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OZET

Ekzosom Tabanh Ila¢ Tasima Sisteminin Glioblastoma Tedavisinde
Kullamim Potansiyelinin in Vitro ve in Vivo Deneysel Modellerde

Arastirilmasi
Amag¢: Calismamizda in vivo ve in vitro ortaminda Truva ati gibi kullanilarak

eksozom vezikiillerine kemoteropotik ajanlarin yiiklenmesi ile yeni ilag tasiyici sistem
olusturulmasi ve bu tasiyici sistem ile GBM kanser tedavisi yapilmasi amaglandi.

Materyal ve Metot: Calismamiz in vitro ve in vivo kisimlarindan olugmaktadir.
In vitro kisminda; T-98G hiicre hattindan eksozomlar izole eldilerek karakterizasyon
deneyleri (TEM, zetapotansiyeli ve topografik goriintiilleme) yapilmistir. Karakterize
edilen eksozomlara Temazolamid ilac emdirilmistir. Daha sonra ila¢ salim, MTT, LDH,
TAK, TOS, GR, Flow Stometri, yan1 sira genetik analizi yapilmis ve istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. In vivo ¢alismamizda ise glioblastoma ratlarda sirta injekte edilerek
beyin kanser modeli olusturulmus, deney sonunda histopatolojik inceleme yapilmustir.

Bulgular: MTT sonuglarina gore noron hiicrelerinde en fazla canlilik oraninda
diisis TMZ 800 ng/ml grubunda gozlendi (%38). T98-G hiicre hattinda ise en fazla
azalma Eksolimer-TMZ 800 ng/ml konsantrasyonunda goriildii. Flow stometri, LDH,
GR, TAS ve TOS analizlerinden elde ettigimiz sonuglar MTT ile korelasyon gosterdi.
Kaspaz 8 geni noron ve T98-G hiicresinde TMZ 800 ng/ml grubunda up-regiile olmustur.
PTEN gen ekspresyonunda anlamli deger bulunmazken L1CAM, MGMT ve B2M
genlerinde noron hiicrelerinde Eksozom 200 ng/ml grubunda ekspresyon seviyesi
artarken T98-G hiicresinde Eksolimer-TMZ 800 ng/ml grubunda diisiis goriildii. TP53
gen seviyesi sadece T98-G hiicre hattinda Eksolimer-TMZ 800 ng/ml grubunda artis
gbstermistir. In vivo ¢aligmamizin sonucunda elde ettifimiz histopatolojik goriintiilere
gore Eksolimer-TMZ 200 pg/ml grubunda kanser bolgesinde anlamli derecede azalma
oldugu tespit edildi.

Sonug¢: Ozel molekiillere sahip eksozom ile nanoteknolojinin birlestirilmesi ve
kansere hedeflendirilmesi kanser tedavisine yeni bir bakis acis1 getirecektir. Bu yonleriyle
caligmamiz literatiire yeni bir bilgi sunacaktir.

Anahtar Kelimeler: Eksozom, glioblastoma, real -time PCR, TEM
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ABSTRACT

Investigation of the Exosome-Based Drug Delivery System Potential in the
Treatment of Glioblastoma in vitro and in vivo Experimental Models

Aim: In our study, it was aimed to create a new drug delivery system by loading
chemotherapeutic agents into exosome vesicles by using it like a Trojan horse in vivo and
in vitro and to treat GBM cancer with this carrier system.

Materials and Methods: Our study consists of in vitro and in vivo parts. In the in
vitro part; Exosomes were isolated from the T-98G cell line and characterization
experiments (TEM, zetapotential and topographic imaging) were performed. The
characterized exosomes were impregnated with Temazolamide. Then drug release, MTT,
LDH, TAK, TOS, GR, Flow Stometry, as well as genetic analysis were performed and
statistically evaluated. In our in vivo study, glioblastoma was injected into the back of
rats and a brain cancer model was created, and histopathological examination was
performed at the end of the experiment.

Results: According to MTT results, the highest decrease in neuron cell viability
was observed in the TMZ 800 ng/ml group (38%). In the T98-G cell line, on the other
hand, the highest decrease was observed at the Exolimer-TMZ 800 ng/ml concentration.
Our results from flow stometry, LDH, GR, TAS and TOS analyzes correlated with MTT.
Caspase 8 gene was up-regulated in the TMZ 800 ng/ml group in neurons and T98-G
cells. No significant value was found in PTEN gene expression. While the expression
level of LLCAM, MGMT and B2M genes increased in the Exosome 200 ng/ml group in
neuron cells, a decrease was observed in the Exolymer-TMZ 800 ng/ml group in T98-G
cells. The TP53 gene level increased only in the Exolimer-TMZ 800 ng/ml group in the
T98-G cell line. According to the histopathological images we obtained as a result of our
in vivo study, it was determined that there was a significant decrease in the cancer area
in the Exolimer-TMZ 200 pug/ml group.

Conclusion: Combining the exosome with special molecules and nanotechnology
and targeting it to cancer will bring a new perspective to cancer treatment. With these
aspects, our study will provide new information to the literature.

Keywords: Exosome, glioblastoma, real-time PCR, TEM
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AANN : Amerikan Association of Neuroscience Nurses
ABD : Amerikan Birlesik Devleti

AC - Alternatif temas

AFM : Atomik kuvvet mikroskobu

ALS : Amyotrofik lateral skleroz

BCNU : Karmustin

BOS : Beyin omurilik sivisi

BSL : Biyohibrit sistem laboratuvari

BT : Bilgisayarli tomografi

CCD: : Yiik baglasimli aygit

CCR6+ : CC kemokin reseptorii tip 6

CD4+ : CD4 (farklilagma kiimesi 4)

CDCL3 : Déteryumlanmig kloroform
CDKNZ2A : Sikline bagimli kinaz inhibitorii 2A
cDNA : Tamamlayict DNA

DC : Statik mod

DMEM : Dulbeco ile modifiye edilmis kartal ortam1
DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA : Deoksiribo niikleik asit

DPBS : Dulbecco's phosphate-buffered saline
ECM - Hiicre dis1 matrisi

EDTA : Edilendiamintetraasetik asit

EGFR : Epidermal biiyiime faktorii reseptori
EV . Hiicre dis1 vezikiiller



FBS

GBM

GR

HBSS

ILV

KBB

LDH

INRNA/IncRNA

MG

MGMT

mMiRNA

MMP9

MPS

MRNA

MRI

MS

MSS

MTT

MVB

NBM

NC

NP

PCV

PDMS

- Fetol bovin serumu

: Gliablostoma Multiforme
- Glutatyon Rediiktaz

: Hanks balanced salt solution
- Introluminal vezikiiller

: Kan beyin beriyeri

. Laktat dehidrogenaz

: Uzun kodlamayan RNA

: Malign gliomlar

: DNA-onaric1 enzim

: Mikro RNA

: Matrix metaloproteinaz

: Monokiiler fagosit sistemi

: Mesajc1 RNA

: Manyetik rezonans goriintiileme

: Multipl skleroz

: Merkezi sinir sistemi

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide

. Multivezikiiler gévde
: Noro bazal medyum

: Nanokapsiil

- Nanopartikiil

: Prokarbozin lomustin ve vinkristin

: Polidimetilsiloksan



PEG
PET
pH
PLGA
PSS
PTEN
RES
RNA
RT
RTCA
SAM
SDS
SPECT-SPECT/BT
TAK
TEM
TGF-a
TH17+
T™Z
TOS
T98-G

uv

: Polietilen glikol

: Pozitron emisyon tomografisi

: Power of hydrogen

: Poly (lactic-co-glycolic acid

: Periferik sinir sistemi

: Fosfat ve tensin homologu

- Retikiiloendoteryal

: Riboniikleik asit

: Radyasyon tedavisi

: XCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analizi
: Trimetiletoksi silan

: Sodyumlaorilsiilfat

: Foton emisyon tomografi

: Toplam antioksidan kapasitesi

: Gegirimli elektron mikroskobu

: Transformasyon biiytime faktori
: T helper 17

: Temozolomid

: Toplam oksidan sayisi

- Glioblastoma multiform

- Ultraviyole
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1. GIRIS

Glioblastoma Multiforme (GBM), tiim primer beyin ve merkezi sinir sistemi
neoplazmalarmin %]16'sm1 iceren en yaygin primer malign beyin tiimériidiir. * Insidans
oran1 100.000 popiilasyonda 3,2 bireydir. Bu bireylerde lokasyon olarak kanser; frontal
(%25), temporal (%20), pariyetal (%13) ve oksipital (%30) olmak {izere beynin her dort
lobunda ve bazen de beyin sapinda, beyincikte ve omurilikte (%12) goriilmektedir.

Glioblastomalar dort farkli evreden olusmaktadir. Birinci ve ikinci evreler
genellikle iyi huylu asterositomalardan meydana gelmektedir. Ugiincii ve dordiincii
evreler kotii huylu glioblastomalari kapsamaktadar. 3

Eksozomlar, immiin hiicreler ve tiimor hiicreleri dahil olmak tizere cesitli hiicre
tipleri tarafindan salinmaktadir. Bu vezikiiller, multivesikiiler endozomlar i¢inde tiretilir
ve plazma zar1 yoluyla salinirlar. * Kanser hiicrelerinden salinan eksozomlarin capi 30 ila
100 nm arasinda degismektedir. Saliman eksozomlar igerik olarak; proteinler
(onkoproteinler, tiimdr baskilayict proteinler ve transkripsiyonel diizenleyiciler dahil)®,
lipitler (fosfatidilkolinler, fosfatidiletanolaminler ve fosfatidilserin dahil)®, DNA (tek
iplikli DNA, genomik DNA, XX DNA ve retrotranspozon elementler dahil)” ve RNA'lar®
(haberci RNA'lar [mRNA'lar], uzun kodlayict olmayan RNA'lar [InRNA'lar]®,
mikroRNA'lar [miRNA'lar (direng genleri dahil)] ve diger kodlamayan RNA'lar
[ncRNA'lar]* dahil) gibi gesitli biyoaktif molekiilleri tasimaktadir. °

Eksozomlar Sitokinlere benzer sekilde akyuvarlar1 premetastatik tiimor dokusuna
toplayabilir, boylece tiimor metastazlari ve hiicre biliylimesini desteklemek icin hiicre dis1
matrisi (ECM) yeniden sekillendirirler. 1* Bu nedenle Matrix metaloproteinaz-9 (MMP9),
transformasyon biiytime faktorii B (TGF-B) / Smad sinyal yolunu aktive ederler ve bu
yolla ECM bozulmasinda anahtar rol oynarlar. * Ayrica tiimor kaynakli eksozomlar

immiin yanitta rol oynarlar. Efektor T hiicrelerinin aktivasyonunu baskilar, aktive T-



hiicrelerinin apoptozunu tetikler ve metastatik hiicrelerin tiimoér immiin gozetiminden
kagmasina yardim ederler. ** Bunlara ek olarak tiimor kaynakli eksozomlar ilag direncini
diizenleyerek tiimoriin ilerlemesini tesvik ederler. Bu ila¢ direnci mekanizmalari; (1)
tiimor hiicreleri antikanser ilaglarin1 metabolize etmek i¢in eksozom sekresyonunu
kullanabilir; (2) eksozomal molekiiler kargolar, onkogenik hedeflere baglanmak i¢in
antikanser ilaclarla, 6zellikle de antikor bazli ilaglarla rekabet edebilir, boylece terapotik
etkilerini azaltabilir ve (3) eksozomlar, ilaca direngli hiicrelerden ilaca duyarli hiicrelere
ilac direncinin lateral transferine katkida bulunurlar.

Kimyasal ve biyomolekiiler ilaclarin terapdtik etkinligini arttirmak amaciyla
kullanilan nano 6lgekli ilag dagitim sistemleri giiniimiizde biiyiik 5nem tagimaktadir. °
Bununla birlikte, bu tasima sistemlerinin bazi zorluklar1 bulunmaktadir. Bunlar;
maddelerin sitotoksisitesi ve retikiiloendotelyal sistem (RES) veya mononiikleer fagosit
sistemi (MPS) tarafindan hizla ortamdan uzaklastiriimasidir. '® Son zamanlarda yapilan
calismalarda bu vezikiillerin modifikasyonu sonucu ila¢ tasima sistemi olarak
kullanilabilecegini ve bu yontemle gelistirilen ilag tagima sisteminin diger yontemlerden
daha avantajli olacag: ilizerine durulmaktadir. Fakat heniiz ila¢ tasima sistemi olarak
eksozomlarin kullanimina yonelik ¢alismalar literatiirde ¢ok az mevcuttur. Bulunan bu
calismalar ise cogunlukla derleme seklindedir. !’

Bu bilgilerden ve literatiirdeki bu eksiklikten yola ¢ikarak in vivo ve in vitro
ortaminda kemoteropotik ajanlarin Truva ati olarak kullanilan eksozom vezikiillerine
yiiklenmesi ile yeni ilag tasiyict sistem olusturmayi planlamaktayiz. Bununla birlikte
gelistirilen yeni ilag-immiinoaktif tagima sistemi yardimi ile ilag direncini ortadan

kaldirmak ve tedavi etkinliklerini arttimak diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, bir organizmanin ¢evresi ile iletisimini saglayan karmasik aglardan
meydana gelmektedir. Cevresel uyaranlara kars1 gelisen duyusal bilesenler ve iskelet, diiz
kaslar ve kalp kasinin kontroliinii saglayan motor bilesenler basta olmak tizere glandiiler
sekresyonlarin kontrolii, duyusal girdilere ya da alinan uyaranlara uygun motor tepkilerin
olusumu bu sistem ile koordine edilir, saklanir ve islenir.'®

Sinir sistemi, beyin, beyincik, beyin sap1 ve medulla spinalis’ten (omurilik) olusan
merkez1 sinir sistemi ve medulla spinalisten ¢ikarak tiim viicuda dagilan sinir aglarindan
olusan ¢evresel sinir sistemi olmak iizere iki boliimde incelenmektedir. Periferik sinir
sisteminde fibroblastlar, uydu hiicreleri, Schwann hiicreleri ve kan damarlari tarafindan
desteklenmektedir. Merkezi sinir sisteminde ise sinir hiicreler glia ve kan damarlar
tarafindan desteklenmektedir.

Merkezi sinir sistemi “Noéron (%10)” ve “Glial (%90)” hiicrelerden meydana
gelmektedir. Sinir sisteminin temel iletken elementi olan néron hiicresi bir gévde, dendrit
ve aksondan olusmaktadir. Hiicre gvdesi hiicresel islevlerin gergeklesmesi i¢in hayati
Oonem tasiyan birgok (gekirdek ve ¢ekirdek¢ik de dahil olmak iizere) organeli
icermektedir. Bu nedenle sinir hiicresinin tropik merkezi olarak kabul edilmektedirler.
Dendritler hiicre govdesinden uzanir ve ndronun alici yiizeyini arttirirken aksonlar ise
merkezi sinir sistemindeki sivilardan izole eden miyelin adi verilen lipoprotein zarla
kaplidir ve hiicre govdesini terk ederek diger hiicrelerle baglantiy1 saglar. Glia hiicreleri
ise noronlara destek gorevi yapan hiicrelerdir. 1°

2.1.1. Glial Hiicreler

Glial hiicreler ilk olarak Rudolf Virchow, Santiago Ramon y Cajal ve Pio del Rio-

Hortega gibi 19. yiizyilin 6nde gelen ndrobilimcileri tarafindan "Nervenkitt" (Almanca



sinir yapistiricisi kelimesi) olarak tanimlanmistir. Zamanla, bilim adamlar1 bu hiicrelerin
olas1 ek rolleri hakkinda spekiilasyon yapmaya basladilar fakat diger rolleri belirlemek
i¢in birgok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen, glial hiicrelerin tiim 6zellikleri heniiz tam
olarak bilinmemektedir. %

Glial hiicreleri noronlarin etrafin1 saran hiicreler toplulugudur ve genel olarak
noronlara fiziki destek, besin ve oksijen saglamak ile gorevlidirler.?’ Ayrica atiklarin
uzaklastirilmasi, ndronlar arasi iletisimi, patojenik faktorlerin ortadan kaldirilmasindan
Olen hiicre ve noronlarin temizlenmesine kadar birgok gorevi bulunmaktadir. Glial
hiicreleri néron hiicreleri gibi ektodermden koken almaktadir. Buna ragmen bircok
yonden birbirinden oldukga farklidirlar. En 6nemli farkliliklari; glial hiicreleri mitoz
evreyi tamamlayarak boliinebilme yeteneklerini korumusken, néron hiicrelerinde
boliinme siklusu post-mitotik evrede kalmistir bu nedenle boliinme yeteneklerini
kaybetmislerdir.?% 23

Embriyogenezin ilk asamasinda, glial hiicreler farkli prekiirsér molekiiller
salgilayarak noron gogiine ve noronlarin lokalizasyonuna rehberlik ederler. Bunun yani
sira akson ve dendrit gelisiminede katkida bulunurlar 24, Glial hiicrelerinin dinamik yapist
ve plastisitesi diger hiicrelerden farklidir. N6ron hiicrelerinin aksine glia hiicrelerinde
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iliskisi daha esnektir. Bu plastisite MSS igerisinde, glialari
kemokin sinyallerine gore goc edebilmelerini saglamaktadir. 2

MSS’de iki tiir glia hiicresinden meydana gelmektedir (Makroglia ve Mikroglia
olmak tizere) PSS ise Schwann hiicrelerinden olusmaktadir. Beyinde bulunan glial
hiicrelerinin neredeyse tamami (%85-90) Makroglia hiicrelerinden ¢ok az bir kismi (%10-
15) ise mikroglia hiicrelerinden olusturmaktadir. Makroglialar embriyonik dénemde

ektodermden, mikroglialar ise hematopoetik dokudan gelismislerdir. Bunlarin aksine



omurilikte bulunan Schwann hiicreleri ve satellit hiicreleri ise noronal krestten
gelismislerdir.

2.1.1.1. Makroglialar

A. Astrositler

Astrositler sinaptik nérotransmiter seviyelerini kontrol eder ve noronlar etrafinda
iyonik homeostazi siirdiirerek verimli sinaptik sinyal iletimine izin verir. Endfeet adi
verilen siireglerle serebral kan damarlarim1 kaplarlar ve kan beyin bariyerinin bir
pargasidirlar. Kan beyin baryeri (KBB) homeostazisini diiezenlerler, Damar genisliginin
kontrolii ve noronal faaliyetlere gore kan akimmmi da yine astrositler
gerceklestirmektedirler. Noronlara metabolik ve enerjik destek saglarlar. Ek olarak,
astrositler sinaptik yarikta noroaktif molekiiller- gliotransmiterler- salabilir ve sinaptik
sinyali gii¢lendirebilir. 2

Ayrica, norotransmitter reseptorlerine sahiptirler ve bir astrositten digerine bosluk
kavsaklar1 yoluyla yayilan kalsiyum dalgalari ile birbirleriyle iletisim kurarlar. Bunlar
disinda embriyonik donemde c¢esitli sitokin ve hormon salgilayarak ndron gogii ve
lokalizasyonunu diizenlerler. Astrositlerin hiicre zarinda bulunan ¢esitli nérotransmitter
ve hormon reseptorlerine baglanmaktadirlar. Néronal Ca*™ iyon yolagini aktif hale getirip
noron-astrosit  iliskisini  diizenlemektedirler. ~ Bununla  birlikte  salgilanan
norotransmitterlerin salgilandiklar1 norona geri donmesini saglayarak ndronal ileti
dongiisiinii saglamaktadirlar.

Hepatik ensefalopati, depresyon, Alzheimer, hafiza kaybi, néronal dejenerasyon
ve rejenerasyon, ruhsal ve davranigsal bozukluklar, Multipl Skleroz (MS), amyotrofik
lateral skleroz (ALS) ve diger metabolik hastaliklarla iliskilidirler. Bu hastaliklar disinda

en Olimciil hastaliklardan biri olan “gliomalar (en yaygin beyin kanseri tiirii olan



Glioblastomlarda dahil olmak iizere))” astrosit kaynakli hastaliklarin basinda
gelmektedir.

Astrositler farkli morfolojik 6zelliklere sahiplerdir (protoplazmik ve fibroz). Bu
farkli yapilara sahip olmalarina ragmen gorevleri benzerlik gosterir. Goriiniim olarak
protoplazmik astrositler; gri cevherde bulunurlar ve ¢ok sayida kisa ve kalin uzantilara
sahiplerdir. " Bu uzantilar hiicre gévdesinden baslayarak néronlarm sinaptik bolgelerine
kadar uzanirlar. 2

B. Oligodendro glialar

Oligodendrositler, makro glialarin %15’ini olusturmaktadirlar. Bu hizli bir
saltatory iletimi saglamak icin aksonlar1 yalitan ve aksonlara trofik destek veren miyelin
kilifinin iiretiminden sorumludurlar. 2 Myelinlesme sonucunda iyon kanallarmin néron
etrafinda kiimelesmesine neden olur. Bu sayede elektriksel iletinin hizinin artmasina
olanak tanirlar. Olasi hasar durumunda eger myelin kilif yapisinda bozulma oluyorsa
hastaliklarin gelismesine (6rnegin multipl skleroz ve kalitsal noropati) neden olmaktadir.
Bu hastaliklarin baginda sinir sistemi otoimmiin hastaliklar1 gelmektedir.*

C. Ependimal hiicreler

Makroglia hiicrelerinin %5’i Ependimositlerden olusmaktadir. Bu hiicreler
ventrikiillerin ¢eperini kaplar ve beyin omurilik sivisini {iretip ventrikiillere salinimini
gerceklestirirler. Bu islevleri sayesinde beyin basincini sabit tutarlar ve mekanik olarak
beyni darbelerden korurlar

D. Radyal Glia hiicreleri

Radyal hiicreler noroepitel hiicrelerden meydana gelmektedirler buna ragmen
boliinme yetenekleri nispeten daha diisiiktiir. Radyal glia hiicreleri, progenitor olarak
noronlarin gocilinde gorev alirlar ve ndron hiicrelerinin yerlesimi tamamlandiktan sonra

protoplazmik astrositlere doniistirler.



