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OZET

Temozolomid ve Genistein Yiiklii Polimerik
Nanopartikiillerin Anti-Proliferatif ve Apoptotik Etkilerinin

Insan Glioblastoma Hiicrelerinde Karsilastirmali Analizi

Irem METEOGLU

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Aysegiil ERDEMIR USTUNDAG

Glioblastoma multiforme (GBM), en yaygin ve agresif beyin kanser tiirlerinden
biridir. GBM’nin yiiksek diizeyde invaziv dogasi ve kan-beyin bariyeri (KBB) gibi
fizyolojik engellerden ila¢ penetrasyonunun zorlugu GBM tedavisini
zorlastirmaktadir. Temozolomid (Tmz), GBM tedavisinde kullanilan standart
kemoterapi ajanidir. Ancak, KBB ve tiimor hiicre zarlarindan diisiik gecirgenlik,
Tmz'nin farmakolojik aktivitesini ve biyoyararlanimini azaltmaktadir. Daha etkin
glioblastoma tedavisi icin kemoterapi duyarliligini arttiracak ve yan etkileri

azaltacak yeni stratejilerin gelistirilmesine ihtiya¢c duyulmaktadir.

Insan diyetindeki en biiyiik izoflavon olan genistein (Gen) hiicre boliinmesi
kontrolii, apoptotik hiicre 6liimii, hiicre gocii, invazyon, anjiyogenez ve metastaz
gibi hiicresel olaylar1 kontrol eden potansiyel bir kemoterapoétik ajandir. Ancak bu
molekiiliin anti-kanser ajan olarak kullanimi suda diisiik ¢oziiniirliigii sebebiyle
sinirlidir. Nano-ila¢ tasima sistemleri, hem temozolomid hem de genisteinin
dezavantajlarinin tstesinden gelmek ve biyolojik aktivitelerini gelistirmek icin

kullanilabilecek 6nemli araclardir.
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Bu tez calismasinda, Gen ve Tmz yiikli PLGA nanopartikiil sistemlerinin
(TmzGenNP) iiretimi, karakterizasyonu ve U87MG glioblastoma hiicreleri
tizerindeki anti-tiimor aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amacla
temozolomid ve genistein yiikli PLGA nanopartikiiller tekli emiilsiyon (o/w)
¢Oziicii ucurma yontemi ile sentezlenmistir. Nanopartikiillerin fizikokimyasal
karakterizasyonu, nanopartikiillerin kii¢iik boyutlu, uniform ve kontrollii salim
ozelliklerine sahip oldugunu ortaya koymustur. TmzGenNPnin U87MG
glioblastoma hiicreleri {izerindeki sitotoksik aktiviteleri MTT yontemi ile
belirlenmistir. U87MG hiicrelerinin Tmz/Gen kombinasyonu ve TmzGenNP ile 24
saat inkiibasyonu sonrasi ICs, degerleri sirasiyla 15.29 pug/ml ve 16.72 pug/ml, 48
saat inkiibasyonu sonrasi ICs, degerleri ise 71.48 pg/ml ve 3.43 ug/ml olarak
belirlenmistir. Yara iyilesme testi ile TmzGenNP’nin U87MG hiicre gociinii 6nemli
Olciide inhibe ettigi gosterilmistir. BrdU inkorporasyon analizi, TmzGenNP’nin
U87MG hiicre proliferasyonunu doza bagimli olarak azalttigini ortaya koymustur.
TmzGenNP’nin apoptotik genlerin ekspresyonunu arttirdig1 kantitatif real-time
PCR analizi ile gosterilmistir. Ayrica, TmzGenNP’nin U87MG hiicrelerinde
intrinsik apoptozu indiikledigi immunoblot analizi ile tespit edilmistir. Bu tez
calismasindan elde edilen bulgular, TmzGenNP’nin U87MG hiicrelerinde gelismis
anti-timor aktivitesi sergiledigini ve ikili nano-ila¢ dagitiminin glioblastomaya

kars1 umut verici bir strateji olabilecegini gostermistir.

Kelimeler: Glioblastoma, temozolomid, genistein, nanopartikiil, anti-tiimor
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ABSTRACT

Comparative Analysis Of Antiproliferative and Apoptotic
Effects of Temozolomide and Genistein Loaded Polymeric

Nanoparticles in Human Glioblastoma Cells

Irem METEOGLU

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Aysegiil ERDEMIR USTUNDAG

Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most common and aggressive types
of brain cancer. The highly invasive nature of GBM and the difficulty of drug
penetration from physiological barriers such as the blood-brain barrier (BBB)
make GBM treatment difficult. Temozolomide (Tmz) is the standard
chemotherapy agent used in the treatment of GBM. However, low permeability
through BBB and tumor cell membranes reduces the pharmacological activity and
bioavailability of Tmz. For more effective glioblastoma treatment, new strategies

are needed to increase chemotherapy sensitivity and reduce side effects.

Genistein (Gen), the largest isoflavone in the human diet, is a potential
chemotherapeutic agent that controls cellular events such as cell division control,
apoptotic cell death, cell migration, invasion, angiogenesis, and metastasis.
However, the use of this molecule as an anti-cancer agent is limited due to its low
solubility in water. Nano-drug delivery systems are important tools that can be
used to overcome the disadvantages of both temozolomide and genistein and

improve their biological activity.
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In this thesis, it is aimed to produce and characterize Gen and Tmz loaded PLGA
nanoparticle systems (TmzGenNP) and to evaluate their anti-tumor activities on
U87MG glioblastoma cells. For this purpose, temozolomide and genistein-loaded
PLGA nanoparticles were synthesized by a single emulsion (o/w) solvent
evaporation method. Physicochemical characterization of nanoparticles revealed
that nanoparticles have a small size, uniform, and controlled release properties.
The cytotoxic activities of TmzGenNP on U87MG glioblastoma cells were
determined by the MTT method. After 24 hours incubation of U87MG cells with
Tmz/Gen combination and TmzGenNP, ICs, values were determined as 15.29
ug/ml and 16.72 pg/ml, respectively and after 48 hours of incubation, ICs, values
were determined as 71.48 ug/ml and 3.43 pg/ml, respectively. With the wound
healing assay, it has been shown that TmzGenNP significantly inhibited U87MG
cell migration. BrdU incorporation analysis revealed that TmzGenNP decreased
U87MG cell proliferation in a dose-dependent manner. Quantitative real-time PCR
analysis has shown that TmzGenNP increases the expression of apoptotic genes.
In addition, induction of intrinsic apoptosis in U87MG cells by TmzGenNP was
determined by immunoblot analysis. Findings from this thesis showed that
TmzGenNP exhibits enhanced anti-tumor activity in U87MG cells and dual nano-

drug delivery can be a promising strategy against glioblastoma.

Keywords: Glioblastoma, temozolomide, genistein, nanoparticle, anti-tumor

activity
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kanser, diinyada oliime neden olan hastaliklarin basinda gelmektedir [1]. Kot
huylu gliomalar, yetiskinlerde en sik goriilen birincil beyin tiimorlerini olusturur
ve kotii prognozlari nedeniyle en yikici ve agresif insan kanseri tiirleri arasinda
yer alir. Glioblastoma‘ya (GBM) bagli kotii prognozun nedenleri biri nadir goriilen
sistematik metastaza ragmen, tiimor hiicreleri cevredeki beyin dokusuna sizar,
cerrahi rezeksiyon sinirlidir. Ayrica kan-beyin bariyerinin (KBB) beyin tiimorleri
icin uygun kemoterapi ilaglarinin 6niinde bir engel olarak rolii vardir. Hedeflerine
ulasmak icin sadece kii¢iik molekiillerin KBB'ye girmesine izin verilir. Bir diger

neden ise, GBM bircok sitotoksik ilaca direnclidir [2].

Temozolomid, GBM tedavisinde en sik kullanilan kemoterapoétik ajan olup yiiksek
bir KBB gecirgenligine sahiptir. Buna karsin hastaligin ilaca direnc gostermesi
sebebiyle primer tiimor siklikla yeniden ortaya ¢ikar ve bulanti, kusma, istahsizlik

vb. yan etkiler ilacin klinik kullanimini sinirlamaktadir [3].

Flavonoidler, bitkilerin hemen hemen tiim biiyiiyen kisimlarinda bulunan, klorofil
ve karotenoidlerle birlikte en bol bitki pigmenti olarak bilinen, ayni1 zamanda
meyvelere, ciceklere ve tohumlara koku ve tat veren, bitkilerin hemen hemen her
yerinde bulunan degisken yapilara sahip biiylik bir dogal maddeler grubudur.
Flavonoidler, bitkilerle olan ilgilerinin yan1 sira, yiiksek farmakolojik aktiviteleri
nedeniyle insan saglig1 icin 6nemli bilesiklerdir. Bu bilesikler, kanser, antiviral,
inflamasyon, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif bozukluklar gibi bircok kronik
hastaliga kars1 kullanilan baslica biyoaktif bilesiklerdir; Aktif diyet bilesenlerinin
meyve ve sebzelerde bulunan antioksidan besinler oldugu yaygin olarak kabul
edilmektedir [4]. Flavonoidler; Flavanoller, flavanonoller, flavanonlar, flavonlar,

flavonoller, isoflavonlar, antiosiyaninler olmak {izere 7 alt gruba ayrilirlar.



izoflavonoid grubunun {iyesi olan genistein, soya iiriinlerinde bol miktarda
bulunan bir flavonoid sinifi olan izoflavondur ve cesitli kanserlere kars: gticlii bir
antikanser aktivite gosterir. Bilimsel raporlar, genisteinin, hiicre dongiisii ve
apoptoz diizenleyici molekiillerin ekspresyonunu modiile ederek tiimor
biiytimesini engelledigini ileri stirmektedir [5]. Bu oOzelliklerinin yam1 sira
genisteinin farmakolojik kullanimi, zayif suda c¢ozlnirliigi ve disiik

biyoyararlanimi nedeniyle sinirhidir [6].

