedeniyle biyoyararlanimlari oldukgca duguktur [7].
Endojen kannabinoidler, enzim ve reseptorleriyle endokannabinoid sistemini
olusturarak insan vicudunun homeostazisinin saglanmasinda ve pek c¢ok
fizyolojik olayda rol oynamaktadir [8]. Endokannabinoidler, klasik kannabinoid
reseptorleri Uzerinden veya kannabinoidden bagimsiz reseptorler Gzerinden etki
goOsterir [9]. Kannabinoidler, pek c¢ok hastalik igin ilag adayr olarak
arastinimaktadir [1, 8]. Kannabinoidlerin timoér hicreleri Gzerinde apoptotik [10,
11] ve proliferasyonu azaltici [10-13] etkileri oldugu grubumuzu da igeren pek ¢ok
arastirici tarafindan saptanmistir. Kannabinoid reseptort aracili olarak timor
hlcrelerinin apoptoza qittigi, endoplazma retikulumu stresi aracili gen uyarimi ile

proliferasyonunun azaldigi bildirilmigtir [14].

Endokannabinoid sisteminin fizyolojik kosullarda solunum sistemi organlarinda
[15] ve bazi akciger kanserlerinde kannabinoid reseptorlerinin bulundugu
bildirilmigtir [16-19]. Diger yandan kannabinoid sisteminin endometriyum ve
pankreas kanserlerinde CB1 reseptoru aracili olarak proliferasyonu engelleyici
ve apoptotik etkiye neden oldugu bildirilmigtir [11, 20-22]. Literatirde cesitli



kannabinoidlerin KHDAK’nde proliferasyonu ve metastazi azaltici [23], invazyonu
[24-26] azaltici, apoptozu uyarici [16] ve damarlanmayi azaltici [17, 27] etkileri
bildirilmigtir. Ancak KHDAK’nde kannabinoidlerin CB1 reseptdri aracili olasi

antiproliferatif ve apoptotik etkileri sinirli olarak bildirilmistir [16].

Varsayimimiza gore, kannabinoidlerin, Ulkemizde sik rastlanan kuguk hucreli
disi akciger adenokarsinomuna ait hicre hatlarinda spesifik kannabinoid
ligandlari reseptdr bulundurabilir, doz badimli olarak proliferasyonu azaltarak
apoptozu uyarabilir. Etkili dozu saptandiginda sentetik CB agonistlerinin kontrolli
salim sistemiyle stabilite ve biyoyararlanimlari artirilabilir. Boylece kannabinoidler

KHDAK i¢in ilag adayi olabilir.

Bu tez ¢alismasinin amaci; sentetik kannabinoid agonisti
Aragidonilsiklopropilamid (ACPA)’'in KHDAK’nde, doz bagimli uzun sureli
proliferasyonu azaltici ve apoptozu arttirici etkinliginin degerlendiriimesi ve
ACPA'’nin stabil halde ve uzun sureli etki gdstermesini saglayacak
polikaprolakton (PCL) ile kapl kontrolli salim yapan nanopartikiler sistemin

hazirlanmasidir.

Bu amag¢ dogrultusunda asagidaki hedefler bellirlenmistir.

i.  Kannabinoid reseptorlerini eksprese ettigi bilinen A549, H1299, H358,
H838, H1975 ve SW-1573 kuguk hucreli digi akciger adenokarsinom

hicre hatlarinda CB1 ve CB2 reseptdr duzeylerinin saptanmasi

ii. Kannabinoid 1 reseptorini en yuksek duzeyde eksprese eden hicre
hatlarinda, sentetik spesifik CB1 agonisti ACPA’nIn, in vitro ortamda doz

bagiml olarak hiucre ¢ogalmasi Uzerine etkisinin saptanmasi

iii.  Kannabinoid 1 reseptorund en yuksek diuzeyde bulunduran kaguk hicreli
digi akciger adenokarsinom hatlarinda ACPA’'nin proliferasyonu azaltici
(EC50/IC50) dozunun gergcek zamanl olarak saptanmasi ve apoptozu

uzerine etkisinin degerlendiriimesi



iv. ACPA’nin stabilitesi ve wuzun sureli sabit salimini saglayabilecek
nanomuhendislik temelli ACPA-PCL nanopartikiler salim sisteminin

geligtiriimesi

v. Kannabinoid 1 reseptori bulunduran kuaguk hucreli digi akciger
adenokarsinom hatlarinda ACPA-PCL nanopartikiler salim sistemi ile in
vitro ortamda proliferasyonu azaltici (EC50/IC50) dozunu igeren

formulasyonun belirlenmesi

Bu tez kapsaminda, yukaridaki hedeflere ulasilarak sentetik spesifik CB1
reseptor agonisti ACPA’'nin, KHDAK hucreleri Uzerinde in vitro ortamda
proliferasyonu azaltici ve apoptozu arttirici doz bagimh etkisi ortaya konmus;
gercek zamanli olarak etkili dozu (IC50) saptanmistir. Uzun sureli antitimoral
etkinin saglanabilmesi igcin ACPA yukli PCL nanopartikuler sistemin gelistiriimesi
ve optimizasyonu saglanmistir. Calisma hem literatlre yenilikci bilgi katkisinda
bulunmakta hem de tedaviye yonelik bir Urin gelistirimesine destek
saglamaktadir. Bu dogrultuda elde edilen giktilarin fikri mulkiyet haklarinin
korunmasi ve ticarilegtirilebilme potansiyeli nedeniyle Hacettepe Teknoloji
Transfer Ofisi’'ne bulus formu doldurularak ekip olarak patent basvurusunda

bulunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kuguk Hicreli Digi Akciger Adenokarsinomu

Akciger kanseri, yuksek invaziv ve metastatik 6zelligiyle dinya ¢apinda en yaygin
g6riilen malign timérdir [2]. Diinya Saglk Orguti'nin 2018 yilina ait verilerine
goOre akciger kanseri en sik 6lume neden olan kanser olarak bildirilmigtir (Sekil
2.1) [28]. Turkiye’de 2018 yilinda 34,703 yeni akciger kanseri olgusu tani almis;
bunlardan 3,683 olgu ise 6limle sonuglanmistir. Amerikan Kanser Dernegi ayni
yil Amerika Birlesik Devletleri’nde tani alan 234,000 yeni akciger kanserli olgunun
154,000’inin élumle sonuglandigini bildirmigtir [29, 30]. 2018 yilinda dunya
capinda 2 milyonun Uzerinde yeni akciger kanseri olgusu tanimlanmistir [2]. Bu
olgularin %80’inin kiguk hucreli disi akciger kanseri tiriinde oldugu bilinmektedir
[4]. Akciger kanserinin bes yillik sagkalim orani (%15-17.8) oldukga duguktur [29,
31-33]. Kanserin beyin, meme, pankreas, kolon ve prostat metastazi ise 6lum
oranini artirmaktadir [34]. YUksek mortalite orani nedeniyle, akciger kanserinin
cografi mortalite paterninin insidans oranina yaklasarak énemli bir halk saghgi
sorunu olmasi ve tutun dumanina maruziyetin artmasi bu hastaligin pandemik

hale gelmesinde temel faktorler olarak degerlendirilmektedir [3].

insidans Mortalite

Meme
Prostat
Akciger

Kolorektal
Tiroit

Mide
Mesane
Korpus uteri
Over
Lésemi

60 50 0 30 20 10 0 10 20 30 0 50 60
ASR (Diinya) / 100.000

Sekil 2.1. Dinya Saglk Orglti’'niin 2018 yilina ait kanser istatistikleri. Diinyada
her 100.000 birey i¢in yas standardizasyonu yapilarak kanser trlerine
ait insidans ve mortalite yuzdeleri hesaplanmigtir. Akciger kanserinin
diger kanser turlerine gore yuksek mortalite orani gosteriimektedir.
[28] numarali kaynaktan uyarlanmistir (ASR: Age-standardized rate).



Akciger kanseri, intratorasik yerlesimi nedeniyle ulagabilme zorlugu ve teshis igin
alinabilen orneklerin gok kuguk olmasi nedeniyle, tanisi oldukga geg¢ koyulabilen
bir hastaliktir [3]. Dinyada goérilen butin akciger kanserli olgulardan yaklasik
%58’inin az gelismis Ulkelerde bulundugu [35] ve toplumda sik gorulen alt
tiplerinin adenokarsinom, skuamoéz hucre karsinomu, kuguk hucreli ve buyuk
hicreli karsinom oldugu bilinmektedir [36]. Dinya Saglik Orgiti (WHO)
tarafindan 2015 yilinda yapilan akciger kanseri siniflandirmasi Cizelge 2.1’de

gOsterilmistir.

Cizelge 2.1. Dinya Saglik Orgiti’'niin akciger kanserine iliskin 2015 yilina ait
siniflandirmasi
Adenokarsinom (ADC)

Skuamoz hucre karsinomu (SCC)

Noroendokrin timor (kiguk htcreli)

Buyuk hacreli akciger kanseri

Adenoskuamoz karsinom

Sarkomatoid karsinom

Tukuruk bez timorleri

Diger siniflandirilamamis timorler

Akciger kanseri, gogunlukla kanserojen maddeden zengin ¢evre veya oksidatif
stres ile olugsmakla beraber genetik mutasyon sonucu da meydana
gelebildiginden [37, 38] heterojen bir hastaliktir. Hastaligin %20’sini néroendokrin
kokenli (kiguk hucreli akciger kanseri, KHAK), %80’ini ku¢uk hicreli disi akciger
kanseri (KHDAK) olusturmaktadir [4]. Kiguk hicreli digi akciger kanseri
cogunlukla adenokarsinom ve skuamdz hicre karsinomunu kapsamaktadir.
Adenokarsinomun tim akciger kanserlerinin %40-50’sini olusturdugu ve
KHDAK’nin en yaygin gorulen alt tip oldugu bildiriimistir [39]. Hem akciger
adenokarsinomu hem de skuamoz hticre karsinomunun, kronik obstriktif akciger
hastaligi ile iligkisinin oldugu bilinmektedir [37]. On bir ulke Uzerinde
gergeklestirilen ¢calismada kuguk hucreli disi akciger kanserinin adenokarsinom
turindn kadinlarda, skuamd6z hicre karsinomu tlranun erkeklerde daha sik

rastlandigini bildirilmistir [3, 40].



Hem klinik hem de patolojik 6zellikleri bakimindan KHAK’nden farklilik gosteren
KHDAK’nin [39] molekuler patogenezinde; Kristen rat sarkom onkogeni (KRAS),
Epidermal blylime faktor reseptori (EGFR), V-raf mirin sarkoma viral onkogen
homologu B1 (BRAF), Fosfoinositid-3 kinaz (PI3K), Mitojen aktive edici protein
kinaz kinaz (MEK) ve insan epidermal buyiime faktéri reseptorii 2 (HER2) gibi
pek cok genetik degisiklige ugramis protoonkogen tanimlanmistir [3, 39].
Ozellikle EGFR’niin normal hiicre gogalmasi, apoptozu ve diger pek ¢ok islevinin
duzenleyicisi oldugu, kanser olusumunun bu reseptoriun mutasyonu ile iligkili
oldugu bilinmektedir [41]. Kanserin, Anaplastik lenfoma kinaz (ALK) ve Reaktif
oksijen bileseni 1 (ROS1) uzerinde vyapisal degisiklik, MET gibi
protoonkogenlerde amplifikasyon, Tumor proteini 53 (TP53) ve Fosfataz ve
tensin homologu (PTEN) gibi tumor baskilayici genlerde inaktivasyon veya
telomeraz aktivitesinin artigi ile olustugu bildirilmistir [42-44]. Farkh mutasyonlarla
seyredebilmesi akciger kanserinin tedavi basarisini sinirlayabilmektedir. Bu
nedenle oOzellikle toplumumuzda proliferasyonu sinirlayan ve apoptoz
mekanizmasini tetikleyebilecek terapdtik potansiyelli yeni ilag adaylarina ihtiyag

duyulmaktadir.

Son yillarda KHDAK’nin tedavisinde ileri evre veya metastatik olgularda timort
hedefleyen cesitli ilaglar kullanilmaktadir. Bunlar arasinda Erlotinib, Gefitinib,
Vandetanib, Dacomitinib, Icotinib, Afatinib, Bevacizumab, Crizotinib ve Ceritinib
adl 9 hedeflenmis tedavi ajani yer almaktadir [45-49]. Ancak sistemik uygulanan
bu ilaglarin pek ¢ok hastada ciddi yan etkilere neden olabildigi bildiriimektedir [50,
51]. Konsantrasyon ve bellek ile iligkili sorunlar, yorgunluk, kil koklerinin
zayiflamasina bagli sa¢ kaybi ve agri, tedavi surecini zorlastirabilen unsurlardan
sadece birkacgidir. Hastalikta evreye bagl olarak kemoterapiyle beraber
radyoterapi ve cerrahi tedavi de uygulanmaktadir. Meta analiz sonuglarina gore;
klinikte halihazirda uygulanan tedavi protokolleri ile toplam yasam suresi,
ilerlemesiz sag kalim, tedaviye yanit hizi ve yagsam kalitesinin gelistiriimesi
hedeflendigi ancak hastada pek ¢ok yan etkiye neden oldugu ve etkili tedavi
saglanamadigi bildirilmigtir [52, 53].



2.2. Kannabinoidler

Cannabis sativa L. (esrar) bitkisi, kannabinoid olarak bilinen 100’den fazla
psikoaktif bilesene (terpenoidler, flavonoidler, yag asitleri, sekerler vb.) sahiptir
[7, 54-57]. Dogada, bitkilerde (fitokannabinoidler; A°-THC, kannabidiol (CBD),
kannabinol (CBN)), insan ve hayvanlarda birden fazla yapida bileseni olan
kannabinoidlerin endojen yapida (Anandamid (AEA) ve 2-arasidonilgliserol (2-
AG) ve laboratuvar ortaminda duretilen sentetik (JWH-133, WIN-55,212-2,
SR141716, ACPA) formlari mevcuttur [10, 55, 58-60]. Kannabinoidler; kimyasal
yapllarina gore klasik kannabinoidler (AS-THC), indol-tiirevli kannabinoidler
(WIN55,212-2), eikozanoidler (AEA, 2-AG), antagonist/ters agonist (SR141716A,
AM251, SR145528, AM630) seklinde siniflandirilabilmekte; sentetik tlrevlerine
her gun yenileri eklenmektedir [61, 62]. Agiz vyoluyla alindiklarinda
kannabinoidlerin biyoyararlanimi oldukga dusuktir (%6-20). Kannabisi agiz
yoluyla alindiktan 1-6 saat sonra, igerdigi A°-THC tirevinin kandaki
konsantrasyonunun en yuksek dizeye ¢iktigi ve yari dGmriandn yaklasik 20-30
saat oldugu bildirilmigtir [7]. Diger yandan kannabinoidlerin, inhalasyon ile
uygulandidinda hizla kan dolagsimina gecgerek 2-10 dakikada maksimum
konsantrasyonuna ulasip 30 dakikada dizeylerinin hizla dastigu izlenmistir [7].
Sonug olarak inhalasyon yolu ile uygulanan kannabinoidler, gugli ancak kisa

sureli etki gosterebilir [7, 63].

Endokannabinoidler, vicutta sentezlenen ve genellikle klasik kannabinoid
reseptorleri Gzerinden kannabis gibi etki gdsteren yag asidi tlrevi endojen esrar
(kannabis) ligandlaridir [64, 65]. Endokannabinoid sistemi; endojen kannabinoid
ligandlar ile reseptorleri ve ligandlarin metabolizmasinda etkili enzimlerinden
olusmaktadir [66]. Endokannabinoidler hidrofobik yapili olup hicre zarindaki
proteinler ile dogrudan etkilesir. Vicudumuzda yogun olarak merkezi sinir
sisteminde bulunan endokannabinoidler ayrica periferik sinir sistemi, immudn
sistem, kadin ve erkek genital sistemi, kalp damar, solunum sistemi ve sindirim
sisteminde reseptor ve ligandlari ile birlikte bulunur [11, 23, 55, 61, 67-69].
Endokannabinoidler dogumdan 6nce ve sonraki donemde, fizyolojik ve patolojik
kosullarda vicudun homeostazisinin duzenlenmesine katkida bulunur [70]. Bu

medyatorler, reseptor aracili spesifik etkilerini hiicre ¢gogalmasi, gégu ve 6lum



mekanizmalari Uzerinde gosterir [71]. Bu yolla endokannabinoidler, inflamasyon,

agri ve tumor olusumu gibi mekanizmalarda yer alir [54, 58, 72-74].

2.2.1. Endokannabinoid Sistemi

Kannabinoid sisteminin bilesenleri: Kannabis ligandlari (agonist ve
antagonistler) klasik reseptorleri CB1 ve CB2 Gzerinden spesifik etkilerini gosterir
[71]. Bu reseptorler G-proteini yapisindadir (GPCRS) [55, 65, 75]. CB1 ve CB2
reseptorleri hucre zarinda beraber bulunarak diger reseptorler ile etkilesime
girebilir [58, 65, 76, 77]. Kannabinoidler, klasik kannabinoid reseptdrlerinden
bagimsiz olarak da spesifik etki gosterebilmektedir [12, 74, 78, 79]. Klasik
olmayan CB reseptorleri, G protein bagl reseptdr 55 (GPR55), transient reseptor
potansiyel kanallari (TRPV) [80, 81], ligand-kapili iyon kanallari, B-adrenerjik
reseptorler, y-opioid reseptorler ve peroksizom aktive edici nukleer reseptorleri
(PPAR) olarak siralanir [23, 73, 82, 83]. Bu reseptorlerle kannabinoidler aracili
sinyal iletimi ile ilgili bilgiler oldukca sinirhidir [9, 84].

Endokannabinoidlerin  sinyal iletiminin dUzenlenmesi; sentez ve ylkim
enzimlerince kontrol edilmektedir. Klasik reseptdr uyarimiyla hicre zarinda
sirasiyla adenilat siklaz enzimi inhibisyonu, siklik adenozin monofosfat (CAMP)
uretiminde azalma ve mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK)/PI3K yolaginda
aktivasyon gergeklesir [7, 10, 55, 75, 85, 86]. Sonug¢ olarak hiicrede ¢ogalma, go¢
ve 0lum dengeleri degisir [21, 87, 88]. CB1 ve CB2 reseptdr gen delesyonu ile
bazi kanser turlerinin progresyonunda azalma, ekspresyonunda artis ile bazi
kanser tiplerinin olusumunun tetiklendigi bildiriimektedir [12]. Cesitli timdrlerde
endojen kannabinoidler AEA [11, 89-93] ve 2-AG’nin [11, 91, 92] apoptotik ve
antiproliferatif etkileri oldugu bildirilmigtir. Sentetik CB2 agonisti CB65’in
endometriyum kanserinde proapoptotik ve antiproliferatif [11] etkileri,

hepatokarsinom hicrelerinde anti-invaziv etkileri [94] gosterilmistir.

Vicudumuzdaki en yaygin endojen kannabinoid ligandlari AEA ve 2-AG’dir [11,
58]. Anandamid, N-acil fosfatidiletanolamin fosfolipaz D (NAPE-PLD) enzimi
tarafindan N-agil fosfatidiletanolaminin (NAPE) kataliziyle Gretiimektedir. 2-AG
sentezi ise fosfolipaz C (PLC) enziminin aktivasyonuna baglh olarak diagil gliserol
lipaz (DAGL) enzimi tarafindan diagilgliserole donusumle gergeklesmektedir.
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Diagilgliserolgenel olarak monoagil gliserol lipaz (MAGL) ile; AEA ise FAAH ile
hidrolize edilmektedir [67, 71, 95-98]. Prostat, meme, endometriyum, over
kanseri, glioma ve melanomalarda bu enzimlerin dizeyleri timor gelisimi ile farkl
bigimlerde iligkilendirilmistir [99-103]. Endokannabinoidlerin reseptorleri, sentez
ve yikkim enzimleri ile bazi genel etkileri Sekil 2.2’de gdsterilmistir. Endojen
kannabinoidlerin reseptor aracili agonistik ya da antagonistik spesifik etkileri ile
spesifik olmayan etkileri tam olarak denetlenemedidinden, psikoaktif olmayan
ekzojen kannabinoid tlrevlerinin kanser tedavisi icin ilag olma potansiyeli
arastirilmaktadir [9, 67, 97, 104].