E. Schwann hiicreleri

Oligodendrositlerin PSS’de bulunan hiicre tipidir. Yalitimindan sorumlu olan
oligodendrositlerin PSS’de ki hiicre tipleridirler. Sinaps olusumunda yardimci hiicre
tipidir. 32

F. Mikroglia hiicreleri

Mikroglialar MSS hiicrelerinin %10-15’1ni teskil ederler. Diger tiim glial hiicreler
gibi ektodermal dokudan degil, sadece gelisim sirasinda beyni dolduran yolk-sac

progenitdrlerinden kaynaklanirlar.®

Mezodermden gelisen ve hematopoetik kokene
sahip olan mikroglialar dikdortgen yapili, heterojen goriiniimlii ve makroglialara oranla
daha kiigiik hiicrelerdir. Mikroglialar, erken embriyonik dénemde makrofajlardan koken
alirlar ve fagosit 6zelligi ve go¢ edebilme yetenegine sahiplerdi.* Bu hiicreler, beyin
dokusunda olas1 hasar ve enfeksiyon durumunu inceler, hasar varsa ¢ogalip hasarli
hiicreleri ve olii hiicreleri yok ederler. Fakat bu hiicrelerin fagositik 6zelligi normal
immun sisteminde bulunan makrofajlar kadar iyi degildir. Buna ragmen 6zellikle sinir
sisteminin geligim siralarinda anormal sinaptik olusumlari sahip hiicrelerin ortamdan
uzaklastirirlar ve sinapslarin yeniden sekillenmesini ve noronal agin yapilanmasin
saglarlar. Mikroglialar birgok dejeneratif néronal hastalik durumunda aktiflestigi tespit
edilmistir ancak aktif hale gelen mikroglialarin bu hastaliklarin iyilesme siirecine nasil
katk1 sagladiklar1 heniiz tam olarak bilinmemektedir

2.2. Kanser ve Merkezi Sinir Sistemi Tiimorleri

Kanser, genetik ve ¢evresel kosullarin etkisi altinda hiicrelerin hizli ve kontrolsiiz
boliinmesidir ve herhangi bir organ veya viicut yapisindan kaynaklanan ve biiyiimeyi
durdurma yetenegini kaybetmis kii¢iik hiicrelerden olusmaktadir. insan viicudundaki
saglikli hiicreler, yaslanmaya basladikc¢a, ¢esitli sinyaller ve yolaklar ile programli bir

sekilde oliime siiriiklenmekte ve yerini yeni olusan hiicrelere birakmaktadirlar. Ancak



kanser hiicrelerinde kromozomal anormallikler ve genomik kararsizlik (instabilite)
gostermelerinden dolayi, hiicre ¢ogalmasi, programli hiicre 6liimii (apoptoz) ve hiicre-
hiicre baglantilarini kontrol eden 6zel genlerde mutasyonlar meydana gelmektedir. Bunun
sonucu hiicrenin anormal bir sekilde ¢ogalmasma neden olmaktadir.* Bu anormal
olusumlar sonucunda hiicrede, translokasyon, andploidi, kromozom kaybi, DNA
cogalmasi1 (amplifikasyonu) ve delesyonlar gibi olduk¢ca 6nemli ve biiylik genetik
kusurlarin olusumu gézlemlenir. Olusan bu yeni hiicreler kontrolsiiz béliinme gostererek
tiimdr olusumunu baslatirlar. *° Normal bir hiicrenin kanserli bir hiicreye doniistiiriilmesi,
muhtemelen kanserin olusumunda ¢ok kritik bir olay degildir; daha ziyade viicudun
bagisiklik hiicrelerinin sayica az olduklarinda yeni olusan kanser hiicrelerini taniyip yok
edememesinden kaynaklanmaktadir.

Tiimorlerin diger dokulara ve organlara yayilmasi durumuna bagl olarak bening
(iy1 huylu) ve malign (kotii huylu) olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Benign
tiimdrler, ¢evre dokulara veya viicudun farkli bolgelerine yayilma 6zelligi géstermeden,
olustuklar1 bolgelerde kalma egilimi gostermelerine ragmen malign tiimorler cevre
dokulara veya kan ve lenf dolasim sistemi araciligiyla viicudun diger bolgelerine
tasinarak ¢ogalmalar1 (metastaz) ile karakterize edilmektedirler.>* *® Olusan tiimérlerin
yayilmast ise kanser liimlerinin %9011 olusturmaktadir. 3’

Yiiz yil 6nce kanser ¢ok yaygin degildi; bununla birlikte, son birka¢ on yildan
beri, muhtemelen degisen yasam tarzimiz, aligkanliklarimiz ve artan yasam beklentimiz
nedeniyle insidansi endise verici bir sekilde artmaktadir. Gelisen tam1 ve tedavi
yontemlerine ragmen kanser korkulan 20 hastaliktan biri olmakla birlikte kardiyovaskiiler
sisteme ait hastaliklardan sonra, sebebi bilinen 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir.®® 2018 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirmasi Ajansi’nin yaymladig

verilerine gore; diinya capinda kanser vakalari 18,1 milyona ve kansere baglh o6lim



oranina yiikselerek 9,6 milyona ulastigi ortaya konulmustur. Diinyadaki en Onemli
morbidite ve mortalite nedenleri arasinda kanserinde oldugu belirtilen raporda, her 5
erkekten 1’inde ve her 10 kadindan 1'inde yeni kanser teshisi konuldugu vurgulanmistir.
Bunun yani sira kanser teshisi konulmus hastalardan her 8 erkekten 1’i ve her 11 kadindan
1’1 hayatim1 kaybettigi tespit edilmistir. Yine Uluslararas1 Kanser Arastirmasi Ajansi
verilerine gore 5 yillik kanser prevelansinin 43,8 milyona ulastigi tahmin edilmektedir

(Sekil 2.1). 39:40
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Sekil 2.1. Kadn ve erkekte 6liim oranlarina ve yeni gelisen vakalara gore kanser tiirleri

2.2.1. Beyin Kanserleri

Beyin tiimdrlerinin goriilme siklig1 diger kanser tiirlerine nazaran daha az olmakla
birlikte 6liim orani oldukga yiiksek olan bir kanser tiiriidiir. 2020 yilina ait verilere gore,
tiim diinyada goriilen beyin tiimorleri, tiim kanser olgularinin yaklasik %7°lik kismini ve
oliim oraninda %3 {inii olusturdugu gosterilmistir. **Ayrica yapilan birkag calismaya
gore, Amerika da her y1l 100.000 insanin yaklasik olarak yirmisinde beyin tiimorii tanisi
konmaktadir. Beyin dokularinda meydana gelen anormal ve kontrolsiiz biiyiime
sonucunda beyin tiimorleri olusmaktadir.*? 4 Beyin tiimérleri primer ve sekonder olmak
tizere iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Primer beyin tiimorii genellikle noroglial dokudan,

beynin kendi kan damarlarindan, hipofizden, meninkslerden ve kaynak dokuya gore
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adlandirilan sinir liflerinden koken alarak beyinde baglar. Beyinde lenfatik kanallar
bulunmadigindan dolay1 metastaz goriilme sikligr diisiiktiir. Metastaz gozlenen primer
beyin tiimorlerinde, genellikle BOS (Beyin Omirilik S1visi), serebral kandolagimi, kranial
cerrahi ve yapay shuntlar araciligiyla diger dokulara yayilim gozlenmektedir*. Sekonder
beyin tiimori diye adlandirilan metastatik beyin tlimérii ise, viicudun herhangi bir yerinde
baslayip daha sonra beyine yayilma egilimi gosteren beyin timérleridir.*>*” Ozellikle
arteriyel dolasim araciligiyla yayilan g6giis, akciger, kolon, pankreas, bobrek ve cilt
kanserleri sekonder beyin tiimdriine neden olmaktadir.
Beyin tiimorlerinin neden oldugu genel belirti ve semptomlar;
e Giderek daha sik ve daha siddetli hale gelen bas agrilar
e Nedeni bilinmeyen mide bulantisi veya kusma
e Gorme sorunlar (¢ift gorme, bulanik gérme, ¢ift gérme veya periferik gérme
kayb1 gibi)
e Kol ve bacaklarda giderek artan his veya hareket kaybi
e Denge ve konusmada gii¢liik yaganmasi
e Ginliik konularda karisikliklar ve Kisilik veya davranig bozuklugu
e Ozellikle nobet dykiisii olmamasina ragmen kiside gelisen ani ndbetler ve

e Isitsel sorunlar seklinde siralanmaktadir (Sekil 2.2, Tablo 2.1.).
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A = Basagrisi
= Nobet
= Mide Bulantisi ve Kusma
2k 10% = Gorme Problemleri

= Kol ve Bacaklarda glgsuzliik

= Konusma Bozuklugu

= Koku Alamama

= El ve Bacakta Karincalanma
= Kafada Karincalanma

Sekil 2.2. Beyin Kanseri ile iliskili semptomlar ve oranlar1
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Tablo 2.1. Farkli Beyin Kanseri Tiplerinde G6zlenen Belirti ve Semptomlar

Semptomlar
Sira Beyin Kanseri Cocuk %4 Yetiskin 4
No  Tiirleri
1 Astrositoma Sabah erken sattlerde baglayan bag agrilari, zamanla Bozulmus denge, bulanti, kusma, kilo degisikligi, kisilik ve davrams degisikligi, bas

kotiilesen kusma, ataksi, papilodem, nobetler, fokal
norolojik defisit, hidrosefali, gérme azalmast, hipofiz
disfonksiyonu

agrisi, yorgunluk, istah kaybi

2 Beyin  Kokhiicre kranial sinir VI ve VII felgleri ve Hidrosefali Cift gébrmeye yol agan goz hareketlerinde anormallikler, yiizde giigsiizliik veya duyu
Glioma degisiklikleri, yutma giigliigii ve ses kisikligi, bas agrisi, bulanti, kusma ve yiirimede
dengesizlik Viicudun bir tarafinda zayif koordinasyon da olusabilir.
3 Craniopharyngioma Bas agrisi, gorme bozukluklar1 ve seker hastaliina Obezite, gelisim geriligi, gorme bozuklugu ve sismis optik sinir
bagli olmayan diyabet
4 Ependymoma Bas agrisi, kusma, ataksi, kafa i¢i basing artisi, Kafatasinda artan basing, bas agrisi, papilddem, kusma, mide bulantisi, nébetler,
nobetler davranis sekli, hafiza bozuklugu, bunama, hafiza bozuklugu, motor fonksiyon
bozuklugu vb.
5 Germ cell tumors Olagandist susuzluk, sik idrara ¢ikma, erken ergenlik ~ Bas agrisi, bozulmus gérme hormonu ile ilgili sorunlar
veya gorme degisiklikleri
6 Glioblastoma Bas agrisi, kusma veya kafa karigikhigi, zihinsel Kalici bas agrilari, gorme bozuklugu (¢ift veya bulanik gorme), mide bulantisi, kusma,
degisiklikler, artan uyku, hafiza kaybi istahsizlik, ruh hali veya kisilik degisiklikleri, diisiinme ve Ogrenme yeteneginde
degisiklikler, hafiza kayb1, ndbetler, kas agrilar1 ve zayifligi, konugsma bozuklugu
7 Glioma Viicudun ve/veya vyiiziin bir tarafinda hareket Bas agrisi, bulanti, kusma, gérme sorunlari, goz hareketlerinde zorluk, yiiz plazisi,
edememe, denge kaybi, yiirime, gérme ve isitme halsizlik, uyusma, ruh hali degisikligi, ndbetler, agr1, gorme bozuklugu, yazma giicliigi,
sorunlari, sabah bas agrisi, mide bulantist ve kusma, viicudun bir tarafinda fel¢, konugmada sorun, hafiza koordinasyon ve denge
olagandis1 uyku hali, davranista, 6grenmede giiglik
8 Medulloblastoma 1 yasindan kiigiik ¢ocuklarda bulanti, kusma, bas Bas agrisi, mide bulantisi, kusma, uyusukluk ile sonuglanan kafa i¢i basing artisi;
agris1, ataksi, bag boyutunda artis, uyusukluk uzuvlarin dengesizligi ve zayif koordinasyonu; ve olagandisi goz hareketi.
9 Meningioma Bas agrisi, kusma, sakarlik, el yazisi ve diger motor Bas agrisi, bir tarafta giigsiizliik, nobetler, kisilik ve davrams degisiklikleri ve kafa
becerilerle ilgili sorunlar, gébrme sorunu karigiklig1
10 Mixed glioma Bas agrisi, hasta olma hissi, nobetler (uyma) Bas agrisi ve mide bulantisi ile sonuglanan kafa i¢i basincinin artmasi
koordinasyon sorunlari
-11  Oligodendroglioma  Kisilik, duyu ve harekette degisiklikler, kafa i¢ci Nobet, bag agrisi, halsizlik, davrams degisiklikleri veya uyku hali

basing artigi, bas agrisi, kusma ve nobetler




2.2.1.1. Beyin Kanserinin Kokeni ve Tarihgesi

Beyin kanseri 1873'te Gupta Longati (Rus bilim adami) tarafindan ilk olarak
kesfedilmistir. S6zde iyi huylu bir timdrden 6len bir kisinin beynini gdzlemlerken koti
huylu bir timér oldugunu kesfetmistir.>® 1879'da William Macewen tarafindan Dura
mater'in (Meningiomlar) mantar timoriinii ¢ikarmak suretiyle ilk bagarili timor cerrahisi
yapilmustir. 1895'in sonlarinda ise Fedor Krause, intrakraniyal tiimorleri lokalize etmeye

yardime1 olmast i¢in X-1smlarmi kullanmustir (Sekil 2.3).%% %2

XRAY ISININN PNOMOEN POTITRON BEYINTOMORU CTTARAMANN MRINN MRINN
KESF SEFOLOGRAFIVE GORUNTULEMENN LOKALIZASYONU BEYIN TOMOR INSANDA CTHBRT
VENTRI(- INSANLARDA IGIN NUKLEER TANISNDA ILK KULLANMI KULLANMI
LOGRAFININ ILK KULLANM TARAMANIN ILK KULLANMI
TANTILMAS ILKKULLANM
3 Y & 1050 & 1952
LK GORONTD SELEBRAL PEDIATRI CTTARAMANN ) MRININ INSAN
| EMELLIBEYIN ANJYOGRAFNIN BEYIN HESFi TARAMANNN TUMORU
TOMORU TAN ULLANIM TOMORUNON KESH GORUNTULEMEDE
IKTANSS ULLANM

Sekil 2.3. GBM ve diger beyin tiimorlerini tespit etmek i¢in mevcut goriintiileme
tekniklerine yol agan dnemli kesiflerin ve olaylarin zaman ¢izelgesi. BT, bilgisayarl
tomografi; MRI, manyetik rezonans goriintiileme; PET, pozitron emisyon tomografisi.

2.2.1.2. Beyin Kanseri Tiirleri

Primer beyin timorleri, beynin kendisinden veya beyni 6rten zarlar (meninksler),
kraniyal sinirler, hipofiz bezi veya epifiz bezi gibi ona yakin dokulardan
kaynaklanmaktadir. Birincil beyin tiimorleri, normal hiicrelerin DNA'larinda meydana
gelen hatalar (mutasyonlar) sonucunda baslar. Bu mutasyonlar, hiicrelerin artan oranlarda
biiyiimesine ve boliinmesine olanak taniyarak saglikli hiicrelerin normal siireci olan
apoptotik siireci engelleyerek yasamlarini siirdiirmesine olanak tanimaktadirlar.

Iyi huylu beyin kanseri, nadiren etraflarindaki dokular1 yayan ve istila eden,

belirgin sinirlar sergileyen ve ¢ok yavas biiyiiyen hiicrelere sahip olan bir kanserdir. Iyi
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huylu beyin tiimoriiniin O6rnekleri arasinda hipofiz tiimérleri, meningiomlar ve
astrositomlardir. Malign beyin kanseri ise beynin ve omuriligin diger kisimlarin1 kolayca
isgal eden, belirgin sinirlar1 olmayan ve hizla biiyliyen hiicrelere sahip olan bir kanserdir.
Malign tipteki beyin kanseri Ornekleri arasinda yiiksek dereceli astrositomlar,
oligodendrogliomlar vb. yer alimaktadir.

A. Primer beyin kanseri tiirleri

1. Beyin sap1 gliomu: Genellikle iist beyin sapinda (orta beyin veya tectum), orta
beyin sapinda (pons) ve alt beyin sapinda (serviko-mediiller) olusur. 5-40 yas araligindaki
cocuklarda ve eriskinlerde yaygindir. >

2. Kraniyofarenjiyom: Hipofiz sapmin yakininda bulunan kiigiik hiicre
yuvalarindan kaynaklanan bir tlimordiir. 45 yasindan sonra eriskinlerde tiim primer beyin
kanserlerinin ~ %2-5'ine  olusturmaktadir ve ¢ocuklarda da  gorilmektedir.
Adamantinomat6z ve papiller kraniyofarenjiyom olmak tiizere iki tip kraniyofarenjiyom
vardir.>®

3. Germ hiicreli tiimorler: Beynin epifiz veya suprasellar bolgelerinden
kaynaklanan bir tiimdr tiirtidiir. Cocuk beyin tiimorlerinde yaklasik %1-3 ve 11-30 yas
arasi geng eriskinlerde de ortaya ¢ikt1g1 bulunmustur. >3

4. Glioma: Glial hiicreler olarak adlandirilan, beynin destekleyici veya yapiskan
benzeri dokularindan kaynaklanan bir tiimore glioma adi verilir. Tiimoérlere yol agan ii¢
tip glial hiicre vardir, yani astrositler, oligodendrositler ve ependimal hiicreler.>

5. Astrositom: Beynin serebrum kisminda bulunan astrosit adi verilen yildiz
seklindeki hiicrelerden kaynaklanan bir tiimordiir. Astrositom farkli derecelerde
siniflandirilir:

Derece |: Pilositik astrositom: Juvenil pilositik olarak da adlandirilan, genellikle

iyi huylu olan ve ¢ogunlukla ¢ocuklarda ve 20 yasindaki geng eriskinlerde goriilen
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gliomalarin %35-6'sindan sorumlu olan yavas biiyliyen bir tiimordir. Sinir (“optik
glioma™), hipotalamus, talamus, bazal ganglionlar, serebral hemisferler ve serebellum
(yani bir serebellar astrositom) yakinindaki optik kiazma bolgelerinde bulunur.

Derece I1: Diffiiz astrositom/ Infiltratif astrositomlar / Diisiik dereceli astrositom:
Cogunlukla beynin serebrum bélgesinde ortaya ¢ikar. infiltratif astrositomun ayrica bazal
gangliyonlar, beyin sapi, beyincik, omurilik ve MSS'nin diger boélgelerinde meydana
geldigi bildirilmektedir.

Derece I11: Anaplastik astrositom: "Malign astrositom" olarak da adlandirilir, bir
hiicre karigimindan olusur ve erkeklerde goriilme sikligi 45 yas ve iistii kadinlara gore
daha yaygindir.

Derece 1V: Glioblastomalar: "Glioblastoma multiforme" olarak da adlandirilir,
hizli biiyliyen bir tiimordiir ve genellikle 50 ila 70 yas arasi yetiskinlerde beynin
loblarinda (frontal ve temporal loblar) goriiliir.>® Bu tez calismasinda da bu beyin
kanser tiirii iizerine arastirma yapilmstir.

6. Ependimom: Beynin karinciklarin1 ve merkezi omurilik bélgesini doseyen
ependimal hiicrelerden kaynaklanan bir tiimordiir. Bu tip birincil tiimoriin ortaya ¢ikmasi
yetiskinler ve ¢ocuklar icin ok nadirdir.%

7. Oligodendroglioma: Oligodendrositlerden kaynaklanan bir timor tirtdiir.
Ayrica, tiimorlerin ¢ogalma egilimine bagli olarak farkli derecelerde siniflandirilir.
Oligodendroglioma ¢ogunlukla geng ve orta yasli eriskinlerde ve ¢ok nadiren ¢ocuklarda
goriiliir.>

8. Medulloblastom: Daha ¢ok beynin serebellum kisminda olusan bir tiiméordiir.
MSS'nin diger bolgelerine yayilan ve o bolgelerde biiyiime egilimi gosteren bir

timordiir.>
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9. Meningiom: Menenjlerin araknoid maddesinden kaynaklanan bir timor
tiiridiir ve kadilarda erkeklere gore daha yaygindir. %3

Derece I: Iyi huylu bir meningioma-yavas biiyiiyen tiimér.

Derece II: Atipik menenjiyom-hizli biiyiiyen tiimor, tekrarlama egilimi gosterir.

Derece IlI: Anaplastik veya malign meningiomlar-malign, yakindaki beyin
dokularinda yayilma egilimi gosterir.

2.3. Glioblastoma Multiforme (GBM)

Her yil, 100.000 kisiden yaklasik 5-6 yeni vaka teshis edilmektedir. Vakalarin
yaklasik %80'i malign gliomlar (MG'ler) olusturmaktadir. GBM, MG vakalarinin
%54,4’linii olusturmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki insidansi 100.000°de 3
civarinda tahmin edilirken, yilda 10.000'den fazla vaka teshis edilmektedir. Ortalama tani
yas1 64 olup, erkeklerde kadinlara gore 1,5 kat, beyazlarda siyahlara gore 2 kat daha siktir.
53 Insidans oran1 son 20 yilda radyolojik tan1 yontemlerinin gelismesiyle beraber arttig
tespit edilmistir.>* GBM'ler genellikle beyinde meydana gelse de beyin sap1, beyincik ve
omurilikte de nadiren goriinebilmektedirler. Tiim primer gliomalarin yiizde altmig biri
beynin dort lobunda meydana gelir: frontal (9%25), temporal (%20), parietal (%13) ve
oksipital (%3) (American Association of Neuroscience Nurses [AANN], 2014). ilk
zamanlarda, GBM'lerin yalnizca glial hiicrelerden olustugu diisiiniilsede, yeni
caligmalarda noral kok hiicre benzeri hiicrelerden de olusabilecegi gdsterilmistir.>®

GBM, genellikle primer ve sekonder GBM olmak tizere iki farkli klinik formda
tanimlanmaktadir. ° Primer ve sekonder formlar baz1 molekiiler farkliliklar gosterse de
ayn1 yollar {izerinden etkilendiginden ve mevcut standart tedaviye benzer sekilde yanit
verdiginden, nihai sonu¢ hemen hemen aynidir. Primer GBM, en yaygin form olarak
(vaklasik %95) yash hastalarda daha sik goriilmektedir. GBM siklikla, degistirilmis

EGFR'y1 (EGFRVIII olarak bilinir) kodlayan amplifiye, mutasyona ugramis epidermal
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biiyiime faktorii reseptoriine (EGFR), fosfat ve tensin homologu (PTEN) mutasyonlari ve
kromozom 10q kaybuile iliskilidir. GBM yaygin olarak MDM?2 geninin amplifikasyonuna
(p53 inhibitorii i¢in kodlar), PTEN mutasyonlarina ve Sikline bagimli kinaz inhibitorii
2A (CDKN2A)'nin homozigot delasyonlarma sahip olduklari tespit edilmistir.>® %" Bu
anormallikler dncelikle iki ana hiicresel sistemin -biiyiime faktorii aracili sinyal yolaklari
ve hiicre dongilisii- anormal diizenlenmesine yol agar ve artan hiicre proliferasyonu,
apoptoz inhibisyonu, invazyon ve anjiyogenezde rol oynar.’’” MGMT, guaninin O6
konumundan alkil gruplarini uzaklastiran ve bu sekilde alkilleyici ilaglarin (temozolomid
veya nitrosureas) etkilerini hafifleten bir onarim genidir.’® % Gen promotdriiniin
metilasyonu ile meydana gelen MGMT geni (DNA-onaric1 enzim) tarafindan tiretilen
proteinin gosterilmemesi, DNA onariminin azalmasina ve alkaloid ilaglarin daha fazla
etkiye sahip olmasina izin veren alkil gruplarinin birikmesine neden olur. *8

2.3.1. GBM'nin Klinik Belirtileri

GBM'nin Klinik belirtileri tipik olarak beynin ilgili bolgesinin fonksiyonel yonii
ile ilgilidir. Belirli bolgelerdeki tiimorler, kalic1 zayiflik, uyusukluk, gérme kaybi veya
dil degisikligi gibi belirgin semptomlara neden olurBeynin diger bolgelerindeki tiimorler,
yiriitiicii islev bozuklugu, duygudurum bozukluklari, yorgunluk ve hafif hafiza
bozukluklar1 gibi daha ince semptomlara neden olabilir. Bu tiir tiimorler siklikla frontal
lob, temporal lob veya korpus kallozumda bulunmaktadir. Nobetler, yeni GBM tanisi
konan hastalarin yalnizca kiigiik bir kisminda (yaklasik 9%25) meydana gelir ve tipik
olarak hastaligin seyri boyunca antikonviilzanlarla kontrol edilmesi kolaydir.®°

GBM olgularinda 3 mekanizma ile ilk semptomlar ortaya ¢iktig1 gosterilmistir.
Bunlar; kitle etkisine bagli olarak peritiimdral 6dem, hidrosefaliye bagli intrakranial
basing artisi, normal doku yikimi sonucu fokal norolojik bozukluklar ve kortikal

irritasyon sonucunda nobetleri kapsar. Semptomlar ise bas agrisi, bulanti, kusma, diplopi,
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papil 6dem, mental degisiklikler ve letarjidir. Beyin parankimi agriya duyarh degildir.
Bundan dolay1 bas agrisi, meninkslerde kan damarlariyla iliskili olan, agriya duyarl sinir
uclarmin irritasyonu ve lokal gerilimi sonucu gelisebilecegi gibi, tiimoriin basiya neden
olabilecek kritik hacme ulasmasi sonucu, intrakraniyal basing artis1 ile iliskili olarak da
ortaya cikabilir. Siklikla bolgesel olma o6zelligi tasir ve genellikle timdriin yerlesimi
hakkinda bilgi verir. Mental degisiklikler primer veya metastatik frontal ve temporal lob
tiimorlii hastalarda ¢ok sik goriilen ortak bir bulgudur. % 5! Frontal lob tiimérlerinde
anosmi, kisilik degisiklikleri, hallusinasyonlar bulunur (14,15).