Nanopartikiiller (NP); biyouyumluluklari, yiiksek etken madde yiikleme
kapasiteleri, kimyasal stabiliteleri ve basit sentez-yiizey islevsellestirmeleri
sayesinde umut verici anti-kanser ila¢c nanotasiyicilari olarak yaygin sekilde
uygulanmaktadir [7]. Polimerik nanopartikiiller, terapotik bilesiklerin
nanopartikiiliin cekirdegi icinde hapsedildiginden, iiretim kosullarini kontrol
etmek, belirli polimer tiirlerini secmek, fizikokimyasal o6zelliklerin (boyut,
hidrofobiklik, ylizey yiikii) ve ila¢ salim parametrelerinin (hizli, kontroll, siirekli)
ayarlanmasina izin vererek tasarim esnekligine izin verir [8, 9]. PLGA
nanopartikiil tiretimi i¢in en sik tercih edilen biyopolimer olup, nano-boyutlarda
tiretimi ¢esitli bariyer ve kilcal damarlardan ge¢me, ayrica hedef dokularina
ulasana kadar viicudun farklh sistemlerinde dolasma yetenegi vererek etkin ilac
dagitimina olanak saglar. Nanopartikiiller, beyne ilac iletimi i¢in invazif olmayan
bir tedavi yontemi sunar. Bununla birlikte, boyut, salim kinetigi, kimyasal
ozellikler acisindan optimize edilmeleri, KBB'yi ge¢cme yeteneklerinin yani sira
ilac1 biyolojik ortamdan korumak ve ila¢ ¢oziiniirliigiinii arttirmasindan dolay1

tercih edilmektedir [10].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci, daha etkin bir glioblastoma tedavisi saglamak amaciyla
temozolomid ve genistein yiikli nanopartikiiler sistemler gelistirmek ve anti-
kanser aktivitesini U87MG glioblastoma hiicreleri iizerinde belirlemektir. Bu
amacla, genistein yiiklii, temozlomid yiiklii ve genistein-temozolomid ytiklii PLGA
nanopartikiiller iiretildi ve karakterize edildi. Uretilen nanopartikiillerin US7MG

hiicreleri tizerindeki anti-kanser aktiviteleri serbest molekiiller ile karsilastirmali
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olarak hiicresel ve molekiiler diizeyde belirlenmistir. Genistein ve temozolomid
yiiklii nanopartikiillerin U87MG hiicreleri {izerindeki anti-kanser etkisi, sitotoksik,
anti-proliferatif, apoptotik ve anti-migrasyon 0zelliklerinin belirlenmesiyle ortaya

konulmustur.
1.3 Hipotez

Flavonoidlerin nano ila¢ tasiyici sistemler icinde kemoterapotik ilacglar ile
kombinasyonu sonucu anti-kanser etkinliginin gosterilmesi hem yeni
kombinasyon tedavilerin gelistirilmesi siirecine katki saglayacak olup hem de
kemoterapotik ilaclarin sahip oldugu dezavantajli 6zellikleri ortadan kaldirmaya
olanak taniyacaktir. Daha 6nce insan glioblastoma hiicre hattinda temozolomid ve
genistein yiikli nanopartikiiler formiilasyonlarin anti-kanser aktivitesi
calisiimamuistir. Bu nedenle bu tez calismasindan elde edilen verilerin nano temelli
biyoteknolojik ila¢ sistemlerinin gelistirilmesine katki saglayic1 olacagi
diisiintilmektedir. Ayrica iiretilecek temozolomid ve genistein nanopartikiiler
formiilasyonunun glioblastoma hiicrelerini inhibe edici aktivitesinin altinda yatan
baslica molekiiler mekanizmalarin anlasilimasi farkli kanser hiicre hatlarinda
kombinasyon terapilerinin gelistirilmesine, dolayisiyla yeni biyoteknolojik

ilaclarin iiretilmesine olanak saglayacaktir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Kanser ve Hiicre Dongiisi

Kanser, yilda 10 milyondan fazla insanin 6liimiine neden olan en yaygin 6liimciil
hastaliklardan biridir [11]. Cesitli tedavi stratejileri, 100’den fazla kanser tiirii i¢in
gelistirilmistir [12]. Insanlarda kanser olusumu, saglikli hiicrelerin koétii huylu
hiicrelere doniisiimiinii tetikleyen cesitli genetik veya epigenetik degisikliklerden
kaynaklanan mekanizmalarla gerceklesmektedir [13]. Kanser hiicrelerini
karakterize etmeye yoOnelik cesitli calismalar icinde en 6nemli karakterizasyonu,
Hanahan ve Weinberg gerceklestirmistir [14]. Kanser hiicresi fizyolojisinde alt1
ayirt edici ozelligini Sekil 2.1’de verildigi gibi tanimlamislardir. Bunlar; sinirsiz
replikasyon potansiyeli, biiylime faktorlerine ihtiya¢c duymadan kendi kendine
yeterlilik, programlanmais hiicre 6liimiinden ka¢ma, biiyiime baskilayici sinyallere
duyarsizlik, siirekli anjiyogenez ve doku invazyonuyla metastazi icermektedir

[15].

Anjiyogenesis

Sekil 2. 1 Kanser hiicrelerinin alt1 karakteristik 6zelligi [15]



Kanser hiicresinde, DNA onariminda, hiicre dongiisii kontrol noktalarinda

edinilmis veya kalitsal kusurlar bulunur [16].

Hiicre dongiisii, hiicrenin ¢ogalmasini ve boliinmesini saglayan baslica DNA
replikasyonu ve replike edilmis kromozomlarin iki ayr1 06zdes hiicreye
aktarilmasindan olusan bir siirectir. Bu siirec, DNAnin replikasyonunun
gerceklestigi sentez (S) fazi ve mitoz (M) veya diger adiyla niikleer béliinme siireci
olan kromozomun ayrildig1 ve hiicrenin boliindiigii evredir [17]. S fazindan 6nce,
hiicrenin DNA sentezi icin hazirlandi§1 G1 adi verilen, ara fazlardan biri yer
almaktadir. Digeri ise G2 faz1 olarak adlandirilan, hiicrenin mitoza hazirlandig:
ara fazdir. G1, S, G2 ve M fazlari standart hiicre dongiisiinii olusturan dort fazdan
olusurlar. G1 fazindaki hiicreler, DNA replikasyonuna baglanmadan 6nce GO adi
verilen bir dinlenme durumuna girebilir. Boliinmeye hazir olmayan hiicrelerin,
insan viicudundaki biiyiimeyen, ¢ogalmayan hiicrelerin biiyiik bir boliimiini GO
fazini olusturur [18]. Hiicrenin biiylimesi ve boéliinmesi i¢cin uygun kosullar

saglandiginda, GO fazindan G1 fazina gecerek hiicre dongiisiine baslar [19].

G1 ve G2 ara fazlar hiicre boliinmesi icin gerekli olan hazirligin yani sira hiicrenin
ic ve dis cevresindeki kosullarin ve kontrollerin saglandig: siireclerdir. DNA’da
olusabilecek hasarlarin kontrol noktalari, hiicrenin DNA replikasyonundan S
fazina girmeden once (G1-S kontrol noktasi) veya DNA replikasyonundan sonra
(G2-M kontrol noktas1) bu noktalarda tespit edilir. Diger bir kontrol noktas: ise,
kromozomlarin ig iplikciklerine baglanip baglanmamasini kontrol eden Mitoz (M)

fazinda metafaz-anafaz gecisinde tespit edilir [20].

Hiicrelerde kontrol siirecinde bazi temel proteinler rol oynar. Bunlar; siklinler,
siklin bagimli kinazlar (Cdk) ve diizenleyici proteinler olarak ayrilirlar ve GO, G1,
S, G2 ve M fazlar arasinda diizenlemeyi saglarlar. CdKk’lar hiicre dongiisiinde, G1
fazinda (Cdk4, Cdk6), G2 ve S fazlarinda (Cdk2), M faz1 (Cdk1) sirasinda aktive
edildiklerinde regiilator proteinlerdir. Siklinler, Cdk’lar ile baglanarak proteinlerin
bolgelerine 6zgii fosforilasyonu ve ubikutin aracili bozunmalar akis asag: siirecleri

baslatirlar. Siklinlerin aksine CDK’larin hiicre dongiisti boyunca protein seviyeleri



sabit kalir. Aktive edici protein olan siklinler, hiicre dongiisii devam ederken

ylikselir veya diiser boylelikle CDK’lar1 aktive eder.

G1 fazi icin D tipi siklin (siklin D1, siklin D2, siklin D3), Cdk4 ve Cdk6 baglanarak
retinoblastoma proteinin fosforilasyonu icin baslaticidir. Siklin D/Cdk 4-Cdk6
kompleksi siklin E/Cdk 2 kompleksini aktive ederek G1 fazindan S fazina gegisi
diizenlemeye yarar [21]. S fazina gecildiginde ise Cdk2 siklin A ile baglanarak
kromozom replikasyonunun uyarilmasinda yardimei1 olur. Ayrica A tipi siklin Cdk1
ile kompleks olusturur. Bu da G2 fazindan M fazina gecisini saglar. Cdk1, B tipi
siklin tarafindan M fazinda hiicre dongiisiinii diizenler. Siklin B (siklinB1,
siklinB2, siklinB3) mitoz siireci boyunca esansiyel proteinleri olup hiicrenin farkl
bolgelerinde yerlesmisdir. Siklin baglanmalarinda belirli seviyeye ulastiginda, Cdk
aktivitesi treonin ve tirozin rezidiilerinin fosforalanmasi ve defosforlanmasi ile
kontrol edilir [22]. Cdk aktivitesi, Cdk aktive edici kinazlar (CAK) ve Cdk
aktivitesini diizenleyen Cdk inhibitorleri (CKI) tarafindan hiicre dongiisii
dengelenebilir. Cdk inhibitorleri INK4 ve Cip/Kip ailesi proteinleri olarak ayrililar.
INK4 proteinleri, Cdk4 veya Cdk®6 ile katalitik alt gruplarina baglanarak inaktive
eden pl5 (INK4b), pl6 (INK4a), pl8 (INK4c), pl9 (INK4d) ailesinin
proteinlerindendir. Bu protein, Cdk4 ile Cdk6 baglanarak D tipi sikline
baglanmasini 6nler [23]. Diger inhibitor ailesi olan Cip/Kip ise, siklin E, siklin D,
siklin A bagiml kinaz proteinlerin aktiviteleriyle ilgilidir. p21 (Wafl, Cip1), p27
(Cip2), p57 (Kip2) proteinleri bu ailenin {iiyeleridir. Cip/Kip amino uclari, siklin

ve Cdk kompleksinin baglanma motiflerini icererek etkisiz hale getirir [24].

Hiicre dongiisiinii kontrol eden diger proteinlerden, tiimor baskilayici protein olan
p53’iin regiilasyonu hiicre dongiisiiniin durdurulmasina neden olur. P21 sentezi,
p53 aktivasyonu ile artis gosterir ve p21, siklin E/cdk2 ile siklin D/cdk4
komplekslerine baglanarak G1 fazini durdurur. Bununla birlikte p21 artan hiicre
cekirdek antijenine (PCNA) baglanarak inhibe eder ve DNA sentezini de engeller.
Diger sinyal yolaklarindan, NF-KB aktivitesi artarak D tipi siklin protein
transkripsiyonel aktivasyonuyla hiicre dongiistinde tetiklenir. PI3K/Akt sinyal
yolagi ise hiicre dongiisiiniin G1/S fazinin aktiflesmesinde, hiicrenin

proliferasyonun da rol oynar [25, 26].



2.2 Glioblastoma

Glioblastoma multiforme (GBM) yetiskinlerde ve cocuklarda en sik goriilen
Oliimcil primer beyin tiimori olup toplumun %0.02’sini etkilemektedir. Beyin

timorleri, birincil veya metastatik tiimorler olarak kategorize edilir.

Metastatik tiimorler, merkezi sinir sistemi (MSS) disindan kaynaklanan ve daha
sonra MSS'ye yayilan tiimordiir. MSS'ye metastaz yapan en yaygin olan diger
kanserler meme, mesane, akciger, bébrek, lenfoma ve melanomdur. Ote yandan,
birincil tiimorler MSS'den kaynaklanir ayrica cok sayida yaygin ve nadir tipleri
vardir. Yaygin olan tipleri gliomlar, menenjiyomlar ve schwannomlardir.
Menenjiomlar meninkslerden, omuriligi ve beyni c¢evreleyen zardan
kaynaklanirken, schwannomalar yardimci schwann hiicrelerinden kaynakl
timorlerdir. Tim malign primer beyin tiimorlerinin % 77'sini gliomlar

olustururlar [27, 28] .