Endokannabinoidler
Anandamid Blyosentem / \ 2-AG Biyosentexzi

o oH
__MERD o m’;of/"” 2 6
_ — PLC Aktivasyonu
Anandamid / 2-Aragidonilgliserol

Endokannabinoidler ——— ,l\nwogenez]r
CB1R CB2R
Kanser
uure Invazynnu
l lMAGL FAAH Apoptozis
Kanser l Hicre ggi |

Aragifionat Aragidonat Bilyiimesi
Etanolamin Gliserol

etastaz

Sekil 2.2. Endokannabinoidlerin sentez ve ylkim basamaklari ve kanser
hacrelerindeki etkisi (NAPE; N-acil fosfatidiletanolamin, NAPE-PLD;
N-acil fosfatidiletanolamin hidrolize edici fosfolipaz D, 2-AG; 2-
arasidonilgliserol, DAG; Diagcil gliserol, DAGL; Diagil gliserol lipaz,
PLC; fosfolipaz C, CB1R; CB1 reseptoru, CB2R; CB2 reseptord,
MAGL; monoagilgliserol lipaz, FAAH; yag asit amid hidrolaz)

2.2.2. Endokannabinoidlerin Akcigerdeki Dagilimi

Endokannabinoidler, solunum sisteminin gesitli organlarinda yaygin dagilim
gosterir. Akciger, vucutta kan akiminin en yuksek oldugu, en genis ylzey alanina
sahip yasamsal bir organdir ve alveol yapisiyla solunum igin gerekli kan-oksijen
bariyerini olusturmaktadir. Akcigerde parankimi olusturan hava yollarina (brons
ve brongiyoller) ait epitel hdcreleri ve stromadaki bazi bagisiklik sistemi

hicrelerinde (lenfosit, makrofaj, I0kosit) kannabinoid sistemi bilegenleri bulunur



[69]. Bronglarda CB1 reseptor ekspresyonunun CB2’'ye gore daha yuksek oldugu
bildirilmistir [15].

Kannabinoidlerin akcigerin fizyolojik kosullarda bronslarin dilatasyonu ve damar
permeabilitesinde artisa yonelik etkileri bildirilmigtir [105, 106]. Anandamid,
akcigerde inflamasyonu tetiklemekte [106], Calu-3 akciger epitel hicre hattinda
inflamasyonla iligkili olarak hicre gegirgenligini arttirmaktadir. Benzer sekilde, 2-
AG’nin, fare akcigerinde édnemli bir prostaglandin kaynagi oldugu [107], insanda
notrofil ve eozonofiller tarafindan metabolize edildigi ve inflamatuvar
mekanizmayi duzenledigi bildirilmistir [108]. Ekzojen kannabinoidlerin vicutta

doz bagimli bronkodilatasyona neden olduklari bilinmektedir [109].

Kannabinoidlerin akcigerin allerjik ve inflamatuvar hastaliklari, tUmorlerini iceren
pek cok patolojisinde etkili oldugu bildirilmistir [16, 110, 111]. Son zamanlardaki
deneysel calismalar, kannabinoidlerin bir dizi sinyal mekanizmasi araciligiyla
akciger kanseri hucrelerinin ¢gogdalma ve yayillmasini Onleyici etkilerini
bildirmektedir [26, 83, 112, 113].

2.3. Akciger Kanseri ve Kannabinoidler

Kannabis, uzun vyillardan beri tibbi uygulamalarda c¢esiti amacglarla
kullanilabilmektedir [73]. Akciger kanserlerinin adenokarsinom ve skuamdéz
karsinom turlerinde ekzojen ve endojen kannabinoidler ile ilgili ¢alisiimaktadir
[19, 26, 27, 114]. Kuguk hucreli digi akciger adenokarsinom dokularinda
sentezlenen CB1 ve CB2 reseptdr seviyelerinin normal akciger dokularindan
yuksek oldugu bildiriimektedir [114]. Kannabinoid 1 reseptoru, KHDAK
dokularinda %24 civarinda sentezlenmektedir [19, 38]. Primer miyoblastlarin
akcigere metastazinin CB1 reseptoru aracili oldugu gosterilmistir [115]. Buna
kargin, bazi arastirma gruplan kannabinoidlerin akciger kanserinde CB2
reseptoru aracili olarak etkili olabilecegini bildirmigtir [113, 114]. WIN55,212-2 ve
JWH-133 ekzojen kannabinoidler KHDAK hucrelerinde CB1 ve/veya CB2
reseptorleri aracili olarak [19, 23], cAMP’yi bloke ederek veya seramid sentaz
aktivasyonu ile protein kinaz B (Akt) ve PI3K inhibisyonuna neden olarak
proapoptotik etki gostermektedir [23, 116]. Diger yandan, sentetik selektif CB2
agonisti JWH-133, KHDAK hucrelerinde matriks metalloproteinaz enzimlerini
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inhibe ederek invazyonu engelleyebilir [27]. Delta-9-tetrahidrakannabinolin CB1
ve/veya CB2 reseptoru araciligiyla ERK1/2 yolaginin aktivasyonu ve PI3K/Akt'in
inhibisyonu ile KHDAK’nin ¢ogalmasini engelledigi bilinmektedir [23, 26].
Kannabinoidlerin KHDAK’nde bilinen etki mekanizmasi Sekil 2.3'te sematize

edilmistir. Literaturdeki galismalar ise Cizelge 2.2’de listelenmisgtir.

Cizelge 2.2. Endojen ve ekzojen kannabinoidlerle kiglk htcreli digi akciger

kanserinde yapilan galismalar

. . Kannabinoid _
Deney Diizenegi _ _ Etki Kaynak
Sistemi
v’ Hiicrelerde ¢gogalma | (26,
113
KHDAK hatlari; A549, V' Angipz )
v
SW-1573 ile in vitro : EpRLi2 ggRK1/2
A®-THC inhibisyonu
calismalar
(CB1 velveya | Proliferasyon|
CB2 reseptor
SCID CB-17 fare ile p v VEGF|
o aracih) ]
in vivo ¢alisma v Invazyon |
v’ Akciger metastazinda |
v Tumor hacminde |
Akciger kanseri v Hucrelerinin [16, 17,
hastalannd : WIN55212-2, 19, 27]
astalarindan alinan lif ,
P JWH-015, proliferasyonu |
oku ornekleri, v Hii i i
DK ot - CBD, MA., Hucrelerin kemotaksi,
atlari; i
Ve L IJWH-133, kemoinvazyon ve
(V"ey.‘ti ) 0- URB597 migrasyonu |
kiiltari), SW-1573,
(CB1, CB2 v' Damarlanma |
A459, CALU1, H460
o velveya v’ Apoptoz
ve H1299 ile in vitro _
TRPV1 v Ekzojen eklenen TIMP-
caligmalar . . . -
reseptoru 1 ile HUVEC hicrelerinin
aracil ocuinde inhibisyon
SCID CB-17 fare ile ) 908 Y
o v" Akciger metastazi |
in vivo ¢galisma
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v Akt ve MMP-9

ekspresyonunun |

CBD, AM251, | v CBD ile hiicrelerde PAI- | [117]
KHDAK hatlari; A549,
o AM630, 1* ekspresyonu |
H358 ve H460 ile in .
vitro galigma kapsazepin | o Hicrelerin invazyonu |
(CBL CB2 |/ CBD ile tiimér
velveya N .
Nude fare (A549 biyimesi |
) TRPV1
hiicre ksenografti) ile o
o reseptoru
in vivo ¢alisma
aracili)
KHDAK hatlari; A549 v CBDile TIMP-1 1 [118]
ile in vitro caligma CRE v invazyonda |
(TRPV-1 v' CBD ile tiimor
Nude fare . A
reseptori metastazi ve biiyliklugii |
(A549 hicre
] aracih)
ksenografti) ile in
vivo ¢galigma
CBD velveya | v' Kanser hicrelerinin [24, 25,
AM251, CBD ile ICAM-1 1 119]
H358 ve/veya H460 kapsazepin .
y P P v Invazyon |
ile in vitro galisma velveya
v’ Metastaz |
URB597 ve
v
Nude fare AA-5HT AM251, AME30 veya
(A549 hiicre (CB1, CB2 kapsazepin ile CBD araclili
o sitotoksik etkinin
ksenografti) ile in velveya
vivo calisma TRPV1 baskilandigi saptanmistir.
reseptori v CBD ile metastaz |
aracili)
CBD, AM251. v Kanser hiicrelerinin [120]
KHDAK hatti; A549 o
AM630ve | canlihgr |
ve primer akciger .
. kapsazepin | v COX-2 1, PGE2, PGD2
kanseri hasta
(COX-2ve | ye 15d-PGJ2 1
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dokulari ile in vitro PPAR-y v Apoptozt

calisma aracil) v PPARY 1, tiimor

gerilemesi
Nude fare

(A549 hucre

ksenografti) ile in

v' Tumor gerilemesi

vivo galisma

v Nrf1ve 21 [114]
v p-ERK1/2 1

v Apoptoz 1

v' CB1 ve 2 reseptorlerinin
seviyesinde 1

v 2-AG ve AEA

seviyelerinin skuamoz

Hastalardan alinan hicrelerde sirasiyla 2.3 ve
akciger kanseri 1.8 kat 1, adenokarsinom

biyopsi ornekleri ile hicrelerinde sirasiyla 2.3
ve 1.44 kat |

v FAAH ve MAGL

in vitro gcaligma

seviyelerinin skuamoz
hicrelerde sirasiyla %30
ve en az 7 kat,
adenokarsinom

hicrelerinde ise sirasiyla

%22 ve 1.5 kat 7

Dipnot: SCID: Agir Kombine Bagisiklik Yetmezligi, FAK: Fokal adhezyon kinaz, MMP-9: Matriks
metalloproteinaz 9, HUVEC: Umblikal ven endotel hiicreleri, LAK: Lenfokin ile aktif éldiricu
hicreler, TIMP-1: Doku matriks metalloproteinaz inhibitérii-1, PAI-1: Plazminojen aktivator
inhibitérd-1, ICAM-1: Hucrelerarasi adezyon molekdli-1, WIN55212-2: CB1 ve 2 agonisti, JWH-
015: CB2 agonisti, AM281: CB1 antagonisti, AM630: CB2 antagonisti, URB597: FAAH enzim
inhibitéri, MA: Metanandamid (CB1 agonisti), JWH-133: CB2 agonisti, CBD: Kannabidiol,
AM251: CB1 antagonisti, Kapsazepin: TRPV1 antagonisti, AA-5HT: FAAH inhibitoéri, JWH-133:
CB2 agonisti, Kapsazepin: TRPV1 antagonisti, *: PAI-1 inhibitorinin timor baslatici etkisi oldugu

bilinmektedir.
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Sekil 2.3. Kannabinoid sisteminin akciger kanseri hucreleri Uzerindeki etki
mekanizmasi (UPA: Urokinaz plazminojen aktivatér, uPAR: Urokinaz
plazminojen aktivatér reseptoért, EGF: Epidermal blyime faktord,
LAK: Lenfokin-aktif  olduricl hicre, TIMP-1: Matriks
metalloproteinazlarin doku inhibitora-1, MMP-2: Matriks
metallproteinaz 2, Akt: Protein kinaz B, mTORC1: Rapamisin protein
kompleksinin memeli hedefi 1, PI3K: Fosfatidilinositol-3-kinaz, STAT
3/5: Transkripsiyon 3/5 sinyal transdUseri ve aktivatori, MEK: Mitojen
aktive edici protein kinaz kinaz, BRAF: V-raf murin sarcoma viral
onkogen homolog B1, ERK 1/2: Ekstrasellller sinyal regule edici kinaz
1/2, JNK: c-Jun N-terminal kinaz, PLA2: fosfolipaz A2, COX2:
Siklooksigenaz, PGH2: prostaglandin H2, PGE2: prostaglandin E2,
PGD2: prostaglandin D2, PGI2: prostasiklin, 15d-PGJ2: siklopentenon
prostaglandin 2).

2.4. Sentetik Selektif CB1 Agonisti Arasidonilsiklopropilamid (ACPA)

Kuguk hucreli disi akciger kanserine ait deneysel modellerde kannabinoid 1
reseptdr agonizmasinin CB2’ninkine gore daha etkili olabilecegi gorulmektedir
(Sekil 2.3). Endojen kaynakli kannabinoidler fizyolojik ve patolojik kosullarda
akcigerde dagilim gosterseler de bunlarin CB1 ve CB2 reseptorleri Gzerindeki
ortak etkileri gz onune alindiginda izole CB1 agonizmasi igin uygun ligandlar

olmayabilecekleri disunulmektedir. Bu nedenle tumor tedavisi icin ilag adayi
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olarak psikoaktif etkileri bulunmayan ve kan-beyin bariyerini gegmeyen sentetik
agonistler Uzerinde ¢alisiimaktadir. Aragidonilsiklopropilamid, bu molekullerden
birisidir. Anandamid analogu olarak uretilen ACPA (MW=343.55 g/mol), selektif
bir CB1 reseptor agonistidir (Ki = 2.2 nM) [121]. ACPA’'nin CB1 reseptdrine olan
afinitesi kannabinoid 2 reseptorune gore 325 kat fazladir [122]. ACPA saf yag
yapili olup etanol i¢cinde kolayca ¢ozulebilir [123].

Arasidonilsiklopropilamid endometriyum ve pankreas kanseri hucreleriyle
olusturulan, grubumuzun da yer aldigi sinirli sayidaki g¢alismaya ait deney
modelinde CB1 reseptoru araciligiyla proapoptotik ve antiproliferatif
mekanizmayi uyarabilmektedir [11, 20-22]. ACPA, CB1 reseptdrleri aracili olarak
Pancl pankreas kanseri hlcrelerinde, hicre ici 5’-adenozin monofosfat aktive
protein kinazi (AMPK) aktive ederek serbest oksijen radikali bagimh otofajiyi
arttirmaktadir [21]. Pankreas adenokarsinom hdcrelerine, pirimidin analogu
gemsitabin ACPA ile beraber uygulanmis, kuvvetli sinerjistik etki ile kanser
hicrelerinde serbest oksijen radikali bagimh mekanizma ile proliferasyonu
azaltici etki gosterdigi bildirilmigtir [22]. Diger ¢alismada, Pancl pankreas kanseri
hiicrelerine 104 - 4x10* M doz araliinda uygulanan ACPA, 2x10“* M dozunda
proliferasyonu azaltici etki gdstermistir [20]. ACPA, Ishikawa endometriyum
adenokarsinom hiicre hattinda 9.3x107® M IC50 dozunda proliferasyonu azaltici
ve apoptozu uyarici etki gostermistir [11]. Bu hlcresel mekanizmalar,
KHDAK’'nde ACPA ile CB1 reseptoru aracili olarak uyarilabilirse hastahgin
tedavisi icin klinige aktariimak Uzere kullanilabilir. Ancak yag yapili oldugundan,
ACPA’nin uzun sureli etkili dozda uygulanabilmesi i¢in kontrolli salim sistemine

yerlestiriimesi gerekir.

2.5. Kannabinoidlerle iIgiIi Kontrolli Salim Sistemleri; Polikaprolakton,
Nanopartikiiler Salim Sistemi

Klinikte ila¢ tedavisinde, etken maddenin hedeflenen doz, zaman ve bolgede etki
etmesi beklenir. Son yillarda terapdétik etkinin artirimasi ve yan etkilerin
azaltilmasi amaci ile nanopartikiler ilag tasiyici sistemler gelistirimeye
baglanmigtir [124]. Lipozomlar, dendrimerler, kati lipid nanopartikuller, polimerik
nanopartikuller, polimerik miseller ve lipid nanoyapil sistemler en ¢ok ¢alisilan

sistemlerdir [125]. Etkili ilag salim sistemleri olarak bilinen organik bazli
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nanopartikuller (polimerik nanopartikuller), genellikle nanokure veya nanokapsul
formunda dretilir [124]. Boyutlari 10-1000 nm arasinda degigebilen polimerik

nanopartikullerin biyokompatibiliteleri ve biyodegradasyon seviyeleri yuksektir.

Kannabinoidler igin klinik dncesi aragtirmalarda lokal uygulamaya yonelik pek ¢ok
formulasyon geligtiriimektedir [126-128]. Kannabinoidlerin ila¢g gelistirme
calismalarini zorlastiran temel nedenlerden biri, kannabinoidlerin lipid yapida
olmalari ve sulu ortamlarda ¢oézundrliklerinin olduk¢a dusik olmasi, yarilanma
omdrlerinin kisa olmasi ve stabilite sorunlarinin olmasindan kaynaklanmaktadir
[129]. Yag yapili ekzojen ya da endojen kannabinoidlerin tumor tedavisinde ilag
adayi olabilmeleri igin uzun sure kontrolli salimlarinin saglanmasi gerekmektedir
[126, 130]. Bu amagla literatlirde kannabinoidlerle sinirli sayida nanopartiktler
salim sistemi ¢alismasi bulunmaktadir [131, 132]. Literatirde kannabinoidler ile

yapilan salim sistemleri Cizelge 2.3'de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Kannabinoidlerle ilgili salim sistemleri ve etkileri (CBD: Kannabidiol;
CB13: Sentetik CB1/CB2 agonisti; URB597: FAAH inhibitory;
AM251: CB1 antagonisti)

Kannabinoid _

Tiirii Salim Sistemi Etki Referans
Polikaprolakton Meme kanseri
mikropartikuller (10 gunlik | hiucrelerinin

CBD salim pr.ofili) cogalmasinda | (126]
(Amag; llacin stabilitesinin
ve biyoyararlaniminin
arttinimasi)

CB13 yukli PLGA Noéropatik agr
nanopartikuller tedavisinde oral

CB13 (Amag; in vitro uygulama amagli [127]
karakterizasyon ve salim calisiimigtir.
calismasi)
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PEG-PLGA nanopartikul 32. gunde tumor

(Amag; in vitro hacminde 2.2 kat |
AS-THC _ [132]
karakterizasyon ve salim

calismasi)

NIH/3T3 fibroblast,
HEK-293T bobrek
ve Caco-2

CB13 (Amag; in vitro [128]
kolorektal kanser

CB13 yuKklu lipid

nanopartikuller

karakterizasyon ve salim . .
hicrelerini
caligmasi) _ o
etkilememistir.