2.3.2. GBM’de Uygulanan Rutin Tedaviler

Halihazirda GBM tedavisi standart yaklasim, maksimum cerrahi rezeksiyon
radyasyon tedavisi (RT) ve tibbi yonetim/kemoterapinin dikkate alinmasini igermektedir.
Ayrica nobetler, beyin 6demi, enfeksiyonlar, depresyon, bilissel islev bozuklugu,
yorgunluk ve vendz tromboembolizmin semptomatik tedavisini de igeren ¢oklu tedavi
yontemi uygulanmaktadir. En iyi terapdtik hedef, daha bireysellestirilmis bir bakis
acisinin pesinden gitmektir. Bu nedenle tedavi, tan1 zamani, yeni baslangi¢ veya niiks
durumu ve hastanin yasi gibi ¢esitli faktorlere baglidir. GBM hastalarinin ¢cogu, alt1 hafta
boyunca haftada bes kez radyoterapinin yani sira giinliik oral temozolomidden olusan
cerrahi rezeksiyondan sonra standart bir tedaviyi izlemektedir. Klinik veya radyolojik
progresyonu olan hastalarda ¢esitli tedavi yaklagimlart degerlendirilmistir. Yiksek
dereceli gliomlarin multidisipliner yonetiminin bir pargasi olarak, se¢ilen hastalarda daha
ileri cerrahi, uygunsa yeniden 1s1nlama, sistemik kemoterapi ve klinik deney katilimi1 yer
almaktadir. % % Cogu hasta yeniden ameliyat veya yeniden isinlama i¢in uygun
olmadigindan klinik aragtirmaya katilim en i1yi secenek olarak goriilmektedir. Yiiksek
dereceli gliomalar i¢in kemoterapi segenekleri (tek ajan olarak verilir) Temozolomid,

Bevacizumab, karboplatin, irinotekan, karmustin (BCNU), etoposid ve prokarbazin,
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lomustin ve vinkristin (PCV) kombinasyonunu igermektedir. Tiim bu gelismelere ragmen
GBM kaynakli kanserlerde (yasam siiresi 6 aydan maksimum 5 seneye uzatilsa da) 6liim
orani hala yiiksek seyretmektedir ve yeni tedavilerin gelistirilmesi giiniimiiziin en biiyiik
ihtiyaclarindandir.®

2.3.3. Temozolomid (TMZ)’nin GBM Tedavisindeki Yeri

Temozolomid (TM2), (kimyasal adi 3-metil-4-oksoimidazo[5,1-
d][1,2,3,5]tetrazin-8-karboksamid) ©° merkezi sinir sistemine iyi bir penetrasyon
ozelligine sahip oral bir alkilleyici ajandir. Dakarbazinin bir imidazotetrazin tiirevidir.
%96-100 biyoyararlanimina sahiptir ve Guanin (N7-Guanin ve N3 Adenin) tizerindeki
06 pozisyonunun metilasyonunu desteklemektedir. 1999 yilinda malign gliomalara kars1
kullanim i¢in onaylanmigstir. Aside dayanikli, %100 oral biyoyararlanima izin veren stabil
bir katidir, bu nedenle birgok antikanser ilaciyla karsilastirildiginda uygulamasi basittir.
Emilim hizhidir ve en yiiksek plazma konsantrasyonu 0.33-2 saat icinde elde edilir.
Biyodagilim miikkemmeldir (Vd 17 Lm -2) ve C etiketli on ilacin kullanildigt PET
caligmalari, kan-beyin bariyeri penetrasyonunun dogrudan kanitini saglamistir,

Baslica yan etkileri arasinda mide bulantist ve miyelosupresyon (genellikle diisiik
trombosit sayisi) goriilmektedir. Genellikle, her dozdan 30-60 dakika &nce bir oral 5-HT3
antagonisti verilmektedir. Doz genellikle cerrahi kaviteye 6 haftalik bolgesel radyoterapi
ile es zamanl olarak giinde 75 mg/m? ile baslatilir ve ardindan 150 mg/m?idame dozu ile
6 adjuvan siklusu seklinde verilmektedir.%” Eszamanli RT ve TMZ, 14,6 aylik bir medyan
genel sagkalim (OS) ve %26,5'lik 2 yillik sagkalim orani ile sonuglanmaktadir.

Birgok GBM'in Temozolomide karsi igsel veya kazanilmis direnci vardir.
MGMT gen promotorii metilasyonu ve dolayisiyla genin susturulmasi ve asagi
regiilasyonu, GBM'de temozolomid tedavisine direncin 6nemli bir mekanizmasidir.

MGMT, guaninin O6 konumundan alkil gruplarin1 uzaklastiran ve bu sekilde alkilleyici
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ilaglarm (temozolomid veya nitrosureas) etkilerini hafifleten bir onarim genidir.*®
MGMT'in metilasyonu, GBM vakalarinin %30-60"1da bulunur ve alkilleyici ajanlarla
tedavi edildiginde olumlu bir sonugla iliskilidir.®® Bu direnci saglayan ortak bir
mekanizmaya MGMT aracilik eder. Bu genin promotorii metillenirse, glioma hiicreleri
temozolomide daha duyarl hale gelmektedir.

GBM i¢in yeni tedavilerin adanmis onlarca yillik arastirmalar ¢ogunlukla geg evre
hastaliginda basarisizlikla sonuglanmustir. %% © GBM'de basarili terapédtik gelisimin
oniindeki bir¢ok potansiyel engel oldugu 6ne siiriilmiistiir, ancak basarisizligin nedenleri
biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. Genel sorunlar, GBM'nin ve onun konak organi olan
beynin benzersiz ozellikleriyle ilgilidir. GBM'li hastalarda anormal kan damarlar ve
heterojen ila¢ dagilimina yol acabilecek nekroz alanlar1 vardir. Ttiimor, ilaglarin girisini
fiziksel olarak kisitlayan veya aktif olarak ilaglar1 disar1 pompalayan saglam bir kan-
beyin bariyeri ile iliskilidir. Bu direnci asmak igin yeni teknolojiler ve ilag tasiyici
sistemlerin gelistirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

2.3.4. Kullanilan Yeni Tedavi Yontemleri (Nanoteknolojik Yontemler)

Nanoteknoloji, maddenin atomik ve molekiiler diizeyde yonlendirilmesi ve
ozelliklerinin degistirilmesi yoluyla, yeni yapilarin olusturulmasidir. Nanoteknolojide
kullanilan materyaller genel olarak 1-1000 nanometre (nm) boyutlarindadir. "
Nanoteknoloji, ¢esitli disiplinler arasinda birgok koklii etkiler yaratmis olup, en 6nemli
uygulama alanlarindan biri sagliktir. Nanotip, patolojik siireclerin erken saptanmasi,
onlem alinmas1 ve hedefe yonelik tedaviler gibi tibbi amaclar icin, organik ya da
sentezlenmis nano-6lgekli materyallerin, kimyasal, fiziksel, elektriksel, optik ve biyolojik
ozelliklerinden yararlanilmasi olarak tamimlanabilir. "> Nanoteknolojinin tipta en 6nemli
kullanim alani, ‘‘kanser tani ve tedavisi’’, yani siklikla ‘‘teranostik veya teragnostik’’

olarak dile getirilen uygulamalaridir. Nanopartikiiller biyolojik bariyerlerin iistesinden
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gelerek, tani, tedavi, hastaligin ve tedavi yanitinin takibini kolaylastirabilmektedir. Bu
amagcla ‘‘nanoteknoloji’’ ve ‘‘niikleer tip’’ birlikteligi, bircok ¢alisma ve arastirmalar ile
basta tiimor mikro ¢evresi olmak iizere, niikleer tip teknikleri ile tek foton emisyon
tomografi (SPECT, SPECT/BT) ve pozitron emisyon tomografi (PET, PET/BT)
gorlintiileme, tedavi ve yeni nanopartikiiler ila¢ tasiyicilarin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. 3

Nanotipin yaninda getirdigi artilar; multifonksiyonel nanoterapdtik iiretimi, ayni
sistem icerisinde farkli hedefleme sistemleri, akilli ve kontrollii ilag salimi, isaretleyici
molekiillerin tasarlanmast ve tedavinin takibi gibi ¢esitli alanlarda yararlarin
saglanabilmesidir 4. Hedeflenmesi gereken organa spesifik olarak ilac tasinmast igin ilag
tasarimi giiniimiiziin en 6nemli sikintis1 haline gelmistir. Viicutta normal olarak bulunan
bariyerler, kan dolasim sistemi, farkli organ 6zellikleri ve ilacin lokalizasyonu asilmasi
gereken sikintilardan bazilaridir. Ancak Nanotip teknolojisiyle tasarlanip iiretilen ilag yan
ve toksik etkilerinin azaltilmasi1 ve ayni zamanda goriintiilenmesini saglayan bir¢cok
fonksiyonel nanosistemlerin gelistirilmesine 6n ayak olmustur. Tasarlanan nanosistemler
arasinda lipozomlar, miseller, nanoemiilsiyonlar, polimerik ve lipit nanopartikiiler
sistemler, s1v1 kristaller, nanokristaller, dendrimerler en popiiler olanlaridir. ™ 7

Nanosistemler yardimiyla hidrofilik ve hidrofobik ila¢ etkin maddelerini, farkli
proteinleri, asilarda kullanilan antijenleri, biyolojik makromolekiilleri vb. maddelerin
yeniden yapilandirilip enkapsiile edilerek etkin bir sekilde tasiyabilmektedir. Farkli
sistemlere 6rnegin timor dokularina, damar ve lenfatik sisteme, akcigerlere, karacigere,
dalaga ve beyne 6zel hedeflendirilme ve istenilen siire boyunca dolasimda kalmalari
saglanabilmektedir. Diger taraftan hassas olan ve hayati onem tasiyan organlarda

Ozellikle santral sinir sisteminde ilag tasiyici sistemler daha da 6n plana ¢ikmaktadir.
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Biyolojik bariyerleri ge¢mesi zor olan ve yan etki bakimindan sikintili olan etkin
maddeler i¢in nanosistemler biiyiik deger tasimaktadir. /" "

2.4. Nanopartikiiler Sistemler

Biyopar¢anabilme nanopartikiiller sistemler ilag tasinimi igin ideal sistemlerdir. "
Nanopartikiiller, 10-1000 nm boyutlarinda olan, enkapsiile/adsorbe halde etkin madde
iceren kat1 kolloidal partikiillerdir. 808!

Nanopartikiiler sistemler c¢ogunlukla lipid veya biyoparcalanabilir polimer
kullanilarak hazirlanabilirler. Farkli 6zelliklerdeki etkin maddelerin yani sira,
proteinler/peptitler, genetik materyallerin ilgili hedef dokuya hedeflendirilmesi amaciyla
nanopartikiiler sistemlerden faydalanilmaktadir. 82

Ilag tastyici sistemlerde ¢ok yaygin olarak kullamilan tasiyict sistem polimerik
tagtyicilardir ama bunlarin  yam1 sira: nanokapsiiller, miseller, konjugatlar ve
nanokompozitler de farkli etkin maddeler ve ajanlar i¢in formiile edilmistir. 8%

2.4.1. Nanopartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Albtimin, poli-akrilamid ve poli-metil metakrilat, poly (lactic-co-glycolic acid
(PLGA) nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilmistir. Biyolojik olarak parcalanmayan
nanopargaciklar viicutta toksik etki yaparlar ve protein temelli polimerler de alerjik
reaksiyonlara neden olabilmektedirler. Ayrica sentezlenen polimerlerde bazen toksik
ozellikteki olan monomerlerin birikmesi gozlemlenmistir. Bu nedenle, farkli 6zellikli
dogal polimerlere yonelik calismalar hiz kazanmistir 8 ve birgok ¢alismada PLGA tabanli
tastyici sistemler kullanilmaya baglamislardir.

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda diger bir en Onemli parametre yiizey
modifikasyonudur (yilizey alaninin genis olmasi veya farkli materyallerle kaplanmasi).

Artirilmis yiizey alan1 nanopargaciklar da ayn1 zamanda hem avantaj hem de dezavantaj

olarak ortaya cikabilmektedir. Artirilan yiizey alani {iretim sirasinda pargaciklarin agrege
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olmasma neden olur veya yiizeyi modifiye nanopartikiiler sistemler immiin sistem
uyarilmasin1  engelleyebilmektedir. Ornegim polietilen glikol (PEG) ile yiizey
modifikasyonu, pargaciklarin fagosit hiicreleri tarafindan tanimlanamamasina neden
olarak nanoparcaciklarin daha uzun siire kan dolasiminda kalabilmelerine izin
vermistir.8%°

Polimer ornekleri

Sentetik polimerler Poli laktid, PLGA, Poli &-kaprolakton, Poli
izobiitilsiyanoakrilat, Poli izoheksilsiyanoakrilat, Poli n-biitilsiyanoakrilat, Poli akrilat,
Poli metakrilat

Dogal polimerler Kitosan, Aljinat, Jelatin, Albiimin,

24.1.1. PLGA

Biopargalanir polimerler uzun siireli veya kontrollii salim sistemlerinin
hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadirlar. PLGA pargalandiktan sonra laktik asit,
glikolik aside yani biyomolekiillere doniisiir, bu yiizden ila¢ tasiyict sistemlerin
hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadar.’® % 9

PLGA, laktik asit ve glikolik asit monomerlerinin polimerizasyonu sonucu
tiretilmektedir. Polimeri olusturan monomerlerin farkli oranlarda karistirilarak degisik
molekiil agirhginda, farkli fiziko- kimyasal ozelliklere sahip PLGA polimeri elde
edilebilmektedir.8? %2 9 Bu 6zelligi kullanarak hastaliga bagh ilag salim sistemleri
modifiye edilebilmektedir. ®© Ornegin yiiksek oranda glikolid igermesi ve molekiil
agirhigimin diisiik olmasi pargalanma oranini ve hizini artirmaktadir. '8

PLGA FDA tarafindan insanlar tizerinde kullaniminin onayli olmast, iretimlerinin
kolaylig1 ve karakteristiklerindeki ¢ok yonliiliikten dolayr polimerik tasiyict sistemlerin
hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. PLGA nanopartikiilleri hidrofilik ve

hidrofobik etkin maddeleri i¢in uygun tastyic1 sistemlerdir. %
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PLGA nanopartikiilleri; oral, intravendz, inhalasyon yoluyla uygulanabilmektedir.
PLGA nanopartikiilleri damar yoluyla sistemik olarak uygulandigi zaman RES (Reticular
Endotelyal System) karacigerde bulunan fagositik hiicreler tarafindan sistemik
dolasimdan uzaklastirilir ama hiicrelere geldigi zaman endositoz yoluyla alinmakta ve
sitoplazmada toplanmaktadir. Viicutta metabolitlerine ayrildiktan sonra sitrik asit
dongiisiine girer ve CO2 ve H2O molekiillerine ayristirilir. Glikolik asidin fazlasi ise
bobreklerden itrah edilir. %

2.5. Eksozomlar

Eksozomlar, immiin hiicreler ve tiimor hiicreleri dahil olmak tlizere tiim hiicre
tipleri tarafindan salinmaktadir. Fakat timor hiicreleri normal hiicrelere gore daha fazla
eksozom salgilamaktadir. Eksozom'lar, ilk kesfedildiklerinde gereksiz hiicresel
malzemeleri “¢op torbas1” olarak kabul edilmislerdir. # Ancak, eksozomlarin, hiicreler
arasi iletisim, bagisiklik sistemi modiilasyonu, hiicre biliylimesinin zenginlestirilmesi,
enerji yolaklarinin bakimi ve hiicre i¢i kargolarin serbest birakilmasi yoluyla viriislerin
yayilmasi (6rn., Tiimor kaynakli ncRNA'lar 1° dahil olmak iizere proteinler °, lipitler ©,
DNA 7 ve RNAIlar &) gibi birgok nemli biyolojik fonksiyondan sorumlu oldugu son
yillarda yapilan ¢alismalarda vurgulanmistir.

2.5.1. Eksozomlarin Biyogenezi

Hiicre dis1 vezikiiller (EV'ler), hiicreler tarafindan aktif olarak salinan ¢esitli, nano
Olcekli membran vezikiiller icin genel bir terimdir. Bu vezikiiller biyogenezlerine gore
eksozomlar, mikro vezikiiller ve apoptotik cisimler olmak {izere {ii¢ genis alt
popiilasyonda smiflandirilirlar.’” Hiicre zarinm disa dogru tomurcuklanmasi ve
boliinmesiyle lretilen mikrovezikiiller ve apoptotik cisimlerin aksine, eksozomlar
endolizozomal yoldan asamali bir sekilde olusturulmaktadir % . Biyogenez siireci

asagidaki adimlar olarak agiklanabilir:
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[k olarak plazma zarindan endositoz vasitasiyla erken endozomlarin hiicre igi
olusumu baglar. Daha sonra, Golgi aygitinin yardimiyla, endozomun liimeninin i¢indeki
smirlayict zarin i¢ kismina dogru tomurcuklanir. Bu vasitayla kii¢iik mikro keseler
birikerek, (her bir kii¢iik keseye intraluminal vezikiiller (ILV) denilir) bir multivezikiiler
govde (MVB) olusturur (ge¢ endozomlar haline déner). MVB’ler sonraki siiregte hiicre
disina salinirlar. Ekzositoz silirecinin baglamasi Rab guanozin trifosfataza (GTPazlar)
(RAB27A, RABI11 ve RAB31) bagh oldugunu gostermistir. 1%

Fakat ILV’den MVB doniisiim siirecinin tamamlanmasiyla beraber birgok
biyoaktif madde tasiyabilmektedirler:

1- Sitozolik proteinler (onkoproteinler, tiimor baskilayict proteinler ve

transkripsiyonel diizenleyiciler dahil),

N
1

Lipitler (fosfatidilkolinler, fosfatidiletanolaminler ve fosfatidilserin dahil),

3

DNA (tek iplikli DNA ve genomik DNA)

4- RNA'lar (mMRNA, 1nRNA, miRNA ve ncRNA'lar)21- 23. 10

Ayrica Eksozom dis yiizeyinde de farkli biyolojik maddeler tagiyabilmektedirler
orn proteinleri, tetraspaninleri, integrinleri, immiinomodiilator proteinleri gibi.

Eksozomlar, bilgi iletimini iki farkli yolla yapmaktadirlar. Bu yolaklarin birisi
eksozom membraninda yer alan farkli liganlar ve proteinlerdir. Diger yolak ise eksozom
icinde bulunan farkli proteinler ve bioaktif maddelerden olusmaktadir. Boylece alict
hiicreler; plazma membrani ile membrandz etkilesimler yoluyla veya eksozomlarin hiicre
ile etkilesimi takiben yiik salimi vasitasiyla sinyal iletimine aracilik etmektedir.? Bu
sayede MVB'den tiiretilen eksozomal membran, ayni anda birden fazla hiicre yiizeyi
reseptorii ile baglant1 kurabilme ve dogrudan hiicre-hiicre temasini yiiksek oranda simiile

etmektedir.192
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2.5.2. Kanser Eksozomlarinin Bashca Gorevleri

1. Anjiyogenez

Kanserin gelisimini ve ilerlemesini belirleyen faktorlerden biri yeterli oksijen ve
besin kaynagidir. 1% Tiimor gelisiminin ilk asamasinda, tiimér mikrogevresindeki kan
damarlar1 oldukca kotii organize edilmistir. Bu nedenle hiicrelerin beslenmesi igin;
dolasimdaki progenitor hiicreler, kemik iliginden tiiretilen hematopoietik hiicreler
(vaskiilojenez) ve kanser hiicreleri (vaskiilojenik taklit ve kanser hiicrelerinin
transdiferansiasyonu) kullanilarak tiimér yapisinda yeni kan damarlar1 olusmaktadir. 1%
Farkli hiicre tipleri arasindaki iletisime aracilik eden c¢ok sayida biyomolekiiliin
tasiyicilar olarak eksozomlar, anjiyogenez siirecinde de 6nemli bir rol oynamaktadirlar.
Eksozomlar, nRNA, miRNA ve proteinler gibi ¢ok sayida pro- ve anti-anjiyogenik faktor
tasiyarak, endotelyal hiicreler tarafindan tiibiil olusumunu saglar. 1%

2. Timor Metastazi

Eksozomlarin, tiimdr biiylimesini ve metastazini agik bir sekilde kolaylastirdig:
gosterilmistir. Timor kaynakli eksozomlar aslinda basit hiicresel atik olmalarindan
ziyade, hiicre-hiicre iletisimi i¢in mesajlar gondererek, tiimor mikro-ortamini yeniden
sekillendirmede rolleri olan hiicre dis1 organeller gibi davranirlar.’’” Eksozomlar ilk
olarak proinflamatuar fenomenlerini indiikleyerek metastaz1 baslatirlar. Bu durum
proteinlerin ve miRNA'larin enflamatuar varmis gibi davranmasina neden olur ve timor
mikrogevresindeki kotli huylu hiicrelerin  proliferasyonuna, anjiyogenezine ve
metastazina katkida bulunmak i¢in enflamatuar CCR6+ (CC kemokin reseptorii tip 6),
CD4+ (CD4 (farklilasma kiimesi 4) ve Th17+(T helper 17) 'nin, spesifik timor
bolgelerine alinmasini saglar. Ikincisi, timér kaynakli eksozomlar premetastatik kitle
olusumunun anahtar bir 6zelligi olarak vaskiiler sizintiya aracilik eder.!* Eksozomlar

Sitokinlere benzer sekilde akyuvarlari premetastatik tiimor dokusuna toplayabilir,
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boylece tiimor metastazlari ve hiicre biliylimesini desteklemek icin hiicre disi matrisi
(ECM) vyeniden sekillendirirler. Bu nedenle Matrix metaloproteinaz-9 (MMP9),
transformasyon biiytime faktorii p (TGF-B) / Smad sinyal yolunu aktive ederler ve bu
yolla ECM bozulmasinda anahtar rol oynarlar.'? Uciinciisii, tiimér kaynakli eksozomlar
immiin yanitta rol oynar. Efektor T hiicrelerinin aktivasyonunu baskilar, aktive T-
hiicrelerinin apoptozunu tetikler ve metastatik hiicrelerin tiimor immiin gozetiminden
kagmasina yardim ederler.'® Dérdiincii olarak, tiimér kaynakli eksozomlar ilag direncini
diizenleyerek tiimoriin ilerlemesini tesvik ederler. Bu ilag¢ direnci mekanizmalari; (1)
timdr hiicreleri antikanser ilaglarini metabolize etmek i¢in eksozom sekresyonunu
kullanabilir; (2) eksozomal molekiiler kargolar, onkogenik hedeflere baglanmak icin
antikanser ilaglarla, 6zellikle de antikor bazli ilaglarla rekabet edebilir, boylece terapotik
etkilerini azaltabilir ve (3) eksozomlar, ilaca direncli hiicrelerden ilaca duyarli hiicrelere
ilac direncinin lateral transferine katkida bulunurlar. *#

3. Eksozomlar Menseili ila¢ Direnci:

llag direnci, kanser tedavisi igin biiyiikk bir zorluktur. Bazi calismalar,
eksozomlarin, direncli fenotipi alict hiicrelere tagiyarak o hiicrelerinde kemoterapiye karsi
direng gelistirmelerine olanak saglamaktadir. Eksozomlarin aracilik ettigi miRNA'lar ve
IncRNA'lar dahil ncRNA'larin tasinmasinin, kanser hiicrelerinin diren¢ kazanmalarina
neden oldugu tespit edilmistir. Ornegin, Weiner-Gorzel K ve ark. yumurtalik kanserinde
miR-433'tin eksozom transferi ile hiicresel yaslanmanin indiiklendigini ve bunun
sonucunda paklitaksel direncini artirdigini gostermislerdir.}®® Ayrica Xu CG ve ark.
yaptiklar1 arastirmada meme kanserinde (MCF-7) ile iliskili IncRNA f{irotelyal kanserinin
eksozomal transferi, Ostrojen reseptorii pozitif MCF-7 hiicrelerinde mTOR sinyal yoluyla

tamoksifen direncini artirabildigi soylenmistir.!%® Baska bir ¢alismada ise INCRNA
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UCAI1'in ekzozomal transferi ayrica, Wnt si nyal yolunu aktive ederek mesane kanseri
hiicrelerinin kemo direngliligini de artirdig1 gozlemlenmistir.**

Eksozomlar ve Ila¢ Tasima Sistemi Kimyasal ve biyomolekiiler ilaglarin terapétik
etkinligini arttirmak amaciyla kullanilan nano 6lgekli ilag dagitim sistemleri giinlimiizde
biiyiik 6nem tasimaktadir.'® Bununla birlikte, bu tasima sistemlerinin bazi zorluklari
bulunmaktadir. Bunlar; maddelerin sitotoksisitesi ve retikiiloendotelyal sistem (RES)
veya mononiikleer fagosit sistemi (MPS) tarafindan hizla ortamdan uzaklastirilmasidir.*®
Eksozomlar, immiin hiicreler ve tiimér hiicreleri dahil olmak tizere gesitli hiicre tipleri
tarafindan salinan nanoboyutlu vezikiillerdir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda bu
vezikiillerin modifikasyonu sonucu ila¢ tasima sistemi olarak kullanilabilecegini ve bu
yontemle gelistirilen ila¢ tasima sisteminin diger yontemlerden daha avantajli olacag:
tizerine durulmaktadir. Fakat heniiz ila¢ tasima sistemi olarak eksozomlarin kullanimina
yonelik caligmalar literatiirde ¢ok az mevcuttur. Bu bilgilerden ve literatiirdeki bu
eksiklikten yola ¢ikarak in vivo ve in vitro ortaminda kemoteropotik ajanlarin Truva ati
olarak kullanilan eksozom vezikiillerine yiiklenmesi ile yeni ilag tasiyici sistem
olusturmay1 planlamaktay1z.