Gliomalar, siniflandirilan belirli glial hiicrelerden kaynaklanan tiimorlere verilen
addir. Bunlar histolojik olarak astrositomlarin (astrositlerden koken alan),
oligodendrogliomalarin (oligodendrositlerden kaynaklanan) ve
oligoastrositomlarin (astrosit ve oligodendrositlerin karisimi) 4 farkli evresi
bulunur . Derece I glioma yavas biiylime oranlarina ve diisiik metastatik yetenege
sahiptir. Oligodendrogliomalar ve oligoastrositomlar sirasiyla derece II ve derece
III gliomalara olarak siniflandirilir. Astrositomalar ayrica pilositik (derece I),
yaygin (derece II), anaplastik (derece III) ve glioblastoma multiforme (derece IV)

olarak kategorize edilir [29].

GBM'nin bir ayirt edici 6zelligi, tiimor kiitlesinin merkezinde nekrotik bolgelere
sahip olmasidir. GBM'nin diger bir karakteristik fenotipi, artan proliferasyon hizi
ve anjiyojenik aktiviteleridir. Bununla beraber ayirt edici o6zellikleri, beyin
parankimine yaygin invazyon, kemoterapi ilaclarina direnc, genomik dengesizlik

ve apoptoza direnctir.

Tiimoriin karmasik yapisi, tedavi direncinin nedenlerinden biridir. Glioblastoma,
morfolojiyi, proliferasyonu, gen ekspresyonunu ve hiicrelerin ila¢ yanitini
etkileyen heterojen tiimor popiilasyonlarini tanimlayan "multiforme"dir. Ayrica bu
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multiforme yapis1 nekrotik ve hemorajik bolgelere neden olur. Bu bdlgeler,
pleomorfik hiicreleri ve cekirdegi, mikrovaskiiler proliferasyonu ve psédopalizan
nekrozu igerir. Ek olarak, GBM'nin multiforme yapisina, sinyal iletim yolunun
hiper aktivasyonuna neden olan cesitli nokta mutasyonlari, delesyonlar1 ve

amplifikasyonlar1 eslik eder [30, 31] .

GBM'nin malign doniisiimi sirasinda farkli sinyallesme yollar1 degisiklige
ugratilir. Bu degistirilmis yollarin en 6nemlisi, reseptor tirozin kinazlardir (RTK).
RTK'er, biliyiime faktoérleri (BF) baglanmasindan sonra aktive olan hiicre
ylizeyindedir. Epidermal biiyiime faktorii reseptorleri (EGFR) sinyali, GBM'deki
onemli RTK'lardan biridir. EGFR sinyalizasyon, her tiir MSS hiicrelerinde
farklilasma, proliferasyon ve goc dahil olmak iizere hayatta kalma fonksiyonlarini
etkinlestirir. EGFR, GBM'lerde reseptorlerin mutasyonlari, reseptor veya ligandin
asir1 ekspresyonu veya EGFR lokusunun amplifikasyonu yoluyla yiiksek diizeyde
aktive edilebilir. Bu anormalliklerin bir sonucu olarak, EGFR yolu yapisal olarak
aktive edilir [32, 33]. Ras, GBM'de baska bir yaygin degistirilmis yoldur. Ras,
heterotrimerik G-proteinleri gibi ikili anahtarlar olarak diizenlenir. Guanozin
difosfat (GDP) Ras'a baglandiginda, yol inaktif formdadir, daha sonra Guanosin-
5'-trifosfat (GTP) baglanmasi ile aktive edilir ve akis asag: sinyal yayar. GTP'ye
bagli aktif Ras, hiicre dongiisiinii, gocii ve hayatta kalmay1 saglar. Ek olarak, Ras'in
hedeflerinden biri PI3K / Akt yoludur. PI3K / Akt (Fosfatidilinozitol-4,5-Bifosfat
3- Kinaz / Fosfataz / serin treonin kinaz Akt) yolu da biiyiime faktorii reseptorleri
tarafindan aktive edilir. Akt, hiicre proliferasyonuna, hayatta kalmaya ve
apoptozun inhibisyonuna neden olarak asagi yonde bir molekil olarak
fosfatidilinositol (3-5)-trisfosfat (PIP3) tarafindan aktive edilir. Ote yandan, PTEN
(Protein Tirozin Fosfataz ve Tensin Homologu) normal kosullarda PI3K sinyal
yolunu negatif olarak diizenler. Bununla birlikte, PTEN siklikla mutasyona ugrar
ve GBM'de bir tiimor baskilayici olarak calisamaz. PTEN aktivitesi kaybu,
kromozomal mutasyonlar, heterozigotluk kaybi, DNA metilasyonu yoluyla
ifadenin susturulmasi veya PTEN ekspresyonunu baskilayan bazi microRNA'larin

asir1 ekspresyonu nedeniyle siklikla gozlenir [34, 35].



2.2.1 Glioblastoma Tedavisi

Yetiskinlerde, GBM sadece en yaygin birincil beyin tiimorii degil, ayni1 zamanda
en oliimciil olanidir. Glioblastomada ortalama sag kalim, tani tarihinden itibaren
bir yildan az olmakla birlikte en ideal kosullarda bile cogu hasta iki yil icinde
hayatin1 kaybetmektedir. Hastaligin standart tedavisi, cerrahi uygulamalari

sonrasi radyoterapi ve bazi durumlarda kemoterapi uygulanmasi seklindedir [36].
2.2.1.1 Cerrahi Tedavisi

Cerrahi tedaviyi genellikle adjuvan tedavi olarak radyoterapi ve kemoterapi izler,
ancak hepsi prognozu 6nemli Olciide iyilestirmede basarisiz olur [37]. Bunlar;
birincisi, GBM, geleneksel tedavilere kolayca diren¢ kazanan heterojen bir
tiimérdiir. Ikinci sorun ise kan-beyin bariyeridir [38]. Beyne zarar veren kan kilcal
damarlarini olusturan endotel hiicreleri alisilmadik sekilde birbirlerine sikica
temas eder. Bunun da 6tesinde, endotel hiicreleri, onlar1 disaridan ¢evreleyen glial
hiicreler ve perisitler tarafindan daha da giiclendirilir. Viicudun geri kalanina
zarar veren diger damarlarin aksine, bu damarlar molekiillerin cogunun sizmasina
izin vermez. Bu giivenlik kontrol noktasi kan-beyin bariyeri (KBB) olarak
adlandirilir ve varligi beyin tiimorlerine karst yeni anti-kanser ilaglarinin
kesfedilmesinin ontindeki en biiylik engeldir. Ayrica, beynin sinirli onarim
kapasitesi tedavi seceneklerini azaltir. KBB, iyonlarin ve 200 daltonun tizerindeki
molekiillerin transferini gerceklestirir. Bir molekiiliin intrakraniyal endotelyal
hiicrelerden gecebilmesi icin lipofilik 6zelliklere sahip olmasi ve serumda tasiyici

proteinler icermemesi gerekir [39, 40].
2.2.1.2 Radyoterapi Tedavisi

Radyasyon tedavisi (RT), kanserli hiicrelerin DNA'sin1 hedeflemek icin yiiksek
frekansta hareket eden partikiiller ve dalgalar kullanir. Radyoterapide temel
amac, tiimor lezyonlarini biiyiik bir hassasiyetle, normal dokulara 6nemli Olciide
diisiik hasar vererek tiimor lezyonunu hedeflemektir. Tiim kanser hastalarinin
yaklasik % 601 tedavi sirasinda RT alir. RT, GBM ve diger kati tiimorlerin
yonetiminde onemli bir yardimci iken, tiimoOriin ameliyat edilemedigi bazi

durumlarda, RT tek terapotik secenektir.
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Radyasyon birimi, bir kilogram madde basina bir jul radyasyon enerjisinin
absorpsiyonu olan Gray (Gy) olarak tamimlanir. RT tedavilerinde, 1 Gy'lik
radyasyon dozu, hiicre basina yaklasik 3000 hasarli taban, 1000 tek sarmal

kirilmasi ve 40 cift sarmal kirilmasi olusturur [41, 42].

Cesitli kanser tiirlerinin RT’de, radyasyon dozu, tiimoOriin konumuna ve
ciddiyetine baglh olarak, tipik olarak 45 ila 60 Gy arasinda degisir ve alt1 hafta
boyunca giinde 1.8-2 Gy uygulanir. Kanserli hiicrelerdeki genomik dengesizlikler
daha sonra iki alternatif yolla iiretilebilir; dogrudan ve dolayli etkiler. Radyasyon
isinlar1 dogrudan DNA ile etkilesime girebilir ve DNA hasarlarina neden olabilir
veya hiicrelerdeki su molekiillerinden Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) olusturabilir

ve olusturulan ROS, DNA lezyonlarini ortaya cikarabilir [43, 44].
2.2.1.3 Kemoterapi Tedavisi

Kemoterapi, radyasyon tedavisi gibi diger tedavilerle es zamanli olarak verilebilir.
Klinik kullanimdaki standart kemoterapi ilact hedefe yonelik tedaviyi saglar. GBM
tedavisi i¢in altin standart kemoterapétik ajan temozolomiddir [45]. Sekil 2.2’de
temozolomidin kimyasal yapisi yer almaktadir. Temozolomid (Tmz) 2005 yilinda
FDA tarafindan onaylanmis kii¢iik, lipofilik bir DNA alkilleyicidir. Ayrica bu
kemoterapotik ajan MSS'ye etkin bir sekilde niifuz eden ve tiimore lokalize olan
yiiksek bir KBB gecirgenligine sahiptir [46]. Bir dizi modifiye edilmis
imidazotetrazinondan tiiretilmistir, kimyasal olarak dakarbazin ile iliskilidir ve
deneysel antikanser ila¢ mitozolomidin 3-metil tiirevidir. Tmz, DNA'da O6-
metilguainin olusturarak hiicre Oliimiine neden olur ve DNA replikasyonu
sirasinda timin ile yanlis eslesmelerle sonuclanir. Bu eksik ciftler, apoptoza yol
acan cift sarmalli kirllmalara neden olur. Ayrica Tmz, KBB'yi gecebilir, tiimorlerin
cekirdek bolgelerine ¢ok daha fazla niifuz edebilir [47]. Bununla birlikte,
temozolomid tedavide en ¢ok tercih edilen ila¢ olmasina karsin hastaligin ilaca
direnc¢ gostermesi sebebiyle primer tiimor siklikla yeniden ortaya ¢ikmaktadir. Bu
tedavilerdeki son gelismelere ragmen, terapiye direncli bir durumda tiimor niiksti
cok yaygindir. Timoriin agresif fenotipi ve beynin karmasik yapisi GBM

hastalarinda kotii prognoza yol acar [48, 49]. Ayrica, bulanti, kusma, istahsizlik,
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ishal, deri dokiintiisii, sa¢ dokiilmesi, yorgunluk, bas donmesi, bulanik goérme,
uykusuzluk ve bag agris1 gibi kacinilmaz yan etkiler de bu ilacin klinik kullanimin1
sinirlamaktadir. Bu amagla, GBM tedavisi i¢in yeni tedavi secenekleri gereklidir

[3, 50].

Sekil 2. 2 Temozolomidin kimyasal yapisi

2.3 Flavonoidler

Flavonoidler, 4000’den fazla polifenolik molekiillerden olusan giinliik diyette
bulunan bitki kaynakli bilesiklerdir. Bu bilesikler, ortak fenilbenzopiron yapisinda
olup (C6-C3-C6) merkezindeki piran halkasinin doygunluk seviyesine ve agilma
ozelliklerine gore siniflandirilir [51]. Flavonoidler; flavanoller, flavanonoller,
flavanonlar, flavonlar, flavonoller, isoflavonlar, antiosiyaninler olmak iizere 7 alt

gruba ayrilir [52]. Bu alt gruplar Tablo 2.1’de 6zetlenmistir.