N Noéropatik agnili fare
CB13 yuklu tg farkh PLGA _ _
modelinde ilag

CB13 nanopartikul . o [133]
o salimi ile agri kesici
(15 gunluk salim profili)

etki

Rimonabant yUklu lipid ilag miktarina bagl
Rimonabant | nanopartikul olarak rat beyninde [134]
(SR141716) | (Amag; in vivo rat rimonabant birikimi

modelinde salim g¢alismasi)

Kannabinoid yuklu lipid %100’e yakin ilag

URB597, nanopartikul yukleme etkinligi

AM251 ve | (Amag; in vitro saptanmigtir. [131]

Rimonabant | karakterizasyon ve salim

calismasi)

Polikaprolakton (PCL), muhendislik ve rejeneratif tipta oldukga yaygin olarak
kullanilan ve biyodegradasyon kapasitesi yuksek bir polimerdir [135]. Biyouyumlu
e-kaprolakton monomerlerinin  polimerlesmesiyle olusan biyouyumlu bir
polimerdir [135]. Son yillarda PCL, uzun sureli etki gosterebilecek ilag tagima
sistemlerinde tercih edilmektedir. Polikaprolaktonun tercih edilme nedeninin
diisik bozunma hizi oldugu ifade edilmistir [135]. Ote yandan, PCL hidrofobik
yapisindan kaynakli olarak tasiyici matriks iginde 6zellikle lipofilik yapida ilaglarin

homojen dagilimini saglayabilmektedir [136].
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Anandamid yuklid PCL nanopartikiller, HEK-293 insan embriyonik bdbrek
hicrelerinde AEA'in hacreye alimini arttirmigtir [137]. Anandamidin hucreye
alimini  etkileyen inhibitérlere karsin hicre zari tasiyici proteinleri ile
nanopartikillerin dogrudan etkilesiminin saglanmasi, AEA’in hlcre disindaki
kaybinin  azaltimasi  bakimindan oOnemlidir. Anandamid yukli PCL
nanopartikullerin Uretimi ile %95 oraninda yukleme etkinligi saptanmis ve 20-80
nm buyUkliglinde nanopartikiller elde edilmistir [138]. Kannabidiol yukli PCL
mikropartikuller ile MDA-MB-231 meme kanseri hucrelerinde 10 gun iginde
anlamli proliferasyon azaltici etki saglanmigtir [126, 135]. Tetrahidrakannabinol
yuklendiginde, ayni PCL mikropartikullerin RBL2H3 rat bazofilik I6semi ve Caco2
insan kolorektal karsinom hicrelerinde 9. glinde hiicre ¢ogalmasini azalttidi
bildirilmistir [139]. Ayni grup, CBD ve THC yukli PCL mikropartiktlleri uzun sureli
salim igin fare glioma timoér modelinde uygulamig; mikropartikillerin tGmor
bayumesini, proliferasyonunu ve damarlanmasini azalttigini, apoptozisi
uyardigini bildirmistir [140]. Glioma tedavisi icin CBD, lipid nanokapstillere
yuklendiginde ve glioblastoma U373MG hticre hattinda uygulandiginda, hicre
canhliginin doz bagimli olarak azaldigi goérulmuastir [141]. Literatirde PCL
nanopartikullerin akciger kanserinde uygulandigr sinirll sayida c¢alismaya
rastlanmistir [142]. Paklitaksel yukli polikaprolakton icerikli 3 farkli polimer bazli
nanopartikilin ylzeyi kitosan ile kaplanip Caco-2 kolorektal hicre hatti ve A549
KHDAK hattinda uygulanmis ve hidcre canhhginin doz bagimh azaldigi
saptanmistir [143]. Kalsiyum kanal blokoru tetrandrinin, antitimoral etkisinin
degerlendirilebilmesi icin amfifilik poli(N-vinilpirolidon)blok-poli(e-kaprolakton)
(PVP-b-PCL) kopolimerlere yliklenmis ve nanopartikil sisteminin KHDAK hatti
A549 hucresinde B hcre lenfoma-2 (Bcl-2) ve B-hiicre lenfoma-ekstra buyuk
(Bcl-xL) proteinlerinin inhibisyonu Uzerinden apoptozu uyardigi gorulmustir
[144].

Akciger kanseri igin gelistirilen nanopartiktler kontrollt ila¢ salim sistemleri sinirli
sayidadir [132]. Polietilen glikol (PEG) ve poli laktik-ko-glikolikasit (PLGA)
nanopartikul sistemine yuklenen THC, KHDAK hatti A549 ve Lewis akciger LL2
hattina uygulandiginda 10 gun sureyle salim saglandigl, ilag yuklu
nanopartikullerin bos olanlara gore 1.4 kat fazla sitotoksik etki meydana getirdigi

gOsterilmigtir [132].
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Tezin gerekge ve varsayimi;

Sonug olarak, dunyada ve ulkemizde en yluksek mortaliteye sahip kanserler olan
akciger kanserlerinin en sik rastlanan turd; KHDAK’nde sistemik yan etkileri
azaltlmig, timoére hedefli, yeni tedavi stratejilerine ciddi gereksinim
duyulmaktadir. Son yillarda akciger kanserlerinde ilag adayi olarak arastirilan
kannabinoidler CB1 reseptdr agonizmasi araciligiyla etki streleri kontrollt olarak
uzatilabilirse KHDAK igin terapotik potansiyel tasiyabilir. ACPA, izole, potent CB1
reseptori agonisti olarak biyouyumlu ve biyodegradasyon hizi distuk PCL
nanopartikiler sistemine yuklenerek uzun sureli kontrolli salinabilirse in vitro
ortamda bir dizi KHDAK hattinda ger¢cek zamanl olarak ¢ogalmayi azaltici ve
apoptozu uyarici bir tedavi ajani olabilir. Sekil 2.4'te ¢alismanin gerekge ve
varsayimi ozetlenmigtir. Tezin giris bolumunin son kisminda varsayimi test

etmek icin olusturulan amag ve hedefler ile beklenen yaygin etki yazilmigtir.
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Sekil 2.4. ACPA’nin kuguk hacreli disi akciger adenokarsinomunda etkisi.
ACPA’nin tek basina ve PCL nanopartikuller ile uygulandiinda
KHDAK hucrelerindeki olasi apoptoz uyarici ve proliferasyonu
engelleyici etkisi gosterilmistir.
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3. GEREG ve YONTEM

Deney Tasarimi; bu tez kapsaminda in vitro kosullarda deney ve kontrol gruplari
iceren (belirli doz araliginda ACPA uygulanmis KHDAK hicreleri ve ilacin
¢Ozucusu etanolun %1 oranda hazirlandigi besiyeri uygulanan KHDAK hucreleri)
gOzlemsel bir deney gerceklestiriimigtir. Gruplara ait tekrar sayilari (n) Cizelge
3.1’de gosterilmigtir. Calisma disiplinlerarasi, rastgele secilmis ve ileriye yonelik
olarak planlanmistir. Bagimsiz degdiskenler, belirli doz araliinda ACPA
uygulanmig hlcre gruplari ve kontrol grubu; bagimli degiskenler, proliferasyon ve

apoptoz deney verileridir.

Cizelge 3.1. Bagimli ve bagimsiz degiskenleri gosteren deney plani. Deney ve
kontrol gruplariyla gerceklestirilen is paketlerindeki tekrar (n)

sayllari gosterilmektedir.

Bagimsiz Degiskenler Bagimh Degiskenler
. WST-1 Gercek Zamanl
Gruplar HAg” Proliferasyon Proliferasyon Apo-p-toz
Tura o o Analizi (n)
Analizi (n) Analizi (n)
A549 6 3 -
H1299
H358
H838
A549
H1299
H358
H838
A549
H1299
H358
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10°M ACPA A549

10°M ACPA

107" M ACPA

108 M ACPA

D O O O] O] O O O O] O] O O
Wl W W W W W W W W w w w
1
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Bu tez calismasi, Biyomuhendislik Anabilim Dali Yuksek Lisans Programi
kapsaminda Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal’'na ait laboratuvar alt yapisi ve teknik donanim kullanilarak
gerceklestiriimistir. Nanopartikil salim sistemi ve ACPA miktar tayinine iligkin
analitik yéntem gelistirme galismalari igin Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakultesi Analitik Kimya Anabilim Dali ve Farmasotik Teknoloji Anabilim Dalr’'dan
destek alinmistir. Giris bdlimuinde yer alan arastirma hedeflerini yanitlamak

amaciyla agagidaki is paketleri tamamlanmistir.

3.1. Kannabinoid Reseptorlerini Eksprese Ettigi Bilinen A549, H1299,
H358, H838, H1975 ve SW-1573 Kiiguk Hiicreli Digi Akciger Adenokarsinom
Hiicre Hatlarinda CB1 ve CB2 Reseptor Diizeylerinin Saptanmasi

3.1.1. Kugcilik Hucreli Disi Akciger Kanseri Hucre Hatti Kulttri

Literatlre ait in vitro calismalarda insan kanserinden Uretilen hicre hatlarinin
kullanimi bir ilacin etkisinin gdsterilebilmesi ve farkh hatlarda bu etkinin konfirme
edilebilmesi agisindan oldukga 6nemlidir [145]. Bu dogrultuda insan kanser hticre
hatlari, kanseri engelleyici ilag adaylarinin terapotik etkilerini test etmek igin temel
modeller olarak sunulmaktadir [146]. Bu amagla tez galismasinda, arastirilan
proliferasyon azaltici ve apoptotik temelli etkinin gézlenebilmesi igin 6 hiicre hatt

kullaniimistir.

Kannabinoid aracili yanitlarin islemesi icin klasik CB reseptorlerini
bulundurduklar bildirilen A549 (ATCC®, CCL-185™) [16, 27], H1299 (ATCC®,
CRL-5803™) [16], NCI-H358 (ATCC®, CRL5807™) [17, 117], NCI-H838
(ATCC®, CRL5844™) [18], NCI-H1975 (ATCC®, CRL-5908™) [147] ve SW-
1573 (ATCC®, CRL2170™) [19, 26] kiguUk hicreli digi1 akciger hiicre hatlari ticari
olarak satin alinmig ve soguk zincirde laboratuvara aktariimistir. Ardindan A549
hicre hatti icin Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM HG),
H838, H1299, H1975 ve H358 hatlari icin RPMI-1640 besiyeri kullaniimistir. SW-
1573 hicre hatti ilk olarak Leibovitz L-15 Medium ile beslenmistir. Ardindan
“‘“ATCC® Animal Cell Culture Guide” protokoline gére RPMI-1640 besiyerine
degistirilmistir. Bazal besiyerlerine ek olarak %10 FBS (Fetal Bovine Serum), 2

mM %2 oraninda L-glutamin ve %21 oraninda penisilin-streptomisin ile optimal
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kaltur kosullarinda ¢ogaltilmisgtir. Hucreler uygun kultir kaplarinda %5 COz iceren
inkiibatorde 37 °C sicaklikta kiiltiire edilmigtir. ileriki agamalarda kullanabilmek

igin hucreler belirli pasaja kadar ¢cogaltiimigtir.

3.1.2. Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanseri Hiicre Hatlarinda gRT-PCR ile
CB1 ve CB2 Reseptor Ifadesinin Degerlendirilmesi

3.1.2.1. RNA izolasyonu

Klasik kannabinoid reseptorlerini sentezledigi bilinen A549, H1299, H358, H838,
H1975 ve SW-1573 hicre hatlarinda CB1 ve CB2 reseptdr ekspresyonu tespiti
amagh gen ifade analizi gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda %70-80 oranda
konfluense ulasan hicrelerin besiyeri uzaklastirimis ve fosfat tamponlu tuz
cOzeltisi (Phosphate Buffered Saline — PBS) ile hucrelerin yikanmasi
saglanmistir. Ardindan 1 ml trizol (#T9424, Sigma-Aldrich, Almanya) RNA
izolasyon materyali Uretici talimatlarina gore ortama eklenerek kultir kabinin
tabanina yapismis olan hiicrelerin kalkmasi saglanmistir. izole edilen RNA'lar
toplanarak 1.5 mllik tipe alinmistir. RNA'larin kalite kontrolini yapabilmek
amaciyla tuzerine 200 pul kloroform eklenip karistirilmig, +4 °C sicaklikta 15 dakika
boyunca 12000 g’de santriflij edilmis ve ardindan steril 1.5 ml'lik tipe Ust faz
aktariimistir. Ust faza 750 pl %100'lik etil alkol eklenip karistiriimistir. Karistirilan
faz -20 °C sicaklikta 30 dakika bekletilmis, sonrasinda +4 °C sicaklikta 10 dakika
12000 g’de santrifiij edilmis ve (st faz uzaklastinlmistir. izole edilen RNA’larin
(#74104, Qiagen, ABD) miktar ve safligi, NanoDrop spektrometre ile (Nanodrop
2000, Thermo Fisher Scientific, ABD) 230, 260 ve 280 nm dalga boylarinda

Olgulmasgtur.

3.1.2.2. cDNA Sentezi ve qRT-PCR Analizi

Miktar1 ve safligi kontrol edilen RNA’lardan QuantiTect® Reverse Transcription
Kit (#205310,Qiagen, ABD) ile 500 ng cDNA sentezlenmistir. Kantitatif gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) isleminde LightCycler® 480
(Roche, Isvigre) cihazinda PowerUp SYBR-Green Master Mix (#A25741,
ThermoFisher Scientific, ABD) floresan boyasi kullaniimistir. Calisilan genlere ait
goreceli MRNA ifade analizi igin “ACt” kantitatif hesaplama yontemi ve VIIATM 7

Software (Versiyon 1.2.4) kullaniimigtir. Bu yontem ile hesaplanmak istenen
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mRNA ifade farkliigi, gen ifadesi hicrede en az dedisiklik gosteren house-
keeping gen ifadesine gére normalize edilmigstir. Hicrelerdeki CB1 (CnR1) ve
CB2 (CnR2) reseptor seviyeleri, beta-aktin (3-aktin) gen ifadesine kiyaslanarak
hesaplanmigtir. Deney icin tasarlanmis primer uzunluklari Cizelge 3.2.de
verilmistir. Bu asama, Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve

Arastirma Merkezi’nin (HUNITEK) olanaklari kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2. qRT-PCR calismasinda kullanilan primer dizileri. Beta-aktin (p-
aktin), CnR1 ve CnR2 reseptor analizleri igin hazirlanan

oligonukleotid dizileri gosteriimektedir.

Gen Oligoniikleotid Dizisi
B-aktin (ACTB) Forward | 5-CGCAAAGACCTGTACGCCAAC-3’
B-aktin (ACTB) Reverse | 5-GAGCCGCCGATCCACACG-3

CB1 Reseptort (CnR1) | Forward | 5-TACCTGATGTTCTGGATCGG-3’
CB1 Reseptort (CnR1) | Reverse | 5-CCATGCGGGCTTGGTCTG-3
CB2 Reseptoru (CnR2) | Forward | 5-CTATCCACCTTCCTACAAAGC-3’
CB2 Reseptort (CnR2) | Reverse | 5-TGAGGCACAGCATGGAGCAG-3

3.1.3. Kuguik Hucreli Digi Akciger Kanseri Hiicre Hatlarinda Akim
Sitometrisi ile CB1 ve CB2 Reseptor Isaretlenmesinin Degerlendirilmesi

Alt farkh KHDAK hattinda CB1 ve CB2 reseptdr ekspresyonu akim sitometrisi
yontemiyle gdsterilmistir. Hucreler kannabinoid reseptorleri Anti-insan CB1
(ab3558, Abcam, ABD) ve Anti-insan CB2 (ab3561, Abcam, ABD) ile

isaretlenmistir.

Kllture edilen hacreler %70-80 oranda yogunluga ulastiklarinda besiyerleri
uzaklastiriimis ve PBS ile hlcrelerin yikanmasi saglanmigtir. Ardindan 100 pl
hicre sUspansiyonu 12x75 ml'lik falkon tipline aktariimistir. PE isaretli CB1
antikoru ve FITC isaretli CB2 antikoru her bir tipe 20 pl olacak sekilde
pipetlenmistir. Alinan drnekler hafifce vortekslenerek karanlik ortamda ve +4 °C
oda sicakliginda 20-30 dakika floresan isaretli antikorlarla inkibe edilmigtir.
inkiibasyon sonrasi drnekler tekrar vortekslenmis ve (izerine 1.5-2 ml tampon
cOzelti eklenerek 8-10 dakika +4 °C oda sicakliginda ve karanlikta inkube

edilmistir. Ardindan érnekler 5 dakika boyunca 1200 rpm hizda santrifuj edilmigtir.
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Santriflj sonrasi supernatan uzaklastiriimis, pellet hafifge vortekslenmistir.
Uzerine 2 ml yikama soltisyonu eklenmis ve tip tekrar vortekslenmistir. Santrifijj
asamasi tekrar edildikten sonra 500 pl yilkama solusyonu pellete eklenmigtir.
FACS Aria (Becton Dickinson, San Jose ABD) model cihazda hilcre hatti
orneklerinde karsilastirmali analiz yapilarak hucrelerin  CB1 ve CB2

reseptorleriyle isaretlenme oranlari ylzde olarak hesaplanmigtir.

3.1.4. Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanseri Hicre Hatlarinda
Immunositokimyasal Inceleme

Klguk hucreli disi akciger kanseri hiucrelerinde CB1, CB2, NAPE-PLD, FAAH,
MAGL ve DAGL tespiti igin immun isaretleme yapilmistir. Konfluent olan hicreler
tripsin (03-052-1B, Biological Industries, ABD) ile muamele edildikten sonra
santrif(ij edilmis ve elde edilen pellet ile hiicre sayimi yapilmistir. Thermanox®
plastik steril coverslip plakalar Gzerine 5000 hlicre gelecek sekilde ekim
yapilmistir. Daha sonra uygun hlcre kultird kosullarinda inkibe edilmistir.
Konfluense ulasan hicrelerin (ekimden 48 saat sonra) besiyeri uzaklastiriimis ve
PBS ile yikanmistir. 30 dakika kurutma suretiyle fiziksel olarak tespit edilen
hicreler %4 paraformaldehit ile kimyasal olarak fikse edilmistir. Fiksasyon
sonrasi hlcrelerin PBS ile yikanmasi ile hiicrelerdeki fazla fiksatifin uzaklagsmasi
saglanmistir. Uygulanacak antikorlarin penetrasyonunu saglamak igin hucreler
100’er pl %0.2 Triton X-100 ile 10 dakika inkube edilmigtir. PBS ile yikama
sonrasi endojen peroksidaz blokaji igin hicreler soguk metanol igindeki %3 H202
(216763 — Sigma-Aldrich, Almanya) ile muamele edilmistir. Antikor
uygulamasindan ©6nce spesifik olmayan baglanmayi engellemek amaciyla
hicreler 200’er pl %2.5 sigir serum albimini (BSA) (A3803, Sigma-Aldrich,
Almanya) ile 45 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Anti-insan CB1 (C28866 — Sigma-Aldrich, Almanya), Anti-insan CB2 (HPA-
028718 — Sigma-Aldrich, Almanya), Anti-insan DAGL (ab84733 — Abcam,
ingiltere), Anti-insan MAGL (100035 — Cayman, ABD) ve Anti-insan NAPE-PLD
(HPA-019832 — Sigma-Aldrich, Almanya) antikorlari icin 1:100 ve FAAH (HPA-
007425 — Sigma-Aldrich, Almanya) antikoru igin 1:50 oranlar kullanilarak %21
normal fare serumu igceren PBS icinde hazirlanmistir. Coverslip plakalardan

normal serum uzaklastirildiktan sonra hazirlanan primer antikorlar, coverslip
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basina 200 pl olacak sekilde eklenip bir gece boyunca +4 °C sicaklikta
bekletilmistir.

Primer antikor ile bir gece bekletilen hicreler dnce PBS ile yikanmistir. Ardindan
biotin (SAB4200363 — Sigma-Aldrich) ve avidin-peroksidaz (E8386 — Sigma-
Aldrich) sekonder antikorlar 1:50 oraninda hazirlanmigtir. Biotin sekonder
antikoru coverslip plakalara damlatiimis ve 30 dakika nemli ortamda oda
sicakhginda bekletilmistir. Ardindan biotin antikoru hicrelerden uzaklastiriimistir.
Avidin sekonder antikoru eklenerek 30 dakika nemli ortamda oda sicakliginda
bekletilmistir. Yikama yapildiktan sonra peroksidaz aktivitesi igin kromojen
diaminobenzidin (DAB) (D6065 — Sigma-Aldrich, Almanya), DAB substrati
(D6190 — Sigma-Aldrich, Almanya) icinde 1:1000 oraninda hazirlanmis ve
hucrelerle 5 dakika inkube edilmigtir. Ardindan distile su ile yikama yapilan
hicrelere gekirdek zemin boyamasi i¢in hematoksilen damlatiimigtir. Boyama
sonrasi dereceli alkollerden gecirilip seffaflandirilan coverslip plakalar entellan ile
kapatiimistir. Kannabinoidlere ait immun isaretlenmeler, Leica Mikroskop (Leica

DMBG6 B) ve dijital kamera atasmani (Leica DFC7000 T) ile goéruntulenmistir.