2.6. Eksolimer

Eksolimer kelimesi bizim ¢alismamizdan (eksozom ve polimer birlesmesinden)
ortaya ¢ikmaktadir. Eksozom ve polimerlerin ayri ayri ilag tasiyici sistem olarak
kullanilmasinin  avantajlarinin  yant swra bazi  kisitlamalarida  beraberlerinde
getirmektedirler. Fakat ¢aligmamiz nedeni ile ortaya ¢ikan yeni nesil tasiyici sistem bu
limitasyonlar1 biiyiik 6lciide kapatmaktadir. Ozellikle eksosomlarin izolasyon zorlugu,
parcacik c¢ap1 ve genel olarak tasidiklar1 toksik maddeler nedeni ile ilag taginim
sistemlerine uygun olmamakla beraber, biyopolimerlerin de spesifik bir tasinim

saglayamadiklar bir¢ok caligmada gosterilmistir. Calismamizda bu sorunlar1 asabilmek
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i¢cin yeni bir metod kullanilmistir. Kisaca eksozom bir ¢6ziicii yardimiyla pargclanmis ve
sadece zar kismi ¢oziinlir duruma getirilmistir. Sonra mikroakiskan bir sistem yardimiyla
ilag, polimer ve eksozom zar1 kullanilarak 20 nm ¢apinda bir parcgacik elde edilmistir. Bu
tez calismasinin literatiire biiylik katki saglayacagina ve antikanser ¢alismalarina yeni

bakis agis1 getirecegine inanmaktayiz.

29



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Eksozom Izolasyonu ve Karektarizasyonu

3.1.1. Eksozom Izolasyonu

Eksozom elde edecegimiz T98G hiicreleri hiicre kiiltiirii ortamina ekilmistir ve

%70 konfluense ulastiktan sonra flask Hanks’Balanced Salt solution (HBSS) ile ii¢ kere

yikanarak ortamdan Fetal bovin serumu (FBS) kalintis1 uzaklastirilmistir. Hiicreler 48

saat boyunca FBS olmayan medyumda bekletilmistir. 48. saatin sonunda flask i¢erisinde

bulunan siv1 aliarak cesitli santrifiij islemlerine tabii tutulmustur. Ilk olarak 10 dakika

boyunca 300g’de santrifiij edilen s1vinin Siipernatanti alinarak sirasiyla 2000g ve 100009

de 10’ar dakika santrifiijlenmistir. Daha sonra tekrar stipernatant alinarak ultrasantrifiij

islemi yapilmistir. Tiim santrifiij islemleri 4 C°’de gergeklestirilmistir.

yapilmistir. Uretim prosediirii sematize olarak asagida anlatilmistir.
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3.1.3. Eksozom ve Eksolimer Karakterizasyonu

3.1.3.1. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gegirimli elektron mikroskobu veya TEM ¢ok ince bir 6rnek i¢inden gegirilen
yiiksek enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine dayanir. Elektronlarin 6rnek ile
etkilesimleri sonucu olusan goriintli biiyiiltiiliir ve floresans ekran, fotografik film
katmani ya da CCD (Yiik baglasimli aygit) kamera gibi bir sensor iizerine odaklanir.
Eksozomlar bakir 1zgaralar lizerine monte edildi, immiin reaksiyonu stabilize etmek i¢in
5 dakika boyunca soguk DPBS i¢inde %1 glutaraldehit ile sabitlendi, steril damitilmis su
icinde yikandi, pH 7'de 5 dakika boyunca uranil-oksalat ¢ozeltisi ile karsilastirildi ve
metil selilloz ile gomiildii. Fazla selilloz ¢ikarildi ve numuneler kalici koruma igin
kurutuldu. 80 kV'luk bir voltajda eksozom Orneklerinin goriintiilenmesi igin TEM
kullanildi.

3.1.3.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

AFM, elektrikli piezo {lizerine monte edilmis esnek bir konsol iizerine
yerlestirilmis keskin bir piramidal ug igerir. Yaklagma asamasinda, numune ylizeyi Van
Der Waals kuvvetleri aracilifiyla ug ile etkilesime girer. Cekici kuvvetler, konsolun
numune yiizeyine dogru sapmasini indiikler. Bununla birlikte, konsol yiizeyle temas
ettiginde, giderek artan bir itme kuvveti, konsolu yiizeyden iter. Bu reaksiyon Pauli itmesi
olarak bilinir. Konsol saptirma konsol arka, yansiyan lazer 1sin demetinin yoniini
degistirir ince olarak sapma ile dogru bir 6l¢iim saglar. Bu algilama yontemine optik 1s1n
algilama denir. AFM, statik veya dinamik modda ¢alisir. DC modu olarak adlandirilan
statik modda, 6l¢iilen konsol sapmasi sabit tutulur. Gergekten de yiikseklik konumu sabit
tutulur veya geri besleme denetleyicisi tarafindan kontrol edilir. Bununla birlikte, aralikli
temas modu veya alternatif temas modu (AC modu) olarak da bilinen dinamik modda,

prob, rezonansa yakin kullanici tanimli bir genlik ve frekansta salinir, ug-numune
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etkilesimi ise rezonansi etkiler. Bu mod, daha biiyiik u¢-yiizey ayrimi (yani temassiz
rejim) nedeniyle daha hassas topografya bilgisi elde etme imkani sunar.!*

3.2. Temozolamid Eksolimer Yiiklenmesi

3.2.1. Mikroakiskan Cihazlarin imalat

Mikroakigkan cihazlar, standart bir mikro kaliplama islemi kullanilarak
poli(dimetilsiloksan) (PDMS) ile iiretildi. Ana kaliplar1 yapmak i¢in silikon levhalar, SU-
8 151kla sertlestirilebilir epoksi (Microchem, Inc.) ile 60 um kalinliga kadar dondiiriilerek
kaplandi. 4 ing silikon gofret iizerinde negatif ana kalip elde etmek igin Inha Universitesi
Biyohibrit Sistem Laboratuvari'mda (BSL) pisirme, litografi ve gelistirme prosediirleri
gerceklestirilmistir. SU-8'deki yiizey ¢atlaklarini ortadan kaldirmak i¢in levhar 150 °C'de
tavlandi. Termal tavlamanin gergeklestirilmesinden sonra, elde edilen kaliplarin
yiizeyleri, 40 dakika boyunca buhara maruz birakilarak kendiliginden monte edilen bir
tek tabakali (SAM) trimetiletoksi silan (Sigma) ile kaplandi. SAM, PDMS'in kaliba
yapismasini onlemektedir. PDMS (Sylgard 184, Dow Corning) monomeri ve sertlestirme
maddesi 10:1 agirlik oraninda karistirildi, kalip lizerinde gozeneklendi, desikatorlerde
gazi alindi ve 1 saat boyunca 80 °C'de bir firinda (Memmert) kiirlendi. Sertlestikten sonra,
PDMS kaliptan ¢ikarildi ve giris / ¢ikis delikleri 150 pm ¢apinda bir zimba kullanilarak
delindi. PDMS daha sonra oksijen plazmasi (100 mW, 1 dakika; Diener electronic
GmbH) kullanilarak bir cam slayta baglandi. PDMS tabanli mikroakiskan cihazda, biri
THF'deki PDMS-PEG soliisyonu i¢in, digeri ise nétr pH'lt su igin iki giris vardi. Akis
odakl1 ¢apraz kavsakta iki su akisi elde etmek icin su akisi ikiye boliindii. Karistirma
kanali 150 um genisliginde, 60 um yiiksekliginde ve 1 cm uzunlugundaydi. Fluorescein
sodyum (1 mg-mL-1, Sigma) ve sudan olusan sulu ¢6zelti, stabil akis hizlar1 araligim

belirlemek i¢in akislar1 kontrol etmek i¢in kullanildi (Sekil 1(a)'da (i¢ metin) gosterildigi

gibi).
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3.2.2. Nanokapsiillerin imalati

Nanokapsiillerin (NK'ler) toplu sentezi i¢in, uygun kosullar altinda THF i¢indeki
PDMS-PEG c¢ozeltisi hazirlandi. Nano-¢okeltme ve NK'lerin olusumu, bu ¢ozeltinin
kuvvetli karistirma altinda suya damla damla eklenmesiyle gerceklestirildi.

llag  yiikli NK'ler igin, Temazolomid (T2577, Sigma-Aldrich),
CDCL3(Déteryumlanmis kloroform) iginde ¢6ziindiirtildii ve polimerik (PDMS-PEG ve
Pluronic® F-127) soliisyonu ile karistirildi. NK'lerin hazirlanmasinda, onceki paragrafta
aciklanan prosediiriin aynis1 kullanilmistir.

Nanokapsiillerin (NK'ler) mikroakiskan sentezi icin, THF i¢indeki PDMS-
PEG/Pluronic ¢ozeltisi, karistirilan kosullar altinda hazirland1 ve daha sonra ana akis
olarak mikrogipe verildi. Su akislari, ¢oziicii olmayan bir madde olarak hareket eder ve
yanal akis karistirma sirasinda kendi kendine birlesmeyi saglar. Odaklanma derecesini ve
dolayisiyla karistirma siiresini degistirmek i¢in polimer ve su akislar1 arasindaki akis
orani Siringa Pompalart kullanilarak kolayca ayarlanabilir.

Ilag yiiklii NK'ler icin, TMZ, polimerik ¢ézelti ile karistirilmis agirlik¢a %35, 10,
15 ve %20'lik dort farkli baglangi¢ yiiklemesinde THF icinde ¢oziindiirtildii.

Kontrol numuneleri olarak, 0.076 sabit akis oraninda polimer olmadan Pluronic

F127 ve TMZ karisimi (agirlikga %10'luk baslangi¢ yiikleme agirliginda) kullanildi.
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Anticancer drug loaded
Nanocapsule

Sekil 3.2. Bir kilif akis1 kullanarak THF'de Pluronic, PDMS-PEG ve TMZ'nin akisini
hidrodinamik olarak odaklamak i¢in kullanilan t-sekilli ¢apraz baglant1 mikroakiskan
cihazinin sematik gosterimi

3.2.3. Zeta Potansiyeli

Hazirlanan formiilasyonlarinin partikiil biiytikliigii, partikiil bliytikligi dagilimi
ve ZP degerleri Malvern Zetasizer Nano ZSP cihazi (Malvern Ins. Ltd. Ingiltere)
kullanilarak saptanmistir. Hem partikiil biiyiikliigii ve dagilimi hem de zeta potansiyeli
Olgtimleri 25 °C’de NP siispansiyonlarinin ultra saf su ile 30 kat seyreltilmesi ile tespit
edilerek sonuglar ortalama=+S$ olarak verilmistir.!!2

3.2.4. Salim Profili

Bu analiz Sahand Technical Universitesi Polimer  Fakiiltesi’de
gerceklestirilmistir. Mikrofloidik sistem ile Eksolimer-TMZ ilag baglanmasi islemi
esnasinda belirli araliklarla reaksiyon igeriginden ornekler alindi, numune iceriginde
serbest ila¢g miktar1 farkli pH’lar da spektrofotometrik olarak belirlendi. Her uygulama

i¢cin ayr1 ayr1 UV visible spektrofotometre ile absorbans 6l¢timii yapildi.
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Spektrofotometrik dlglimler ile sentezde kullanilan ilacin kalibrasyon egrisi elde
edildi. Bunun i¢in ne kadar ilag igerdigi bilinen ilag¢ ¢6zeltisinin seri diliisyonunun UV
visible spektrofotometre ile absorbans 6lgiimii yapildi.

3.3. In-Vitro Calismalar

3.3.1. Hiicre Kiiltiiri

3.3.1.1. Primer Noron Kiiltiirii

Calismada korteks noronlarmin elde edilmesi i¢in Sprague Dawley cinsi yeni
dogmus 24 saati doldurmamis sigan yavrusu kullanmilmistir. Siganlar hizlica dekapite
edildikten sonra c¢ikarilan dokular 5 mL Hanks’Balanced Salt solution (HBSS)
sollisyonuna aktarilarak bistiiri yardimiyla makro parcalanma ve daha sonra Tripsin-
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (%0.25 tripsin-%0.02 EDTA) ile mikro pargalama
yapilmustir. Sonra, hiicreler 1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Dibe ¢oken
hiicreler hiicresel medyum (%88 NBM (Noro bazal medyum, Gibco, USA), %10 FBS
(Fetal sigir soliisyonu, Gibco, USA), %2 B-27 (Suplament, Thermo Fisher, Germany),
%0,1 antibiyotik (Penicillin—Streptomycin) ve amfotrisin B (Thermo Fisher, Germany)
eklenmistir. Hiicreler %5 CO2 ve 37°C’e sicaklikta, 3 giin ara ile besiyeri degistirilerek
10 giin inkiibe edilmistir.

3.3.1.2. T98 G Kiiltiirii

Calismamiz i¢in T98 hiicre hatt1, Atatiirk Universitesi (Erzurum, Tiirkiye) tibbi
Farmakoloji béliimiinden elde edilmistir. Kisaca, hiicre slispansiyonu, 5 dakika boyunca
1200 rpm'de santrifiijlenmistir. Hiicreler, taze ortam (% Dulbeco ile modifiye edilmis
kartal ortam1 (DMEM), Fetal bovin serumu (FBS) %15, %B27 2 ve antibiyotik% 1
(penisilin, streptomisin ve amphotrisin B) ile yeniden siispanse edilerek, hiicreler 25
cm?’lik flaskta toplanmustir. (Corning, ABD) ve inkiibatorde depolanmustir (%5 CO2; 37

° C). Flaskin %80’1 hiicre ile kaplaninca Tripsin-Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
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(9%0.25 tripsin-%0.02 EDTA) ile kaldirilarak 96 well plate’lere ekim yapilmis ve
uygulama yapmak iizere inkiibasyona birakilmistir.

3.3.2. Sitotoksisite Analizleri

3.3.2. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
Analizi (Sitotoksisite Analizi)

Materyallerin sitotoksisitelerinin belirlenmesi i¢in, ‘direkt temas test metodu’
uygulanmis, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltatrazilyum bromid igeren MTT
maddesi ile (Sigma Aldrich inc, St. Louis, USA) degerlendirme yapilmistir. MTT testi ile
sitotoksisiteyi belirlemek i¢in 1 ml PBS i¢inde 5 mg MTT tozu olacak sekilde karisim
hazirlanarak 0.20 um’lik steril filtreden (Corning, Wiessbaden, Almanya) gecirilmis ve
dis ylizeyi alliminyum folyo ile kaplandiktan sonra +4 °C’de kullanilacag1 zamana kadar
bekletilmistir. Inkiibe edilen hiicrelerin ortam sivilari cekildikten sonra, daha 6nceden
hazirlanmis olan ornekler her kuyucuga yerlestirilerek 24, 48 ve 72 saat siireyle 37 °C’de
%5 CO2 igeren ortamda tekrar inkiibasyona birakilmistir. Bdylece, kullanilan
materyallerin 24, 48 ve 72 saat sonundaki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.

MTT maddesinin uygulanmasi sonucu olusan formazan kristallerini ¢dziintir
duruma getirmek icin 99.4 ml dimetilsiilfoksit (DMSO), 0.6 ml (HCl) ve 10 g
sodyumlaurilsiilfat (SDS) igeren karigimdan 100 pl / kuyucuk olacak sekilde ilave
edilmistir ve 4 saat siireyle tekrar inkiibasyona birakilmistir. Bu isleminin ardindan
absorbans, (optik yogunluk) spektrofometrede (uQuant, Bad Friedrichshall, Biotek) 570
nm dalga boyunda Olglilmistir. Veriler SPSS analiz sonrasi grafikler halinde

sunulmustur.
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3.3.3. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivitelerinin Ol¢iimleri

Hazir eliza kit olarak alinmistir. Alinan kitler yardimiyla liz edilen hiicreler
protokole uygun olarak hazirlanarak sonuglar spektrofotometrik yontemle tespit
edilmistir.

3.3.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitelerinin Ol¢iimleri

Hazir eliza kit olarak alinmistir. Alinan kitler yardimiyla liz edilen hiicreler
protokole uygun olarak hazirlanarak sonuglar spektrofotometrik yontemle tespit
edilmistir.

3.3.5. Oksidan ve Antioksidan Aktivite Analizleri

3.3.5.1. Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK), Toplan Oksidan Sayisi (TOS)
ve Hiicredeki Oksidatif Stresin Varh@inin Tespiti

TAK diizeyi tespitinde, 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6- siilfonat =
ABTS+) radikal katyonunun olusumunu inhibe edecek antioksiolan antioksidan
kapasitesi tespit edilmistir. Tespit isleminde Rel Assay Diagnostics® (Sigma, USA)
firmasi tarafindan iiretilen TAK ticari kitleri kullanilmistir.

Kit Bilesenleri

e Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml

e Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml

e Standart 1 Sollisyonu: 10 ml

e Standart 2 Soliisyonu: 10 ml

30 pl ornek igeren kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan eklenerek
660°’nmde ilk absorbans okunmustur. Daha sonra aym1 kuyucuklara 75 pl Reaktif 2
eklenerek 10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme sonunda 660’nmde ikinci
absorbans degeri okutulmustur. Elde edilen absorbans degerleri mmol Trolox Equiv./L

cinsinden TAK diizeyleri tespit edilmistir.
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Toplam Oksidant Status (TOS) tespitinde, numunede bulunan oksidantlarin
miktartyla iligkili olan rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak Olctilerek
degerlendirme yapilmistir. Calismamizda Rel Assay Diagnostics® firmasi tarafindan
iiretilen TOS kitleri kullanilmistr.

Kit Bilesenleri

» Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml

» Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml

» Standart 1 Sollisyonu: 10 ml

» Standart 2 Sollisyonu: 10 ml

75 ul plazma 6rneginin bulundugu kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan
ilave edilerek

530 nm“de ilk absorbansi okutulmustur. Daha sonra ayni kiivete 25 pl Reaktif 2
sollisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. Bekletilmis, bekleme sonunda 530
nm’de ikinci kez absorbansit okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri mmol TOD
diizeyleri Trolox Equiv. /L cinsinden tespit edilmistir.

Hiicredeki oksidatif stres, Toplam oksidant sayisinin toplam antioksidan sayisina
orani olarak hesap edilecektir.

3.3.6. Real Time PCR Analiz

3.3.6.1. Genetik Material Elde Edilisi

48'lik platelerin medyumu alinacak ve PBS’le yikandiktan sonra her kuyucuga 0,2
cc Tripsin/EDTA eklendi ve 5 dakika 1:1 oraninda FBS ilave edilecek ve flaskin
soliisyonunda ylizen hiicreleri steril tiipe alarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Pellet olusturan hiicrelerin, {ist sivisi atildiktan sonra hiicre pelleti RNA izolasyon ve

cDNA sentezi i¢in isleme alindi.
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3.3.6.2. RNA izolasyon

Izolasyon Qiagen RNA izolasyon kitiyle yapilmustir. Pellet halinde tiipiin dibine
¢oken hiicrelere lcc Qiazole sollisyonu ilave edilmis ve 5 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Sonra 200ul kloroform ilave edilecek ve 15 saniye ¢alkalanmis ve 2-3
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ornekler 12,000 g de 15 dakika boyunca 4 derece
1s1da santrifiij edilmistir. En iist kistmda duran renksiz sivi bagka bir tiipe aktarilarak 1:1
oraninda etanol alkol ilave edilmis ve 5 saniye vortekslenmistir. Ornekten 700ul almarak
toplama tiipiine konulmus ve kapag kapatilarak oda sicakliginda 15 saniye 8,000g de
santrifiij edilmistir. Bu agsama 1 kere daha tekrarlanmistir. 700pnl RW1 soliisyonu RNeasy
kolonuna ilave edilmistir. Kolonunun kapagi kapatilmis ve 15 saniye 8,000g de santrifiij
edilmistir. Sonra 500 pul RPE RNeasy kolonuna ve 15 saniye 8,000g de santrifiij
edilmistir. Sonra 500 pul RPE RNeasy kolonuna ilave edilmis ve 2 dakika 8,000g de
santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonra RNeasy kolonuna yeni bir 1.5cc lik tiipe
yerlestirilerek 30-50ul RNasefree su ilave edilip kapagi kapandiktan sonra 1 dakika
8,000g de santrifiij edildi.