Flavonoid grubunun diger bir {iyesi olan izoflavonlar c¢ogunlukla antioksidan
ozellige sahip olan polifenolik bilesiklerdir. Izoflavonlar, Leguminosae ailesinin
iiyelerinde bulunur. Izoflavonlarin temel kimyasal yapisi; heterosiklik piran
halkasina bagli 2 benzen halkasindan olusan flavon cekirdeginden meydana
gelmektedir. Hidroksil gruplarinin varligi ve pozisyonunun (6zellikle 8 halkasinda
yer alanlarin) antioksidan aktivitede 6nemli oldugu, en etkili aktivitenin de 4 veya

6 hidroksil grubu iceren kimyasallarda goriildigii belirlenmistir [53].
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izoflavonoidler; daidzein, genistein, O-desmethylangolensin ve equol‘iin olarak
dért gruba ayrilirlar. Izoflavonlarin, karsinojenezde yer alan oksidanlar
temizleme yetenekleriyle antikanser ajanlar olarak gorev alirlar. Izoflavonlarin
serbest radikal olusumunu inhibe ettigi, lipid oksidasyonunu azalttig1 ve

antioksidan enzimleri uyardigi tespit edilmistir [54].

Flavonoidler, antioksidan, antimutajenik ve antiproliferatif 6zelliklere sahip bitki
kokenli sebze, meyve ve iceceklerin icerisinde bulunur. Farkli timorlere ait hiicre
hatlar1 kullanilarak yapilan ¢ok cesitli in-vitro calismalarda flavonoidlerin hiicre
proliferasyonunu modiile ettigi, apoptozu kendi basina tetikledigi ve apoptoz
indiiksiyonunu kemoterapo6tik olarak kuvvetlendirdigi gosterilmistir [55, 56].
Ayrica in-vitro ve in-situ KBB calismalarinda, flavonoidlerin yapisina baglh olarak
farkli flavonoidler icin gecirgenlikte KBB'yi gecebildigi deneysel olarak
kanitlanmistir. Flavonoidler, protein gibi sinyal iletim enzimlerini inhibe
etmektedir [57, 58]. Tirozin kinaz (PTK), protein kinaz C (PKC) ve Fosfoinositid3-
kinazlar (PIP3) etki ederek hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde rol

oynamaktadir [59].

Tablo 2. 1 Flavonoidlerin alt gruplari, ana kaynaklari ve 6rnek flavonoidler [60]

Flavonol Kuarsetin, Kamferol, Sogan, kiraz, elma,
Mirisetin brokoli, lahana,
domates, cilek
Flavon Apigenin, Luteolin Maydanoz, kekik
Izoflavon Genistein, Daidzein Soya unu, soya fasulyesi,
stit
Flavanon Hesperitin, Naringenin,  Portakal, greyfurt
Eriodiktol
Antosiyanidin Siyanidin, Malvidin, Patlican, bogiirtlen,
Petuidin yaban mersini
Flavon-3-oller Katesin, Epigallokatesin, = Cikolata, yesil ve siyah

Epigallokatesin gallat cay, fasulyeler, kiraz,
cilek, kakao
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2.3.1 Kanserde Flavonoidler

Flavonoidlerin, tiimo6r hiicreleri {izerine etkisi ve istilasini Onleyen
mekanizmalarina sahip oldugu bulunmustur [61]. Cilek, yesil cay ve siyah cay
icerisinde bulunan bir flavonoid tiirii olan katesin, briiksel lahanasinda ve elmada
bulunan kaempferol, sogan ve elmada quarcetin gibi diyetleri tiiken insanlarin

kanser riskini en aza indirdigi 6ne siiriilmiistiir [62].

Kanserin diyetle 6nlenmesine yonelik diger calismalarda, meme ve kolon kanseri
modelleri, flavonoidler ve izoflavonoidler dikkat c¢ekmektedir. Portakal ve
greyfurttan elde edilen hesperetin, turuncgil olmayan kaynaklardan elde edilen
baicalein, galangin, genistein ve quercetin'in insan meme karsinomu hiicre hatti
olan MDA-MB-435 {izerindeki etkisi calisilmistir.  Kiiltiirde  hiicre
proliferasyonunun inhibisyonunu degerlendirildiginde tiim flavonoidler diisiik

sitotoksisite ve anti timor aktivite gostermistir [63].

Flavonoidler, antikarsinojenik etkilerinden proliferasyon, enflamasyon,
anjiyogenez ve metastaz gibi kanser siireclerine miidahale ettikleri bilinmektedir

[64].

Apoptoz, bir dizi sinyal iletim kaskadlar1 ve hiicresel proteinler tarafindan
diizenlenen siki bir sekilde organize edilmis bir siirectir. Flavonoidler,
transkripsiyon faktorlerini (6rnegin, NF-kB, AP-1, STAT3), anti-apoptotik
proteinleri (6rnegin, Akt, Bcl-2, Bcl-XL), proapoptotik proteinleri (6rnegin,
kaspazlar, PARP) diizenleyerek apoptozu indiikleyebilir. ~Flavonoidler
cesitlerinden apigenin, luteolin, quercetin ve genisteinin, p53 bagli mekanizma ile

hiicre dongiisiiniin durmasina ve apoptoza neden olduklar:1 bulunmustur [56, 65].

Bu kanserojenlerin, protein kinazlar (6rn., IKK, EGFR, HER2, JNK, MAPK), hiicre
dongiisii proteinleri (6rn., siklinler, sikline bagimli kinazlar), hiicre yapisma
molekiilleri, COX-2 ve biiyiime faktorii sinyal yolaklar: tizerine de etkisi oldugu

bilinmektedir [66].

Flavonoidler, MMP ve uPA gibi genler iizerinde ekspresyonlarina etkisi oldugu

goriilmustiir [67]. Bu ozellikle kanser hiicrelerinin anjiyogenezi ve invazif

13



biliylimesini tesvik eder [68]. Kanser hiicrelerinin gocii ve invazyonun PI3K / AKT
/ mTOR ve MAPK yollarinin dahil edildigi TGF-f1 kaynakli EMT’yi inhibe eder
[64].

2.3.2 Genistein

Genistein (4 ', 5, 7-trihidroksiizoflavon) insan diyetindeki en biiyiik izoflavon
olup, en c¢ok soya ve soya iceren firiinlerinde bulunmaktadir [69]. Genistein
icerdigi gosterilen diger bitkisel besinler; yonca ve yonca filizi, arpa unu, brokoli,
karnabahar ve aycicegi, kimyon ve yonca tohumlarindan olusur [70]. 1899'da
genistein ilk kez, Boyaci katirtirnagi olarak bilinen Genista tinctoriadan ekstrakte
edilmis, boylece madde adim1 bu bitkiden almistir [71]. Genisteinin kimyasal

yapisi Sekil 2.3’de ve kimyasal 6zellikleri Tablo 2.2’de gosterilmistir.

HO 0

Sekil 2. 3 Genistein kimyasal yapisi
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Tablo 2. 2 Genistein 6zellikleri [72]

Molekiiliin ad1 Genistein

Agirhik 270.24

Molekiiler formiilii C15H;100s5

Mp 297-298 °C
Depolama Sicaklig1 20 °C

Coziiniirliikk DMSO’da ¢ozilintir
Form Toz

Renk Kirli Beyaz

Suda Coziiniirliik Cozlinmez
Kararhlik Isiga Duyarl

Epidemiyolojik calismalarla diyet ve kanser prevelansi arasinda énemli bir iligki
oldugunu tespit edilmistir. Bu calismalarda, o6zellikle soya iirtinlerince zengin
diyetin tercih edildigi Dogu Asya iilkelerinde kanser prevelansinin diisiik
olmasinda soya iriinlerinde bulunan genisteinin katkisi bulundugu
diisiintilmektedir [73]. Genistein farkli kanser tiplerinde temel olarak hiicre
boliinmesi kontrolii, apoptotik hiicre 6liimi, hiicre gocii, invazyonu, anjiyogenezi
ve metastazi gibi hiicresel olaylar1 kontrol eden potansiyel kemoterapotik bir
ajandir. Genistein; androjenlerin Ostrojene doniisiimiinii saglayan enzimlerin,
tirozin protein kinazlarin, sitokrom p450 enzimlerinin ve COX-2'nin inhibisyonuna

neden olarak hiicre fonksiyonlarina etki ettigi tespit edilmistir [74].

Ostrojene yapisal benzerliginden dolay: genistein, dstrojenik reseptorleri baglama
yetenegine sahiptir. Bu nedenle hiicre cogalmasini diizenleyebilir, kanser
hiicrelerinin hormona bagli biiylimesini 6nleyebilir, hiicreyi G2 / M fazinda
durdurarak hiicre dongiisii inhibisyonu, tirozin kinazlarin inhibisyonu, DNA
topoizomerazlar1 ve anti-anjiyogenez, oksidatif DNA hasarini azaltma gibi cesitli
etkiler de sergilemistir [75, 76]. Hayvan modellerinde yapilan arastirmalarda,
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timor hiicresi cogalmasini azaltabildigini, apoptozu artirdig1 ve farelerde yapilan
calismalarda anjiyogenezi inhibe edebildigini ortaya konmustur [77]. Genisteinin
yolaklar 1iizerine etkisi, Bax-Bcl-2 oranini, kaspaz-3 aktivitesini ve asagi
regiilasyonu artirarak apoptozu indiikledigi bilinmektedir. Insan meme kanseri
MDA-MB-231 hiicrelerinde yapilan calismada NF-kB iizerinde etkisi oldugu
bulunmustur. Kaspaz-12'yi aktive ederek insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde
apoptozu artirdig1 gozlemlenmistir. Fosfotirozin kinaz aktivitesini modiile ederek
ve N-Myc ekspresyonunu asagi dogru diizenleyerek, noroblastoma hiicre

dizilerinde farklilagsma ve apoptozu indiikledigi ortaya cikarilmistir [77, 78].

Genistein, kanser hiicrelerinde invazif ve metastatik 6zellikler kazandiran EMT nin
prostat kanseri hiicrelerinde tersine cevirdigi, epitel belirteci E-kaderinin yukar1
regiile edilmis ekspresyonuna neden oldugu bulunmustur [79]. Qin ve
arkadaslari, Genistein’in hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve kolorektal
kanser HCT-116 ve LoVo hiicrelerinde apoptozu indiikledigini, Bax'in yukari
regiilasyonu ve Akt fosforilasyonunun asagi regiilasyonunun eslik ettigini

gosterilmistir [80].

Cesitli calismalarda, genisteinin hiicre dongiisii ilerlemesinin diizenleyicilerine
miidahale ederek hiicre dongiisiiniin durmasina neden oldugunu gostermektedir.
Hiicre biiyltimesinin inhibisyonu, siklin B1'in eszamanli asag1 regiilasyonu, p21 ve
p27'nin yukar regiilasyonu ve CDK4'te giiclii bir azalma etkisi gostermistir [81,
82]. Genistein, PTK aracili sinyal mekanizmalarini inhibe ederek kanser
hiicrelerinin biiylimesini zayiflatabilen protein-tirosin kinazin (PTK) bilinen bir
inhibitoriidiir. Sakla ve arkadaslari, genisteinin, meme kanseri hiicrelerinde
protoonkogen olan HER-2 protein-tirozin fosforilasyonunu inhibe ettigini ve HER-
2 genini asir1 eksprese eden transgenik farelerde tiimor baslangicini geciktirdigini
bildirilmistir. Bu veriler 1s18inda, meme kanserinin kemoterapisindeki potansiyel

anti-kanser roliinii desteklemektedir [83, 84].