3.2. Kannabinoid 1 Reseptoriinii En Yiiksek Diizeyde Eksprese Eden Hiicre
Hatlarinda, Sentetik Spesifik CB1 Agonisti ACPA’nin, in vitro Ortamda Doz
Bagimh Olarak Hiicre Cogalmasi Uzerine Etkisinin Saptanmasi

Kannabinoid 1 reseptérini eksprese eden KHDAK hicreleri gRT-PCR yontemi
ile belirlendikten sonra bu hucrelerin optimum kudltur kosullar ile c¢ogalip
konfluense ulasmasi saglanmistir. %70-80 konfluense ulasan hucrelerin
besiyerleri uzaklastinlmig, ardindan hicreler PBS ile yikanmig ve tripsin
eklenmistir. Hlcreler 15 ml’lik tipler iginde santrifUjlenmigtir. SUpernatan kisimlari
uzaklastirilan hucreler, her bir kuyucuga 5000 hucre igeren 200 pl hulcre
suspansiyonu gelecek sekilde hesaplanip 96 kuyucuklu hicre plakalarina
ekilmigtir. Hlcre plakasina ekim prosedirt Sekil 3.1'de verilmistir. Hlcrelerin
tutunmasiyla beraber (ekimden 24-48 saat sonra) bir seri dozda hazirlanan
sentetik CB1 agonisti ACPA besiyeri icinde 10°-10%2 M doz araliginda
hazirlanarak hucrelere verilmistir. ACPA doz aralidi literatirle uygun olacak
sekilde belirlenmigtir [11, 21, 22]. Plaklar sirasiyla 1, 2 ve 3. gunlerde 10’ar pl
Water Soluble Tetrazolium-1 (WST-1) ajaninin (11644807001 — Roche Applied
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System, Isvigre) eklenmesi ve 4 saat inkiibasyon sonrasinda VersaMax
Microplate Reader (Molecular Device, ABD) mikroplaka okuyucuda okunmus ve
hicre proliferasyon dizeyleri belirlenmistir. Hlicre sayisinin en fazla distugu
gun/gunler ve doz araligi saptanmistir. Buna uygun olarak etkili dozun ve
zamanin tespiti bir sonraki asamada gergeklestiriimistir. Boylece karsilastirma
yapilarak hucrelerin gogalma hizini en fazla dusiren doz ve zaman araligi

belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Doksan alti kuyucuklu hicre plaklarina ekim protokoll. Her doz n=6

tekrarli olacak sekilde hicre ekimi yapilmigtir. gqRT-PCR ile CB1
reseptor ifadesi degerlendirilen hiicrelerde 10-5-10-12 M doz araliginda

ACPA hucrelere uygulanmistir (K: Kontrol; B:Besiyeri).

3.3. Kannabinoid 1 Reseptoriinii En Yuksek Duzeyde Bulunduran Kuguk
Hiicreli Dig1 Akciger Adenokarsinom Hatlarinda ACPA’nin Proliferasyonu
Azaltici (EC50/IC50) Dozunun Gergek Zamanh Olarak Saptanmasi

Hucreler Uzerinde selektif CB1 agonisti ACPA’nin antiproliferatif etki dizeyinin
degerlendiriimesiyle birlikte bir seri dozda proliferasyona etkisinin gergcek zamanli
ve doz bagiml olarak odlgulebilmesi amacli hucre kultirinde ¢ogaltilan hicreler
tabani impedansi kaydeden altin mikroelektrotlarla kapli 96 kuyucuklu hicre
plakalarina ekilmistir. A549, H1299 ve H838 hucre hatlari i¢cin kuyucuk basina
5000 hicre gelecek sekilde 200 ul hicre suspansiyonu, hicre plakalarina
ekilmigtir. H358 hlcre hatti igin her kuyucuga 7000 hucre gelecek sekilde 200 pl
hicre suspansiyonu hucre plakalarina ekilmistir. Boylece ger¢cek zamanh olarak
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her 15 dakikada bir hucrelerin tabana yaptiklari basinin impedansina ait veriler
“hucre indeksi” olarak kaydedilmis ve yaklasik 24-48 saat sonrasinda farkli
dozlarda (10-°-10*?> M) hazirlanan ACPA hiicrelere verilmistir. Kannabinoidlerin
doz bagimli ve gergek zamanl olarak huicre proliferasyonuna etkisi xCELLigence
(ACEA, Roche Applied System, isvigre) ile dlgtilmustiir. A549 hiicreleri igin 220,
H1299 hucreleri igin 178, H358 hucreleri icin 210 ve H838 huicreleri igin 194 saat
sure ile hicre indeksleri kaydedilmis ve hlcre proliferasyonu degerlendirilmistir.
Hucrelere her doz 3 tekrarli olarak uygulanmistir. Bu yontemle kannabinoidlerin
proliferasyon azaltici ve apoptoz baslatici etkili dozunun (EC50/IC50) tespit

edilmesi saglanmigtir.

3.4. Kannabinoid 1 Reseptoriinii En Yiiksek Diizeyde Eksprese Eden Hiicre
Hatlarinda, Sentetik Spesifik CB1 Agonisti ACPA’nin, in vitro Ortamda
Apoptoz Uzerine Etkisinin Akim Sitometrisi Yontemiyle Degerlendirilmesi

Gergek zamanl proliferasyon analizi ile belirlenen EC50/IC50 degerleri
sonucunda proliferasyon azaltici etkiye duyarlihdr en fazla olan KHDAK
hicrelerine akim sitometrisi ile apoptotik etkinlik tespiti amacgli Annexin-
V/Propidium lodide (FITC Annexin Apoptosis Detection Kit I, 556547 — BD
Pharmingen, ABD) isaretlemesi yapilmistir. Bu amagla, 25 cm? alana sahip kltir
kaplarinda kultire edilen kanser hucreleri %70-80 konfluense ulastiklarinda
belirlenen 1.39x10'2 M (IC50) ACPA dozu 4 ml hacimde uygulanmistir.
Uygulama sonrasi 24, 36, 48 ve 72. saatlerde hucreler soguk PBS ile yikanmis
ve seyreltilmis tripsin ¢ozeltisi ile kaldiriimistir. Kaldirilan htcreler besiyeri icinde
15 ml’lik tiplere aktarilmistir. 1200 rpm hizda 5 dakika hucreler santriflj edilmistir.
Santrifij sonrasi PBS iginde hucre sayimi yapiimis ve 500.000 hicre olacak
sekilde hucre suspansiyonu yeni tuplere aktarilmistir. Hucreler tekrar 1200 rpm
hizda 5 dakika santrifuj edildikten sonra 1X Binding Buffer 100’er pl hacimde
eklenmigtir. Karanlik ortamda her tipe 5 pl Annexin-V (Component no. 51-
65874X) ve 5 pl Propidium lodide (Component no. 51-66211E) pipetlenip
yavasca vortekslenmistir. Hlcreler oda i1sisinda 15 dakika inkUibe edilmigtir.
Ardindan her tiipe 400 ul 1X Binding Buffer eklenerek NovoCyte® 3000 (ACEA

Biosciences, Inc., isvigre) akim sitometri cihazinda 8lgiim yapilmistir.
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3.5. ACPA’nin Hiicre Supernatanlarindaki Miktarinin Tayini

Literatlrde yari 6mru kisa oldugu bilinen saf ACPA’nin hicre igine alinmasina
iliskin bir bulgu yer almamaktadir. Bu nedenle, grubumuz tarafindan 10° M dozda
ACPA, KHDAK A549, H1299, H358, H838, H1975 ve SW-1573 hatlarina
uygulandiktan sonra 1, 2 ve 3. gunlerde ortamda kalan ACPA miktari tayini igin
Sivi Kromatografisi Tandem Kutle Spektrometresi (LC-MS/MS) ile kantitatif

Olgumler yapilmigtir.

3.5.1. Gozeltilerin Hazirlanmasi

Amber renkli sisede -20 °C sicaklikta saklanan stok ACPA ¢ozeltisi (5 mg/8.5 ml)
kullanilarak 0.1 mg/ml (100 ppm), 0.01 mg/ml ve 0.001 mg/ml derisimde ¢ozeltiler
seyreltilerek gunlik hazirlanmigtir. Hareketli faz A (%0.1 formik asit iceren su)
hazirlanmasi igin 250 ml’lik balon joje icine 100 ml su ve uzerine 0.250 ml derigik
formik asit ¢ozeltisi eklenmistir. Hizlica karistirildiktan sonra ¢ozeltinin hacmi
toplamda 250 ml olacak sekilde su ile tamamlanmistir. Hareketli faz B (%0.1
formik asit iceren asetonitril) icin 250 ml’lik balon joje icine 100 ml asetonitril ve
uzerine 0.250 ml derigsik formik asit ¢ozeltisinden eklenmigtir. Hizlica
karigtinldiktan sonra ¢ozeltinin hacmi 250 ml olacak sekilde asetonitril ile

tamamlanmistir.

3.5.2. Orneklere Ait Cézeltilerin Hazirlanmasi

Hazirlanan 6rneklerden 100 ul ilagli besiyeri alinarak ependorf tipe aktariimigtir.
Uzerine 200 pl asetonitril eklenmis ve 30 saniye vortekslenmistir. Tipler, 15000
rom’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. islem sonrasi elde edilen berrak
santrifigattan 100 ul alinmis ve Uzerine % 0,1 formik asit eklenmistir. Hazirlanan
ornekler LC-MS/MS cihazina enjekte edilmistir.

3.5.3. Kalibrasyon Gozeltilerinin Hazirlanmasi

ACPA miktar tayini analizinde kullanilacak kalibrasyon egrisini hazirlamak igin
ilagsiz plazma érneklerine 5.0 (5 ppm) — 0.05 (0.05 ppm) ug/ml derisim araliginda
alti farkli nokta icin standart ACPA eklenerek hazirlanmistir. Numune
¢Ozeltilerinin hazirlanmasina ait islem basamaklari yapildiktan sonra standart

eklenen ornekler igin analiz yapiimigtir.
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3.5.4. ACPA Miktar Tayini

ACPA’'nin slpernatanlardan tayini icin ylksek hassasiyete sahip Sivi
Kromatografisi Tandem Kitle Spektrometresi (LC-MS/MS) kullaniimistir. Bu
yontemde C18 kolon (50 mm x 3 mm, 3 um) ve % 0,1 formik asit:% 0,1 formik
asit iceren asetonitril (95:5, h/h) karisimi hareketli faz olarak kullanilimistir.
Gradient ellisyon programi 0. dakikadan 2. dakikaya kadar B hatti %40’te sabit
tutulmustur. 2. dakikadan 4. dakikaya B hatti derisimi %80 c¢ikariimis, 3 dakika
boyunca sabit tutulmustur. 1 dakika iginde tekrar %40’a indirilmistir. Akis hizi 0.35
mL/dakika ve kolon firin sicakligi 40 °C’dir. ACPA igin ¢alisilan Multiple-Reaction-
Monitoring (MRM) kosullari; pozitif iyonizasyon modunda 14 eV’luk carpisma
enerjisi kullanilarak 344,30 m/z - 203,10 m/z kitle parcalanmalari takip edilerek

gerceklestirilmigstir.

3.6. ACPA’nin Stabilitesi ve Uzun Sireli Sabit Salimini Saglayabilecek
Nanomiihendislik Temelli ACPA-PCL Nanopartikiler Salim Sisteminin
Gelistirilmesi

3.6.1. Kontrolli Salim Sistemi igin Nanopartikil Formulasyonlarinin
Hazirlanmasi

ACPA’'nin kisa yari 6murli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, saf ACPA igin
stabilite tayini calismalari yapilmistir. Buna gére, ACPA’'nin (Tocris, Cat. No.
1318, Batch No: 4A/211832) taze stokundan ornek alinarak +4 °C’de 1, 2, 3, 6
ve 8 gun sureyle bekletilmigtir. Stabilitesini koruyan ACPA miktari LC-MS/MS

cihazinda olgtlerek elde edilen sonuglar grafige aktarilmistir.

ACPA yUkli polimerik nanopartikil formdlasyonlarinin  hazirlanmasi igin
hidrofobik bir polimer olan sentetik polikaprolakton (PCL) polimerinden
yararlaniimisg ve literatirde siklikla bu amagla kullanilan ¢oktirme ve tekli
emulsiyon yontemleri denenerek en uygun ve sade hazirlama yontemi segilmigtir.
Bu dogrultuda tekli emulsiyon yontemi igin %0.1 (w/v) PCL ve %0.01 (w/v) ACPA
(100 pg) iceren diklorometan:etanol (DCM:EtOH) (9:1; v/v) karnigimi
hazirlanmistir. Ardindan karigsim 550 rpm’de karistiriciya koyulmus ve siringa
yardimiyla %1 (w/v) Pluronik F68 iceren ultra saf su karigima eklenmistir. Nihai
karisgim 30 dakika boyunca 550 rpm hizda karistinlmigtir. Karigtirma
asamasindan sonra karigsimdaki organik c¢ozuculerin uzaklastirilabilmesi igin

doner evaporatorde (rotary evaporator) 30 dakika karigim bekletilmis ve
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nanopartikaller 45 pm por ¢apina sahip filtrelerden gegirilerek sulu dispersiyon
halinde elde edilmigtir. Coktirme yontemi igin, %0.1 (w/v) PCL ve %0.01 (w/v)
ACPA iceren asetonitril:etanol (9:1; v/v) karisimi hazirlanmistir. Ardindan karigsim
550 rpm’de karistiriciya koyulmus ve siringa yardimiyla %1 (w/v) Pluronik F68
iceren ultra saf su karigima eklenmistir. Nihai karisim 30 dakika boyunca 550 rpm
hizda karnistinimistir. Otuz dakika doner evaporatorde karigsim bekletildikten
sonra nanopartikil dispersiyonlari 45 ym por ¢apina sahip filtrelerden gegirilerek
serbest ACPA’nin uzaklagsmasi saglanmistir. Nanopartikile ait karakterizasyon

islemi yapildiktan sonra tek bir ydontem ile nanopartiktller hazirlanmistir.

Nanopartikil dispersiyonlarini  hazirladiktan sonra 48 saat boyunca
nanopartikiller liyofilize edilerek toz halde elde edilmistir. Toz nanopartikiller
DCM icinde ¢dzinmuUs ve bu ¢ozelti etanol icine eklenerek nanopartikillerin
tamamen ¢oézunmesi ve yuklenen ilacin serbest hale gegmesi saglanmistir. Bu

islem ile salim profili deneyleri gergeklestirilmistir.

3.6.2. Hazirlanan Nanopartikil Formulasyonunun in vitro Ortamda
Karakterizasyonu

Hazirlanan nanopartikil formulasyonlarinin in vitro ortamda karakterizasyon
calismalari yapilarak nanopartikillerin polidispersite indeksi, partikil bayuklugu,
stabilitesi, yluzey yuku, ilag yukleme etkinligi ve ilag salim profili incelenmistir.
Hucre kultur calismalarinda kullaniimak Uzere hedef bdlge icin en uygun

nanopartikil formualasyonu belirlenmistir.

Nanopartikullerin partikul bayuklugu ve polidispersite indeksi (PDI), dinamik 1s1k
sacilimi teknigi ile kapiler zeta klvetleri kullanilarak gergeklestiriimigstir.
Nanopartikullerin zeta degerlerinin ve ylzey yukunun belirlenmesinde Zetasizer
Nano ZS cihazi kullanilmigtir. Hazirlanan nanopartikil dispersiyonlarinin partikdl
bayukligu ve PDI tayini amaci ile 0.9 ml'lik érnekler alinarak zeta kuvetlerine
koyulmustur. Partikal buydklagua tayini igin 25 °C sicakliginda n=3 tekrarli olarak
173° agida tayin yapilmistir. Ytzey yuku olgumleri, partikal bayUklugu tayini ile es
zamanl olarak 12.8° acida ve oda sicakhiginda gerceklestirilerek mV cinsinden

verilmigtir.
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llag yiikleme kapasitesinin 6lgimii ve ilag salim profilinin hazirlanmasinda LC-
MS/MS analitik miktar tayin yonteminden yararlanilmigtir. ilag yiikleme etkinligi
icin n=6 tekrarli olacak sekilde nanopartikiil 6rneklerinin élctimi yapiimistir. ilag
salim profilinin belirlenmesinde diyaliz membran yontemi kullaniimistir. Bunun
icin diyaliz membran (D977, Sigma-Aldrich, Almanya), icinde bulunan gliserolin
uzaklastiriimasi igin 1 gece boyunca ultra saf suda bekletilmigtir. Ardindan kikurt
bilesiklerinin uzaklastiriimasi icin %0.3 (w/v) sodyum sulfit solisyonunda 80
°C’de 1 dakika bekletilmistir. Sicak suda (60 °C) 2 dakika kadar diyaliz membran
yikanmistir. Ardindan membran, asidifiye etmek amacgh %0.2 sulfurik asit
solisyonuna alinmigtir. Asidin uzaklastirilmasi i¢in sicak su ile tekrar membran
yikanmigtir. 12000 veya Ustl molekuler agirliktaki cogu proteinin membranda
kalmasi saglanmistir. Salim profili calismasi i¢in hazir hale getirilen diyaliz
membran tupline, nanopartikil dispersiyonu yerlestirilmigtir. Yirmi bes ml salim
ortamindan (PBS iginde) 0. dakika, 30 dakika, 1. saat, 4. saat, 8. saat, 16. saat,
1. gun, 2. gun ve 3. gunde n=3 tekrarli olacak sekilde 2 ml 6érnek alinarak LC-
MS/MS yontemi ile miktar tayini yapilmisg ve salim profiline ait grafik % ACPA
kimulatif salimi olarak elde edilmigtir. Yukleme etkinligi enkapsulasyon etkinligi

(% EE) olarak verilmis ve asagidaki formule gére hesaplanmigtir.