3.3.6.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in genomic DNA wipeoutbuffer 7x sollisyonundan 2ul artt RNA
lug ve RNasefree su toplam 14pl olacak sekilde hazirlanmistir ve 2 dakika boyunca 42
derecede tutularak tekrar buza konulmustur. Sonra reverse transcription master mix 1 pl,
Quantrscript RT buffer 5x 4 pl, RT primer mix 1 pl ve RNA 14 pl toplam 20 pl
karnigtirllmis ve RTPCR cihazina yerlestirilmistir. 15 dakika 42 derecede, 3 dakika 95
derecede 1s1 verilerek cDNA olusumu gergeklestirilmistir ve sonunda olusan cDNA’lar -

20 dereceye kaldirildi.
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3.3.6.4. Gen Ekspresyonu
MGMT (Rn00563462), L1cam (Rn00493049), Kaspaz 8 (Rn01440170), Tp 53

(Rn00755717), Pten (Rn00477208) ve B2M (Hs00187842) gen primerleri ticari olarak

alinmistir. Bu asamada her strip (tiip) igine 1,5 pl primer prop, 3 pl cDNA, 3 master mix
ve 12.5 ul saf su ilave edilerek son hacim 20 pl gelecek sekilde ayarlanmistir. 95 °C’de
600 saniye bekletildikten sonra 95 derecede 10 saniye ve 60 derecede 30 saniye toplam
45 dongii yapildi.

3.3.7. Flow Stometri

Flow stometri, hiicre kiiltiiriinde gergeklestirilen uygulamalarin ardindan
hiicrelerin apoptoz ile mi, yoksa nekrotik sekilde de 6ldiigiinii tespit etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Bu amagla Annexin V-FITC boyasindan faydalanildi. Islem Annexin
V/PI Apoptosis Detection Kit ile gergeklestirildi. Kit bilesenleri oda sicakliginda
bekletildi. Ardindan Annexin V Binding Buffer 10 kay diliie edilerek 1x buffer elde
edildi. 1x PBS ile 1x106 hiicre/ml oraninda hiicreler hazirlandi. Toplanan hiicreler 2 kez
PBS ile 300 g’de 5 dakika santrifiij edilerek yikandi. Ardindan hiicre peleti 100 pl 1x
Annexin Binding Buffer ile sulandirildi.

100 pl hiicre siispansiyonuna 5 pul Annexin V-FITC ve 5 pul PI eklenerek 15 dakika
oda sicakliginda karanlik kosullarda inkiibe edildi. Akabinde 400 ul 1x Annexin Binding
Buffer eklendi. Flow sitometri cihazinda 1 saat iginde analiz edildi.

3.4. In vivo Calismalar

3.4.1. In vivo Kanser Modelinin Olusturulmasi

Calismamizda modelin olusturulmasi i¢in 96 adet 200-250 gr agirliginda yetiskin
erkek Spague Dawley cinsi ratlar kullanilmistir. Immiin sistemi baskilamak amaciyla bir
hafta boyunca siklosporin kullanilmistir. Immiin sistemi baskilandiktan sonra hayvanlar

anestezi altina alinmistir. Sterotaksi cihazi ile ratlarin sirtlarina glioblastoma hiicreleri
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enjekte edilmistir. 1 ay boyunca kanser hiicrelerinin o bolgede tutunmasi ve biiylimesi
beklenmistir. Model olusturulduktan sonra tedaviye baslanmistir. Temozolomide ve
temozolomid yukli eksolipozom ile tedavi edilerek sonuglar patolojik olarak
degerlendirildi.

3.4.2. Histokimyasal Analizler

Patolojik degerlendirmeler i¢in deney hayvanlar1 anastezi altinda sakrifiye
edilerek tim deney gruplarinda kanser enjekte edilen bolgeye ait doku alinmistir. Bu
dokular formalinde muhafaza edildi. Formalinde 24 saat bekleyen dokular tesbit
oldukdan sonra kasetlere alindi ve takip cihazina konuldu. Takip cihazinda kasetlere
alian dokular 4 asamadan gecirildi;

1. Formalin asamasi; 3 saat bekletildi

2. Ksilol asamasi; 3 saat bekletildi

3. Alkol le muamale asamasi; 3 saat bekletildi

4. Parafin asamasi; 3 saat bekletildi.

Parafinleme yapilan takip dokularina bloklama yapildi. Daha sonra bloklar
sogutulmaya birakildi. Bloklar sogutulduktan sonra mikrotom (Leica RM2245, Almanya)
cihazina alinarak 0,5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Lam {izerine alinan kesitler
800C’ lik etiivde 40 dk bekletildi ve doku etrafindaki parafinlerin eritilmesi saglandi.
Daha sonra 30 dakika siireyle ksilol da bekletilerek sadece doku kalmasi saglandi. Lam
tizerindeki dokular Hematoksilen Eozin (HE) ile boyandi. Boyama da sirasiyla, ksilol,
alkol, su, hematoksilen (5 dk), su, asit, alkol, su, amonyak, su, eozin, su, alkol, aseton ve
ksilol le muamele edildi. Lamin {izerine 2 damla entellen damlatilarak lamel kapatildi ve

10 dakika kadar beklendi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

41



3.5. Istatistiksel Analiz

Sonuglar, SPSS 20.0 Windows programi ile analiz edilerek ortalama + standart
hata olarak verilmistir. Gruplar arasi istatiksel karsilagtirma parametrik ve non parametrik
testlere tabi tutularak One Way Anova, Wilcoxon ve Kruskal Wallis testleri uygulanmis

P<0.05’den daha anlaml1 olan veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Eksozom Karakterizasyonu ve Icerik Tayini

411. TEM

TEM goriintlileri1 eksozomlarin boyutunun 20 nm oldugunu gostermistir.
Nanopargacik dogrulama igin kabul edilen iyi bir teknik olan TEM goriintiileme
kullanarak pargaciklarimizin ¢aplarinin eksozomlar (40-150 nm) igin beklenen aralikta
oldugunu goézlemledik. Ayrica goriintiiden elde edilen veriler dogrultusunda

Ekzosomlarin kiiresel sekilli, dairesel formda yapilar oldugu tespit edildi. (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Eksozoma ait TEM goriintiisii

4.1.2. AFM

Ekzosoma ait elde edilen Atomik Kuvvet Mikroskobu goriintii Sekil 4.2 ve 4.3’te
verilmistir. Goriintiiden elde edilen veriler dogrultusunda ekzosomlarin kiiresel sekilli,
dairesel formda yapilar oldugu tespit edilmistir. AFM islemi ile 20 nm-200nm arasinda

farkli boyutlara sahip ekSozom yapilarinin oldugu belirlendi.

43


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5256994/figure/pone.0170628.g005/

Sekil 4.2. Eksozomlarin AFM topografisi. Tiim AFM o6l¢iimleri 2um x 2 um tarama
alanindan alinmistir

yle Raw Profile

Sekil 4.3. izole edilen eksozomlarim AFM ile karakterizasyonu

4.2. Temozolamid Eksozom Yiiklenmesi (Eksolimer-TMZ)
4.2.1. Zeta Potansiyeli
TMZ yiiklii Eksolimer boyutu yaklasik 77,97 + 2.2 nm olarak bulundu. TMZ-

Eksolimerin ortalama zeta potansiyeli -22,4+ 0,51 mV'ye esitti. Partikiil boyutu ve
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polidispersite indeksi, uygun nano-ilag dagitim sistemlerinin hazirlanmasi i¢in temel

faktorlerdir; bu sistemlerin toksisitesine ve dagitim kabiliyetine katkida bulunurlar. Bu

amacla, dogru boyut 10 ile 200 nm arasinda olmalidir, ¢alismamizda bilesenlerin uygun

se¢imi, oranlar1 ve hazirlama yontemi nedeniyle 77 nm degeri bu araliktadir.

Bu aralik disinda bazi bolgelerde liyofilizasyon isleminden kaynakli olarak

meydana gelen agregasyon sonucunda bazi boyutlar 835 +63,15 olarak tespit edilmistir.

AFM sonuglarimizda da bu agregasyon gozlensede parcacik boyutunun 20-200nm

arasinda oldugu tespit edildi. TEM sonucunda ise bu boyutun 20 nm oldugu dogrulandi.

Size Distribution by Intensity
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O 20F e v e e e e e S T e e e e e e e R
5 : : : : :
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Sekil 4.4. Eksolimere ait zeta potansiyeli (dnm)
Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.5. Eksolimere ait zeta potansiyeli (mv)
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4.2.2. Salim Profili

Eksolimer igerisine konjuge edilmis ilacin salim profilinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen farkli pH’da (5,6 ve 7,4) spektrofotopmetrik 6lglim neticesinde elde
edilen kiimiilatif grafik Sekil 4.6-4.8’de verildi. Buna gore 24 saatte 5.8 pH’da ilag salimi
1,6pg/ml olarak bulundu. Ilk 24 saatlik dilimde ilgili ilacin %80’i salinmis ve ii¢ giin
sonunda salinim neredeyse tamamlanmustir fakat pH 6-7 arasinda ilag saliniminda azalma
gbzlenmis ve bununla birlikte ilag salinim1 7 giin boyunca devam etmistir. Bu 6zellikte

ilacimizin asidik ortamda ¢6ziindiiglinli gostermektedir.

—a— polymer pH 7.4
®— exolymer pH 7.4

100 —

@ 2]
I=1 =]
1 1

Cumulative release(%)
5
1

20 -

L B B S S B e S Sy N S S H B N S S m B B e e |
Omin 15min30min 1hr 2hr 4hr 8hr 16hr 1day 2days 3days 4days Sdays 8days 7days

Time

Sekil 4.6. pH 5.8’de Eksolimer-TMZ konjugasyonunun kiimiilatif salim profil grafigi
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—=— polymer pHG6
—e— exolymer pH6
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Sekil 4.7. pH 6’da Eksolimer-TMZ konjugasyonunun kiimiilatif salim profil grafigi

B polymer pH 5.8
100 ®  polymer pH 5

Cumulative release (%)

I rTTrrr r~r+* 1 -1 v 17 vVt
2 4 8 16 1day 2days 3days 4days 5days
Time

Sekil 4.8. pH 5.8’de Eksolimer-TMZ konjugasyonunun kiimiilatif salim profil grafigi.
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4.2.3. TEM
Enkapsiilasyon islemi gerceklestirildikten sonra tekrar TEM goriintiisti alinarak

yeni formiilasyonumuzun boyutunun 20 nm oldugu tespit edildi.

Sekil 4.9. Eksolimer+TMZ enkapsiilasyonuna ait TEM goriintiisii

4.3. in-Vitro Cahsmalar

4.3.1. MTT Analizi (Sitotoksisite Analizi)

4.3.1.1. Noron Hiicrelerine Ait MTT Sonuclar:

Primer n6ron kiiltiiriinde 24 ve 72 saat sonunda uygulama gruplarina (Eksozom,
Polimer, Polimer-TMZ, Eksolimer, TMZve Eksolimer-TMZ) ait sitotoksisite sonuglari
MTT testi ile ortaya konulmus ve hiicre canliligi grafigi Sekil 4.10-4.12°de verildi.
Calisma gruplar1 kontrol ve Hiicre canliligi kontrol grubunda (negatif kontrol) hiicre
canliligi 100 olarak kabul edildi. Pozitif kontrol gruplar1 (Eksozom, Polimer, Polimer-
TMZ ve Eksolimer) arasinda en az hiicresel canliliga sahip grup Eksozom 200 ng/ml’de
gozlemlendi. Hiicre canliligi 24. Saatte 80,38+1,3373 iken 72 saat sonunda ise hiicre
canliligl %26 diserek 74,62+4.549, olarak tespit edildi. Eksozom 200 ng/ml kontrol
grubuna gore 24 saat sonrasinda isatistiksel olarak anlamli (P<0,05) 72 saat sonrasinda
ise ¢ok anlamli (P<0,01) olarak bulundu. Diger gruplar arasinda istatistiksel bir anlam

bulunmamaktadir (Sekil 4.10).
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Noron MTT Sonuclar

*
| I

KONTROL EKSOZOM 200 POLIMER  EKSOLIMER 200 POLIMER+TMZ
ng/ml ng/ml 200 ng/ml
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H24 W72

Sekil 4.10. Kontrol ve pozitif kontrollere (eksozom, polimer, eksolimer ve polimer
eksozom (200ng/ml)) ait MTT sonuglari. (Sekildeki veriler kontrol grubu ile kiyasla
yiizde (%) degerler olarak ifade edilmistir. * P<0,05 degerler 6nemli, ** P<0,01
degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir.)

Farkl1 dozlarda uygulanan TMZ ait MTT sonuglarina gore ise canlilik oran1 doza
bagl olarak azalmistir. 24 saatlik uygulama sonrasinda canlilik orani sirasiyla TMZ 50
ng/ml’de 84,11+ 1,30, TMZ 100 ng/ml” de 82,94+1,04, TMZ 200 ng/ml’de 75,57+ 1,29,
TMZ 400 ng/ml’de 70,56+1,99 ve TMZ 800 ng/ml’de 62,25+0,74 olarak belirlendi. 72
saatlik uygulama sonrasinda ise sirasiyla 84,15+4,98, 80,84416+4,36, 69,4056+4,24,
65,62188+3,075 ve 57,33017+2,561 olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglar kontrol ile

kiyaslandiginda anlaml olarak bulundu (P<0,05), (P<0,01).
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Noron MTT Sonuclan

120
100 I
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80 o T
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KONTROL  TMZ50 TMZ 100 TMZ 200 TMZ 400 TMZ 800
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
H24 W72

Sekil 4.11. Kontrol ve farkli dozlarda TMZ (50,100,200,400 ve 800 ng/ml) ait MTT
sonuglar1. (Sekildeki veriler kontrol grubu ile kiyasla ytizde (%) degerler olarak ifade
edilmigtir. * P<0,05 degerler 6nemli, ** P<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak
isaretlenmistir.

Eksolimer + TMZ (50, 100, 200, 400, 800 ng/ml) grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli sonuglar elde edilmemistir (Sekil 4.12). 24 saatlik ve 72 saatlik
sonuglar sirastyla 50 ng/ml’de 89,34+1,36, 91,65+6,25, 100 ng/ml’de 85,63+0,99,
90,73£5,75, 200 ng/ml’de 86,01+1,44, 83,51+0,70, 400 ng/lm’de 85,60+5,44, ve 800
ng/ml 84,20 £1,17, 80,11+4,84 olarak bulundu (P>0,05). Bu sonug¢larimiz yeni tasiyici
olarak kullandigimiz eksolimerin salim profili ile korelasyon gostermektedir. Salim
profiline gére daha notr ortamda ilag salinimi 7 giin boyunca siirdiigii gézlenmistir. Bu
durum Temozolomid’in néron hiicreleri {izerinde meydan getirdigi norotoksik etkiyi

tasiyici sistemimiz ile ortadan kaldirdigini ortaya koymustur.
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Noron MTT Sonuglari
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Sekil 4.12. Kontrol ve farkli dozlarda Eksolimer-TMZ (50,100,200,400 ve 800 ng/ml)
ait MTT sonuglart. (Sekildeki veriler kontrol grubu ile kiyasla yiizde (%) degerler

olarak ifade edilmistir. Elde edilen sonuglar istatistik olarak anlamli bulunmamustir
(p>0,05)

4.3.1.2. T98-G Hiicrelerine Ait MTT Sonuglar:

T 98-G 24 ve 72 saat sonunda uygulama gruplarina (Eksozom, Polimer, Polimer-
TMZ, Eksolimer, TMZve Eksolimer-TMZ) ait sitotoksisite sonuglar1 Sekil 4.13-4.15’de
verildi. Kontrol grubuna kiyasla Eksozom 200 ng/ml grubunda hiicre canliligi %21 arttig1
tespit edildi. Elde ettigimiz sonuglara gore T98-G kanser hiicrelerine ait eksozomlarin
kanser proliferasyonunu artirdigini gézlemledik. Salgilandig: hiicreye ait eksozomlarin
hiicre proliferasyonunu ve hiicre migrasyonunu artirdigi yoniinde calismalar

mevcuttur'’3, Bizim sonuglarimizda literatiirle korelasyon gostermektedir.
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T98-G MTT Sonuclar:
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Sekil 4.13. Kontrol ve pozitif kontrollere (eksozom, polimer, eksolimer ve polimer
eksozom (200ng/ml)) ait MTT sonuglari. (Sekildeki veriler kontrol grubu ile kiyasla
yiizde (%) degerler olarak ifade edilmistir. Elde edilen verilerde sadece Eksozom grubu
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (P <0,05)

Farkl1 dozlarda uygulanan TMZ ait MTT sonuglarina gore ise canlilik oran1 doza
bagli olarak her iki saatte de azalma gostermistir (Sekil 4.14). 24 ve 72 saatlik uygulama
sonrasinda canlilik orani en fazla (%29) TMZ 800 ng/ml’de azalmistir ve sirasiyla
72,99+1,78 ve 71,06+0,6438 olarak belirlenmistir. TMZ 800 ng/ml grubuna ait sonuglar
kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak bulunmustur (P<0,05).

T98-G MTT SONUCLARI
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ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

H24 W72

Sekil 4.14. Kontrol ve farkli dozlarda TMZ (50,100,200,400 ve 800 ng/ml) ait MTT
sonuglari ylizde (%) degerler olarak ifade edilmistir. (* P<0,05 degerler 6nemli, **
P<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir olarak isaretlenmistir).
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Eksolimer+TMZ grubu kontrol grubunas goére her iki saatte de hiicre canliligini
oldukca azaltmistir. Eksolimer+TMZ 50 ng/ml’de hiicre canlilig1 24 ve 72 saatte sirasiyla
88,11+2,1776 ve 89,34+6,5328 olarak bulundu. Eksolimer+TMZ 100 ng/ml’de
84,83+2,925 ve 86,27+5,85, Eksolimer+TMZ 200 ng/ml’de 78,46+ 3,56ve 86,19+7,13,
Eksolimer+TMZ 400 ng/ml’de73,70+1,28 ve 72,29 +3,86 olarak bulundu. Her iki saatte
de en fazla sitotoksisiteye Eksolimer+TMZ 800 ng/ml grubu neden olmustur. Hiicre
canliligin sirasiyla %39 ve %45 azaldi. Elde edilen degerler 69,66+2,33 ve 55,77+ 6,99
olarak tespit edildi. Sonuglar istatistiksel olarak P<0,05 ve P<0,01 diizeyinde anlamli
bulundu (Sekil 4. 15).

T98-G MTT Sonuglari

120
100 L B
8

N b O
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H24 W72

Sekil 4.15. Kontrol ve farkli dozlarda Eksolimer+TMZ (50,100,200,400 ve 800 ng/ml)
ait MTT sonuglari ylizde (%) degerler olarak ifade edilmistir. (* P<0,05 degerler
onemli, (* P<0,05 degerler 6nemli, ** P<0,01 degerleri cok 6nemli olarak
isaretlenmistir olarak isaretlenmistir).

Noron hiicreleri ve T98-G hiicrelerine ait MTT analiz sonuglarimiz Eksolimer
tagiyict sisteminin kanser hiicrelerine sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Bunun yani sira, salim profilinin ndtr ortamlarda ve nispeten bazik ortamlarda daha yavas
salinma 6zelliginden dolayi, TMZ ilacinin ndron hiicrelerinde meydana getirdigi hasari

engelledigi tespit edildi.
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4.3.2. LDH Aktivitelerinin Olciimleri

4.3.2.1. Noron Hiicrelerine Ait MTT Sonuclari

Hiicre olimiinii degerlendirmek igin hiicre i¢i bir enzim olan LDH aktivitesi
Ol¢iilmiistiir ve sonuglar degerlendirilmistir. Sonuglar Sekil 4.15-20 arasinda verildi.
Kontrol grubu 10 olarak kabul edilmis LDH seviyesi arttik¢a hiicresel 6liim orani
gosterildi.

Noron hiicrelerinde her iki saatte de elde edilen sonuglara gore kontrol ve pozitif
kontrol gruplar1 arasinda sadece Eksozom 200 ng/ml grubunda anlamli sonug
bulunmaktadir (P<0,05). Kontrol degeri 24 saatte 13+1,4 ve 72 saate 15 +0,74 olarak
bulundu. Eksozom 200 ng/ml degeri ise yaklasik 3 kat artarak 39,22+1,06 ve 50,7+0,94’a
ulagsmistir (Sekil 4.16). Eksozomun néronlar {izerinde etkisi MTT ile korelasyon
gostermistir.

LDH Analiz Sonuclar
60

50 I
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20 I :
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KONTROL EKSOZOM 200  POLIMER EKSOLIMER POLIMER+TMZ
ng/ml 200 ng/ml 200 ng/ml

24 saat 72 saat

Sekil 4.16. Kontrol (Negatif Kontrol), Pozitif Kotrol (Eksozom 200 ng/ml, Polimer,
Eksolimer 200 ng/ml, Polimer + TMZ 200 ng/ml) gruplarinin 24 ve 72 saatlerine ait
LDH sonuglari

TMZ grubunda LDH aktivitesi en fazla TMZ 400-800 ng/ml gruplari arasinda
goriildii. 24 saat sonucu 58,9+1,37 ve 68,8+1,68 iken 72 saat sonucu 75,5+6,02 ve

85,3+ 6,88 olarak bulundu. En yiiksek dozda LDH aktivitesi neredeyse 6 kat artis
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gotermistir. Temozolomidin noéron hiicreleri iizerindeki norotoksik etkisi MTT

sonuglartyla benzer ¢ikmustir (Sekil 4.17).

LDH Analiz Sonuglar
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ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

M 24 saat M 72 saat

Sekil 4.17. Kontrol, TMZ 50 ng/ml, TMZ 100 ng/ml, TMZ 200 ng/ml, TMZ 400 ng/ml,
TMZ 800 ng/ml gruplarinin 24 ve 72.saatlerine ait LDH sonuglar ((* P<0,05 degerler
onemli, ** P<0,01 degerleri cok dnemli olarak isaretlenmistir olarak isaretlenmistir)

MTT ile benzer sekilde néron hiicrelerinde eksolimer ile kapsiillenmis TMZ

grubunda LDH seviyelerinde anlamli bir degisiklik olmamustir.

LDH Analiz Sonuglari
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Sekil 4.18. Kontrol, Eksolimer+TMZ (50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml, 800
ng/ml gruplarinin 24 ve 72.saatlerine ait LDH sonuglar ((* P<0,05 degerler 6nemli, **
P<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir.
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4.3.3. T98-G Hiicresine Ait LDH Sonuclar:

T 98-G hiicre hattinda ise kontrol grubuna kiyasla Eksozom 200 ng/ml, Polimer,
Eksolimer 200 ng/ml ve Polimer + TMZ 200 ng/ml gruplarimin laktat dehidrogenaz
aktivitesini artirdigi fakat anlamli bir farklilik ortaya ¢ikmadigi bulundu. Bu ragmen
Polimer + TMZ 200 ng/ml (72.saat) grubunda kontrole kiyasla az miktarda olsa fark
gozlenmedi. Fakat gozlemlenen bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundi (Sekil

4.19).