Diger izoflavonoidlerden farkli olarak, Geisteinin toksisitesini uyguladigi

konsantrasyonlar, biyolojik ve farmakolojik etkilerinin ¢ok tizerindedir. Bu 6zellik,
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Genisteinin potansiyel bir kemopreventif ajan olarak oldukca tercih edilir kilar

[77].

Genisteinin avantajlarinin  yanisira diisiik suda c¢oOziiniirlik ve zayif oral
biyoyararlanim gosterir. Ayrica, genistein oral uygulamadan sonra hizla

metabolize olur ve bu biyoaktif bilesigin emilimini ciddi sekilde etkiler [85].
2.4 Ilac Tastyic1 Sistemler

Terapotik ajanlarin dagitimi, nanotipta ila¢ tasiyici sistemlerinde 6nemli bir
nanoteknoloji alanidir. Nano boyutlu ilag tasiyici sistemleri, kiiclik molekiiller,
peptitler, protein bazli ilaclar ve niikleik asitler gibi terapotik molekiillerin
kapsiillenme kabiyeti saglamistir [8, 86]. Geleneksel ila¢ uygulamalarinda,
secicilik, zayif etkinlik, istenmeyen yan etkiler, diisiik verimlilik ve zayif biyolojik

dagilimdan kaynakli problemler karsilasilir [87, 88].

Hedefleme ilac tasiyici sistemleri, terapotik ajanin hiicre veya dokudaki
konsantrasyonunu artirir. Bu 6zellik, ajanin sistemik toksisitesini diisiiriirken,
terapotik aktivite artirir bunun sayesinde disiik doz kullaniminiyla, yiiksek bir
terapétik indeks elde edilmesini saglar [89, 90]. Ila¢ dagitimini kontrol etmek, bu
sinirlamalari ve engelleri asmak icin yararh sistemlerdir. Ayrica suda ¢6ziinmeyen
terapotik ajanlari fizyolojik engellerden korur ve biyoyararlanimlarini artirarak

nanoparikiiller icine hapsedilir [91, 92].

Ilac tasiyic1 sistemleri, terapotik ajan hedef tiimér bélgesine iki sekilde ulastirir.

Bunlar; pasif hedefleme ve aktif hedeflemedir [93].

Pasif hedefleme, tiimor dokusunun patofizyolojik 6zelligini kullanarak hedef
bolgenin gecirgenligini kullanan mekanizmadir. Tiimor hiicrelerinin karakteristik
ozelliginden biri olan anjigenez de meydana gelen hiicrelerin asir1 biiylimesi,
kusurlu vaskiiler ve hipervaskiiler yapi1 kullanilir [94]. Buna ek olarak, timor
hiicreleri fazla gecirgenlik medyatorlerine sahip olup fonksiyonel lenfatik
drenajdan yoksundur. Bu yeni kan damarlari, zayif bir sekilde diizenlenmistir bu
ylizden sizdiran delikli bolgelere sahiptir. Bu nedenle diisiik molekiiler agirlikli

kemoterapotik ajanlarin tiimor bolgesine girmesi icin kullanilir. Bu sekilde
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hedeflenen ilaclar, tiimoriin patofizyolojik oOzelligine dayandigi icin ‘pasif
hedefleme’ denmektedir. Pasif hedeflemede de dikkat edilmesi gereken nokta,

ilacin yiikii, boyutu ve ylizeyi gibi fizikokimyasal 6zellikleridir [95, 96].

Aktif hedefleme, diger bir adiyla da ligand aracili hedefleme, tiimor hiicreleri
tarafindan spesifik sekilde tutulmasi ve hiicreye alinmasi igin partikiiliin
ylizeyindeki afinite ligandlarin1 hedeflemektedir. Ligandlarin hedef bolgelerdeki
farkli epitoplarin veya reseptorleri segilerek baglanir. Bu sekilde afiniteden
yararlanilarak aktif olan terapotik ajanlar hedeflenen bolgeye yakin olmasi gerekir
[97, 98]. Bu partikiillerin tasarlanmasinda birkac faktor etkilidir. Bunlar; ligandin
konjugasyon yapisi, ligandin tiirii, partikiilin formu ve uygulama yontemi
sayilabilir. Ligandlar olarak proteinler, vitaminler, niikleik asitler, sekerler ve

antikorlar hedef bolgede veya hiicrenin ylizeyinde bulunur [99].

Hedeflenmis ilag sistemlerinde (Sekil 2.4) en sik kullanilan tiirleri; lipozomlar,

miseller, dendrimerler, nanokristaller ve nanopartikiiller [100].

A B c
Misel Pollmerlk' )
Nanopartikiil
D E .
A O W
v
Karbon Metalik
Dendrimer Nanotiip Nanopartikil

y Terapotik ajan

Sekil 2. 4 Ilac tasiyici sistemler (A) Misel (B) Lipozom (C) Polimerik
nanopartikiil (D) Dendrimer (E) Karbon nanotiip (F) Metalik nanopartikiil [101]
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Lipozomlar, 0.02-3.5 um boyutunda lipid cift katmanli yapilarn kiiresel olup
genellikle amfifilik fosfolipid molekiiller ile hazirlanan vezikiiler sistemlerdir.
Boylelikle hiicre zalarindaki dogal olarak bulunan fosfolipidlere ve lipoproteinlere
yapisal olarak benzerlik gostermeleri ozelliginden dolay1 biyolojik uyumlu,

viicutta parcalanabilir ve toksik etkiler gozlenmez [102, 103].

Miseller, 5-100 nm boyutunda polimerik veya lipid bazli amfifilik 6zellikte sulu
ortamda molekiillerin kendiliginden bir araya gelmesiyle olusur. I¢ kisimlari
hidrofobik 6zellikte yagda c¢oziinen ilaclar icin avantaj saglarken dis kismi ise

hidrofilik yapidadir [104, 105].

Dendrimerler, cekidekleri etrafinda dallanan fonksiyonel gruplari iceren kiiresel
sentetik yapilardan olusur. Dallanma noktalarinin sayisi ile molekiiler boyutu
dogru orantihidir. Sentez sirasinda molekiiler boyutlar1 ve agirliklar1 istenilen
sekilde kontrol edilir bu nedenle farkli uygulamalar icin tasarlanir [106].
Dendrimerler, etken molekiiliin dendrimerik yapisinda kapsiillenmesi veya
ylizeyinin {izerindeki fonksiyonel gruplar ile etkilesimiyle olusturulur. Bu
gruplarin, modifikasyonu ile molekiillerin hidrofilik veya hidrofobik 6zellikte
hazirlanabilir ayrica hedeflenen ila¢ tasinmasi icin cesitli ligandlar eklenebilir

[107, 108].

Nanokristaller, tamami ila¢c molekiillerinden olusan nanometre parcacik
boyutlarina sahip olan kristal yapilardir. Yiizey alanlari, mikron boyundaki
parcaciklardan daha fazla oldugundan partikiillerin ¢6ziinme hizi artar. Dolasiyla
biyoyararlanimda da artisa neden olur. Viicuda giren etken molekiillerin etkili
olabilmeleri icin hedef dokuda coziinmeleri ve molekiiler halde olmalari
gerekmektedir. Hedef doku disinda bolgelere giden nanokristallerin toksisitelerine

dikkat edilmesi gerekir [109, 110].
2.4.1 Nanopartikiiller

Ilac dagitimi, nanotipta 6zellikle ilac tasinma sistemlerinde énemli etki yaratan
nanoteknoloji alamidir. Nanoteknoloji alaninda son yillarda, nanopartikiiller
(NP’ler) ila¢ tastyict sistemleri arasinda en sik kullanilan yapilardir.

Nanopartikiiller 10 ile 1000 nm arasinda boyutlarda gelismis reaktif alan ve hiicre
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veya doku bariyerlerini agma gibi ayirt edici 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir
[111]. Molekiillerin nano tasiyicilar icine hapsedilerek, ilaglarin ¢oéziiniirligi ve
stabilitesi gelistirilebilir ayrica zayif farmokinetik o6zellikleri olan ilaclarin
kullanimina olanak saglar. Nano boyutlarinda olan tasiyicilar, biyolojik engellerin
asilmasinda ve hiicresel alimlarin gerceklesmesinde onemli sistemlerdir. Bu
ozelliklerinden dolay1 NP’ler biyomedikal uygulamalar i¢in umut verici madde

haline gelmistir [112].

Beyin, KBB’den dolay: ilaglarin hedef bolgeye ulastirmasinin en zor organlardan
biridir. KBB, enzimatik aktiviteye ve yabanci maddelerin beyne girmesini 6nleyen
sik1 baglantilarla birbirine baglanan beyinin entodel hiicrelerinden olusur. Suda
¢coziinen molekiillerin, kan dolasimindan MSS’e gecisini engelleyerek yalnizca
molekiillerin secici gecirgen tasinmasina izin verir. Nanopartikiillerin varliginda,
KBB boyunca beyne iletilmesinin verimliligi ve terapotik potansiyeli yiiksek tedavi

stratejilerinden biridir [113, 114].

Nanopartikiiller, nanokiire ve nanokapsiil olarak hazirlama yontemlerine gore
gruplara ayrilirlar. Nanokiireler, etken molekiil partikiil matriksi icinde homojen
bir sekilde dagilir. Nanokapsiiller ise partikiil membranin ¢ekirdek boslugu veya

kapsiil yiizeyinde absorbe olmus sekilde etken molekiilleri bulundurur [115, 116].

Metastaz gibi bircok hastaligin ilerlemesine neden olan anjiyogenez, 6nceden var
olan bir kan damarindan yeni kan damarlarinin olusumudur. Kiire seklindeki altin
ve silika nanopartikiillerin, anjiyogenezi tizerinde etkili olarak siireci baskilamistir.
Arvizo ve arkadaslari, altin nanopartikiillerin cekirdek boyutunun vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii 165'in (VEGF165) islevini inhibe etmede 6nemli bir
rol oynadigin1 belirtmistir [117]. Wierzbicki ve arkadaslar1 da, elmas
nanopartikiillerin glioblastoma tiimorlerinde vaskiiler ag1 ve VEGFA ve bFGF'nin

mRNA diizeylerini azalttigini gostermistir [118].
2.4.1.1 Polimerik nanopartikiil

Polimerik nanopartikiil, biyouyumluluklar1 ile biyolojik parcalanabilirlikleri
sebebiyle, PLA ve PLGA gibi polyester ve kopolimeri biyoaktif molekiiler iceren

sistemleri olusturan biyomalzemelerdir. Bu sistemler yiiksek aktivite gostermesi
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icin hidrofobik ilaclarla fiziksel veya kimyasal etkilesim gosterirler bu da
hedeflemenin verimliligi ve ¢coziiniirliigl artirarak hidrofilik polimerler kullanilir

[119, 120].

Nanoteknolojide tiimor hedefli toksisiteyi azaltan, biyouyumlu ve biyolojik
bozunabilir nanosistemlerin malzeme secimi temel konulardan biridir. Cesitli
sentetik polimerler (6rn. Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)), dogal polimerler
(6rn., Kitosan, kondroitin siilfat ve hyaluronik asit), lipidler (6rn., fosfolipid ve
kolesterol), niikleik asitler (6rn., DNA), peptidler / proteinler (6rn., albiimin ve
lizozim) ve inorganik malzemeler (6rn., altin, demir, giimiis ve cinko) terapotik

tedavilerde hazirlanmak tizere kullanilir [121].