Olglilen ilag miktari (ug)
% Enkapsulasyon Etkinligi = — : x100
Baslangigtaki ilag miktari (ug)

3.7. Kannabinoid 1 Reseptorii Bulunduran Kiiguk Hucreli Digi Akciger
Adenokarsinom Hiicre Hatlarinda ACPA-PCL Nanopartikiiler Salim Sistemi
ile in vitro Ortamda Proliferasyonu Azaltici (EC50/IC50) Dozunu igeren
Formilasyonun Belirlenmesi

3.7.1. Hazirlanan ilag Salim Sisteminin Kiigiik Hucreli Dis1 Akciger Kanser
Hicre Proliferasyonuna Etkisinin Impedans Temelli ve Gergek Zamanlh
Olarak Degerlendirilmesi

is paketi 3.3'te ifade edildigi sekilde hiicre kiltiirii ile cogalip konfluense ulasan
KHDAK hucrelerine hazirlanmis olan ilag salim sistemi uygulanmistir. Bunun igin

oncelikle tripsinizasyon asamasi gergeklestiriimis ve hucreler santrifujlenmigtir.
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Gergek zamanli ve doz bagimli olarak dlgim yapabilmek amagl hicre kaltirinde
¢ogaltilan hicreler tabani impedansi kaydeden altin mikroelektrotlarla kapli 96
kuyucuklu hicre plaklarina ekilmistir. A549, H1299 ve H838 hlcre hatlari igin
kuyucuk basina 5000 hicre gelecek sekilde 200 pl hiicre suspansiyonu, hlcre
plaklarina ekilmigtir. H358 hucre hatti icin kuyucuk basina 7000 hicre gelecek
sekilde 200 pl hdcre suspansiyonu hucre plaklarina ekilmigtir. Kannabinoid-
nanopartikul salim sisteminin doz bagimli, etkili ve gercek zamanl olarak hucre
proliferasyonuna etkisi xCELLigence (RTCA, Roche Applied System, isvigre) ile
dlclilmustir. Bu asamada (iP 3.3)'te aktarildidi gibi gergcek zamanli olarak her 15
dakikada bir hucrelerin tabana yaptiklari basinin impedansina ait veriler “hticre
indeksi” olarak kaydedilmis ve hucre indeksi 1.0'1 gectikten sonra hazirlanan
ACPA vyukli PCL nanopartikiller uygun dilisyonlarda htcrelere verilmistir.
1.39x1012 M ve 1.39x10** M dozu salan ACPA-PCL nanopartikiil salim sistemi
besiyeri icinde 200 ul/kuyucuk seklinde ekimden 24 saat sonra hucrelere
uygulanmistir. ilag yiklenmemis bos PCL nanopartikiiller, 1.39x10%2 M ve
1.39x10°** M dozu salan ACPA-PCL nanopartikiller ile ayni hacimde seyreltilerek
uygulanmistir. 1.39x10*? Msaf ACPA uygulanan gruplar 1, 2 ve 3. ginlerde
tekrar edilmistir. A549 hucreleri igin 144, H1299 hiucreleri icin 130, H358 hucreleri
igin 190 ve H838 hucreleri igin 195 saat sure ile hucre indeksleri kaydedilmis ve
hicre proliferasyonu degerlendirilmistir. Hicreler icin uygulanacak her doz 3
tekrarli olarak, kontrol gruplari 6 tekrarli olarak gergeklestiriimistir. Bu yontemle
kannabinoidlerin kontrolliU salimi ile antiproliferatif ve proapoptotik dozunun

(EC50/IC50) uzun sureli etki etmesi saglanmistir.

3.8. Sonuglarin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Arastirma kapsaminda yapilmasi planlanan is paketlerine gore bagimh ve
badimsiz degiskenler belirlenerek SPSS 25.0 istatistik programinda ¢oklu ve ikili
kargilagtirmalar, parametrik veya parametrik olmayan verilere gore
uygulanmigtir. Tum is paketlerinden elde edilen verilerin normal dagilima sahip

olup olmadiklart Shapiro Wilk testi ile degerlendirilmistir.

3.2, 3.3 ve 3.7 numarali is paketlerine ait deney ¢iktilarinin verileri parametrik test
varsayimlarini saglamaktadir. Bu nedenle ikiden fazla bagimsiz degiskenin
kargilastiriimasi i¢in tek yonlu varyans analizi, ikili karsilastirmalar igin Duncan’s
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test kullaniimigtir. ACPA sUpernatan miktar tayininin yapildigi 3.5 numaral is
paketi ve salim galismalarinin incelendigi 3.6.2 numarali is paketine ait deney
ciktilarinin  normal dagihm gostermemeleri ve parametrik test kosullarini
saglamamalari nedeniyle c¢oklu karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis testi, ikili
kargilastirmalar icin Bonferonni duzeltmesi kullaniimistir. Veriler %95 guven
araliginda degerlendirilerek parametrik test sonuglari igin tanimlayici istatistikler
ortalama ve standart sapma, parametrik olmayanlar icin minimum, maksimum ve

ortanca degerleri verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kiguk Hucreli Digi Akciger Kanseri Hiicre Kultiirt

Ticari olarak laboratuvara getirilen A549, H1299, H358, H838, SW-1573 ve
H1975 hcreleri optimal kiltlr kosullarinda basariyla Uretilmistir. A549 hicreleri
insan alveolar bazal epitel kdkenli adenokarsinom hucreleridir (Sekil 4.1.A).
H1299 (Sekil 4.1.B) ve H838 hiicreleri (Sekil 4.1.C) lenf nodu kdkenli metastatik,
H358 hucreleri (Sekil 4.1.D) bronkoalveolar kokenli metastatik akciger kanseri
hicreleridir. H1975 hucreleri (Sekil 4.1.E) ise primer kiguk hlcreli disi akciger
adenokarsinom, SW-1573 hucreleri (Sekil 4.1.F) alveolar hicre kokenli akciger
kanseri hucreleridir. Bu hucrelerde proliferasyon ve kanser iligkili proteinlerin
(EGFR, RAS, TP53 vb.) delesyona/insersiyona ugradigi bilinmektedir [148]. Bu
nedenle bu hicre hatlarinda proliferasyon derecesi diger kanser tiplerine goére
oldukga yUksektir. Kultir ortaminda plastik kdltir kaplarina ylksek oranda
tutunma Ozelligi gosteren bu kanser hucrelerinin proliferasyon kapasitesinin
yuksek oldugu gozlenmistir. Ayrica hticre morfolojilerinin poligonalden fuziforma
(igsi) kadar degisiklik gosterdigi, bir araya gelerek odak olusturduklari ve kolayca

kontakt inhibisyona gittikleri goralmustir. Hucrelerde mitotik figur, artmig

cekirdek/sitoplazma orani, pleomorfizm saptanmistir.

Sekil 4.1. Kaultur plagina tutunmus heterojen yapili KHDAK hicre mikrograflari.
(A) A549, (B) H1299, (C) H838, (D) H358, (E) H1975 ve (F) SW-1573
X400.
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4.2. Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanseri Hucre Hatlarinda gRT-PCRile CB1
ve CB2 Reseptor Ifadesinin Degerlendirilmesi

Klasik kannabinoid reseptorlerinin varhdini degerlendirebilmek amacgh A549,
H1299, H358, H838, H1975 ve SW-1573 KHDAK hatlarinda CB1 ve CB2
reseptorlerinin ifadesi incelenmistir. CNR1 ve CNR2 ekspresyon seviyesine ait
grafik Sekil 4.2’de verilmistir. Buna gore, A549, H1299 ve H358 hicrelerinde
yuksek seviyede goreceli mMRNA ekspresyonu saptanmistir. Tez ¢alismalarinin
devaminda bu hucre hatlari ele alinarak proliferasyon ve apoptoz testleri
gerceklestiriimistir. H838 huicresinin A549 ve H1299 hicrelerine goére 4.0 kat
daha dusuk goreceli CB1 reseptori mRNA ekspresyonu oldugu hesaplanmistir.
H838 ve H1299 hicrelerinde olduk¢ca dusik CB2 reseptdor ekspresyonu
belirlenmistir. H838 hucreleri yluksek seviyede CB1 reseptoru ekprese edilmemis
olsa dahi, tez calismasinin devaminda proliferasyon ve apoptoz testlerinde
degerlendirmeye deger bulunmustur. H1975 ve SW-1573 KHDAK hcrelerinde
goreceli mMRNA seviyesi saptanamamigtir. Bu nedenle, arastirmanin devaminda

bu hlcreler degerlendirmelere alinmamisgtir.

300
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A549 H838 H1299 H358 H1975 SW-1573

Goreceli mRNA Kat Artigi

Sekil 4.2. KHDAK hicre hatlarinda gRT-PCR yéntemiyle elde edilen géreceli
mRNA kat artisi. A549, H1299, H358, H838, H1975 ve SW-1573
hicre hatlarinin CNR1 (CB1 reseptor geni) ve CNR2 (CB2 reseptor
geni) goreceli mMRNA kat artigi gosterilmigtir.
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4.3. Kuguk Hucreli Dis1 Akciger Kanseri Hucre Hatlarinda Akim Sitometrisi
ile CB1 ve CB2 Reseptor Ifadesinin Degerlendirilmesi

Tez calismasi kapsaminda A549, H1299, H358 ve H838 akciger kanseri hucre
hatlarinda akim sitometrisi yontemiyle degisen oranlarda CB1 ve CB2 reseptor
immadn isaretlenmesi yapiimistir. Buna goére, A549 hicrelerinde %10.0 CBH1,
%24.8 CB2 reseptor isaretlenmesi saptanmigtir. H1299 hucrelerinde %7.84 CB1
ve %30.6 CB2; H358 hucrelerinde %0.22 CB1 ve %2.85 CB2; H838 hucrelerinde
%1.15 CB1 ve %1.34 CB2; H1975 hucrelerinde %7.04 CB1, %18.5 CB2 ve SW-
1573 hucrelerinde %18.6 CB1 ve %73.8 CB2 reseptor immun igsaretlenmesi
belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. KHDAK hicrelerinde CB reseptorlerinin  akim sitometrisi ile

isaretlenmesi. Sayilar isaretlenen hicre yuzdesini ifade etmektedir.

4.4. Kuguk Hucreli Digi Akciger Kanseri Hucrelerinde immiinositokimyasal
Inceleme

immUnositokimyasaI yontemle KHDAK hucrelerinde CB1, CB2, NAPE-PLD,
FAAH, MAGL ve DAGL isaretlemesi yapiimistir. Her hiicre dizisinde en az 5 farkl
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alanda gergeklestirilen 151k mikroskobu analizleri sonucunda hucrelerde CB1/2
reseptorleri ile NAPE-PLD, FAAH, MAGL ve DAGL enzimleriyle yaygin immun
isaretlenme gdézlenmistir. A549, KHDAK hattinda CB1 ve CB2 reseptorlerine ait
immun isaretlenmeler ile NAPE-PLD, FAAH, MAGL ve DAGL enzimlerine ait
immun isaretlenmelerin birbiriyle uyumlu oldugu saptanmistir (Sekil 4.4). H1299
KHDAK hattinda gekirdek ve sitoplazmada CB1 reseptdr immun isaretlenmesinin
CB2'den yuksek oldugu ve FAAH isaretlenmesinin MAGL isaretlenmesinden
yuksek oldugu bulunmustur (Sekil 4.5). H358 KHDAK hattinda c¢ekirdek ve
sitoplazmada CB1 reseptori immun reaktivitesinin CB2 reseptord immin
reaktivitesine gore goreceli olarak daha fazla oldugu gérulmuastir. NAPE-PLD,
FAAH, MAGL ve DAGL enzimlerine ait immun isaretlenmelerin farkhlik
gOstermedigi saptanmistir (Sekil 4.6). H838 KHDAK hattinda pleomorfizm
gOsteren igsi hucrelerin CB1 ve CB2 reseptorlerine ait immun isaretlenmeleri
farkhlik gostermezken; NAPE-PLD, FAAH, MAGL ve DAGL enzimlerine ait yogun
immun isaretlenmeler gozlenmistir (Sekil 4.7). H1975 KHDAK hattinda CB1 ve
CB2 reseptorlerine ait immun isaretlenmeler ile NAPE-PLD, FAAH, MAGL ve
DAGL enzimlerine ait immun isaretlenmelerin farklilik gostermedigi gorulmustir
(Sekil 4.8). SW-1573 KHDAK hattinda pleomorfizm gdsteren hicrelerde CB1 ve
CB2 reseptorlerine ait immun isaretlenmeler ile NAPE-PLD, FAAH, MAGL ve

DAGL enzimlerine ait yogun immun reaksiyon saptanmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.4. A549 hicrelerinin  kannabinoid iligkili molekillerle indirekt
immunperoksidaz isaretlenmesi. (A) CB1, (B) CB2 reseptorleriile (C)

NAPE-PLD, (D) DAGL, (E) FAAH ve (F) MAGL. Kromojen: DAB,
Cekirdek boyasi: Hematoksilen. X400
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Sekil 4.5. H1299 hdcrelerinin  kannabinoid iligkili molekullerle indirekt

immuanperoksidaz isaretlenmesi. (A) CB1, (B) CB2 reseptorleri ile
(C) NAPE-PLD, (D) DAGL, (E) FAAH ve (F) MAGL. Kromojen: DAB,
Cekirdek boyasi: Hematoksilen. X400
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Sekil 4.6. H358 hicrelerinin  kannabinoid iligkili molekullerle indirekt
immunperoksidaz isaretlenmesi. (A) CB1, (B) CB2 reseptorleriile (C)
NAPE-PLD, (D) DAGL, (E) FAAH ve (F) MAGL. Kromojen: DAB,
Cekirdek boyasi: Hematoksilen. X400
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Sekil 4.7. H838 hicrelerinin  kannabinoid iligkili molekillerle indirekt
immunperoksidaz isaretlenmesi. (A) CB1, (B) CB2 reseptorleriile (C)
NAPE-PLD, (D) DAGL, (E) FAAH ve (F) MAGL. Kromojen: DAB,
Cekirdek boyasi: Hematoksilen. X400
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Sekil 4.8. H1975 hdicrelerinin  kannabinoid iligkili molekullerle indirekt
immuanperoksidaz isaretlenmesi. (A) CB1, (B) CB2 reseptorleriile (C)
NAPE-PLD, (D) DAGL, (E) FAAH ve (F) MAGL. Kromojen: DAB,
Cekirdek boyasi: Hematoksilen. X400
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NAPE-PLD

immunperoksidaz isaretlenmesi. (A) CB1, (B) CB2 reseptorleriile (C)
NAPE-PLD, (D) DAGL, (E) FAAH ve (F) MAGL. Kromojen: DAB,
Cekirdek boyasi: Hematoksilen. X400
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4.5. Kannabinoid 1 Reseptorini En Yuksek Duzeyde Eksprese Eden
Kuguk Hucreli Dig1 Akciger Kanseri Hucre Hatlarinda ACPA’nin Doz Bagimli
Olarak Hiicre Cogalmasina Etkisinin WST-1 Yontemiyle Saptanmasi

Klguk hacreli digi akciger kanser hlicre hatlari arasinda CB1 reseptér geninin en
fazla eksprese edildigi saptanan A549, H1299, H358 ve H838 hiicrelerine, 10-12-
10 M doz araliginda ACPA uygulanmigtir. A549 hiicrelerinde 1. glinde ACPA
1012, 1011, 102 M ve 10° M dozlarinda uygulanmis gruplarda proliferasyonun
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdigi saptanmigtir
(*p<0.05). Ikinci ginde ACPA, uygulanan dozlarda antiproliferatif etki
gbstermemistir. ACPA, 3. giinde 102 M dozda A549 hiicrelerinde antiproliferatif
etki gostermistir (*p<0.05). H1299 hucrelerinde, 1, 2 ve 3. gunlerde ACPA’nin
uygulanan tim dozlarinda antiproliferatif etki gézlenmistir (*p<0.05). ACPA, 1.
giinde, 10-1°, 108, 107, 10® M dozlarinda H358 hiicrelerine antiproliferatif etkisi
go6zlenmigtir (*p<0.05). ACPA’nin, 2. ginde, H358 hucrelerinde tum dozlarda
antiproliferatif etki gostermistir (*p<0.05). ACPA, H838 hucrelerinin
proliferasyonunu 2. giinde 10° M dozunda ve 3. glinde 10-° ve 102 M dozlarinda
istatistiksel anlamh bicimde azaltmistir (*p<0.05). WST-1 teknigi ile proliferasyon

analizi sonucu elde edilen grafikler Sekil 4.10’da gosterilmistir.

45



¢

§
N
N\
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
X
N
N
N
N
N
X

0

N
12 10° 10° 107 1
ACPA Doz (Molar,

110

Q
-

4,000

3,000
2,000
1,000

(wu 0£9Y - WU 0GHY) SueqIOSqY
nuoAsesaljold 219nH

M)

cce
e
000
-N®
*«\\\\\\L}v
* =]
* ~-
* -
*ﬁo
* -
* o
* OW
* e 2
* e 8
¥ (=]
*.M1M
.ﬂvﬁ\\\\w_m
ﬂmm
* YT
*,ﬂM_OM
* 8
*1“&&
% .mo
b
L&\\\\\\\\\\\\m
5
X
8 8 8 8 8
-] o <] <] -]
< [ o - o

{uu g9y - wu gGpy) Sueguosqy
nuoAsesajljold aJonH

—~ BN

—c i

Kontrol10-2 101 10-° 10° 10® 107 10%

4,0000

0

3,0000
2,0000
1,0000

(1w 0¢9y - WU 0GHy) Sueaosay
nuoAsesao.d 319nH

0,0000

£c
33
(1Y)
12-
BN

iz 50

N 3. Gun

-8

: 2
] -
s 9 8
]
g =
N o N
: X
£ Ti
0 -0
< od
-
o
o
C -
mannnnnY, M
X
8 8 8 8 8
§ 8 § § ¢
< © o - 5

(i 0g9Y - wu G Y) Suegiosqy
D nuoAselajjold 1K

Sekil 4.10. ACPA’'nin KHDAK hucrelerindeki antiproliferatif etkisinin WST-1 ile

saptanmasi. (A) A549 (B) H1299 (C) H358 (D) H838 (*) kontrole

g6re p<0.05.
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4.6. Kiguk Huicreli Digi Akciger Kanseri Hlicre Hatlarinda ACPA’nin in vitro
Ortamda Doz Bagimli Olarak Hiicre Cogalmasina Etkisinin Gergek Doz ve
Zaman Bagimli Olarak impedans Temelli Proliferasyon Analizi ile
Degerlendirilmesi

WST-1 analizinde ACPA’nin 10-*2-10° M doz araliginda maksimum etkili oldugu
saptanmigtir. Gergek zamanlh impedans temelli proliferasyon analizinde ACPA
bu doz araliinda (10°, 10-1°, 101! ve 1012 M) uygulanmistir. Hiicreler ekildikten
sonra hucre indeksleri 1.0’a ulastiginda ACPA doz arahdi uygulanmistir. Hiicre
indekslerinin 1.0’a ulastigi noktadan grafik normalize edilmig ve bir seri dozda
ACPA uygulamasi yapilmigtir. ACPA, A549 hucrelerinin proliferasyonunda
anlamli degisiklik gostermemistir (Sekil 4.11A). ACPA uygulanan doz araliginda
H1299 (Sekil 4.11B), H358 (Sekil 4.11C) ve H838 (Sekil 4.11D) hicrelerinin
proliferasyonunu zaman bagimli olarak azaltmistir. ACPA belirlenen doz
arahginda eklendikten sonra H1299 hucrelerinin proliferasyonunda 66. saatten
itibaren azalmaya neden olmustur. 66. saatten itibaren 101 M dozu, 86. saatten
itibaren 1012, 10-1° ve 10° M ACPA dozlari, hicrelerin proliferasyonunu kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamli bicimde azaltmigtir (p<0.05). Kontrol grubunun
86. saatten itibaren hucre indeksleri, ACPA doz araligina ait hiicre indekslerine
go6re anlaml bicimde fazla bulunmustur (p<0.05). ACPA’nin H358 hicrelerindeki
en guclu antiproliferatif etkisi ilag eklenmesinden sonraki 48. saatten itibaren
g6zlenmigtir. ACPA uygulanan tum dozlarda kontrolle karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli bicimde hucre ¢ogalmasini azaltmistir (p<0.05). ACPA, H358
hicrelerindeki en glcli antiproliferatif etkisini 10 M dozunda 106. saatten
itibaren  gostermistir. ACPA uygulamasi sonrasi H838 hicrelerinin
proliferasyonunda 30. saatten itibaren azalmaya neden olmustur. 30. saatten
itibaren tum ACPA dozlari uygulanan hucrelerde, proliferasyon kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (p<0.05). Kontrol grubunun 40.
saatten itibaren hicre indeksleri, ACPA doz araligina ait hlicre indekslerine gore
anlamli bigimde fazla bulunmustur (p<0.05). ACPA’nin A549 hiicreleri Uzerinde
gosterdigi antiproliferatif IC50 degeri 1.39x10-1> M olarak hesaplanmistir (Sekil
4.12A). ACPA’nin H1299 hiicrelerindeki antiproliferatif IC50 degeri 1.39x1012 M
olarak hesaplanmigtir (Sekil 4.12B). H358 hucrelerinde ACPA’nin etkili oldugu
antiproliferatif IC50 degeri 1.38x10*> M olarak hesaplanmistir (Sekil 4.12C).
H838 hucrelerinde ACPA’nin etkili oldugu antiproliferatif IC50 degeri ise 3.47x10"
1 M olarak hesaplanmistir (Sekil 4.12D).
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1280

ACPA’'nin KHDAK hicrelerindeki antiproliferatif etkisinin gercek
zamanli ve impedans temelli olarak saptanmasi. (A) A549 (B)
H1299 (C) H358 (D) H838.
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Sekil 4.12. ACPA’nin KHDAK hucrelerindeki etkili dozunun (IC50) saptanmasi.
(A) A549 (B) H1299 (C) H358 (D) H838. ACPA igin IC50 degeri A
ve B'de 1.39x1012 M, C’'de 1.38x10*?> M ve D’'de 3.47x10* M.