T98-G LDH Analiz Sonuglari
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Sekil 4.19. Kontrol (Negatif Kontrol), Pozitif Kotrol (Eksozom 200 ng/ml, Polimer,
Eksolimer 200 ng/ml, Polimer + TMZ 200 ng/ml) gruplarinin 24 ve 72 saatlerine ait
LDH sonuglari

MTT sonuglarina benzer sekilde anlamli gruplar TMZ 400 ve 800 ng/ml
dozlarinda gozlemlendi (Sekil 4.120). Hem 24 hemde 72 saatte kontrole kiyasla ti¢ kat

daha sitotoksik oldugu goézlendi (P<0,05, P<0,01).
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LDH Analizi
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Sekil 4.20. Kontrol, TMZ 50 ng/ml, TMZ 100 ng/ml, TMZ 200 ng/ml, TMZ 400 ng/ml,
TMZ 800 ng/ml gruplarinin 24 ve 72.saatlerine ait LDH sonuglari. (* P<0,05 degerler
onemli, ** P<0,01 degerleri ¢cok 6nemli olarak isaretlenmistir).

TMZ 800 ng/ml’ de anlaml1 sonug bulunsa da Eksolimer ile kapsiile edilmis olan
TMZ grubunda (Eksolimer+TMZ 400-800ng/ml) sirasiyla sonuglar 24 ve 72 saatte
sirastyla 52,6+ 3,8 ve 60,7+1,74 ve 70,0+£8,59 ve 92,5+7,23 olarak bulundu ve sonug
neredeyse kontrol ile kiyaslandiginda 10 kat arttig1 gdzlemlendi (Sekil 4.18). Elde edilen

veriler istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05, P<0,01).

120 LDH Analizi
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Sekil 4.21. Kontrol, Eksolimer+TMZ (50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml, 800
ng/ml gruplarinin 24 ve 72.saatlerine ait LDH sonuglari. ((* P<0,05 degerler 6nemli, **
P<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir)
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4.3.4. GR Aktivitelerinin Ol¢iimleri

4.3.4.1. Noron Hiicrelerine Ait GR Sonuc¢lar

Glutatyon rediiktaz (GR), yeterli hiicre i¢gi GSH (Glutatyon) seviyelerinin
korunmasina yardimci olarak esas olarak hiicre i¢inde oksidatif hasarin énlenmesinde rol
oynayan bir homodimerik flavoproteindir.

Noron hiicrelerinde bu homodinamigin korunmasi olduk¢a 6nemlidir. Kontrol
grubunda GR en yiiksek seviyede gozlemlenmis ve 100 olarak kabul edilmistir. Tiim
gruplar kontrol ile kiyaslandi ve istatitistiksel olarak degerlendirildi (4.22-24).
Eksozomlarin igerigindeki kansere ozel bilgilerin varligi nedeniyle ndron hiicresine
uygulandiginda glutatyon seviyesinde anlamli derecede azalma meydana geldi. 24 ve 72
saat sonunda Eksozom 200ng/ml dozunda GR seviyesi 62,56+1,57 ve 56,64+4,88 olarak
bulundu ve neredeyse %40 azalma meydana gelmistir. Bu sonuglar MTT ve LDH
degerleriyle de korelasyon gostermektedir. Diger kontrol gruplarinda anlamli bir
degisiklik meydana gelmemistir.

GR Analiz Sonuglari
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Sekil 4.22. Kontrol (Negatif Kontrol), Pozitif Kotrol (Eksozom 200 ng/ml, Polimer,
Eksolimer 200 ng/ml, Polimer + TMZ 200 ng/ml) gruplarinin 24 ve 72 saatlerine ait GR
sonugclari
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Temozolomid’e ait yiiksek dozlarda GR seviyeleri MTT ve LDH ile benzer
sekilde anlamli olarak azalmustir. Ozellikle 400 ve 800 ng/ml dozlarinda bu degerler
100°den 24 saatte sirasiyla 72,003+0,2941 ve 67,17+0,3286° diistiigli, 72 saate ise
66,33+4,06 ve 50,61+£0,96’¢ kadar diistiigii gbézlemlendi. Sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P<0,05, P<0,01) (Sekil 4.23). Bunun aksine enkapsiile edilen
Eksolimer+TMZ grubunda GR seviyesi anlamli bir farklilik gdstermemistir. Sadece
Eksolimer+TMZ 800 ng/ml grubunda 72 saate GR seviyesi 70,73+2,531’e¢ kadar

gerilemistir (Sekil 4. 23).

GR Analiz Sonuglari
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Sekil 4.23. Kontrol, TMZ 50 ng/ml, TMZ 100 ng/ml, TMZ 200 ng/ml, TMZ 400 ng/ml,
TMZ 800 ng/ml gruplarinin 24 ve 72. saatlerine ait GR sonuglari. (* P<0,05 degerler
onemli, ** P<0,01 degerleri ¢cok dnemli olarak isaretlenmistir).
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GR Analiz Sonuglan
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Sekil 4.24. Kontrol, Eksolimer+TMZ (50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml, 800
ng/ml gruplarinin 24 ve 72. saatlerine ait GR sonuglari. ((* P<0,05 degerler 6nemli, **
P<0,01 degerleri ¢cok 6nemli olarak isaretlenmistir)

4.3.4.2. T98-G Hiicrelerine Ait GR Sonuclari
T98-G hiicrelerinde kontrole kiyasla pozitif kontrollerd GR seviyesinde anlamli

bir degisiklik olusmamis neredeyse kontrol ile benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil

2.25).

GR Analiz Sonuglari
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Sekil 4.25. Kontrol (Negatif Kontrol), Pozitif Kotrol (Eksozom 200 ng/ml, Polimer,
Eksolimer 200 ng/ml, Polimer + TMZ 200 ng/ml) gruplarinin 24 ve 72 saatlerine ait GR
sonuglari
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Pozitif kontrollerin aksine TMZ yiiksek dozunun her iki saatine de GR seviyesi
61,43+0,921 ve 61,69+1,868 diizeyine diismiistiir. Ve sadece bu grupta istatistiksel

anlam bulunmustur (P<0,05).

GR Analiz Sonuglan
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Sekil 4.26. Kontrol, TMZ (50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml, 800 ng/ml
gruplarinin 24 ve 72. saatlerine ait GR sonuglar1. (* P<0,05 degerler 6nemli, ** P<0,01
degerleri ¢cok 6nemli olarak isaretlenmistir)

T98-G hiicre hattina ait GR sonucunda da MTT ve LDH seviyelerine paralel
sekilde olduk¢a azalmistir. Ozellikle 72. Saatte Eksolimer+TMZ 400 ve 800 ng/ml
konsantrasyonlarinda canlilik seviyesi siasiyla 58,125+6,66 ve 50,95+5,79 olarak tespit

edildi ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05, P<0,01).
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GR Analiz Sonuglari
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Sekil 4.27. Kontrol, Eksolimer+TMZ (50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml, 800
ng/ml gruplarinin 24 ve 72. saatlerine ait GR sonuglari. ((* P<0,05 degerler 6nemli, **
P<0,01 degerleri ¢cok 6nemli olarak isaretlenmistir)

4.3.5. Antioksidan Aktivitesi Olciimii

4.3.5.1. Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK)

A. Noron Hiicrelerine Ait Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK)

Noron hiicrelerinde 24 ve 72 saat sonunda uygulamalarin total antioksidan etkileri
tizerine sonuglari, TAS testi ile ortaya koyuldu ve bulgular Sekil 4.28-30’da verildi. Elde
edilen verilere gore, kontrol grubunun total antioksidan etkinlik degeri 4,8+0,22 ve
4,7+0,54 olarak tespit edildi. Pozitif kontrol gruplari arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadi. Pozitif kontrollerin degerleri sirasiyla Eksozom 200ng/ml 4,3+*,12 ve
4,5+0,33, Polimer 200ng/ml 4,1+0,92 ve 4,4+0,0,1, Eksolimer 200ng/ml 4,1+0,21 ve

4,1+0,14 ve Polimer+TMZ 4,2+0,23 ve 3,9+0,12 olarak bulundu (Sekil 4.28).
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Toplam Antioksidan Kapasitesi
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Sekil 4.28. Kontrol ve Pozitif kontrol grubuna ait TAK testi sonuglari. Sekildeki veriler
kontrol grubu ile kiyasla mmolTroloxEq/L cinsinden degerler olarak ifade edilmistir. *
p<0,05 degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri cok dnemli olarak isaretlenmistir

TMZ grubunda TAK degerleri doza bagli olarak giderek azaldi. 24 saat sonunda
TMZ 400 ng/ml dozuna ait TAK degeri 3,6+0,21’e diiserken 72 saat sonunda 2,9+0,12
olarak tespit edildi. Bununla birlikte TAK seviyesinde en fazla azalma TMZ 800 ng/ml
konsantrasyonunda gozlemlendi. 24 saatin sonunda bu deger 2,9+0,21 iken 72 saat
sonunda 2,8+0,14 olarak gozlemlendi. Elde edilen veriler TMZ grubunun nérotoksik
etkisini MTT ile korele bir sekilde ortaya koymaktadir ve bulgular istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (P<0,0,5), (P<0,01).

Toplam Antioksidan Kapasitesi

4 L. I

I
I, 1 L1 o+ u
3 W TIRET -.
2
0 -

KONTROL TMZ 50 TMZ 100 TMZ 200 TMZ 400 TMZ 800
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

24 472

Sekil 4.29. Kontrol ve TMZ grubuna ait TAK testi sonuglari. Sekildeki veriler kontrol
grubu ile kiyasla mmolTroloxEq/L cinsinden degerler olarak ifade edilmistir. * p<0,05
degerler onemli, ** p<0,01 degerleri cok 6nemli olarak isaretlenmistir
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Eksolimer ile enkapstile edilen TMZ grubu yine ilacimizin salim 6zelliginden yola
¢ikarak noronlarda antioksidan etkinligi kontrole kiyasla neredeyse hi¢ degistirmemistir.
24 saat sonunda en yiiksek konsantrasyon olan Eksolimer+TMZ 800ng/ml’e ait TAK
degeri 4,24+21 bulunurken 72 saat sonunda 3,9+0,12 olarak tespit edildi. Diger
konsantrasyona ait veriler ise kontrol ile neredeyse ayni bulundu. Elde edilen bulgular

istatistiksel bir Sneme sahip degildir (P>0,05), (Sekil 4.30).

Toplam Antioksidan Kapasitesi
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Sekil 4.30. Kontrol ve Eksolimer+TMZ grubuna ait TAK testi sonuglari. Sekildeki
veriler kontrol grubu ile kiyasla mmolTroloxEq/L cinsinden degerler olarak ifade
edilmigtir. * p<0,05 degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri cok 6nemli olarak
isaretlenmistir.

B. T98-G Hiicresine Ait Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK)

T98-G Sekil 4.30-32 arasinda verildi. Kontrol ve pozitif kontrol degerleri oldukca
birbirine yakin ¢ikmis olup istatistiksel bir 6neme sahip degildir (Sekil 4.31). Kontrol
grubunun 24 saat sonunda TAK degeri 5,2+0,31 iken 72 saat sonunda 5,34+0,01 olarak
bulundu. Pozitif grup igerisinde en diisiik deger Polimer+TMZ 200 ng/ml grubuna aittir
ve her iki saatte degeri aynmi olup sirasiyla 4,6+0,111 ve 4,6+0,032 olarak bulundu.

Kontroller igerisinde anlamli bir farklilik bulunmadi (P>0,05).
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Toplam Antioksidan Kapasitesi
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Sekil 4.31. Kontrol ve Pozitif kontrol grubuna ait TAK testi sonuglari. Sekildeki veriler
kontrol grubu ile kiyasla mmolTroloxEq/L cinsinden degerler olarak ifade edilmistir. *
p<0,05 degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri cok dnemli olarak isaretlenmistir.

TMZ grubu MTT ve diger sitotoksisite testleri ile korele bir sekilde T98-G kanser
hatt1 iizerinde anlamli bir farklilik olusturmasina ragmen ayni dozda uygulanan
Eksolimer enkapsiilasyon formiilasyonuna gére daha az etki gostermektedir (Sekil 4.32).
TMZ 400 ng/ml ve TMZ 800 ng/ml degerleri kontrolle kiyaslandiginda anlamli sonug
¢ikmaktadir. TAK seviyesi 24 saatte sirasiyla 3,840,125 ve 3,4+0,09 olarak bulunurken
72 saat sonunda 3,440,056 ve 3,1+0,21 oldugu gézlemlendi (p<0,05).

Eksolimer+TMZ grubunda diisiik dozdan yiikek doza dogru sirasiyla 24 saat
sonunda elde edilen degerler 4,8+0,1, 4,4+0,04, 4,1+0,06 3,1+0,3 ve 2,8+0,89 olarak
bulunurken 72 saat sonunda 4,4+0,21, 4,1+0,032, 3,3+0,43, 2,9+0,12 ve 2,5+0,076
olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglara gore kontrole kiyasla neredeyse yar1 kati kadar
TAK diizeyinde diistigii gézlemlendi (Sekil 4.33). Elde edilen sonuglar istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p<0,05 ve p<0,01).
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Toplam Antioksidan Kapasitesi
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Sekil 4.32. Kontrol ve TMZ grubuna ait TAK testi sonuglar1. Sekildeki veriler kontrol
grubu ile kiyasla mmolTroloxEq/L cinsinden degerler olarak ifade edilmistir. * p<0,05
degerler onemli, ** p<0,01 degerleri cok 6nemli olarak isaretlenmistir.

Toplam Antioksidan Kapasitesi
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Sekil 4.33. Kontrol ve Eksolimer+TMZ grubuna ait TAK testi sonuglari. Sekildeki
veriler kontrol grubu ile kiyasla mmolTroloxEq/L cinsinden degerler olarak ifade
edilmistir. * p<0,05 degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri ¢ok dnemli olarak
isaretlenmistir.
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4.3.5.2. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS)

A. Noron Hiicrelerine Ait TOS Degerleri

Noron hiicrelerinde 24 ve 72 saat sonunda uygulama gruplarinin meydana
getirdigi total oksidan etkileri TOS testi ile ortaya koyuldu. Noron hiicresine ait total
oksidan test bulgular1 Sekil 4.34-36’da verilmistir. Elde edilen verilere gore, kontrol
grubunun total oksidan etkinlik degeri 24 saat sonunda 2,8+0,06 olarak tespit edildi, 72
saatte ise 2,7+0,21 olarak bulundu. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 24 ve 72. saatlerin
sonunda Eksozom 200ng/ml grubunun ndron hiicrelerini oksidatif hasara siiriikledigi
gozlemlenirken (p<0,05) diger pozitif kontrol gruplarinda anlamli bir farklilik

olusmamustir (p>0,05).

TOS (mmol H,0,Eq/L)
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Sekil 4.34. Kontrol ve pozitif kontrol gruplarina ait TOS testi sonuglar1. Sekildeki
veriler kontrol grubu ile kiyasla mmolH202Eq/L cinsinden degerler olarak ifade
edilmigtir. * p<0,05 degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak
isaretlenmistir.

TMZ 800 ng/ml dozunda 24 saat sonunda 2,8+0,06’de 4,8+0,12’ye kadar
yiikseldigi gozlemlendi. Bununla birlikte 72 saaate de 2,7+0,21’den 4,9+0,034 oldugu
tespit edildi. TMZ Noron hiicreleri tizerindeki oksidatif stresi neredeyse iki kat kadar

artirmigtir. Buda hiicrelerin apoptotik yolaga sokulmasinin nedenini agiklamaktadir. Elde
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edilen sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu ve p<0,05 degerler 6nemli, ** p<0,01

degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir (Sekil 4.35).

TOS (mmol H,0,Eq/L)
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Sekil 4.35. Kontrol ve TMZ grubuna ait TOS testi sonuglari. Sekildeki veriler kontrol
grubu ile kiyasla mmolH>O,Eq/L cinsinden degerler olarak ifade edilmistir. * p<0,05
degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri cok dnemli olarak isaretlenmistir.

Diger sonuclarimiza benzer sekilde Eksolimer enkapsiilli TMZ noron hiicrelerine
toksik etki ¢ok az gostermistir. Oksidan seviyesinde artis tek basina kullanilan TMZ ile
kiyaslandiginda neredeyse yok denecek kadar azdir. Kontrol degeri 2,8+0,06’iken yiiksek
doz Eksolimer+TMZ grubuna ait oksidan degeri 3,6+0,2’ye kadar yiikseldigi
gozlemlendi. Bununla birlikte 72. saaate de benzer sekilde 2,7+0,21°den 3,8+0,041 olarak
bulunmus ve oksidan seviyesinin diisiik diizeyde kalmasi hedefe yonelik gelistirdigimiz
ilacin etkinligi gostermektedir (Sekil 3. 36).

Noronlar lizerinde elde ettigimiz bulgular gelistirdigimiz yeni nesil ilacin olast yan

etkisinin minimum seviyede tutulmasini sagladigin1 gostermistir.
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Sekil 4.36. Kontrol ve Eksolimer+TMZ grubuna ait TOS testi sonuglari. Sekildeki
veriler kontrol grubu ile kiyasla mmolH2O2Eq/L cinsinden degerler olarak ifade
edilmigtir. * p<0,05 degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri ¢cok dnemli olarak
isaretlenmistir.

B. T98-G Hiicrelerine Ait TOS Degerleri

Kontrol grubuna kiyasla eksozom 200 ng/ml, polimer ve eksolimer 200 ng/ml
gruplarinin hem 24 hem de 72. saatlerde T-98G hiicre hattinda oksidatif stresi artirdigi
fakat anlamli bir fark olmadig1 gézlenmedi. Fakat polimer + TMZ 200 ng/ml grubunun
72. saatinde kontrol grubuna kiyasla oksidatif stresin 1,32 kat arttig1 tespit edildi. Bu

sonug diger verilermizle ¢ok uyusmasa da anlamli bir farklilik ortaya ¢ikmamustir.
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Sekil 4.37. Kontrol ve pozitif kontrol gruplarina ait TOS testi sonuglar1. Sekildeki
veriler kontrol grubu ile kiyasla mmolH2O2Eq/L cinsinden degerler olarak ifade
edilmigtir. * p<0,05 degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri cok 6nemli olarak
isaretlenmisgtir.
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Kontrol grubuna kiyasla TMZ gruplarinin (50, 100, 200, 400 ve 800ng/ml) artan
doza bagli olarak hem 24 hem de 72. saatlerde oksidatif stresi artirdig1 sonucu elde edildi.
Kontrol grubuna kiyasla 72 saat sonra en anlamli sonu¢ oksidatif stresi sirasiyla 1,64 ve

1,84 kat artiran TMZ 400 ve TMZ 800ng/ml gruplarinda tespit edildi.

TOS (mmol H,0,Eq/L)
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Sekil 4.38. Kontrol ve TMZ grubuna ait TOS testi sonuglari. Sekildeki veriler kontrol
grubu ile kiyasla mmolH2O2Eq/L cinsinden degerler olarak ifade edilmistir. * p<0,05
degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri cok dnemli olarak isaretlenmistir.

Eksolimer + TMZ (50, 100, 200, 400 ve 800ng/ml) gruplarinin artan doza bagh
olarak 24 ve 72. saatlerde oksidatif stresi artirdigi, T-98G hiicre canliligin1 olumsuz
etkiledigi ve hiicresel 6lime siiriikledigi Sekil 4.38 ile gosterildi. Elde ettigimiz bu
sonuglar Eksolimerin artan doza bagli olarak TMZ etkinligini olumlu yonde artirdigini
ortaya koymaktadir. Kontrol grubuna goére en anlamli sonug 72. saatin sonunda oksidatif
stresi 2,04 kat artiran Eksolimer + TMZ 800ng/ml grubunda bulundu.

Hem noronlar iizerindeki hem de T98-G iizerindeki etkinligi gbéz Oniinde
bulundurulunca ilacin eksolimer ile enkapsiile olmas1 6ngoriildiigii gibi birgok avantaji
birlikte sunmustur. Ayru ayri1 bir¢ok dezavantaja sahip bu iki sistem bir araya gelerek

birbirlerinin giiclinii artirmis ve boylece ilacin etkinligi de buna paralel olarak artmistir.
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TOS (mmol H,0,Eq/L)
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Sekil 4.39. Kontrol ve Eksolimer+TMZ grubuna ait TOS testi sonuclari. Sekildeki
veriler kontrol grubu ile kiyasla mmolH20O2Eq/L cinsinden degerler olarak ifade
edilmistir. * p<0,05 degerler 6nemli, ** p<0,01 degerleri ¢cok dnemli olarak
isaretlenmistir

4.3.6. Real Time PCR Analiz

4.3.6.1. LLCAM Gen Ekspresyonu

B2cam olarak da bilinen L1, L1CAM geni tarafindan kodlanan L1 protein
ailesinin bir transmembran protein iiyesidir. Bu protein, hiicre gogii, yapigsma, norit
biiylimesi, miyelinasyon ve noronal farklilagsmada giiglii bir etkisi olan bir ndronal hiicre
yapisma molekiiliidiir.

Noron hiicreleri iizerinde gercgeklestirilen Real-Time PCR sonucuna gore
eksozomlarin her iki saatte de gen regiilasyonu Sekil 4.40°ta verildi. Eksozoma 200 ng/ml
grubuna ait veriler 0,47+0,12 olarak bulundu ve ¢ok anlimli oldugu tespit edildi. Bunun
disinda TMZ 800 ng/ml grubunda da 24 saatin sonucu 0,72+ 0,031 ve 0,75+0,08 oldugu
tespit edildi. Gergeklestirilen bu ¢alismada elde edilen verilerin kontrolle kiyaslandiginda

istatistiki olarak ¢ok anlamli (p<0,01) olduklar kaydedildi (Sekil 4.40).
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L1CAM Gen Ekspresyon Duzeyi

Sekil 4.40. Noron hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri ¢ok onemli olarak isaretlenmistir.)

Noron hiicrelerinin aksine T98-G grubunda Eksozom 200 ng/ml’de 1,19+0,075
olarak bulundu. Bunun disinda Eksozom+TMZ 800 ng/ml grubunda 0,89+0,009 ve
0,72+0,016 olarak bulundu. Elde edilen bulgular istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,05, p<0,01).

L1CAM Gen Ekspresyon Diizeyi

24 O72

Sekil 4.41. T98-G hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri cok 6nemli olarak isaretlenmistir.)
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4.3.6.2. Kaspas 8 Gen Ekspresyonu

Apoptoz iizerine yapilan c¢aligmalar, bunu molekiiler yollar tarafindan kontrol
edilen “programlanmis” bir hiicre oliimii olarak tanimlamislardir. Kaspaz-8, dissal
apoptozu baslatic1 kaspazidir.

Elde ettigimiz sonuglara goére néron hiicrelerinde TMZ 800 ng/ml grubunda
Kaspas 8 gen regiilasyonu en yiiksek seviyede gozlemlendi. 24 saat sonunda 1,24+0,07
olarak bulunurken 72 saat sonunda 1,35+0,033 olarak bulundu. Elde edilen bu veriler

istatistiksel olarak ¢ok anlamlidir ((p<0,05, p<0,01)

Kaspas 8 Gen Ekspresyon Diizeyi
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Sekil 4.42. Noron hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri cok 6nemli olarak isaretlenmistir.)

Noron hiicrelerinin aksine T98-G hiicre hattinda en yiiksek ekspresyon
Eksolimer+TMZ 800 ng/ml grubunda gézlemlendi. 24 saat sonunda 1,30+0,013’ken 72
saatte biraz daha artig gostererek 1,56+0,064 olarak gozlemlendi sonuglar ¢ok anlamli
olarak bulundu. Bu degerlere en yakin deger TMZ 800 ng/ml grubunda goriildii

(1,41+0,012) ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.43).
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Kaspas 8 Gen Ekspresyon Diizeyi
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Sekil 4.43. T98-G hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir.)