Polilaktik asit (PLA), polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA), nisasta ve kitosan gibi
biyolojik olarak parcalanabilen ve biyouyumlu polimerlerden olusan
nanopartikiiller olup, cesitli ilaclarin dagitimi icin yaygin olarak kullanilmaktadir
[122]. Poli-g-Glutamik asit (PGA), a-amino ve g-karboksil gruplari arasinda
olusan amid baglari ile birbirine baglanan D- ve L-glutamik asit monomerlerinden
olusan bir homo-poliamiddir ve proteazlardir. PGA, her glutamat biriminde kiral

bir merkeze sahip optik olarak aktif bir biyopolimerdir [123].

Bu malzemelerin icinde PLGA, ila¢ tasima sistemlerinde nanopartikiiller icin tercih
edilen bir maddedir. PLGA, metabolik yollaklara girebilen laktik asit (LA) ve
glikolik asit (GA) olusur. Bu monomerler viicutta basitce metabolize edilir. Krebs
dongiisii yoluyla karbondioksit ve su olarak ayrilir. Béylece minimum toksisite ile
sonuclanir. Laktik asit, glikolik asitten daha hidrofobiktir ve bu nedenle, laktit asit
bakimindan zengin PLGA kopolimerleri daha az hidrofiliktir, daha az su emer ve

sonug olarak daha yavas bozunur [124].

Polimerik nanopartikiillerden biri olan, biyouyumluluklari, ila¢ uyumluluklari,
uygun biyolojik parcalanabilirlikleri ile mekanik o6zellikleriyle PLGA gibi
polyesterin kopolimeri biyoaktif iceren molekiillerin sekil ve boyutlar1 kolaylikla
islenip imal edilebilir. Bu sistemler yiiksek aktivite gostermesi icin hidrofobik

ilaclarla fiziksel veya kimyasal etkilesim gosterdiklerinde bu hedefleme verimliligi
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ve ¢oziintirligi artirilarak hidrofilik polimerler kullanilir [125, 126]. PLGA, PLA

ve PGA molekiillerinin Sekil 2.5’de kimyasal yapilar1 verilmistir.

Sekil 2. 5 (A) PLGA yapis1 (B) PLA yapisi (C) PGA yapisi [127]
2.4.1.2 Glioblastoma Tedavisinde Nanopartikiiller

Nanomateryaller, GBM zorluklardan biri olan KBB'nin iistesinden gelmede ayrica
aktif bilesiklerin olumsuz oOzelliklerini azaltma veya etkinliklerini gelistirme
potansiyelindedir. KBB, biiyiik molekiillerin %100’tinii ve kiiciik molekiillerin
%98’ini terapotik seviyelere ulasmasi icin beyne yeterince molekiiliin
ulasamamasina neden olur [128]. Beyne etken molekiilleri ulastirmak icin
nanopartikiillerin kullanilmasi, KBB’yi gecen ilac yiizdesini artirma potansiyeline

sahiptir [10].

Beyne ilag iletimi icin polimerler (miseller, dendrimerler), inorganik malzemeler
(demir, silika, altin) veya lipidler (lipozomlar, kati lipid nano tasiyicilar) cesitli
sistemler kullanilmaktadir. Terapotik ilaclar partikiillere kapsiillenmesi, kovalent
baglama veya yiizeyine yiiklenerek lokalize olarak tasinir. Ilac tasima sisteminin
tasarimiyla, ilaclarin etkilerini gostermek icin aktif veya pasif olarak tiimore
hedeflenir. Nanopartikiiller hidrofilik veya hidrofobik ilaclar kapsiile edilebilir,

ilac salinimini saglayarak dolasimdaki ilacin yar1 6émriinii uzatmaya yarar [128].

PLGA nanopartikiilleri, sentetik nanopartikiiller olup biyouyumluluklar1 ve

biyolojik olarak parcalabilme gibi oOzelliklere sahiptir. Hem hidrofobik
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molekiillerin hem de lipofilik molekiillerin tasinmasini saglar. PLGA
nanopartikiilleri ayn1 anda birden fazla molekiiller yiiklenebilir. Glioma U87 ve
C6 hiicre hatlarinda yapilan calismalarda, paklitaksel ve temozolomid birlikte
enkapsiile edilen PLGA nanopartikiilleri hedeflendiginde hem in-vitro hem in vivo
deneylerde biiyiimeyi inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi goriilmiistiir [129].
Diger bir calismada, klorotoksin ve temozolomid yiiklii nanopartikiil insan
glioblastoma hiicreleri tizerinde serbest ilaca gore hiicre oldiirmede etkili oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica nanopartikiill KBByi gecebildigi ve toksisiteyi en aza
indirdigi gosterilmistir [130]. Bu tez calismasinda da, genistein ve temozolomid
ylikli PLGA nanopartikiiller ile daha etkin bir glioblastoma tedavisi

gerceklestirilmesi amaclanmaktadir.
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Kullanilan Cihazlar

e pH metre- Hanna

e Otoklav- Hirayama

e Hassas Terazi- Shimadzu

e Sonikator- Bandelin Sonoplus

e Peristaltik Pompa- Masterflex Core Palmer

e CO,Inkiibator- Biosan ES20

e UV-Vis Spektrofotometre- Shimadzu UV- 1800
e Liyafilizator- Telstar Cryodos

e Biyogiivenlik Kabini- Hedlab XPROII

e (Calkalayici- Biosan Environmental Shaker ES20
e Mini Santrifiij Cihazi- Hermle Z 206 A

e Sivi Azot Tanki- International Cryogenics, Inc. 20R
e Distile Su Cihazi- Sartorius Arium Pro

e Zeta Sizer- Malvern ZEN 3600 Nano ZS

e Vorteks- Velp Scientifica

o Elisa Reader- BioTek PowerWave XS2

e Invert Mikroskop- Olympus CKX41

e Ters Floresan Mikroskop- ZEISS AxioVert01

e Santrifiij Cihazi- Beckman Coulter Allegra X-30 R
e Ultrasonik Su Banyosu- Bandelin Sonorex

e Manyetik Karistirici- Variomag Mono

e FT-IR- Thermo Scientific Nicolet iS10
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e Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)- ZEISS EVO LS10

e Coklu Manyetik Karistirici- IKA

e Western Transfer Sistemi- Trans-Blot Turbo Transfer System

e Real Time PCR Cihazi- AriaMx Real-Time PCR System

e SDS-PAGE Elektroforez Sistemi- BIO-RAD MiniPROTEAN® 3 Cell
e Nanodrop-Thermo Scientific NanoDrop One Microvolume UV-Vis

Spectrophotometers
3.1.2 Kullanilan Sarf Malzemeler

e Hiicre Kiiltiir Plaklari( T25, T75)- NEST

e Serolojik Pipetler (1ml, 2ml, 5ml, 10ml ve 25ml)- Eppendorf
e Parafilm- Bemis PM-996

e Thoma Lami- Isolab

e Beher- Isolab

e Ince uclu pens

e Hiicre dondurma tiipleri- NEST 607001

e Filtre Kagidi- BIO-RAD 1703965

e Trans Blot Turbo Transfer Pack-BIO-RAD 1704158

e Steril Tek Kullanimlik Siringa- Set Medikal

e 15ml’lik steril falkon tiipler-NEST 601002

o Steril plastik pipet ucu 1000 pl- ISOLAB 1.005.01.003.500
o Strel plastik pipet ucu 200 pl- ISOLAB 1.005.01.002.901
e Steril plastik pipet ucu 10 pl- ISOLAB 1.005.01.001.901

e Nitroseliiloz Transfer Membran- Thermo Scientific 88018
e 96 kuyulu mikroplaka- ISOLAB 1.122.11.096

e 24 kuyulu plaka- SPL Life Sciences 13485

e 50 ml’lik steril falkon- CAPP 5100050

e 15 ml’lik steril falkon- ISOLAB S.078.02.002.050

e PVDF Membran- BIO-RAD 1620177

e 2 ml mikrosantrifiij tiipii- NEST 620011

e 0,2 mikrolitrelik PCR tiipii- Axygen 15216383
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e 96 kuyulu PCR mikroplaka- CELLSTAR 655160
3.1.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Nanopartikiil sentezi icin
e Genistein- Sigma Aldrich G6776
e Temozolomid- Sigma Aldrich T2577
e FEtanol- Merck 64-17-5

e Diklorometan- Merck

e Poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA)- Sigma Aldrich 719870

e Polivinil Alkol- Sigma Aldrich 363138
Hiicre Kiiltiirii icin

e DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12)-
Thermo Scientific 11320033

e Penisilin/Streptomisin- Sigma Aldrich P4333

e Fetal Sigir Serumu- PAN BIOTECH P30-1904

e Tripsin-EDTA- Sigma Aldrich T4049

e L-glutamin 200 mM- Gibco 1881732

e Tripan Mavisi- Sigma Aldrich T8154

e Sodyum Kloriir- Sigma Aldrich 13423

e Monosodyum Fosfat- Sigma Aldrich 04270

e Disodyum Fosfat Dihidrat- Sigma Aldrich 04272

e Hidroklorik asit- Sigma Aldrich 30721

e Sodyum Hidroksit- Sigma Aldrich 71690

e Thiazoyl Blue Tetrazolium Bromide %98- Sigma Aldrich M5655

e Dimetil siilfoksit- ChemCruz sc358801/Carlo Erba 508002
Proliferasyon testi icin

e BrdU deney kiti- RocheMolecular Sciences 11 647 229 001

Total RNA izolasyonu icin
e Direct-zol RNA MiniPrep kiti- Zymo Research R2050
e cDNA sentez kiti- SensiFAST
e Real Time PCR SYBR Lo-Rox Kit- SensiFAST BIO 94020

26



Western Blot icin

Proteazfosfataz inhibitor kokteyl..X- Sigma Aldrich PPC1010
RIPA 10x- Abcam ab156034

BCA Protein Biyoanaliz Kiti- SMART™ 21071

SDS- Sigma 101536917

TEMED- Sigma 102051196

Akrilamid/Bis- Biorad 1610158

Glacial asetik asit- TEKKIM 251011531

Gliserol- Riedel de Haen 15524

Amonyum persiilfat- Sigma 06429KH

Tris baz- Sigma 1001765977

B-merkatoetanol- MERCK 8.05740.0250

HCI- Sigma 30721

Metanol- Sigma STBG2513V

Coomassie brilliant blue- AppliChem A1092

Glisin- Sigma G8898-500G

Bromfenol mavisi- Sigma 114391

Yagsiz siit tozu- BioshopSKI1400.500

Tween20- AppliChem A1389

0.45 pm nitroseliiloz membran- Thermo Scientific S123993310
0.2 um nitroseliiloz Trans-blot turbo transfer pack- 1704158
Anti-caspase-3 antikor- Abcam ab13847

Cleaved caspase-9 primer antikor- Rabbit Abcam ab2324
Beta-actin primer antikor- Rabbit Cell signaling technology 4967S
Sitokrom-c primer antikor- Mouse Invitrogen 338500

Goat anti-rabbit IgG H&L sekonder antikor- Abcam ab205718
Goat anti-mouse 1gG H&L HRP- Abcam ab205719