49



4.7. Kannabinoid 1 Reseptoriinii En Yiiksek Diizeyde Eksprese Eden Hiicre
Hatlarinda, Sentetik Spesifik CB1 Agonisti ACPA’nin, in vitro Ortamda
Apoptoz Uzerine Etkisinin Akim Sitometrisi Yontemiyle Degerlendirilmesi

Kuguk hucreli digi akciger kanseri A549, H1299, H358 ve H838 hlcrelerinde
yapilan akim sitometrisi yontemiyle ACPA uygulanan ve uygulanmayan kontrol
grubunda doz ve zaman bagimli olarak canhligi degerlendiriimigtir. Gergek
zamanli proliferasyon analizi ile elde edilen IC50 dozu 1.39x10-'2 M ACPA dozu
uygulanmigtir. Buna gore, 24. saatte A549 hicresinin %93.29’unun canlihgini
korudugu, buna karsin %5.70’inin ge¢ apoptoza ugradigi gézlenmistir (Sekil
4.13A). H1299 hucrelerinde 24. saatte %87.76’sinin canliigini korudugu,
%10.54°UnuUn ge¢ apoptoza gittigi saptanmistir (Sekil 4.13B). H358 hicrelerinin
ilk 24 saatte %82.22’sinin canhhgini korudugu, %9.87’sinin ge¢ apoptoza gittigi
ve %6.93'Unin erken apoptoza gittigi saptanmistir (Sekil 4.13C). ik 24 saatte
ACPA H838 hucrelerinin %5.03’Unlin ge¢ apoptozuna, %4.58'inin erken

apoptozuna neden olurken %89.32’sinin canliligini korumustur (Sekil 4.13D).

36. saatte A549 hicresinin %94.08’inin canhhgini korudugu, buna karsin
%1.16’sinin nekroza qittigi, %3.71'inin ge¢ apoptoza ugradidi ve %1.06’sinin
erken apoptoza ugradigi gozlenmigtir (Sekil 4.14A). H1299 hucrelerinde 36.
saatte %96.63’Unlin canhhgini korudugu, %2.00'inin ge¢ apoptoza gittigi
saptanmistir (Sekil 4.14B). H358 hicrelerinin ilk 36 saatte %97.29’'unun
canlihgini korudugu, %1.84’Unun geg¢ apoptoza gittigi saptanmistir (Sekil 4.14C).
ik 36 saatte ACPA H838 hiicrelerinin %1.14’Unlin ge¢ apoptozuna, %1.06’sinin

erken apoptozuna neden olurken %97.64°UG canhligini korumustur (Sekil 4.14D).

48. saatte A549 hicresinin %93.33’Un0n canliigini korudugu, buna karsin
%1.17’sinin nekroza qittigi, %4.82’inin ge¢ apoptoza ugradigi gézlenmistir (Sekil
4.15A). H1299 hicrelerinde 48. saatte %97.79’unun canlihdini korudugu,
%1.42’sinin ge¢ apoptoza gittigi saptanmistir (Sekil 4.15B). H358 hicrelerinin ilk
48 saatte %92.68’inin canhligini korudugu, %6.86’sinin ge¢ apoptoza gittigi
saptanmistir (Sekil 4.15C). ilk 48 saatte ACPA H838 hiicrelerinin %10.27’sinin
ge¢ apoptozuna, %3.73’Unun nekrozuna ve %1.20’sinin erken apoptozuna

neden olurken hucrelerin %84.80°i canlihgini korumustur (Sekil 4.15D).
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A549 hucresinin ACPA uygulandiktan sonraki 72. saatte %86.94’Unun canhligini
korudugu, buna karsin %8.23’Unun nekroza gittigi, %4.30’'unun ge¢ apoptoza
ugradig1 goézlenmigstir (Sekil 4.16A). H1299 hucrelerinde 72. saatte %95.92’sinin
canlihdini korudugu, %0.63'Unun ge¢ apoptoza ve %2.83’Unln nekroza gittidi
saptanmigtir (Sekil 4.16B). H358 hlcrelerinin ilk 72 saatte %96.40’inin canhhgini
korudugu, %2.20’sinin ge¢ apoptoza ve %1.24’GUnun nekroza gittigi saptanmistir
(Sekil 4.16C). ilk 72 saatte ACPA H838 hiicrelerinin %0.71’inin geg¢ apoptozuna,
%0.95’inin nekrozuna ve %0.20’sinin erken apoptozuna neden olurken %98.13’l

canhhigini korumustur (Sekil 4.16D).
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ACPA'nin etkili dozunun KHDAK’nde 24 saatteki apoptotik etkisinin
akim sitometrisi yontemiyle gosteriimesi. 1.39x10?> M ACPA
uygulanan (A) A549, (B) H1299, (C) H358 ve (D) H838 hlicrelerine
ait erken apoptoz, ge¢ apoptoz, nekroz ve canlilik oranlari kontrol
grubuyla kargilastirmali olarak gortulmektedir.
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Sekil 4.14. ACPA’nin etkili dozunun KHDAK’nde 36 saatteki apoptotik etkisinin

akim sitometrisi yontemiyle gosteriimesi. 1.39x102 M ACPA
uygulanan (A) A549, (B) H1299, (C) H358 ve (D) H838 hlicrelerine
ait erken apoptoz, ge¢ apoptoz, nekroz ve canlilik oranlari kontrol
grubuyla kargilastirmali olarak gortulmektedir.
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Sekil 4.15. ACPA’nin etkili dozunun KHDAK’nde 48 saatteki apoptotik etkisinin

akim sitometrisi yontemiyle gosteriimesi. 1.39x10?2 M ACPA
uygulanan (A) A549, (B) H1299, (C) H358 ve (D) H838 hlicrelerine
ait erken apoptoz, ge¢ apoptoz, nekroz ve canlilik oranlari kontrol
grubuyla kargilastirmali olarak gortulmektedir.
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ACPA’nin etkili dozunun KHDAK’nde 72 saatteki apoptotik etkisinin

akim sitometrisi yontemiyle gosterilmesi. 1.39x1012 M ACPA (A)
A549, (B) H1299, (C) H358 ve (D) H838 hucrelerine ait erken
apoptoz, ge¢ apoptoz, nekroz ve canlilik oranlari kontrol grubuyla
kargilagtirmali olarak gorulmektedir.
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Buna gore, ACPA uygulanmig A549, H1299, H358 ve H838 hucrelerine ve kontrol
gruplarina ait canli hucre, nekrotik hiicre, erken ve geg apoptotik hicre yuzdeleri

Cizelge 4.1’de 6zetlenmisgtir.

Cizelge 4.1. Akim sitometrisi ile ACPA uygulanmig KHDAK hucrelerine ait
apoptotik indeksler. 1.39x101> M ACPA uygulanmis A549, H1299,
H358 ve H838 hucrelerine ait canli hicre, nekrotik hicre, erken ve

gec¢ apoptotik hicre yuzdeleri gosterilmektedir.
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4.8. ACPA’nin Hucre Supernatanlarindaki Miktarinin Tayini

Klguk hucreli digi akciger kanseri A549, H1299, H358, H838, H1975 ve SW-
1573 hiicre hatlarina 10® M dozda ACPA uygulanmis ve 1, 2 ve 3. glinlerde
stupernatanlardan alinan érnekler LC-MS/MS ile kantitatif olarak &lgtulmuagtir.
H1299, H358, H838, H1975 ve SW-1573 hilicre hatlari icin kullanilan RPMI
besiyeri igcinde ayni dozda ACPA “Kontrol 1” olarak ifade edilmistir. A549 hlicre
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hatti icin kullanilan DMEMF10-HG besiyeri icinde ayni dozda ACPA “Kontrol 2”
olarak ifade edilmistir. Kontrol gruplarinin 1, 2 ve 3. gunlere ait sipernatanlari
kargilastiriimistir. Buna goére, 1. ginde RPMI besiyeri icinde bulunan ACPA
miktari 2 ve 3. glnlerde anlamli bicimde azalmistir (*p<0.05). 1. gunde
DMEMF10-HG besiyeri igcinde bulunan ACPA miktari 3. ginde anlamli bigimde
azalma gostermigstir (*p<0.05). A549, H1299, H358, H838, H1975 ve SW-1573
hicre hatlarina ait stpernatanlarindaki ACPA miktari 1. gine goére 2 ve 3.

gunlerde istatiksel anlamli bicimde azalma géstermistir (*p<0.05) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. ACPA’nin KHDAK hucrelerine ait sipernatanlardaki miktarinin LC-
MS/MS ile saptanmasi. A549, H1299, H358, H838, H1975 ve SW-
1573 hicrelerinin 1, 2 ve 3. gunlerde stpernatandaki ACPA miktari
nM cinsinden belirtiimigtir (a, b, c, d, e, f, g, h: p<0.05).

4.9. ACPA’nin Stabilitesi ve Uzun Sireli Sabit Salimini Saglayabilecek
Nanomiihendislik Temelli ACPA-PCL Nanopartikiler Salim Sisteminin
Gelistirilmesi

4.9.1. Hazirlanan Nanopartikiil Formilasyonunun in vitro Ortamda
Karakterizasyonu

ACPA stabilitesinin tayini icin LC-MS/MS cihazinda odlgumler yapiimistir. Elde

edilen sonugclar yuzdece grafige aktariimistir (Sekil 4.18). Buna gore, 1, 2, 3, 6 ve
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8 gun sureyle bekletilen orneklerin stabilitesini bu surelerde korudugu
gOrulmustar.
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Sekil 4.18. ACPA kararlilik galismasina (+4°C) iliskin veriler.

Gere¢ ve yontemde belirtilen is paketi 3.6.1°de tekli emulsiyon ve ¢oktirme
yontemleriyle ayri ayri hazirlanan stabil ACPA yukli PCL nanopartikullerin
buayuklik ve dagihmlarina iligkin sonuglar Cizelge 4.2°’de verilmigtir. Buna gore,
tekli emulsiyon yontemiyle hazirlanan APCA-PCL nanopartikillerin buyudklaga
176.4 £ 2.9 nm, PDI de@eri 0.234 + 0.033 olarak elde edilmistir. Coktlirme
yontemiyle elde edilen APCA-PCL nanopartikullerin buyuklagd 162.2 £ 2.3 nm;
PDI deg@eri 0.251 + 0.008 olarak elde edilmistir. Tekli emulsiyon ile hazirlanan
APCA-PCL nanopartikillerin zeta potansiyeli -13.4 = 0.3 mV olarak elde
edilmistir. Coktirme ydntemiyle hazirlanan APCA nanopartikillerin  zeta

potansiyeli -29.4 + 0.6 mV olarak elde edilmisgtir.

Cizelge 4.2. Tekli emilsiyon ve ¢oktirme yontemleri ile stabil ACPA yukli PCL
nanopartikullerin buyukluk ve dagilimlarina iliskin sonuglar (PDI:

Polidispersite indeksi).

Tekli Emulsiyon Coktiirme

Nanopartikiil
e 176.4+2.9 162.2 +2.3
Buytkligi (nm)
PDI 0.234 + 0.033 0.251 £ 0.008
Zeta Potansiyeli
-13.4+0.3 -29.4+0.6

(mV)
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llag yiikleme kapasitesinin dlglimu ve ilag salim profilinin hazirlanmasi igin LC-
MS yontemi kullaniimistir. Yirmi bes ml salim ortamindan 0. dakika, 30 dakika, 1.
saat, 4. saat, 8. saat, 16. saat, 1. glin, 2. gln ve 3. gin 2 ml érnek alinarak LC-
MS yontemi ile miktar tayini yapiimis ve %ACPA kumdulatif salimi olarak elde
edilmistir (Sekil 4.19). Buna gore 0. dakikada yuklenen ACPA’nin %2.2 + 2.3’si
ortama salinmistir. ACPA'nin 30. dakikada %2.9 = 3.0’1, 60. dakikada %7.1 +
7.6’s1, 240. dakikada 9.1 + 4.1’i, 480. dakikada %14.6 + 6.7’si salinmistir. 960.
dakikada ACPA’'nin 25.8 £7.4’l, 1440. dakikada 24.5 £ 5.2’si, 2880. dakikada
22.4 + 10.8’i, 4320. dakikada 44.7 + 9.9'u salinmistir. Salim sonunda ACPA,
yuklendigi miktarinin  %44.7’sini ortama salmigtir.  Yikleme etkinligi
enkapsulasyon etkinligi (% EE) olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Buna gore
ACPA, PCL nanopartikillere PCL nanopartikillere %39.9 + 14.7 oraninda

yuklenmistir.
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Sekil 4.19. ACPA-PCL kontrolli salim sistemine ait salim profilinin zaman

icinde ylzde kimulatif olarak gosterimi.
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Cizelge 4.3. ACPA yukli PCL nanopartikiler salim sistemine ait yukleme

etkinligi verileri.

Toplam Ortalama * Standart % Yukleme etkinligi £

n=6 ilag (ug) Sapma (ug) Standart Sapma

57.7
21.3
29.0
26.3
53.0
52.2

39.9+14.7 39.9+14.7

OO |BAIWIN|F

4.10. Kannabinoid 1 Reseptori Bulunduran Kuguk Hucreli Disi Akciger
Adenokarsinom Hiicre Hatlarinda ACPA-PCL Nanopartiktliler Salim Sistemi
ile in vitro Ortamda Proliferasyonu Azaltici (EC50/IC50) Dozunu igeren
Formiilasyonun Belirlenmesi

4.10.1. Hazirlanan ilag Salim Sisteminin Kuguk Hucreli Disi Akciger Kanser
Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin Impedans Temelli ve Gergcek Zamanh
Olarak Degerlendirilmesi

Hazirlanan ACPA-PCL nanopartikiller, IC50 dozu olan 1.39x1012 M ACPA
salimini yapacak sekilde besiyeri icinde seyreltiimistir. is paketi 3.7.1'de
belirtildigi sekilde hiicrelerin ekimi gerceklestirilmistir. ilac eklendikten sonra 96.
saatten itibaren tUm dozlar, A549 hicre hatti Uzerinde antiproliferatif etki
gostermistir (p<0.05). 1.39x10-*> M ACPA dozu salan PCL nanopartikdller, A549
hdcrelerinin proliferasyonunu en etkili bigimde azaltmistir (Sekil 4.20A). 1.39x10
12M ACPA ve 1.39x101* M ACPA dozu salan PCL nanopartikiller eklendikten
sonra 24. saatte, H1299 hicrelerinin proliferasyonunu kontrole goére anlamli
bicimde azaltmistir (p<0.05). ila¢ eklendikten sonra 48 ve 72. saatlerde 1.39x10-
12 M ACPA dozu salan PCL nanopartikiller, 1.39x10-*> M ACPA ile ayni hacimde
seyreltiimis bos PCL nanopartikiiller ve 1.39x10*> M ACPA dozu uygulanan
gruplarda kontrole goére anlamh azalma goérulmastir (p<0.05). H1299
hicrelerinde kontrol grubu 96. saatten itibaren tim gruplara goére istatistiksel
anlamli bicimde fazla bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.20B). 1.39x10'2 M ve
1.39x10** M ACPA dozu salan PCL nanopartikiller H358 hicreleri lizerinde
istatistiksel anlamli antiproliferatif etkiyi 140. saate kadar géstermemistir. 140.
saatten sonra kontrol grubu deney gruplarindan istatistiksel anlamli bigcimde fazla
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.20C). 1.39x10*?> M ve 1.39x10* M ACPA dozu
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salan PCL nanopartikiller H838 hucreleri Gzerinde 195 saat boyunca istatistiksel
anlamh bigcimde antiproliferatif etki gostermemistir. 1.39x10%> M ACPA ve ilag
yuklenmemis bos PCL nanopartikillerin 190. saatte H838 hlicrelerinde kontrole
gore istatistiksel anlamli bicimde azalma gosterdigi saptanmistir (p<0.05) (Sekil
4.20D).
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Sekil 4.20. ACPA-PCL kontrolli salim sisteminin KHDAK’ndeki antiproliferatif
etkisinin gergek zamanli impedans temelli olarak saptanmasi. (A)
A549 (B) H1299 (C) H358 (D) H838.
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, planlanan hedeflere ulagilarak KHDAK hatlari; A549, H1299,
H358, H838, H1975 ve SW-1573 hatlarinda kannabinoid reseptdr profili gRT-
PCR, immunositokimya ve akim sitometrisi yontemleriyle ortaya konmustur.
Sentetik spesifik CB1 reseptor agonisti ACPA’nin, A549, H1299, H358 ve H838
KHDAK hicreleri Uzerinde in vitro ortamda CB1 aracili olarak proliferasyonu
azaltici ve apoptozu arttirici doz bagimli etkisi belirlenmis; gercek zamanli olarak
etkili dozu (IC50) 1.39x10*? M olarak saptanmistir. Uzun sireli antitimoral
etkinin saglanabilmesi icin ACPA vyukli PCL nanopartikiler sisteminin
gelistiriimesi ve optimizasyonu saglanmigtir. Elde edilen sonuclar asagida

projenin ulasilan hedeflerini kapsayan basliklar altinda sirayla tartisiimaktadir.

1. Arastirma Hedefi: Kuguk hucreli digi akciger kanseri hatlari; A549, H1299,
H358, H838, H1975 ve SW-1573 degisen oranlarda CB1 ve CB2 reseptorleri

bulundurmaktadir.

Arastirmaya ait ilk hedefte 6 KHDAK A549, H1299, H358, H838, H1975 ve SW-
1573 hatlarinda klasik kannabinoid reseptorleri 1 ve 2’'nin varligi gqRT-PCR, akim
sitometrisi ve immuanositokimya ydntemleriyle ortaya konmustur. Ayni zamanda
bu hatlarda kannabinoid yapim yikim enzimleri; FAAH, NAPE-PLD, DAGL ve
MAGL immunsitokimyasal olarak gosterilmistir. Gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu sonuglarina gore A549 hattina ait CB1 reseptdrunde yuksek goreceli
MRNA kat artigi saptanmistir. Ayni hlcrelere ait CB1 reseptor seviyesi akim
sitometrisinde CB2 reseptdriine gore oldukga disuk (%10.0) bulunmugtur. A549
hicreleri  immunositokimyasal olarak incelendiginde CB1  reseptor
isaretlenmesinin oldukg¢a yuksek oldugu gorilmustir. gRT-PCR ydntemiyle ele
alinan hucre dizilerine ait goreceli mRNA verilerinin akim sitometrisi yontemiyle
elde edilen immun igaretlenme oranlarina gore daha yuksek oldugu gozlenmistir.
gRT-PCR gen analizinde hicresel dongunin esas alinarak reseptor
ekspresyonunun degerlendiriimesi ve es zamanli olarak goéreceli gen ifadelerinin
incelebilir olmasi bu yontemin sonuglarini daha anlamli kilmaktadir.

imminositokimyasal olarak CB reseptorleri ve kannabinoid yapim yikim
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enzimlerinin varhginin saptanmis olmasi, akim sitometrisi verileriyle uyum
gostermemektedir. Kannabinoidlerin yag yapili olmalari nedeniyle hucrelerin
cesitli organellerinde serbestge hareket edebilmeleri ve yari Gmurlerinin oldukca
kisa olmasindan dolayi, akim sitometrisi gibi hiicrelerde hedeflenen proteinlerin
immun isaretlenmesine dayanan yontemlerle kannabinoidlerin gergek seviyeleri
tespit edilememis olabilir [149, 150]. Grubumuzca gRT-PCR yontemiyle elde
edilen A549 KHDAK hattina ait CB1 reseptdr ekspresyonunun literatur ile uyumlu
oldugu saptanmistir [26, 151]. Literatirde A459 hucrelerinin CB1 ekspresyon
seviyesi Western blot yontemi ile gdsterilmistir [16, 26]. Ramer vd., A549
hicrelerinde Western blot yontemiyle CB1 ve CB2 reseptdr ekspresyonunun
varligini géstermistir [118]. ileri galismalarda qRT-PCR analizlerinin Western blot
analizleriyle desteklenmesi planlanmaktadir. Primer akciger kanseri hasta
dokularinda [16] veya in vivo hayvan modellerinde [19] CB1 reseptér seviyesine
iliskin immunohistokimyasal ¢alismalar yapilmis olsa da KHDAK hatlarinda CB1
ve CB2 reseptorlerinin immun isaretlenmesine iligkin bir bulgu bulunmamaktadir.
Benzer sekilde literatirde KHDAK hatlarina ait kannabinoid reseptorlerinin akim
sitometrisi ile immun isaretlenmesine iligkin bir calisma yer almamaktadir. Bu
yonuyle immunositokimyasal bulgular ve akim sitometrisi bulgular literatire

yenilikci bir bilgi katmaktadir.