4.3.6.3. B2M Gen Ekspresyonu

B2M gen diizeyinin asir1 ekspresyonu, insan gliomalarinda malignite ile iligkilidir.
Noron hiicrelerinde yaptigimiz RT-PCR’da elde ettigimiz sonuglara gore Eksozom
200ng/ml grubunda B2M gen diizeyinde artis gézlemlendi. 24 saatin sonunda bu grupta
B2M diizeyi kontrole kiyasla 1,16+0,071 olarak bulunurken 72 saat sonunda 1,2+0,011
olarak gozlemlendi (Sekil 4.44). Sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Kanser
hiicrelerinde eksozom aracili metastaz yayilimi son donemde yapilan g¢aligmalarda
vurgulanmaktadir. Elde ettigimiz bu sonuglarda bize eksozomun nérotoksik etkinligi

oldugunun yani sira kanser belirteclerinide tasidigini gosterdi.
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B2M Gen Ekspresyon Duizeyi
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Sekil 4.44. Noron hiicrelerine ait real time PCR testi sonuclar1. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir.)

Eksozomlar hiicreler arasi iletisimde oldukca 6nemli role sahiptirler. Ozellikle
kanser hiicrelerinin metastazi ve anjiyogenez siireglerinde aktif rol aldiklar
diistiniilmektedir. T98-G hiicrelerinde B2M diizeyi ndron hiicresine benzer sekilde
Eksozom 200 ng/ml grubunda oldukca yiiksek seyretmektedir (Sekil 4.45). 24 saat
sonunda 1,11+0,06 olarak gézlemlenirken 72 saat sonunda 1,51+0,0320 olarak tespit

edildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05 ve p<0,01).

B2M Gen Ekspresyon Diizeyi
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Sekil 4.45. T98-G hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri ¢ok onemli olarak isaretlenmistir.)
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4.3.6.4. MGMT Gen Ekspresyonu

MGMT geni kemoterapotiklere karsi direng mekanizmasinda rol alan 6nemli bir
gendir. Noron hiicrelerinde MGMT geninin varligi arastirilan ¢calismalarda negatif oldugu
bulundu.

MGMT geni RT-PCR sonuglarimiza gore neredeyse tiim gruplarda anlamli bir
sonug ¢ikmadi (Eksozom 200 ng/ml harig). Noronlara disaridan uyguladigimiz Eksozom
tipki1 GBM kanseri varmis gibi davrandi. Elde edilen veiler 24 saat sonunda 1,16+0,018
olarak bulunmusken 72 saat sonunda bu deger 1,13+0,023 olmustur. Eksolimerin yapisi
eksozomdan olusmaktadir. Bu nedenle eksolimerin uygulanan gruplarda bu degerin
diismiis olmasi ancak ilacimizin etkili olacagini gdsterecektir. Aksi durum ilacimizin
giicii diger testlerde ne kadar kanitlansa da kendi igerisindeki direng geni ile ilacin etkin
giiclinli yok sayacaktir.

Ilging bir sekilde yaptigimiz analiz sonucunda MGMT ekspresyonu neredeyse
Eksolimer grubunda (1,04+0,083 ve 0,98+0,069) kontrol ile benzer olarak bulundu.
Benzer sekilde Eksolimer+ TMZ grubu tiim konsantrasyonlarinda da kontrole gore

anlaml bir faklilik bulunmadi.

MGMT Gen Ekspresyonu

24 72

Sekil 4.46. Noron hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri cok 6nemli olarak isaretlenmistir.)
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T98-G hiicrelerinden elde edilen veilerde MGMT gen ekspresyonu en fazla
Eksozom 200 ng/ml oldugu gézlemlendi. 24 saat sonunda kontrol grubuna kiyasla
1,22+0,098 iken 72 saat sonunda 1,26+0,017 olarak bulundu. Buna Kkarsin
Eksolimer+TMZ grubunda diisiik doza dogru giderek CT degeri azalmaya basladi. En
fazla diisiis Eksolimer 800 ng/ml’de 24 saat sonunda 0,92+0,063 ve 0,79+0,05 olarak

bulundu.

MGMT Gen Ekspresyonu

24 72

Sekil 4.47. T98-G hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** ** p<0,01 degerleri cok dnemli olarak isaretlenmistir.)

4.3.6.5. PTEN Gen Ekspresyonu
Noron hiicrelerinde yapilan RT-PCR analizine gore tiim gruplar igerisinde anlaml

bir sonug gozlemlenmedi.
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PTEN Gen Ekspresyonu
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Sekil 4.48. Noron hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir.)

T98-G hiicrelerinde ise sadece Eksozom 200 ng/ml grubunda 0,8+0,095 ve
0,78+0,0406 olarak gorilmiistiir (Sekil 4.49). Sadece eksozom grubunda p<0,05 olarak

bulunmus olup, diger gruplar arasinda anlmli bir sonug¢ bulunmamustir (p>0,05).

PTEN Gen Ekspresyonu

24 O72

Sekil 4.49. T98-G hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri cok 6nemli olarak isaretlenmistir.)

4.3.6.6. TP-53 Gen Ekspresyonu
TP-53 (timor onleyici p53 olarakta bilinmektedir) hiicre dongiistinii diizenleyen

bir transkripsiyon faktoriidiir ve bir¢ok organizmada kanseri baskilamada gorev alan ¢ok
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onemli bir proteindir. N6ron hiicrelerinde RT-PCR sonuglarimiza gore eksozom uygulana
grupta yine bu genin ekspresyonunda diisiis gozlemlendi. 24 saat sonunda 0,88+0,0072
olarak, 72 saat sonunda ise 0,89+0,025 olarak gézlemlendi. Eksozomlar tipki kanser gibi

noron hiicresinde tlimor siipresyonunu baskilamis ve néronal hasar meydana getirmistir.

TP-53 Gen Ekspresyonu

24 72

Sekil 4.50. Noron Hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler
onemli, ** p<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir.)

P53 geni tumor supresiyon genidir. Glioblastoma kanserinden elde edilen veriler
4.51°de gosterildi. Verilerimize baktigimizda P53 gen ekspresyonu Eksozom grubunda
diistiigii diger kontrol gruplarinda ise negatif kontrol grubu arasinda anlaml farklilik
goziikmemektedir. Tedavi gruplarimizda ise doza bagimli olarak ekspresiyon seviyesi

artmaktadir.
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TP-53 Gen Ekspresyonu
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Sekil 4.51. T98 hiicrelerine ait real time PCR testi sonuglari. (* p<0,05 degerler 6nemli,
** p<0,01 degerleri ¢ok 6nemli olarak isaretlenmistir.)

4.3.7. Flow Stometri Sonuclari

4.3.7.1. Noron Hiicrelerine Ait Flow Sotmetri Sonug¢lari

Noron hiicre hattinda hem kontrol gruplar1 hem de TMZ ve Eksolimer+TMZ
grubuna ait 24 ve 72 saat sonunda hiicre 6liimiiniin hangi sekilde olduguna dair etkileri,
anneksin FITC flow sitometri analizi ile ortaya koyuldu.

24 saat sonunda noron hiicre hattina ait flow sitometri bulgulari grafigi Sekil 4.52-
4.57°de verildi. Elde edilen verilere goére, kontrol grubunun hiicre canliligi orani
%95,00+0,12 olarak tespit edildi. Kontrol grubundan erken apoptoz seviyesi %2,10+0,15
olurken, ge¢ apoptotik hiicre seviyesi %0,50+0,23 oldu. Kontrol grubunda nekrotik hiicre
yiizdesi ise %2,40+0,21 olarak kaydedildi. 72 saat sonunda ise bu degerler sirasiyla
%94,20+0,33, %2,70 £0,19, %1,50+0,053 ve %1,60+0,41 olarak gozlemlendi. Pozitif
gruplarda (Polimer, Eksolimer ve Polimer+TMZ) ise kontrol grubu ile benzer sonuglar
elde edildi ve istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Fakat Eksozom grubunda canlilik
orani 24 saat sonunda %88,00+0,29’a gerilerken 72. saat sonunda %71,70+13 olarak

gozlemlendi. Erken apoptoz seviyesi sirasiyla; %12,90+0,08 ve %6,00+0,12 bulunurken,
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gec apoptoz seviyesi %7,10£012 ve 7,70+0,71 oldugu bulundu. Eksozom grubunda

nekrotik hiicre yiizdesi %7,10+0,54 ve 14,60+0,31 olarak gézlemlendi.
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Sekil 4.52. 24 Saat sonrast Noron hiicrelerine ait kontrol gruplarinin flow sitometri
analizi. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg
apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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Sekil 4.53. 72 saat sonras1 Noron hiicrelerine ait kontrol gruplarinin flow sitometri
analizi. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg
apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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TMZ grubunda 24 ve 72 saat sonrasinda ndron hiicrelerinde canlilik degisimi
Sekil.4.54 ve Sekil 4.55’de verildi. 24 saat sonrasinda canlilik oran1 TMZ 50 ng/ml
grubunda %84,90+0,06, 100 ng/ml grubunda %77,00+0,15, 200 ng/ml grubunda
%75,80+0,32, 400 ng/ml grubunda %73,20+0,01 olarak bulundu. 72 saat sonunda ise bu
degerler daha da diistii. 50 ng/ml grubunda bu deger %88,90+0,07, 100 ng/ml grubunda
%73,30+0,45 200 ng/ml grubunda %70,20+0,31, 400 ng/ml grubunda %61,50+43 olarak
gbzlemlendi. Canlilik orani en fazla TMZ 800 ng/ml grubunda diistii ve canlilik oran1 24
ve 72 saate gore sirasiyla 72,00+0,50 ve %59,204+0,45 olarak tespit edildi. Elde edilen
veriler kontrol grubuna kiyasla anlamli bulundu (p<0,05). Buna ek olarak 24 ve 72 saat
stirastyla TMZ 800 ng/ml erken apoptoz seviyesi %14,10+£0,17 ve 21,40+0,65 olurken,
geg apoptotik hiicre seviyesi %7,60+0,53 ve 12,30+0,21 olarak bulundu. TMZ 800 ng/ml
grubunda nekrotik hiicre yiizdesi ise %6,30+0,43 ve %7,10+0,33 olarak kaydedildi. Elde

edilen veriler istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulundu (p<0,01).

» KONTROL ©  TMZ50ng/ml o TMZ 100 ng/mi
o o o
™ {a1-uL2.40%) Q1-UR(0.50%) T {Q1-UL(2.00%) Q1-UR(4.60%) ~ {a1-uLd.40%) Q1-UR(8.90%)
“
= =) e
T T T
e : R 5 e
id g g
e w ‘ s | 5 ]
o ]Q1-LL(95.00%) Q1-LR(2.10%) , |Q1-LL(84.90%) Q1-LR(8.50%) o |Q1-LL(77.00%) Q1-LR(9.70%)
5 e T T © e ey ™
10? 10° 104 10° 108 102 10° 104 10° 108 102 10° 10* 10° 10°)
FITC-H FITC-H FITC-H
o, TMZ200ng/ml «, TMZ400ng/mi o TMZ800ng/ml
°
~ 101-UL(4.70%) Q1-UR(4.70%)  1Q1-UL(6.70%) Q1-UR(7.50%) " 1Q1-UL(6.30%) Q1-UR(7.60%)
%] ) ©
& b %
G <
w0 9 E . wn 9 & | n E 3
O Q ol o
'S ay a 61 . a ¥
o |Q1-LL(75.80%) Q1-LR(14.80%) o |Q1-LL(73.20%) Q1-LR(12.60%) o |Q1-LL(72.00%) Q1-LR(14.10%)
10% 10° 10° 10° 10° 10% 10° 10° 10° 109 107 10° 10° 10% 10°
FITC-H FITC-H FITC-H

Sekil 4.54. 24 saat sonras1 Noron hiicre hattina ait farkli dozlardaki TMZ gruplarimin
flow sitometri analizi sonuglari. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik
hiicre, UR kadran1: Geg apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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Sekil 4.55. 72 saat sonras1t Noron hiicre hattina ait farkli dozlardaki TMZ gruplarinin
flow sitometri analizi sonuglari. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik
hiicre, UR kadrani: Geg apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.

Noron hiicrelerinde Eksolimer+TMZ grubunda doza bagli olarak canlilik oran1 her

ne kadar diissede istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilmedi. Kontrol grubunda hiicre

canliligr oran1t %95,00+0,12 olarak tespit edilmisken, Eksolimer+TMZ 800 grubunda bu

deger 24 saat sonunda %381,70+0,63 ve 72 saat sonunda %84,00 olarak bulunmustur.

Erken apoptoz seviyesi %10,20+0,15 ve %7,50+0,42 olurken, ge¢ apoptotik hiicre

seviyesi %4,80+0,23 ve 5,10+0,42 olmustur. Eksolimer+TMZ 800 ng/ml grubunda

nekrotik hiicre ylizdesi ise %3,30+0,21 ve 3,40+0,08 olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.56. 24 saat sonras1 Noron hiicre hattina ait farkli dozlardaki Eksolimer+TMZ
gruplarmin flow sitometri analizi sonuglari. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken
apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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Sekil 4.57. 72 saat sonras1 Noron hiicre hattina ait farkli dozlardaki Eksolimer+TMZ
gruplarinin flow sitometri analizi sonuglar1. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken
apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.

84



4.3.7.2. T98-G Hiicrelerine Ait Flow Stometri Sonuclari

T98-G hiicre hattinda hem kontrol gruplari hem de TMZ ve Eksolimer+TMZ
grubuna ait 24 ve 72 saat sonunda hiicre 6liimiiniin hangi sekilde olduguna dair etkileri,
anneksin FITC flow sitometri analizi ile ortaya koyulmustur.

24 saat sonunda T98-G hiicre hattina ait flow sitometri bulgular grafigi Sekil 4.58-
63’te verildi. Elde edilen verilere gore, kontrol grubunun hiicre canliligi orani
%92,23+0,52 olarak tespit edildi. Kontrol grubundan erken apoptoz seviyesi
%0,20+£0,015 olurken, gec apoptotik hiicre seviyesi %]1,13+0,23 olmustur. Kontrol
grubunda nekrotik hiicre yiizdesi ise %6,43+0,14 olarak kaydedildi. 72 saat sonunda ise
bu degerler sirasiyla %89,67+0,12, %0,77+0,21, %1,134+0,003 ve %7,97+0,41 olarak
gozlemlendi. Pozitif gruplarda (Eksozom, Polimer, Eksolimer ve Polimer+TMZ) ise

kontrol grubuna benzer sonuglar elde edildi ve istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

r N\ N\
<, KONTROL -, EKSOZOM 200 ng/mi =, POLIMER 200 ng/m|

(. EKSOLIMER 200 ng/mi ] ) [ - POLIMER+TMZ200 ng/mi
® Toroiet 2

Sekil 4.58. 24 saat sonrast T98-G hiicre hattina ait kontrol gruplarinin flow sitometri
analizi. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg
apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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. KONTROL [ EXS0ZOM 200 ng/mi (- POLIMER 200 ng/m!

( EKSOLIMER 200 ng/mi A POLIMER + TMZ 200 ng/mi

Sekil 4.59. 72 saat sonrast T98-G hiicre hattina ait kontrol gruplarinin flow sitometri
analizi. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg
apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.

TMZ grubunda diisik dozlarda anlamli sonu¢ bulunmadi (Sekil.4.60-4,61).
Yalnizca yiiksek (400 ve 800 ng/ml) konsantrasyonlarinda anlamli sonuglar elde edildi.
Bu baglamda 24 saat uygulama sonunda TMZ 400 ng/ml’de hiicre canlilig1 %85,97+0,95
seviyesinde belirlendi, 72 saat sonunda ise %74,57+0,37 olarak bulundu. Canlilik orani
en fazla TMZ 800 ng/ml grubunda diistii ve canlilik oranm1 24 ve 72 saate gore sirasiyla
%79,67+0,23 ve %74,57+1,11 olarak tespit edildi. Elde edilen veriler kontrol grubuna
kiyasla anlamli bulundu (p<0,05). Buna ek olarak 24 ve 72 saat sirasiyla TMZ 800 ng/ml
erken apoptoz seviyesi %4,07+0,16 ve 14,73+0,45 olurken, ge¢ apoptotik hiicre seviyesi
%4,57+0,013 ve 10,53+0,210larak bulundu. TMZ 800 ng/ml grubunda nekrotik hiicre

yiizdesi ise %11,70+0,43 ve 3,87 olarak kaydedildi.
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Sekil 4.60.24 saat sonras1 T98-G hiicre hattina ait farkl1 dozlardaki TMZ gruplarimin
flow sitometri analizi sonuglari. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik
hiicre, UR kadrani: Geg apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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Sekil 4.61. 72 saat sonras1 T98-G hiicre hattina ait farkli dozlardaki TMZ gruplarinin
flow sitometri analizi sonuglari. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik
hiicre, UR kadrani: Geg¢ apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.
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Eksolimer+TMZ 50 ng/ml uygulama dozunda 24 ve 72 saatlerde hiicre canlilig
sirasiyla %85,77+0,31 ve 84,77+0,95 seviyesinde belirlendi. Hiicre canlilik seviyesi 100
ng/ml dozunda 9%~80,67+0,98 ve 70,30+0,37 olurken, 200 ng/ml dozunda ise
%83,67+0,81 ve 69,87+0,64 oldu. Yiiksek dozlarda canlilik olduk¢a diismiistiir. Buna
kapsamda 400 ng/ml dozunda hiicre canlilik seviyesi 24 saatte %75,93+0,08 iken bu
deger 72 saat sonunda 55,50+0,23 olarak tespit edildi. En yiiksek konsantrasyon olan 800
ng/ml dozunda bu rakam %73,80+0,42 ve 53,53+1,11 olmustur. Eksozom ile enkapsiile
olmus TMZ ilacimiz kontrolle kiyaslandiginda istatistiki ag¢idan ¢ok anlamli (p<0,01)
olarak tespit edildi.

Eksolimer+TMZ 50 ng/ml uygulama dozunda erken apoptotik hiicre orani 24 ve
72 saatlerde sirasiyla %3,13+0,12 ve 3,70+0,76 seviyesinde belirlendi. Erken apoptoza
stiriiklenen hiicrelerin yilizdesi 100 ng/ml dozunda %1,73+0,82 ve %18,87 +0,73 200
ng/ml dozunda ise %0,73+0,42 ve %14,0£0,17 olmustur. 400 pg/ml dozunda erken
apoptotik hiicre seviyesi %13,23+0,28 ve %33,03+0,26 olarak tespit edilirken, en yiiksek

konsantrasyonda (800 ng/ml) dozunda bu rakam %13,93+0,53 35,13+0,18 oldu.
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Sekil 4.62. 24 saat sonras1 T98-G hiicre hattina ait farkli dozlardaki Eksolimer+ TMZ
gruplarinin flow sitometri analizi sonuglari. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken
apoptotik hiicre, UR kadrani: Geg apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.

Eksolimer+TMZ 50 ng/ml uygulama dozunda ge¢ apoptotik hiicre oran1 24 ve 72
saatlerde %5,30+0,55 ve %5,70+0,21 seviyesinde belirlendi. Geg apoptoza siiriiklenen
hiicrelerin yiizdesi 100 npug/ml dozunda %4,80+0,45 ve %9,60+0,34 olurken, 200 ng/ml
dozunda ise %2,63+0,2 ve %11,40+0,08 oldu. Eksolimer+TMZ 400 ng/ml dozunda geg
apoptotik hiicre seviyesi %8,27+0,35 ve %9,67+0,004 olarak tespit edildi, 800 ng/ml
dozunda bu rakam %10,70+0,37 ve 9,47+0,310ldu. Bahsedilen ge¢ apoptotik hiicre orani
verilen uygulamalarin tamami kontrolle kiyaslandiginda istatistiki a¢idan ¢ok anlamli
(p<0,01) olarak tespit edildi.

Eksolimer+TMZ 50 ng/ml uygulama dozunda nekrotik hiicre oran1 %5,80+0,51
ve 5,83+1,26 seviyesinde belirlendi. Nekroza siiriikklenen hiicrelerin yiizdesi 100 ng/ml
dozunda %12,80+0,08 ve 1,23+0,91 olurken, 200 ng/ml dozunda ise %12,97+0,66 ve

%3,83+0,12 olmustur. 400 ng/ml dozunda nekrotik hiicre seviyesi %2,57+0,61 ve
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1,80+0,510larak tespit edilmistidi. 800 ng/ml dozunda ise %1,57+0,32 ve %1,87+0,32
oldugu tespit edildi. Nekrotik hiicre oran1 bakimindan elde edilen veriler kontrolle

kiyaslandiginda istatistiki agidan anlamli sonuglar elde edilmedigi goriildi.
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Sekil 4.63. 72 saat sonrast T98-G hiicre hattina ait farkli dozlardaki TMZ gruplarinin
flow sitometri analizi sonuglari. LL kadrani: Canli hiicre, LR kadrani: Erken apoptotik
hiicre, UR kadrani1: Geg apoptotik hiicre, UL kadrani: Nekrotik hiicre.

4.4, In vivo Calismalar

4.4.1. In vivo Kanser Modelinin Histopatolojik Incelenmesi

In vivo rat glioblastoma kanser modeli olusturulduktan sonra bir ay kanser
hiicresinin enjekte edilen bolgede biiyiitiilmesi beklendi. Bir ay sonunda tedavi gruplari
olusturulmus (Kontrol, Kontrol, Polimer Kontrol, Eksolimer Kontrol, TMZ 200 ngr/kg
ve TMZ + Eksolimer 200 pgr/kg olmak iizere) ve 15 giin boyunca ila¢ uygulamasi
yapilmigtir. Tedavilerin sonucu Sekil 4.52’de gosterilmistir. Elde edilen verilere
bakildiginda kontrol grubunda (sadece PBS verilen) herhangi bir kanser Kitlesi
goriilmezken sam kontro gruplarinda kanser yayilimi yaglh doku igerisinde net bir sekilde
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goziikmektedir. Polimer ve cksolimer uygulanan gruplarda kanser Kitlesi tizerinde
herhangi bir etki bulunmamistir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. TMZ 200
pgr/kg grubunda kanser kitlesinde azalma meydana gemistir ve istatistiksel olarak anlam
bulunmustur (P<0,05) fakat buna ragmen TMZ+ Eksolimer 200 pgr/kg grubunda kanser
kitlesi daha etkili sekilde kiiciilmiistiir. Elde edilen sonuclar ¢ok anlamli olarak

bulunmustur (P<0,01).

Sekil 4.64. In vivo rat glioblastoma modeline karsin kullanilan tedavilerin sonucu. a)
Kontrol, b) Kanser Kontrol, ¢) Polimer Kontrol, d) Eksolimer Kontrol, €) TMZ 200
ngr’kg ve F) TMZ + Eksolimer 200 pgr/kg. Kirmizi ok; kanser, yesil ticgen; damar

yapisi, mavi yildiz; yag dokusu, pembe dortgen; kas dokusu
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5. TARTISMA

GBM kanserinden salinan eksozomlar, kansere karsi olusan immun cevabin
baskilanmasi, kanser yayilimi ve metastaz gibi birgok 6nemli gérevde rol almaktadir.
Bununla birlikte eksozomlarin hedefe yonelik kanser tedavilerinde 6nemli rol oynadigini
gosteren calismalarin sayisi hizla artmaktadir.®® 12 115 By sebeple yeni ¢alismalarda bu
vezikiillerin tagiyici olarak kullanimi 6nem kazanmistir. Fakat eksozomlarin tagima
kapasitesinin diisiik olmas1 ve tagidigi ¢esitli bioaktif maddelerin eliminasyon zorlugu bu
vezikiillerin etkili sekilde kullanimini kisitlamaktadir. Calismamizda bu vezikiilleri yeni
nanoteknolojik yontemlerle birlestirerek eksolimer adi verdigimiz yeni tastyici
molekiilleri iirettik. Bu tasiyici nanokargolarin anti kanser etkinligini arastirmak amaciyla
farkli asamalarda elde edilen pargaciklarin karakterizasiyonunu yaptiktan sonra
antikanser etkinlik bakimindan degerlendirmek tizere in vitro ve in vivo olarak deneyler
tasarladik. Calismamizin hedefi iiretilen eksolimerlerlerin truva at1 gibi kanser hiicrelerini
hedeflemektir. Boylece GBM klasik tedavisinde yaygin olarak kullanilan TMZ ilacinin
daha etkin bir sekilde kanser hiicrelerine tasinmasini saglayarak etki giiclinii artirmay1
planlamaktayiz. Bu amacla, deney sonunda sitotoksik analiz, oksidan ve antioksidan
analiz, genetik ve histopatolojik deneyler ile enkapsiile olan ilacimizin etkinlik
bakimindan inceledik.