H202- Sigma Aldrich 18304

DAB- Thermo Scientific 34001

27



3.1.4 Kullanilan Soliisyonlar ve Tamponlar

3.1.4.1 Farkl konsantrasyonlardaki Temozolomid ¢ozeltileri

1 mg temozolomid molekilii 10 ml distile su ile c¢oziilerek 0,1 mg/mllik stok
cozelti elde edildi. Stok temozolomid cozeltisi seyreltilerek 0,01; 0,02; 0,03;
0,009; 0,008; 0,007; 0,006; 0,005; 0,004; 0,003; 0,002; 0,001 mg/ml’lik farkli
konsantrasyonlar hazirlandi. Coézeltinin UV-Vis spektrofotometrik o6lciimleri
sonucunda maksimum absorbans dalga boyu 330 nm olarak o6lciildii. Elde edilen

UV siddetleri kullanilarak standart kalibrasyon egrisi ¢izildi.
3.1.4.2 Farkl konsantrasyonlardaki Genistein ¢ozeltileri

1 mg genisteinin 10 ml etanol icerisinde ¢oziilmesiyle, 0,1 mg/ml genistein stok
¢ozeltisi elde edildi. Bu stok genistein ¢ozeltisi 0,01; 0,009; 0,008; 0,007; 0,006;
0,005; 0,004; 0,003; 0,002; 0,001; 0,0009; 0,0008; 0,0007; 0,0006; 0,0005;
0,0004; 0,0003; 0,0002; 0,0001 mg/ml olacak sekilde seyreltilerek farklh
konsantrasyonlarda genistein ¢ozeltileri hazirlandi. UV-Vis
spektrofotometresindeki olciimlerle genisteinin maksimum dalga boyu 264 nm
olarak belirlendi. Farkli konsantrasyonlardaki genistein etanol ¢ozeltilerinin UV

absorbans degerleri kullanilarak standart egri grafigi cizildi.
3.1.4.3 Polivinilalkol (PVA) Cozeltisi

%3’liik polivinilalkol ¢ozeltisi icin 3 gram polivinilalkol hassas tartida tartildi.
Uzerine 100 ml distile su eklenip 65-75 °C derecede manyetik karistiricida

karistirilarak homojen polivinilakol elde edildi.

%0,1’lik polivinilalkol ¢ozeltisi icin 0,1 gram polivinilalkol hassas tartida tartildi.
Uzerine 100 ml distile su eklenip 65-75 °C derecede manyetik karistiricida

karistirilmasiyla homojen polivinilalkol elde edildi.
3.1.4.4 0,01 mol/L’lik PBS (pH=7,4)

PBS hazirlamak icin 0.5844 gram NaCl sodium kloriir, 1.1998 gram NaH,PO, ve
1.7799 gram Na,HPO,.2H,0 tartilip 1L distile su icerisinde ¢6zdiiriildii. Tampon
cozeltisi olarak pH'1min 7.4’e ayarlanmasi icin NaOH ve HCl kullanildi ve

sterilizasyonu otoklavlanarak saglandi.
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3.1.4.5 %10’luk DMEM/F12 Besiyeri

DMEM/F12 kiiltiir besiyeri ticari olarak satin alindi. Besiyeri icerisine 100 pg/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomisin ve %1 L-glutamin eklendi. Hiicreler %90
oraninda DMEM/F12 ve %10 oraninda FBS iceren tamamlanmis besiyerinde

biiytitiildi. Hazirlanan besiyeri deneye kadar +4°C’de muhafaza edildi.
3.1.4.6 Hiicre Dondurma Soliisyonu

Hiicrelerin uzun siireli saklanmasini saglayan dondurma soliisyonu %95 fetal sigir
serumu (FBS) ve %5 DMSO cozeltileri ile hazirlanmustir. Insan beyin kanseri
U87MG hiicreleri kademeli sekilde once -20°C’de ve -80°C’de dondurucuda
bekletildi. Daha sonra -196°C sivi azot tankina alinarak ileri hiicre deneylerinde

kullanilmasi icin saklandi.
3.1.4.7 MTT Soliisyonu

MTT tetrazolium tuzundan 12 gram hassas terazide tartilip, 20 ml PBS icerisinde
falkon folyoya sarilarak votekslenerek ¢ozdiiriildii. 0.22 um filtreden gecirilerek

kullanilincaya kadar +4°C’ de sakland.
3.1.4.8 Protein Lizatlarinin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

Protein lizatlarinin hazirlanmasinda RIPA ve proteaz fosfotaz inhibitori (ppi)
iceren lizis tamponu hazirlandi. RIPA ¢ozeltisi 5X’den 1X’e seyreltilerek kullanildi.
1X RIPA ¢ozeltisinden 1ml alinarak icerisine 10ul proteaz fosfotaz inhibitériinden

eklenerek lizis ¢ozeltisi hazirlandi.
3.1.4.9 Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Smart™ BCA Protein Biyoanaliz Kiti icindeki soliisyon A ve B’den sirasiyla 50:1

olacak sekilde karistirilarak c¢ozelti hazirlanda.
3.1.4.10 SDS-PAGE’de Kullanilan Gozeltiler
2x SDS-PAGE (Sample Buffer)

0,5M Tris-HCI (pH:6.8) 2,5ml

Gliserol 2ml
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B-Merkaptoetanol 0,4ml
Bromfenol Mavisi 0,02 gram

SDS 0,4 gram
Total hacim 10 ml olucak sekilde distile su ile tamamlanir.
%10 (w/v) SDS

SDS 10 gram
Distile Su 90 ml

Yavasca karistirirak ¢oziinmesi saglanir ve 100 ml’ye distile sui le tamamlanir.

Acrylamide / Bis
N-N-Bis-Metilen-Akrilamid 2,40 gram
Akrilamid 87,60 gram
Distile Su 300 ml

Gozelti +4C’de karanlikta 30 giin boyunca saklanabilir.

SDS-PAGE Protein Boyama Cozeltisi

Metanol 40ml
Coomassive Blue 0,1 gram
Glacial Asetik Asit 10ml

100 ml ile distile su ile tamamlanair.

5x Tank Tamponu

0,025M Tris Baz 15 gram
0,192M Glisin 72 gram
%0, 1 SDS 5 gram

1000 ml distile su ile tamamlanair.
1,5M Tris-HCI (pH:8.8)

Tris Baz 27,23 gram
Distile Su 80 ml
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Gozeltinin pH’1 HCI yardimiyla 8.8 ayarlanir. Akabinde distile su ile 150 ml

tamamlanair.
0,5M Tris-HCI (pH:6.8)

Tris Baz 6 gram

Distile Su 60 ml
Cozeltinin pH’1 HCI yardimiyla 6.8 ayarlanir ve distile su ile 100 ml tamamlanir.
%10 (w/v) APS

Amonyum Persiilfat 0,1 gram
Distile Su 1000 ml

Taze olarak hazirlanir.
De-staining Solution

%5 Metanol 50 ml
%7 Glacial Asetik Asit 70 ml

1000 ml distile su ile tamamlanair.

%12’lik Ayirma Jeli
Distile Su 3,35 ml
1,5M Tris-HCL (PH:8.8) 2,5 ml
%10’luk SDS 100 ul
%30’luk Akrilamid/Bis 4 ml
%10’LUK APS 75 ul
TEMED 15 ul

%4’1iik Yiikleme Jeli
Distile Su 3,05 ml
0,5M Tris-HCL (PH:6.8) 1,25 ml
%10’luk SDS 50 ul
%30’luk Akrilamid/Bis 0,65 ml
%10'luk APS 30 ul
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TEMED 6 ul

3.1.4.11 Western Blot icin Kullanilan Cézeltiler

%>5’lik Siit Tozu
Yagsiz Siit Tozu 5 gram
PBS Tween-20 100 ml

PBS
NaCl 0,2922 gram
NaH,PO, 0,5999 gram
Na,HPO,.2H,0 0,8899 gram

PBS NaOH-HCI yardimiyla pH 7,4’e ayarlanir ve 500 ml distile su ile tamamlanur.

Transfer Tamponu

48 mM Tris Baz 5,81 gram
39 mM Glisin 2,93 gram
1,3 mM SDS 0,375 gram
%20 Metanol 200 ml

Cozelti 1000 ml distile su ile tamamlanair.
PBS Tween-20

PBS 500 ml
Tween-20 1 ml

Kolorimetrik Deteksiyon Cozeltisi

DAB 60mg
PBS 100ml
H,0, 100“1
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3.2 Yontem

3.2.1 Temozolomid Molekiiliiniin UV Standart Egrisi

10 ml distile su icerisinde 1 mg temozolomid ¢oziilerek stok temozolomid ¢ozeltisi
elde edildi. Bu ¢ozelti, 0,01 mg/ml ile 0,009 mg/ml arasinda seyreltilerek UV
spektrofotometre cihazinda UV siddetleri Olciildii. Farkli UV Olgiilerine gore

temozolomid ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi olusturuldu.
3.2.2 Genistein Molekiiliiniin UV Standart Egrisi

1 mg genistein tartilarak, 10 ml ethanol icerisinde ¢oziiliip 0,1 mg/ml’lik genistein
cozeltisi elde edildi. Genistein ¢Ozeltisi seyreltilerek 0,01 mg/ml ile 0,0002 mg/ml
UV spektrofotometre cihazinda Olciimleri alindi. Cozeltinin sahip oldugu dalga
boyunda farkli konsantrasyonlardaki genistein ¢ozeltilerinin UV siddetlerine gore

kalibrasyon egrisi olusturuldu.

3.2.3 Tekli Emiilsiyon Coziicii Ucurma Metodu (o/w) ile Temozolomid,

Genistein ve Temozolomid-Genistein Yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin Sentezi

Temozolomid, genistein etken maddelerinden 1’er mg ve 100 mg PLGA polimeri
hassas tartida tartildi. Etken maddelerin ve PLGA'nin ¢oziilmesi i¢in distile su,
etanol ve diklorometan cozeltileri hazirlandi. Temozolomid 1 ml distile suda,
genistein 1 ml etanolde, PLGA ise 1,5 ml diklorometan (DCM) icerisinde
cozdiiriildi. Akabinde temozolomid-genistein nanopartikiiliiniin hazirlanmasi
icin genistein, temozolomid’in igerisine katilarak vortekslendi. Cozdiiriilmiis
genistein, temozolomid ve temozolomid-genistein, PLGA polimeri icerisine
aktarildi. Karisimlar, 4 ml %3’liik PVA icerisine peristaltik pompa ile 5 ml/dk akis
hizinda buzlu ortamda %80 Volt, 90 saniye sonike ederek aktarildi. Dis fazlarini
olusturmak icin 35 ml %0,1’lik PVA peristaltik pompa ile 2 ml/dk akis hiziyla
karisimlarin icine eklendi. Sonrasinda karisimlarin icerisinde bulunan organik
coziiciilerin uzaklasmasi icin 4 saat manyetik karistiricida karistirildilar.
Sonrasinda kati nanopartikiill elde edebilmek ve yiizeydeki kalintilari
uzaklastirmak icin c¢Oktiirme ve yikama islemine baslandi. Nanopartikiil

cozeltilerinin ¢oktiirme islemi 9000 rpm’de 40 dakika boyunca santrifiijlenerek
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devam etti ve st fazlar1 bir beher icerisine toplandi. Nanopartikiilleri yikamak
amaciyla tizerine 35 ml distile su eklenerek 9000 rpm’de 35 dakika 3’er kez
tekrarlanarak santrifiij islemi yapildi. Yikama islemi boyunca da st fazlar ayni
behere toplandi. Islem sonucu elde edilen nanopartikiillerin icerisine 5 ml distile
su eklenip homojen hale getildi. Homojen ¢ozeltiler liyafizatérde kurutulup -20°
Cye kaldirildi. Bu yontemle temozolomid iceren PLGA nanopartikiiller (TmzNP),
genistein iceren PLGA nanopartikiiller (GenNP) ve temozolomid ve genistein

iceren PLGA nanopartikiiller (TmzGenNP) elde edilmis oldu.