H1299 KHDAK hattina ait CB1 reseptor ekspresyonu qRT-PCR sonuglarina gore
oldukga yuksek bulunmustur. Akim sitometrisi sonuglarina gére H1299
hicrelerinde %7.84 CB1 reseptor seviyesi saptanmis ve CB2’ye gore oldukga
dusuk bulunmustur. Ancak H1299 hicrelerine ait gqRT-PCR verilerinin literatir ile
uyum sagladigr gorulmastir [18]. Moody vd., H1299 hucrelerinde qRT-PCR
yonteminin yani sira Western blot analiziyle CB1 reseptdrinin ifadesini
gOstermigtir [18]. Literatlrde yer alan diger ¢alismada H1299 hicrelerinde CB1
reseptorinin ekspresyonu Western blot analiziyle gdsterilmistir [16]. Bu
dogrultuda yapilacak calismalarin Western blot analiziyle guglendiriimesi
dusunulmektedir. Geo Database [152] ve European Bioinformatics Institute
Expression Atlas (CNR1 Gen ID: ENSG00000118432) [153] veritabanlarindaki
H1299 hucrelerine ait CB1 gen ekspresyonlari ile bu tez kapsaminda elde edilen

veriler uyum gostermektedir.
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Kannabinoid 1 reseptorinun qRT-PCR yontemiyle yuksek seviyede eksprese
edildigi H358 KHDAK hucrelerinde goreceli mRNA kat artisi A549 ve H1299
hicrelerine gore dusik olmakla birlikte H838, SW-1573 ve H1975 hlicre hatlarina
gore oldukga ylksek bulunmustur. Ancak akim sitometrisi sonuglarina gére CB1
reseptor seviyesi (%0.22) CB2'ye gore dusuk seviyede tespit edilmigtir. H358
KHDAK hattinda gekirdek ve sitoplazmada CB1 reseptoru immun reaktivitesinin
CB2 reseptoruninkine gore goreceli olarak daha ylksek olarak saptanmistir.
NAPE-PLD, FAAH, MAGL ve DAGL enzimlerine ait immun isaretlenmelerin
hicre hatlar arasinda farklihk gostermedigi saptanmistir. H358 hucrelerinde
kannabinoidlerin CB1 ve/veya CB2 reseptorleri aracili proliferasyonu engelleyici
etkisine iligkin literatlrde sinirli sayida ¢alisma [17, 117] yer alsa da bu hicreye
ait gen veri tabani haricinde mRNA dizeyinde kannabinoid reseptor
ekspresyonuna dair ¢alisma bulunmamaktadir. Ramer vd., H358 hucrelerinde
Western blot yontemiyle CB1 ve CB2 reseptdr ekspresyonunun varligini
gOstermigstir [119]. Geo Database [154] ve European Bioinformatics Institute
Expression Atlas (CNR1 Gen ID: ENSG00000118432) veritabanlarina gore H358
hidcre hattina ilisgkin CB1 ekspresyonunun gRT-PCR sonuglari ile ortistugu

saptanmigtir.

H838 hiicre hattinin gqRT-PCR ydntemiyle A549 ve H1299 hicrelerine gore 4.0
kat daha dusuk goreceli CB1 reseptori mRNA ekspresyonu oldugu
hesaplanmigtir. Akim sitometrisi sonuglarina gére H838 hicrelerinde hem CB1
(%1.15) hem de CB2 reseptor seviyeleri (%1.34) olduk¢a disuk bulunmustur.
H838 hattinda CB1 ve CB2 reseptorlerine ait immun isaretlenmeler farklilik
gostermezken; NAPE-PLD, FAAH, MAGL ve DAGL enzimlerine ait yogun immun
isaretlenmeleri gézlenmistir. H838 hucreleri A549, H1299 ve H358 hicrelerine
gore dusuk CB1 reseptdr ekspresyonu gostermigstir. H838 hicre hattinda qRT-
PCR ve Western blot yontemiyle CB1 reseptori ekspresyonunun varlidi
gOsterilmigstir [18]. Bu tez ¢calismasinda elde edilen gqRT-PCR sonuglari ile Preet
vd. ile Moody ve digerlerine ait olanlarin uyum gosterdigi saptanmistir [18, 26].
Klguk hacreli digi akciger kanseri hatlarinda CB1 ve CB2 reseptorleri ve AEA ve
2AG’ye ait yapim yikim enzimlerinin immun igaretlenmesi, kannabinoid

reseptorlerinin akim sitometrisi ile immun igsaretlenmesine iligkin bir ¢alisma
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literaturde bulunmamaktadir. Bu yonuyle immunositokimyasal bulgular ve akim

sitometrisi bulgular literattre yeni bir bilgi sunmustur.

SW-1573 ve H1975 KHDAK hatlarinda qRT-PCR yontemiyle CB1 ve CB2
reseptorlerinin  ekspresyonu oldukga dusuk duzeyde saptanmigtir. Akim
sitometrisi yontemiyle H1975 hucrelerinde %7.04 CB1, %18.5 CB2 ve SW-1573
hicrelerinde %18.6 CB1 ve %73.8 oraninda CB2 reseptdr immun isaretlenmesi
saptanmigtir. Bu dogrultuda akim sitometrisine iligkin verilerin qRT-PCR
sonuglariyla uyum saglamadigi tespit edilmistir. H1975 ve SW-1573 KHDAK
hatlarinda CB1 ve CB2 reseptorlerine ait yogun immun isaretlenme gozlenmigtir.
Tez kapsaminda SW-1573 hilcre hattina ait elde edilen qRT-PCR sonuglari
literatlr ile uyum saglamamaktadir. Preet vd., SW-1573 hlicre hattinda qRT-PCR
ve Western blot yontemleriyle CB1 ve CB2 reseptdrlerinin varhgini géstermistir
[26]. Geo Database [155, 156] ve European Bioinformatics Institute Expression
Atlas (CNR1 Gen ID: ENSG00000118432) [153] veritabanlarina gére H1975 ve
SW-1573 hucre hatlarina iliskin CB1 ve CB2 ekspresyon seviyelerinin ise bu tez

calismasina ait gRT-PCR sonuglari ile ortistigu saptanmistir.

Bu tez calismasinda, KHDAK hatlarinda CB1 ve CB2 reseptorlerinin varliginin
degerlendiriime asamasinda goreceli mMRNA kat artislari géz 6ndne alinmistir.
Kontrol olarak literatlirde sinir sistemine ait sikga kullanilan bir htcre hattinin
kullanilamamigs olmasi is paketinin énemli bir sinirlamasi olmustur. Yapilan
calismalarda ve bu tez kapsaminda kannabinoidlerin KHDAK’nde reseptor varligi
bildiriimektedir [26]. Gegotek vd., insan KHDAK dokularinda CB1 ve CB2
reseptdr ekspresyonunun varhigini saptamistir [137]. Ancak literaturde saglikli
akciger epitel hiucrelerinde kannabinoid reseptdrlerinin varligina dair guncel bir
¢alisma bulunmamasi ve bu tez kapsaminda primer akciger epitelinde CB1 ve
CB2 reseptor ekspresyonlarinin degerlendirilememesi, c¢alismanin diger bir

sinirlamasi olabilir.

2. Arastirma Hedefi: Kannabinoid 1 reseptorini en ylksek dizeyde eksprese
eden A549, H1299, H358 ve H838 hucre hatlarinda, sentetik spesifik CB1
agonisti ACPA, in vitro ortamda doz bagmli olarak hicre c¢ogalmasini
azaltmaktadir. ACPA’nin proliferasyonu azaltici (EC50/IC50) dozu 1.39x1012 M
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olarak saptanmistir. ACPA, IC50 dozunda uygulandiginda A549, H1299, H358

ve H838 hucrelerinde apoptozu uyarmaktadir.

Kannabinoid 1 reseptorunu eksprese eden KHDAK A549, H1299, H358 ve H838
hiicre hatlarina 1012-10® M doz araliginda ACPA uygulanmis ve WST-1 teknigi
ile doz bagimh etki goérulmuastir. Buna gore, ACPA A549 hicrelerinde ilk 24
saatte proliferasyonu azaltici etki goOstermistir (*p<0.05). Literatirde
kannabinoidlerin A549 hucre hatti Gzerindeki antiproliferatif etkisine dair
calismalar bulunmaktadir [17, 19, 117, 120]. Kannabidiol 108-10¢ M doz
araliginda WST-1 analiziyle A549 hiicre hattina uygulandiginda hicre canhligini
etkilemedigi saptanmistir [117]. WST-1 yontemiyle 3.0x10® M dozda kannabidiol
ile A549 hucre hatti Uzerinde istatistiksel anlamli bicimde antiproliferatif etki
saptanmistir [17]. Diger calismada, 3.0x10® M dozda kannabidiol A549
hicrelerine uygulanmis ve WST-1 teknigiyle 48 saat sonra kontrole gore
kannabidiolln antiproliferatif etkisi bildirilmistir [120]. Vidinsky vd., JWH-133 CB2
agonistinin 10%4-10° M doz araligini A549 hicrelerine uygulandiktan 72 saat
sonraki canhliklarint MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) testiyle dederlendirmis ve tum dozlarda hicre ¢ogalmasinda kontrole
gore istatistiksel anlamli azalma saptamistir [27]. Kannabinoid 1/2 reseptor
agonisti WIN55,212-2 ve CB2 agonisti JWH-015, 107 M — 2x10® M doz
arahginda KHDAK A549 ve SW-1573 hatlarina uygulanmis ve MTT canlilik testi
ile proliferasyonda azaltici etki gordlmustir [19]. Met-F-anandamid 10° M dozda
A549 hucrelerine uygulandiginda 24 saat sonra MTT yontemiyle hucrelerinin
canliliginda azalma gorilmustir [16]. Haustein vd., WST-1 analiziyle 3.0x10°¢ M
dozda kannabidioli A549 hucrelerine uygulamis ve hacrelerin canliliklarini
koruduklarini tespit etmistir [24]. Preet vd., A>-THC’nin KHDAK A549 ve SW-1573
hatlarindaki ¢ogalmay! ve invazyonu azaltici yonde yaptigi calismalarda A°-
THC’nin 10°M - 2x10-°> M dozlarinda kanser hiicrelerinin canliligini tripan mauvisi
boyama yontemi ile degerlendirmis ve A°-THC’nin hicrelerinin canhhgini
etkilemedigini bildirmistir. A>-THC, 72. saatte bu hiicrelerde proliferasyon azaltici
ve apoptozu uyarici etki gostermistir [26]. Tez kapsaminda elde edilen deney
ciktilarinda ACPA’nin etkili oldugu doz penceresinin literatir ¢calismalarina goére

disuk oldugu goérulmuastur. Bu dogrultuda disuk dozda etkinin saglanabilmis
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olmasi, ileride in vivo ve klinige yonelik ¢alismalarda yan etki gosterme riskini

azaltabilecegi varsayiimaktadir.

H1299 hucrelerinde ACPA, tim glnlerde kontrole gore proliferasyonu azaltici
etki goOstermigtir. Kannabinoidlerin H1299 hucreleri Uzerindeki proliferasyon
azaltici etkilerine dair literatirde herhangi bir analiz yontemi kullaniimamis olmasi

nedeniyle, tez kapsaminda elde edilen deney ciktilari orijinal niteliktedir.

ACPA’nin, H358 hucreleri Uzerindeki proliferasyonu azaltici etkisi 1 ve 2.
gunlerde gorulmuagtur (*p<0.05). Hem kannabinoid reseptorleri 1 ve 2 hem de
TRPV1 reseptoéru tzerinden etki eden CBD, THC, MA agonistleri ile selektif CB2
agonisti IWH-133 agonistleri 3x10¢ M dozda H358 hiicrelerine uygulanmis ve 48
saat sonunda WST-1 testiyle hicre canliiginda degdisim olmadigi goralmustir
[17]. Buna gore, ACPA'nIn etki suresi ile literature ait kannabinoid ¢alismalarinin
uyum gosterdigi gértlmuasttr. Buna gére H358 hticre hatti klasik CB reseptorlerini
etki olusturacak duizeyde bulundurmuyor olabilir ya da bu hicrelerde CB

reseptorleri disindaki yolaklardan agonistik etki olusturulabilir.

ACPA, H838 hiicrelerinin proliferasyonunda 2. giinde 10° M dozunda ve 3.
giinde 10° ve 1012 M dozlarinda istatistiksel anlaml bicimde azalmaya neden
olmustur. Kannabinoidlerin H838 hucreleri Uzerindeki proliferasyon azaltici
etkilerine dair literatirde herhangi bir ¢alisma yapilmamis olmasi, tez

kapsaminda elde edilen deney ciktilarini yenilik¢i kilmaktadir.

WST-1 analizinde ACPAnin 10'%-10° M doz araliinda maksimum
antiproliferatif etkili gosterdigi saptandiktan sonra ger¢cek zamanl impedans
temelli proliferasyon analizinde bu doz araligi 24 saatte bir A549, H1299, H358
ve H838 hucrelerine uygulanmistir. ACPA, A549 hicrelerinin proliferasyonunda
anlamli etki gostermemistir. ACPA uygulanan doz arahdinda H1299, H358 ve
H838 hucrelerinin proliferasyonunu doz ve zaman bagimli olarak azaltmigtir.
ACPA, bu hicrelerde 48. saatten sonra etki gostermeye baslamistir. ACPA'nin
A549, H1299 ve H358 hucreleri Uzerinde gosterdigi proliferasyon azaltici 1C50
degeri 1.39x10*2 M olarak hesaplanmistir. H838 hiicrelerinde etkili oldugu
antiproliferatif IC50 degeri ise 3.47x10'' M olarak hesaplanmistir.
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Kannabinoidlerin KHDAK’nde antiproliferatif ~ etkisinin ger¢cek zamanh
proliferasyon analizi ile ¢alisiimamig olmasi, literatire yeni bir bilgi getirmesi

acisindan onemlidir.

Elde edilen WST-1 ve gergek zamanl proliferasyon analizi sonuglarinin ACPA
uygulanan baska kanser tirleri ile uyum gosterdigi saptanmistir. ACPA, 2x104 M
dozda uygulandidinda, CB1 reseptéri araciligiyla Panc1 pankreas kanseri
hicrelerinde 1, 12 ve 24. saatlerde otofajik etkiye neden olmustur [21]. Donadelli
vd., 9x10°> M ACPA'’yI Panc1 hiicrelerine uygulamis ve tek basina ACPA’nin etkili
olmadigini ancak 2x10" M dozda gemsitabin ile birlikte uygulandiginda hiicre
proliferasyonunu azalttigini bildirmistir [22]. ACPA, 10* M — 4x10* M doz
araliginda Panc1 hicrelerine uygulandiginda proliferasyon azaltici etki gosterdigi
belirtilmistir [20]. Bu tez kapsaminda 1012 — 10° M doz araliginda ACPA’nin,
KHDAK hatlar Gzerinde proliferasyonu azaltici etki guct acgisindan diger

calismalardan daha potent oldugu varsayiimaktadir.

Gergek zamanli proliferasyon analizi ile elde edilen IC50 dozu 1.39x10712 M
ACPA dozu uygulanmistir. Buna gore, 24. saatte A549 hicresi %93.29 oraninda
canlihdini korurken, %5.70’inin ge¢ apoptoza ugradigi gdézlenmigtir. H1299
hicrelerinde 24. saatte %87.76’sinin canlhihdini korudugu, %10.54’Gnln geg¢
apoptoza gittigi saptanmistir. ilk 24 saatte H358 hiicrelerinin %82.22’sinin
canhligini korudugu, %9.87’sinin ge¢ apoptoza gittigi ve %6.93’UnlUn erken
apoptoza gittigi gértlmustir. ilk 24 saatte ACPA H838 hiicrelerinin %5.03'iniin
gec apoptozuna, %4.58’inin erken apoptozuna neden olurken %89.32’sinin
canhligini korumustur. 36. saatte A549 hicresinin %94.08’inin canhih@ini
korurken, %1.16’sinin nekroza gittigi, %3.71’'inin ge¢ apoptoza ugradigi ve
%1.06’sinin erken apoptoza ugradigi tespit edilmistir. H1299 hucrelerinde 36.
saatte %96.63’Unun canli kaldigi, %2.00'inin ge¢ apoptoza qittigi saptanmigtir.
H358 hucrelerinin ilk 36 saatte %97.29’'unun canli kaldigi, %1.84’Gnln ge¢
apoptoza gittigi saptanmustir. ilk 36 saatte ACPA H838 hiicrelerinin %1.14’Gnin
ge¢ apoptozuna, %1.06’sinin erken apoptozuna neden olurken %97.64’0

canlihgini korumustur.
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48. saatte A549 hucresinin %93.33’Unun canhhdini korudugu, buna karsin
%1.17’sinin nekroza gittigi, %4.82’inin ge¢ apoptoza ugradigi gozlenmigtir.
H1299 hicrelerinde %97.79’'unun canliigini korudugu, %1.42’sinin ge¢ apoptoza
gittigi saptanmistir. H358 hucrelerinin ilk 48 saatte %92.68’inin canli kaldigi,
%6.86’sInIin ge¢ apoptoza gittigi gozlenmigtir. ACPA, 48 saatte H838 hucrelerinin
%10.27’sinin ge¢ apoptozuna, %3.73’UnUn nekrozuna ve %1.20’sinin erken
apoptozuna neden olurken hucrelerin %84.80°i canliigini korumustur. A549
hicresinin ACPA uygulandiktan sonraki 72. saatte %86.94’Unun canhhgini
korudugu, buna karsin %8.23’Unun nekroza gittigi, %4.30’'unun ge¢ apoptoza
ugradigi gozlenmigtir. H1299 hulcrelerinde 72. saatte %95.92’sinin canliligini
korudugu, %0.63’Unun geg apoptoza ve %2.83’Unun nekroza gittigi saptanmistir.
H358 hucrelerinin %96.40'inin canh kaldidi, %2.20’sinin ge¢ apoptoza ve
%1.24’Gnin nekroza gittigi gortlmustir. ilk 72 saatte ACPA H838 hiicrelerinin
%0.71’inin ge¢ apoptozuna, %0.95’inin nekrozuna ve %0.20’sinin erken
apoptozuna neden olurken hucrelerin %98.13'U canlihdini korumustur. Akim
sitometrisine ait bu bulgularin WST-1 ve gercek zamanli proliferasyon analizi
sonuglarina goére daha dusuk oldugu gorulmustur. Erken ve geg apoptoza iligkin
yapilan deneyin tek set olarak gergeklestirilmis olmasi bu is paketinin sinirlamasi
olarak degerlendirilebilir. Calismalarin devaminda erken ve ge¢ apoptoz
deg@erlendirmesinin yani sira diger hicre o6lumudni belirten diger molekillerin
isaretlenmesi de planlanabilir. Boylece ACPA'nin hicresel etki mekanizmalari

aydinlatilabilir.