Eksozom tasiyici olarak kullanimi fakli calismalarda gosterilmistir ozellikle
miRNA tastyicist olarak kullanmmistir. Jianxing Yin ve ark.!!® 2019 yilinda yaptiklari
calismada temozolomide karsi ilag direncini azaltmak i¢in eksozomlar1 kullanmislardir.
Bu c¢alismada TMZ’e direngli glioblastoma hattindan elde ettikleri eksozomlara
yiiklenerek kanser hiicreleri transfekte edilmistir. Elde ettikleri bulgular transfeksiyon
sonucunda mir1238 miktar1 hedef hiicrelerde artarak TMZ ilacina karsin hassas duruma

getirilmistir. Elde edilen verilere sayesinde EKsozom tagima sistemi efektif sekilde kanser
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mikro cevresine ve kanser hiicresine daha rahat niifuz ettigi ispatlamistir. *'® Bizim
yaptigimiz ¢alismada farkli eksozomlarin saf hali yerine polimer ve eksozom karigimi
kullanilmistir. Bu sayede eksozomlarin igeriginin bosaltilmasi saglanarak tasima
kapasitesi artirilmistir. Ayrica elde edilen saf eksozom miktarinin az olmasi elde edilen
materyalin sinirli olmasina neden olacakti bundan dolay1 polimer ile yeni olusturulan
enkapsiilasyon ile daha fazla miktarda tasiyici maddesi elde edilesi saglandi.
Deneyimizde MTT sonug grafiklerine bakildiginda saf TMZ etkisi Eksolimer-TMZ’¢e
gore daha zayif kalmaktadir. Bunun nedeni eksolimer ile tasinan TMZ’nin daha etkili
sekilde hiicreye tasinmasidir. Buna ek olarak noron kiiltiirlinde elde edilen sonuglarda
TMZ’nin olusturdugu toksisitenin giderilmesi ile ndronlarin kemoterapotik ajanlara karsi
korunmasi saglanmistir. Ilacimizin kanser hedefli olmasi ve daha asidik pH’da salimmin
artis gostermesi, noronlarin korunmasindaki temel mekanizma oldugunu diisiinmekteyiz.
PLGA pH’ya hasas bir polimer yapisinda degildir ve pH degisiminden etkilenmeksizin
ilag salimmmin1 gergeklestirmektedir fakat eksolimer pH degisimine hasas olarak 5 ve 6
pH’da hizli ve yiiksek oranda salinimi gerceklesmistir. Bu sayede kanser sitoplasmasinda
gelisen asiditik ortam salim siirecinin baglamasma neden olmaktadir. 7 No6ron
sitoplasmasinin pH degeri 7 ye yakin oldugundan dolay1 salim daha ge¢ baslamakta ve
daha yavas bir sekilde uzun siiren bir salim profili géstermektedir.!'® Yavas salinan ilacin
noronlar tarafindan tolere edilmesi daha kolay olacagindan toksisite belirtileri daha uzun
zamanda ortaya ¢ikacaktir ve bu islem daha spesifik bir sistemin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. 1950'lerde Thomlinson ve Gray tarafindan yapilan histolojik c¢alismalar,
insan tiimorlerinin kan damarlarinin etrafinda bitylidiigiinii ve kandan yaklagik 200 pm'lik
bir mesafenin &tesinde en distaki hiicrelerin nekroz olustugu ortaya koymustur, 1% 120

Munoz JLve ark.'?! 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada TMZ’in yiiksek dozlarinin

kanser hiicrelerinde LDH seviyesin artisina ve GR degerlerinin diismesine sebep olarak
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hiicreyi oliime siiriikledigini gostermislerdir. Fakat yapilan arastrmalar TMZ’e karsi
gelisen direncin, hiicre 6liim oraninin ve LDH seviyelerinin diigmesine neden oldugunu
da gostermislerdir. Calismamizda TMZ grubunda LDH aktivitesi en fazla TMZ 400-800
ng/ml gruplar1 arasinda goriilmiistiir. 24 saat sonucu 58,9+1,37 ve 68,8+1,68 iken 72 saat
sonucu 75,5+6,02 ve 85,3+ 6,88 olarak bulunmustur. En yiiksek dozda LDH aktivitesi
neredeyse 6 kat artis gotermistir. Fakat bariz sekilde eksolimer gruplarimizda direncgle
karsilasmamasi sitotoksisiteyi ve hiicresel stresi artirdigi tespit edilmistir.

Glioblastoma tedavisinde antikanser ilaglarinin kanser hiicresinde verdigi hasara
bagl olusturduklar1 oksidatif stres bircok calismada gosterilmistir. Emsen B ve ark. 122
2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada antikanser ilacinin toplam oksidant ve antioksidant
oranlarmin Sliim oraniyla korele oldugunu gostermislerdir. Ayrica Tuzgen S ve ark.'?
2007 yilinda glioblastoma hastalarinda yaptiklar1 ¢alismada toplam antioksidant
seviyelerini arastirmislardir. iki ¢alismada da elde edilen veriler kanser hiicresine kars1
uygulanan tedavinin etkinligine bagli olarak oksidant seviyenin arttig1 ve antioksidant
kapasitenin diisdiigiinii rapor etmislerdir.!?® Bizim calismamizda da benzer sonug elde
edilmistir. Fakat bu calismada farkli olarak saf ila¢ kullanimi eksolimer+TMZ ile
karsilastirilmis olup esdeger doza nazaran Eksolimer+TMZ gruplarinda oksidan
seviyesinin daha da artt1g1, antioksidan seviyesinin ise azaldig1 bulunmustur.

L1CAM olarak da bilinen L1, LICAM geni tarafindan kodlanan L1 protein
ailesinin bir transmembran protein iiyesidir. Bu protein, hiicre gocii, yapigsma, ndrit
bliylimesi, miyelinasyon ve noronal farklilasmada giiclii bir etkisi olan bir néronal hiicre
yapisma molekiiliidiir. Ayrica islevi nedeniyle tedaviye direncgli kanserlerde anahtar rol
oynar. L1 proteini, sinir sisteminin her yerinde néronlarin yiizeyinde bulunur. Hiicre zar1
boyunca, proteinin bir ucu sinir hiicresinin i¢inde, diger ucu ndéronun dis yiizeyinde

kalacak sekilde yerlestirilir. Bu pozisyon, proteinin ndron boyunca yayilan kimyasal
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sinyalleri aktive etmesine izin verir. *° Janka Held-Feindt ve ark.%® 2012 yilinda yaptiklar:
calismada bu genin GBM farkl hatlarinda 4 kata kadar ekspresiyon seviyesinde artis
oldugunu goriilmiistiir. Bizim g¢alismada GBM hattimizda artis goriilmektedir fakat
ekspresyon kat sayimiz Janka’nin ¢alismasiyla farkli olmaktadir. En yiiksek seviye
Eksozom kontrol grubunda goziiksede tedavi gruplarinda bu gen agikca baskilandigi
gorilmektedir. Ayrica ndron hiicrelerinde uygulanan tedavi ekspresyon seviyesini
kontrol grubuna yaklastirmaktadir.

Apoptoza karst gelisen direng kanser hiicrelerinin en 6nemli ayirt edici
ozelliklerinden biridir. Apoptoza ugramayan bu hiicreler metastaz yetenegi kazanmakta
hem de tedaviye karsi direng gelisimi gostermektedirler. Kaspaz-8, apoptozun
baslatilmas1 ve yiiriitiilmesi igin gerekli olan kanionik bir sistein proteazidir; 6liim
reseptoriiniin neden oldugu programlanmis hiicre Oliimiiniin 6nemli bir aktoriidiir ve
aktivasyonu bu yolun islevselligi igin kesinlikle gereklidir. Oliim reseptdriiniin neden
oldugu apoptozdaki merkezi rolii ile tutarli olarak, tarihsel olarak bir tiimor baskilayici
olarak kabul edilir. Bu, apoptotik sinyalin yiiriitiilmesi i¢in gerekli olan Kaspaz-8
ekspresyonunun veya enzimatik aktivitesinin kanserde siklikla bozuldugu gézlemiyle
uyumludur. Aslinda Kaspaz-8, noroblastom ve medulloblastom gibi ¢esitli tiimorlerde
genetik veya epigenetik olarak susturulur. Kaspaz-8 ekspresyonu ¢alismamizda
degerlendirildiginde tedavi dozu ve etkinligi artmasiyla beraber artis gostermektedir.
Kaspaz 8 apoptoz baslamasinda rol alan o6nemli bir gendir. Eksolimer+TMZ
kombinasyonu GBM hattinda 6nemli derecede artisa neden olarak hiicresel 6liimiin
baslatilmasina neden oldugu tespit edilmistir.

SSS'yi etkileyen iskemik hasarlar, bozulmus duyusal motor fonksiyonun yani sira
bozulmus biligsel yeteneklerle sonuglanir. Bu eksiklikler genellikle iskemik hasar

bolgesindeki néronlarin kaybina baglanir. Daha 6nceki birkag ¢alisma, apoptoz yoluyla
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noron kaybinin bu baglamda 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir. Hiicresel yapidaki
bu belirgin degisiklikler, apoptozu hiicre 6liimiiniin alternatif bir sekli olan nekrozdan
ayirir. Iki hiicre 6liimii siireci, apoptoz ve nekroz, farkli DNA bozunma modelleri ile daha
da ayirt edilir; apoptozun morfolojik degisikliklerinin, niikleozomlar arasindaki baglayici
bolgelerde niikleer DNA'nin ¢ift sarmalli boliinmesi ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Genetik ve biyokimyasal ¢alismalar, hiicre i¢i proteazlarin bir ailesinin, hiicresel yapinin
bu koordineli par¢alanmasina katildigin1 gostermistir. *** Calismamizda antikanser ilag
olan TMZ doz artisiyla beraber yan etki olarak noronlarda apoptozun baslanmasina neden
oldugu tespit edilmistir. Fakat eksolimer+TMZ kombinasyonu kaspaz 8 gen
ekspresyonunu anlamli derece degistirmedigi goziikmektedir. Xuan Pu ve ark. 1% 2017
yilinda apoptoz dergisinde yaptiklar1 ¢aligmada kaspaz 8 ve 3’un kanser sag kalim
izerinde etkilerini degerlendirmislerdir. Bu ¢calismada kaspaz 3 ve 8 birbirinden bagimsiz
olsalarda kaspaz 8’in bu siirecin baglanmasinda ki 6nemi yani sira artis1 kontrol grubunda
prognozun koétii oldugunu gostermektedir. Bizim gelistirdigimiz yeni kapsiilasyon formu
ile TMZ ilacinin 6zellikle noron hiicreleri {izerinde kaspaz 8 ekspresyon diizeyini
diizenleyerek bu hiicrelerin 6liimleri engellenmistir. Ayrica T98-G hiicrelerinin apoptoza
gitmesine neden olmustur.

0% -metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT), insanlarda ve birgok prokaryotik
organizmada bulunan bir DNA onarim proteinidir. Arastirmalar, gliomali hastalarda
alkilleyici ajanlarla yapilan antineoplastik ila¢c tedavilerinin ila¢ direncine yol
acabilecegini ve MGMT'in ana neden oldugunu ve bu nedenle hastalar i¢in ideal bir
tedavi olmadigin1 gostermistir. Bazi raporlar, pozitif MGMT ekspresyonunun etkisinin,
gliomali hasta i¢in kemoterapi sirasindaki negatif ekspresyondan daha diisiik oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, MGMT aktivitesi daha yiiksektir ve alkilleyici ajan sinifinin

antineoplastik ilaglarma karsi ilag direnci daha fazladir. MGMT ekspresyonu daha
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diisiikse, antineoplastik ilaglarin alkilleyici sinifi daha duyarlidir ve daha iyi bir etkinlige
sahiptir. MGMT gen ekspresyonu alkilleyi ilag anti kanser ilaglarin direncine sebep
olsada c¢alismamizda {iretilen eksolimerler bu direncin azalmasinda Onemli rol
oynamaktadirlar. Elde ettigimiz LDH, GR, MTT TAS ve TOS verilerinde bu olay agik
bir sekilde beyan edilmistir. Qiang Li ve ark.}?® 2017 yilinda glioma hastalarinda
yaptiklar1 calismada MGMT geninin evreleri arttiginda MGMT gen ekspresyonu anlamli
derecede artis gosterdigi tespit edilmistir. Fakat uygun tedavi siireci bu gen ekspresyon
seviyesi diislis gosterdigini rapor etmislerdir. Calismamizda néron kiiltiirinde MGMT
geni lizerinde anlamli bir artis gozlemlenmedi. Fakat GBM kanserinde Eksozom, MGMT
geninin artisina neden olurken saf TMZ ve Eksolimer+TMZ gruplarinda doza bagl
olarak MGMT gen ekspresyonunda diisiis goriilmiistiir. Bu diislis oran1 Eksolimer+TMZ
400 ve 800 ng/ml gruplarinda daha belirgindir.

MHC smif I molekiilleri, birgok somatik hiicrede beta 2-mikroglobulin (beta 2-M)
ile birlikte eksprese edilir. Bununla birlikte, bu proteinler normalde merkezi sinir sistemi
hiicrelerinde bulunmazlar. Insan ndroblastomlarindan tiiretilen hiicreler, noral hiicrelerde
MHC sinif I ve beta 2-M gen ekspresyonunun azliginin molekiiler temelinin arastiriimasi
ve bu genlerin iki sitokin, IFN-gamma ve TNF- tarafindan uyarilmasi i¢in bir model
olarak kullanildi. Gliomlarin sinirlt tedavi stratejisi nedeniyle, tan1 ve tedavinin anahtari
yeni molekiiler biyobelirtecler bulmaktir. Burada, [2-mikroglobulinin (B2M)
gliomalarda immiinoterapi veya tanisal biyobelirte¢ icin umut verici bir aday olarak
hizmet etme potansiyelini arastirdik. Yiiksek B2M ifadesi, daha kotii prognozla koreledir.
Yiiksek B2M ekspresyonuna sahip gliomalarin somatik mutasyonlari, delesyonu ve
EGFR amplifikasyonu ile iligkilidir. Bu arada, B2M, bagisiklik kontrol noktasi
molekiilleri ve inflamatuar aktivitelerle iliskilendirildi.}?” B2M'in immiinoterapi igin

potansiyel bir aday oldugunu dogruladi. B2M'nin tiimoér ilerlemesinde, hasta
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prognozunda ve gliomalarin immiinoterapisinde kritik bir rol oynadigini caligmalarca
dogrulanmustir. 12 Bu ¢alisma ede edilen verilerimizle uyumluluk gostermektedir.
Tiimor baskilayici ve transkripsiyon faktorii pS3, hasarli hiicre apoptozu, genomik
stabilitenin korunmasi, anjiyogenezin inhibisyonu ve hiicre metabolizmasinin ve timor
mikrogevresinin diizenlenmesi dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli hiicresel tepkileri
diizenleyerek timoriin 6nlenmesinde kritik roller oynar. TP53, kanserde en yaygin olarak
bulunan diizensiz genlerden biridir. p53-ARF-MDM2 yolu, glioblastoma (GBM)
hastalarinin %84'iinde ve GBM hiicre hatlarinin %94'iinde diizensizdir. Diizensiz p53
yolagi bilesenleri, GBM hiicre istilasi, gocii, ¢ogalmasi, apoptozdan kaginmada gibi
birgok dnemli faktdre neden olur. Ornegin, 2011'de yapilan bir arastirma, TP53 prolin
mutasyonunun erkeklerde pankreas kanseri riski tizerinde derin bir etkisi oldugunu buldu.
Arap kadinlar1 tizerinde yapilan bir arastirma, TP53 kodon 72'deki prolin
homozigotlugunun meme kanseri riskinin azalmasiyla iligkili oldugunu buldu. Bir
calisma, TP53 kodon 72 polimorfizmleri, MDM2 SNP309 ve A2164G'in toplu olarak
orofaringeal olmayan kanser duyarlilig: ile iligkili olabilecegini ve MDM2 SNP309'un
TP53 kodon 72 ile kombinasyon halinde kadinlarda orofaringeal olmayan kanserin
gelisimini hizlandirabilecegini 6ne siirdii. 2011 yilinda yapilan bir ¢alisma, TP53 kodon
72 polimorfizminin artmis akciger kanseri riski ile iliskili oldugunu bulmustur.
Glioblastoma (GBM), 6nemli sayida tiimor disi infiltre hiicrenin bulunabildigi merkezi
sinir sisteminin Oliimcil bir tlimoriidiir. Bu tiimor hiicrelerine komsu olan astrositler,
belirli bir reaktif fenotipe sahiptir ve anormal hiicre ¢ogalmasini ve istilasini indiikleyerek
GBM malignitesini artirabilir. Tiimor baskilayici p53, komsu hiicreleri etkileyen
salgilanan proteinlerin ekspresyonunu modiile ederek potansiyel bir hiicre dis1 otonom
fonksiyona sahiptir. GBM hiicrelerinin, sirayla timor dayanikliligini siddetlendiren p53

ekspresyonunun bozulmasina dayanan islevsiz bir mikro ortam yarattigini
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gostermektedir. GBM hiicrelerinin astrositlerde p53 ekspresyonunu azalttigini, bunun da
ECM kompozisyonunu modiile ettigini ve tiimor malignitesini destekledigini
gosterilmistir. Son olarak, GBM hiicreleri ve astrositler arasindaki etkilesimde p53'iin
Oonemli bir roliine isaret ediyor; bu, GBM'yi tedavi etmek i¢in yeni yaklasimlar tasarlama
potansiyeline sahip bir kesiftir. p53 tiimor baskilayici gen, genotoksik strese yanit olarak
bliylimenin durdurulmasin1 veya hiicre oliimiinii tesvik eden genlerin ekspresyonunu
aktive eden diziye 6zgii bir transkripsiyon faktoriidiir. Iskemi ve epilepsi gibi akut
yaralanma modellerinde ve kronik norodejeneratif hastaliklar1 olan hastalardan elde
edilen beyin dokusu oOrneklerinde p53 ekspresyonunun hasarli néronlarda arttiginin
bulunmasiyla, p53 ile iligkili noronal canlilik modiilasyonu i¢in olas1 bir rol 6nerilmistir.
Ayrica, p53'liin yoklugunun néronlar1 ¢ok cesitli akut toksik hakaretlerden korudugu
gosterilmistir. p53'iin neden oldugu hiicre 6liimiiyle iliskili sinyal iletim yollar1 ¢6ziiliiyor
ve miidahalenin noéronal canliligin korunmasinda ve sitopatik hareketlerin ardindan
fonksiyonun geri kazanilmasinda verimli olabilecegini diisiindiirmektedir, 12% 130
Kromozom 10'da (PTEN) bulunan fosfataz ve tensin homologu, orijinal olarak bir
dizi farkli hiicrede ¢ogalmayi, gdcii, hiicre biiylimesini ve apoptozu engelleyebilen bir
tiimor baskilayici olarak karakterize edildi. Daha sonra, bir tlimor baskilayici roliine ek
olarak, PTEN'in beyin gelisiminin farkli asamalarinda ve yetigkinlikte merkezi sinir
sisteminde (CNS) bir¢ok rolii oldugu ortaya ¢ikti. PTEN, ndronlarda yiiksek oranda
eksprese edilir. Son ¢alismalar, PTEN'in de-regiilasyonunun, nérogenezi kontrol etme
roliine atfedilir. Bu da sinir sistemindeki 6nemli néronal fonksiyonlar: etkiledigini
gostermektedir. ( norit biiyiimesi, sinaptogenez ve sinaptik plastisite). Insan germline
PTEN mutasyonlar1 veya farelerde PTEN'in kosullu silinmesi, makrosefali, ataksi,
nobetler, zeka geriligi ve otizm gibi nérolojik bozukluklarla iliskili olasi nedenlere iliskin

iggoriiler saglamistir. Ayrica, PTEN aktivitesinin inhibisyonu, dejeneratif kosullarda
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veya sinir sisteminin yaralanmasini takiben etkilenen néronlarin rejeneratif kapasitelerini
arttirmak icin su anda ikna edici bir hedef olarak gériilmektedir. !

Son zamanlarda kanser tedavisinde hedefe yonelik caligmalar oldukga
yaygmlasmistir. Eksozomlar tasidiklar1 biyobelirtegler sayesinde hiicresel sinyal
iletiminde onemli role sahiplerdir. Bu o6zellikleri ile kanser dahil bir¢ok hastaligin
tedavisinde yeni bir umut olarak goriilmektedir. Calismamizda eksozomun bu
Ozelliginden yararlanarak kanser hedefli yeni formiilasyon olusturduk. Yaptigimiz
analizler sonucunda, eksozom aracili yeni tasiyict sisteminin saglikli noron hiicreler
tizerinde norotoksik etki gostemedigi T98-G hiicrelerinde ise apoptoza siiriikleyerek
hiicresel 6liime neden oldugunu tespit ettik. Diger analizlerimiz de bu sonuglarimizi

kanaitlar niteliktedir.

100



6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda kapsaminda gerceklestirilen karakterizasyon yontemleri
ile eksozomun dogru bir bi¢imde elde edildigi, literatiir 6rneklerine benzer
nitelikte sentezlendigi, enkapsiilasyon neticesinde elde edilen yapilarin da
hedeflenen iiriinler oldugu tespit edilmistir.

MTT sonuglarina en etkin grup Eksolimer+TMZ grubu oldugu gelistirdigimiz
ilag tasiyict sistemin kansere hedefli oldugu ve noronlar {izerinde toksik
etkisinin indirgendigi gosterilmistir. Ayrica LDH ve GR ile MTT testimizin
dogrulugu kanitlanmistir.

Eksolimerin néron hiicrelerinde TMZ’ye bagh antioksidan aktivitesinde
diisiisii engelledigi belirlenmistir.

Oksidan etkinlik bazinda, néron hiicrelerinde Eksozom 200 ng/m 1 T98-G
hiicrelerinde ise Eksolimer+TMZ grubunda kontrole kiyasla yiiksek oldugu
saptanmigtir.

In vivo hayvan modelinde de Eksolimer+TMZ 200 pg/ml grubunun kanser
kitlesini oldukca azalttig1 gézlemlenmistir.

Uyguladigimiz bu yeni ila¢ formiilasyonunun farmakokinetik ve farmako
dinamik etkinligi heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle gelecek ¢alismalarda bu
caligmalara yer verilerek ilacin etki giicii ortaya konulmalidir. Ayrica farkl
kanser tiirlerinde de eksozom aracili tasiyici sistem gelistirilmesi ile o

hastaliklarin tedavisini hizlandirilacag diisiinmekteyiz.
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