Arasidonilsiklopropilamidin biyoyararlanimin ve yari dmrunun oldukga dusuk
olmasi ve lipofilik yapida olmasi, in vitro deneylerin yUratilmesi surecinde madde
kaybina yol agmaktadir. Bu nedenle tez kapsaminda, bu problem ¢alismanin
onemli bir limitasyonu olarak degerlendirilebilir. Arasidonilsiklopropilamidin
stabilitesini ve uzun sureli etkisini koruyabilmek igin kontrolli PCL nanopartikiler

salim sistemi geligtirilmigtir.

3. Aragtirma Hedefi: ACPA'nin stabilitesi ve uzun sdreli sabit salimini
sa@layabilecek nanomuhendislik temelli ACPA-PCL nanopartikiler ilag
formulasyonu gelistirilerek optimize edilmistir. Formulasyon CB1 reseptoru
bulunduran KHDAK hucre hatlarinda etkilidir.
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ACPA’nin besiyerindeki miktarini 6lgmek amagh KHDAK A549, H1299, H358,
H838, H1975 ve SW-1573 hiicre hatlarina 10® M dozda ACPA uygulanmis ve 1,
2 ve 3. gunlerde slUpernatanlardan alinan érnekler LC-MS ile kantitatif olarak
Olcllmastir. Buna gore, 1. giinde RPMI besiyerinde bulunan ACPA miktari 2 ve
3. gunlerde anlamli bigimde azalmistir (*p<0.05). Birinci guinde DMEMF10-HG
besiyeri icinde bulunan ACPA miktari 3. ginde anlamli bigimde azalma
goOstermistir (*p<0.05). A549, H1299, H358, H838, H1975 ve SW-1573 hucre
hatlarina ait stpernatanlarindaki ACPA miktari 1. gline gére 2 ve 3. gunlerde
istatiksel anlamli bigimde azalma gostermistir (*p<0.05). Kontrol gruplarindaki
besiyeri icinde 1, 2 ve 3. glinlerde ACPA miktarinda azalma gérulmesi ACPA'nin
bu ortamda stabilitesini uzun sitre koruyamadigini goéstermektedir. 37 °C
sicakliktaki ACPA stabilite c¢alismalarinin arastirmanin devaminda yapilmasi
hedeflenmektedir. Kannabinoidlerin  hlcre supernatanlarindaki  tayininin
literatirde yer almamis olmasi, ACPA’nin stabilitesinin korunmamasina iligkin
hipotezi dogrulamaktadir. Bununla birlikte +4 °C sicaklikta yapilan ACPA stabilite
calismalarinda ACPA’nin 8 gline kadar stabilitesini korudugu goériimus olup
ACPA ile galigsma suresinin bilinmesi agisindan énemli bir sonug olmustur. Ancak
8 glnden daha fazla sureli ACPA kararlilik galismasi yapilmasi gerektiginden bu

deneyin en belirgin limitasyonunu olusturmustur.

Cokturme yontemi ile elde edilen stabil ACPA yukli PCL nanopartikullerin
blayuklUkleri 162.2 + 2.3 nm, PDI degeri ise 0.251 £ 0.008 olarak hesaplanmistir.
Tekli emulsiyon yontemiyle hazirlanan APCA-PCL nanopartikillerin bayUkIugu
176.4 £ 2.9 nm, PDI degeri 0.234 £ 0.033 olarak elde edilmistir. Tekli emlsiyon
ile hazirlanan APCA-PCL nanopartikillerin zeta potansiyeli -13.4 + 0.3 mV;
¢Oktirme yontemiyle hazirlanan APCA nanopartikillerin zeta potansiyeli -29.4 +
0.6 mV olarak elde edilmistir. Bu sonuglara gore deneyin devamindaki
asamalarda c¢oktirme yontemi ile ACPA-PCL nanopartikilleri hazirlanmistir.
Hazirlanan ACPA-PCL nanopartikillerin yikleme etkinligi %39.9 + 14.7 olarak
hesaplanmigtir. Kannabinoid antagonisti rimonabant lipid nanopartiktllere
yuklendiginde %100’e yakin yukleme etkinligi elde edilmistir [131]. Kannabidiolin
PCL mikropartikullere yuklenmesi ile %90 Uzerinde yukleme etkinligi tespit
edilmistir [126]. Martin-Banderas vd., A%>-THC'yi PEG ve PLGA nanopartikiil

sistemine yuklemis ve %95-97 oraninda ylUkleme etkinligi saptamistir [132].
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CB13 agonisti, lipid nanopartikillere yuklendiginde %90 oraninda yukleme
etkinligi hesaplanmistir [128]. Bagka bir calismada, CB13 agonisti PLGA
nanopartikillere ylklendiginde %60’a yakin oranda yukleme etkinligi tespit
edilmistir [127]. Bu dodrultuda literatire ait cikti ile karsilastirildiginda tez
kapsaminda elde edilen yukleme etkinligi sonuglari uyum saglamamaktadir.
ACPA'nin stabilitesinin ve yari dmrunun dusuk olmasi veya ilacin yuklenmesi
surecinde ilacin ¢gokmesi gibi faktorlerin yikleme etkinligini azaltmis olabilecegi
varsayllmaktadir. YUkleme etkinliginin arttirilmasi i¢in yeni bir formilasyon iginde
veya var olan formulasyonun gelistirimesiyle ACPA’nin stabilitesinin korunarak

daha yuksek oranda yukleme etkinligi saglanacagi dusunulmektedir.

ilag salim profilinin degerlendirilmesi icin salim ortamindan 0. dakika, 30 dakika,
1. saat, 4. saat, 8. saat, 16. saat, 1. gun, 2. gin ve 3. ginde 2 ml érnek alinarak
LC-MS yontemi ile miktar tayini yapiimistir. Sonuclara gore PCL nanopartikullere
icine ylUklenen ACPA, kontrolli olarak salinmaktadir. 0. dakikada yuklenen
ACPA’'nin %2.2 £ 2.3’si ortama salinmigtir. ACPA’'nin 30. dakikada %2.9 £ 3.0'1,
60. dakikada %7.1 £ 7.6’s1, 240. dakikada 9.1 + 4.1’i, 480. dakikada %14.6
6.7’si ortama salinmigtir. 960. dakikada ACPA’nin 25.8 + 7.4’G, 1440. dakikada
245 + 5.2’si, 2880. dakikada 22.4 + 10.8’, 4320. dakikada 44.7 + 9.9'u
salinmistir. Salim sonunda ACPA, yulklendigi miktarinin %44.7’sini salim
ortamina salmistir. Elde edilen salim sonuglari literatirden farkliliklar
gOstermektedir. Alvarez-Fuentes vd., CB13 agonistini PLGA nanopartikullere
yukledikten sonra nanopartikillerin 15 gunlik salim profilini incelemis ve
%100’Une yakin ilag salimi oldugunu goéstermistir [127]. CB13 agonisti Ug¢ farkli
PLGA nanopartikul sistemi igine yerlestirildikten sonra 15 gln salim profili
incelenmis ve 15 glnln sonunda ilacin %90 kadari ortama salinmigtir [133].
CB13 agonisti lipid nanopartikillere yuklendiginde 7 saatte %100’Unu salmistir
[128]. Tetrahidrakannabinol, PEG-PLGA nanopartikil sistemine yuklendikten
sonra 10 gun boyunca salim profili incelenmis ve %80 Uzerine salim gergeklestigi
saptanmistir [132]. Tetrahidrakannabinol, PCL mikropartikillerine yUklendiginde
15 glnluk salim profilinde %100°GnU salmistir [139]. Kannabidiolin PCL
mikropartikullere yuklenmesi sonrasi 20 ginde %100°UnU salmistir [126]. Baska
bir caligmada, rimonabantin lipid yapili nanotagiyicilara yuklendikten sonraki 25-

30 gun civarinda %60’a kadarini saldigi gosterilmistir [134]. Bu bulgular ile
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kargilastirildiginda tez kapsaminda gelistiriimis olan ACPA-PCL nanopartikalin

gelistirilerek yukleme etkinliginin arttirilmasi gerektigi dustunulmektedir.

ACPA-PCL nanopartiklller hazirlandiktan sonra gergek zamanl proliferasyon
analizi ile tespit edilen 1.39x10*> M ACPA dozunu salan nanopartikil salim
sistemi besiyeri iginde seyreltilmistir. Gergek zamanli proliferasyon analizi
sonuglarina gore ila¢ eklendikten sonra 96. saatten itibaren tum dozlar, A549
hiicre hatti Gzerinde antiproliferatif etki gostermistir (p<0.05). 1.39x101> M ACPA
dozu salan PCL nanopartikillerin, A549 hucrelerinin proliferasyonunu en etkili

bicimde azalttigr gorulmastuar.

1.39x10*> M ACPA ve 1.39x10'* M ACPA dozu salan PCL nanopartikiiller
eklendikten sonra 24. saatte, H1299 hucrelerinin proliferasyonunu kontrole gore
anlamli bigimde azaltmigtir (p<0.05). ilag eklendikten sonra 48 ve 72. saatlerde
1.39x10*2 M ACPA dozu salan PCL nanopartikiiller, ACPA ylklenmemis bos
PCL nanopartikdiller ve 1.39x10*2 M ACPA dozu uygulanan gruplarda kontrole
goOre anlamli azalma gorulmastur (p<0.05). H1299 hucrelerinde kontrol grubu 96.
saatten itibaren tim gruplara gore istatistiksel anlamli bicimde fazla bulunmustur
(p<0.05). ACPA yuklid PCL nanopartikullerin antiproliferatif etkisinin saptanmis
olmasi bos PCL nanopartikillerin hicreler Uzerindeki o6ldurict  etkisi

nanopartikuler salim sisteminin gelistiriimesi gerektigini gostermektedir.

1.39x1012 M ACPA eklendikten sonra 36, 48, 144. saatlerde H358 hiicrelerinde
kontrole gore istatistiksel anlamli bicimde fazla bulunmustur (p<0.05). 1.39x10-*?
M ve 1.39x10* M ACPA dozu salan PCL nanopartikiller H358 hiicreleri (izerinde
istatistiksel anlamli antiproliferatif etkiyi 140. saate kadar gdstermemigtir. 140.
saatten sonra kontrol grubu deney gruplarindan istatistiksel anlamli bigcimde fazla
bulunmustur (p<0.05). 1.39x101? M ve 1.39x10'* M ACPA dozu salan PCL
nanopartikuller H838 hucreleri Uzerinde 195 saat boyunca istatistiksel anlaml
bicimde antiproliferatif etki gostermemistir. 1.39x10> M ACPA ve ilag
yuklenmemis bos PCL nanopartikillerin 190. saatte H838 hlicrelerinde kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdigi bulunmustur (p<0.05). Bu
sonuglarin literature ait benzer calismalarla uyum saglamadigi gorulmastur.

Paklitaksel yukll, kitosanla kapli polikaprolakton icerikli 3 farkli polimer bazl
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nanopartikilin Caco-2 kolorektal hicre hatti ve A549 KHDAK hattinda
uygulandiginda hicre canlhiliginin doz bagiml azaldigi saptanmigtir [143]. Glioma
tedauvisiicin CBD, lipid nanokapsullere yuklenmis ve glioblastoma U373MG hticre
hattinda uygulanmistir. Sonugcta, hicre canliliginin doz bagimli olarak azaldigi
gorulmastur [141]. Tetrahidrakannabinol PCL mikropartikullere yiklendiginde, 9.
gunde RBL2H3 rat bazofilik 16semi ve Caco2 insan kolorektal karsinom
hicrelerinin hicre ¢ogalmasini azalttigi gosterilmistir [139]. Literatlre ait baska
bir calismada kannabidiol yUkli PCL mikropartikillerin MDA-MB-231 meme
kanseri hucrelerinde 10 gun icinde istatistiksel anlamli bigcimde proliferasyonu
azaltici etki sagladigr bildirilmigtir [126, 135]. Hazirlanan ACPA-PCL
nanopartikuler salim sisteminin salim suresinin kisa olmasi bu is paketinin 6nemli
bir limitasyonu olarak degerlendiriimekle birlikte salim suresinin arttiriimasi ilacin
tamaminin hangi surede salinacagi hakkinda net bilgi verebilir.

Buna karsin, dusuk dozda ACPA yukli PCL nanopartikil sisteminin KHDAK

hatlarindaki etkisinin literatlirde yer almamasi, bu ¢alismayi orijinal kilmaktadir.

Yapilan ¢alisma in vitro kosullarda gergeklestirilmis olup vicutta in vivo ortamdaki
kanser mikrogevresine ait parametreleri bire bir yansitmamaktadir. Bu sinirlama
nedeniyle in vitro kosullar ¢cergevesinde sentetik kannabinoid agonisti ACPA’nIn
KHDAK hucrelerinde doz bagimli proliferasyonu azaltici ve apoptozu uyarici
etkisi degerlendiriimis ve c¢ikarimlar yapilmistir. Bu tez g¢alismasi kapsaminda
proliferasyon azaltici ve apoptozu uyarici hucre igi sinyal yolaklarina ait protein

veya transkripsiyon faktorlerinin degisimi arastirilmalidir.

Klinikte halihazirda Amerikan Gida ve ilag Kurumu (U.S. Food and Drug
Administration— FDA) onayli 3 kannabinoid ilaci kullaniimaktadir. Onaylanan
sentetik kannabinoidler dronabinol (Marinol® — 1985) ve nabilon (Cesamet®),
A®-THC’lin sentetik formlaridir. Bu ilaglar kanser kemoterapisi siirecinde goriilen
bulanti ve kusmanin tedavisi igin kullaniimaktadir [109, 157, 158]. Dronabinol,
ayni zamanda 1992 yilindan beri, AIDS hastalarinda karsilagilan istahsizlik ve
kilo kaybi gibi semptomlarin tedavisi igin tercih edilmektedir [109, 159].
Nabilonun, dronabinole gore daha etkili oldugu 1 mg nabilonun 7-8 mg
dronabinole karsilik geldigi bildirilmigtir [160]. FDA tarafindan 2018 yilinda

onaylanan Epidiolex® bir kannabidiol tlrevi olup Klinikte agir epilepsi
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nobetlerinin tedavisi i¢cin uygulanmaktadir [161]. Tez kapsaminda, KHDAK
hatlarinda ACPA’nin antiproliferatif etkisi in vitro ¢alismalarla gézlenmistir ve
ileriki asamalarda etkiledigi hicresel yolaklarin incelenmesi ve in vivo
calismalarla desteklenmesi hedeflenmektedir. Bu tez calismasinda CB1 reseptor
agonizmasi araciligiyla ACPA tarafindan uyarilan antiproliferatif etkinin solunum
sistemi icin geligtirilecek kontrolli salim sistemi ile klinikte kuratif tedavisi
bulunmayan akciger kanseri i¢in inhalasyon yoluyla uygulanacak yeni bir tedavi
yontemi adayi olmasi beklenmektedir. Bu dogrultuda, tez ¢alismasi kapsaminda
elde edilen ciktilar ile Hacettepe Teknoloji Transfer Merkezi Patent Ofisi’ne bulug

bagvurusunda bulunulmustur.

Sonug olarak bu tez galismasinda, KHDAK hicrelerinin bir kisminda ylksek
CB1 reseptor ekspresyonu saptanmistir. ACPA, A549 hiicresinde 1. glinde 1012,
1011, 1019, 10° M dozlarinda proliferasyon azaltici etki gostermistir. ACPA,
H1299 hicresinde 3 gun boyunca tum dozlarinda proliferasyon azaltici etki
gostermistir. ACPA, H358 hiicresinde 1. giinde 101°-10® M dozlarda, 2. giinde
tum dozlarinda proliferasyon azaltici etki gostermistir. ACPA, H838 hicrelerinde
3. glinde 10° ve 102 M dozlarinda istatistiksel anlamli bicimde azalmaya neden
olmustur. ACPA’nin A549, H1299 ve H358 hicreleri Uzerinde goOsterdigi
proliferasyon azaltici IC50 dederi 1.39x10*> M olarak hesaplanmistir. H838
hiicrelerinde etkili oldugu antiproliferatif IC50 degeri ise 3.47x101* M olarak
hesaplanmigtir. Etkili doz 50 (IC50) diizeyi 1.39x10'> M olarak hesaplanan
ACPA’'nin, PCL nanopartikiller ile kontrolli ve uzun suireli salimi saglanmistir.
1.39x101? M ACPA dozu salan PCL nanopartikdller ve bos partikiller hiicrelerde
cesitli etkilere neden olmakla birlikte genellikle antiproliferatif etkiyi surdtrdtugu

sonucuna varilmistir.
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SONUGLAR

1. A549, H1299, H358, H838, H1975 ve SW-1573 KHDAK hucre hatlarinda
degisen oranlarda CB1 ve CB2 reseptor varligi saptanmis olup A549, H1299 ve
H358 hicrelerinin CB1 reseptdr seviyeleri oldukga ylksek bulunmustur. H838
hacresi, H1975 ve SW-1573 hucrelerine gbére daha ylksek CB1 reseptor
ekspresyonuna sabhiptir.

2. Kannabinoid 1 reseptdrinid en ylksek dizeyde eksprese eden A549,
H1299, H358 ve H838 hlcre hatlarinda sentetik CB1 spesifik kannabinoid
agonisti ACPA, WST-1 analizinde proliferasyon azaltici etki gostermistir.

3. ACPA, gercek zamanl impedans temelli proliferasyon analizi ile A549,
H1299, H358 ve H838 hiicre hatlarinda 48. saatten itibaren 1.39x101? IC50

dozunda proliferasyonu azaltici etki gostermisgtir.

4. ACPA, 1.39x1012 M IC50 dozunda KHDAK A549, H1299, H358 ve H838
hdcrelerine uygulandiginda 24, 36, 48 ve 72. saatlerde hucreleri belirli oranda

erken ve geg apoptoza goturmustar.

5. ACPA’nin 1, 2 ve 3. glnlerde yapilan slipernatan tayini ile stabilitesinin
korunamadigi ve yari dGmrundn kisa oldugu konfirme edilmistir. Bu dogrultuda
PCL kapli kontrolli uzun sureli salim sistemine ait formulasyonun tasarimi

saglanmistir.

6. Optimizasyon ve in vitro karakterizasyonlari yapilan ACPA-PCL
nanopartikiller 1.39x10-> M IC50 dozunu salacak sekilde besiyeri iginde
seyreltilip hicrelere uygulandiginda belirli saatlerde hicrelerde antiproliferatif etki

saglamistir.
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Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi,
Yuriyen Tez Destegi Projesi, Proje No: TYL-2018-17387, Proje Sduresi:
07.09.2018-07.06.2019.

Nitelikler

Dil:

e Tulrkce :Anadil

e ingilizce : Okuma Becerisi: ileri diizey; Yazma Becerisi: ileri Diizey;

Konusma Becerisi: Orta dizey
e Fransizca : Okuma Becerisi: Orta duzey; Yazma Becerisi: Orta duzey;

Konusma Becerisi: Orta duzey

Tezden Uretilmis Yayinlar/Teblig vel/veya Poster Sunumu ile Katildig
Toplantilar

Bu tez kapsaminda elde edilen giktilar ile Hacettepe Teknoloji Transfer Merkezi
Patent Ofisi’ne bulus basvurusunda bulunuldugundan bu siregte henlz bir yayin
yapilmamistir.
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