3.2.4 Temozolomid, Genistein, Temozolomid-Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin
Reaksiyon Verimi, Enkapsiilasyon Etkinligi ve Etken Madde Yiiklenme Veriminin

Hesaplanmasi

Uretilen nanopartikiillerin karakterizasyonu icin etken madde yiiklenme verimi,

enkapsiilasyon verimi ve reaksiyon verimi hesaplandi.
3.2.5 Reaksiyon Veriminin (RV) Hesaplanmasi

Elde edinen kati1 nanopartikiillerin reaksiyon veriminin hesaplanmasi icin iiretilen
nanopartikiil miktar1 ile toplam kullanilan etken maddelerin ve polimerlerin

miktarinin birbilerine orani asagidaki esitlikler kullanilarak gravimetrik olarak

hesaplandi:

Uretilen nanopartikiil miktar

RV(%) = e 100 (3.1)
Baslangi¢ polimer miktari+Temozolomid

Uretilen nanopartikiil miktar

RV(%) = —en TP e x10 (3.2)
Baslangi¢ polimer miktari+ Genistein

Uretilen nanopartikiil miktar

RV(%) = i parti iktar (3.3)

Baslangi¢ polimer miktari+Temozolomid +Genistein x

3.2.6 Etken Madde Yiiklenme Veriminin (DL) Hesaplanmasi

Kat1 nanopartikiillerin tiretiminde liyolizatorden elde edilen etken maddelerin
miktar1 kullanilarak nanopartikiillerin icerisine yiiklenen madde miktarlar
indirekt  olarak  hesaplandi. = Konsantrasyonlar1  bilinen temozolomid

nanopartikiilleri (TmzNP1, TmzNP2), genistein nanopartikiili (GenNP),
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temozolomid-genistein nanopartikiili (TmzGenNP) cozeltileri UV spektrumlari
alinarak standart kalibrasyon egrileri cizildi. Etken madde yiiklenme verimi (DL)

esitlikler kullanilarak hesaplandi:

Nanopartikiil icine yliklenen temozolomid(m,
DL(%) = —1°P fme y m9) 1100 (3.4)

Elde edilen nanopartikiil miktari (mg)

DL(%) = Nanopartikil icine yiiklenen genistein miktar: (mg) 100 (3.5)
o0 Elde edilen nanopartikiil miktari (mg) X

Nanopartikil igine yiiklenen temozolomid + genistein miktar: (mg) 100 (3.6)
x

DL(%) =
(%) Elde edilen nanopartikil miktari (mg)

3.2.7 Enkapsiilasyon Etkinliginin (EE) Hesaplanmasi

Nanopartikiillerin icerisine yiiklenen madde miktarlari, santrifiij edildikten
sonrasi elde edilen iist fazlar kullanilarak belirlendi. Elde edilen iist fazlarin UV
spektrumlar1 alinarak TmzNP1, TmzNP2, GenNP, TmzGenNP icin kalibrasyon
egrileri cizildi. Enkapsiilasyon verimini hesaplamak icin asagidaki esitlikler

kullanildz:

Nanopartikiil icine yiiklenen temozolomid(m
EE(%) =~ FE yICOnen on ™) 100 3.7)
Kullanilan temozolomid miktari (mg)
Nanopartikiil icine yiiklenen genistein miktari (m
EE(%) = p gine yiiklenen gen ( g)x100 (3.8)
Kullanilan genistein miktari (mg)

Nanopartikiil icine yiiklenen temozolomid + genistein miktar: (m

EE(%) = p ¢iney g ( g)x100 (3.9

Kullanilan temozolomid + genistein miktar1 (mg)

3.2.8 Temozolomid-Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Uretilen kat1 nanopartikiillerin karakterizasyonu icin Zeta Sizer ile boyut ve zeta
potansiyel analizi, FT-IR ile kimyasal bag analizi, taramal1 elektron mikroskobu

(SEM) ile nanopartikiiliin morfolojik analizleri yapildi.
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3.2.8.1 Boyut ve zeta analizi

Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigli ve zeta potansiyel 6lciimleri
Zetasizer Nano Z cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Boyut analizleri dinamik 11k
sacilmasi yontemiyle, zeta potansiyel Ol¢timleri ise kapiler kiivetler kullanilarak
faz analiz 151k sacilmasi yontemiyle gerceklestirildi. Tiim analizler 3 tekrarli olacak

sekilde gerceklestirildi.
3.2.8.2 FT-IR analizi

Serbest temozolomid, serbest genistein, PLGA polimeri, temozolomid yiiklii
nanopartikiil, genistein yiikli nanopartikiil, temozolomid-genistein yiikli
nanopartikiile ait fonksiyonel gruplarin belirlenmesi Fourier transform kizilotesi
spektroskopisi (FTIR) ile gerceklestirildi. Nanopartikiillerin FT-IR spektrumu
Attenuated Total Reflectance (ATR) atacmani kullanilarak, 3 tekrarli olacak
sekilde elde edildi.

3.2.8.4 SEM analizi

Elde edilen nanopartikiillerin agregasyonu, dagilimi, yilizey sekillerinin ve
morfolojilerinin belirlenmesi icin taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanildi.
Nanopartikiil 6rnekleri altin tabaka ile yiiksek vakum altinda kaplandiktan sonra,

10.00 kV gerilim altinda, 20.000x biiyiitmede SEM mikrograflari elde edildi. .
3.2.9 Temozolomid-Genistein Nanopartikiillerin in-vitro Salim

Temozolomid-genistein nanopartikiiliinden 3 mg tartildi ve 3 ml PBS (pH:7.4)
icerisinde c¢ozdiiriildii. Ardindan vyatay calkaliyicida 37°C'de 200rpm’de
calkalamaya birakildi. Ornekler periyodik araliklarla 9000 rpm’de 20 dakika
+4°Cde santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernantlar toplanarak UV
spektrofotometrede 6lctimleri alindi ve {ist fazlarin iizerine taze PBS eklendi. Bu
Olcim 30 giin boyunca devam etti. Elde edilen st fazlarin UV degerleri

kullanilarak salinan nanopartikiil miktar1 hesaplandi.
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3.2.10 Insan Glioblastoma Hiicre Hattinin (U87MG) Kiiltiire Edilmesi

Hiicre kiiltiirii calismalarinda insan glioblastoma hiicre U87MG hatti (ATCC®
HTB-14™) kullanildi. US87MG insan glioblastoma hiicre hatt1 37° C’de %5 CO, ile
nem iceren ortamda inkiibator icerisinde biiyiitiildii. Epitel morfolojisine sahip
olan U87MG insan glioblastoma hiicre hatti adherent biiyiime o6zelligi
gostermektedir. U87MG insan glioblastoma hiicre hattinin 6zellikleri Tablo 3.1’de

yer almaktadir.

Tablo 3. 1 Insan glioblastoma hiicre hattinin 6zellikleri [131]
U-87 MG (ATCC® HTB-14™)

Cinsiyet Erkek

Organizma Homo sapiens, insan
Doku Beyin

Uriin Format1 Dondurulmus
Morfolojisi Epitel

Kiiltiir 6zelligi Adherent

Hastalik Glioblastoma

3.2.11 Insan Glioblastoma Hiicre Hattinin (US7MG) Acilmasi

Kriyotiiplerdeki insan glioblastoma U87MG hiicreleri sivi azot tankindan (-196°C)
cikartilip distile su icerisinde ¢ozlinmeleri saglandi. Daha sonra hizli bir sekilde
hiicreler 15 ml'lik falkon icerisine tamamlanmis besiyeri ile birlikte alinarak 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant kismi
uzaklastirildi.  Pellet kismindaki hiicreler, hiicre sayisina gore T25 veya T75
flasklara alinarak inkiibasyona birakildi. Flask yiizeyine tutunarak biiyiimekte
olan U87MG hiicreleri flask yiizeyinin yaklasik %80’nini kaplayana kadar 2-3 giin

boyunca 37° C'de %5 CO, ile nem iceren ortamda inkiibe edildi
3.2.12 Insan Glioblastoma Hiicre Hattimin (U87MG) Pasajlanmasi

Insan glioblastoma U87MG hiicrelerinin flaskta %70-80 konfluent hale

geldiklerinde pasajlanmasi gerekmektedir. Hiicre pasajlanmasi laminer hava akisi
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steril kabinin icerisinde yapildi. Pasajlanacak hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan
sonra hiicreler PBS ile yikandi. Hiicrelerin kiiltiir kaplarindan kalkmalarini
saglayan serin proteaz enzimi olan 1x Tripsin-EDTA hiicreler iizerine eklendi.
Tripsin enziminin aktivite gosterebilmesi icin, tripsin uygulanmis hiicreler 37°C’lik
inkiibatorde 2-3 dakika bekletildi. Hiicrelerin kiiltiir kabi yilizeyinden ayrilip
ayrilmadiklari 151k mikroskobu ile kontrol edildi, hiicreler kiiltiir kabi yiizeyinden
ayrildiklarinda tripsin aktivitesini inhibe etmek icin kiiltiir kaplarina taze besiyeri
eklendi. Hiicreler 15ml'lik falkon tiipler icerisine aktarildi ve 5 dakika 1000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra falkon icindeki siipernatant kismi uzaklastirilip
pellet iizerine taze besiyesi eklenerek pipetajlandi. U87MG hiicreleri homojen
sekilde dagitildiktan sonra yeni biiylime ortamlari olan T25 veya T75 flasklarina
aktarildi. 37°C’de %5’lik CO, iceren inkiibatore koyulup flask yiizeyi %70-80

oraninda yogunluga eristikten sonra pasaj islemi tekrarlandi.
3.2.13 Insan Glioblastoma Hiicrelerinin (US87MG) Sayimi

Hiicrelerin sayisinin  belirlenmesi tripan mavisi boyama yontemiyle
gerceklestirildi. Pasaj islemi ile ayni protokol uygulanip santrifiij asamasindan
sonra hiicre canlilig1 belirlendi. Bunun icin 1:1 oraninda yani 50 ul tripan mavisi
50 wl hiicre siispansiyonundan alindi ve yavasca pipetaj yaparak hiicrelerin
homojen dagilmasi saglandi. Thoma lamina pipet yardimu ile hiicre-tripan mavisi
karisitmindan 20 ul koyuldu. Isik mikroskobu ile Thoma lamindaki hiicrelerin
sayimi yapildi. Parlak, renksiz olarak goriilen hiicrelerin canli olduklari, boyay1
hiicre icine alanlarin ise cansiz oldugu gozlemlendi. Sayilan hiicreler Thoma
lamindaki 4 farkli bolgedeki 16 karelerde bulunan hiicrelerin ortalamalan ile
hesaplanmistir. Canli hiicre sayis1 ise sayilan hiicrelerin sayisinin ortalamasi,

diliisyon faktorii, toplam hacim ve 10* carpimu ile hesaplanir.
3.2.14 insan Glioblastoma Hiicrelerini (U87MG) Dondurulmasi

U87MG insan glioblastoma hiicre hatt1 daha sonraki deneylerde kullanilabilmesi
amaciyla hiicrelerin bir kismi cogaltilirken bir kismi ise stoklanmak {izere
donduruldu. U87MG hiicre hatt1 %95 FBS, %5 DMSO ile hazirlanan dondurma

soliisyonu kullanilarak icerisinde kademeli olarak donduruldu. Ilk olarak
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stoklanmak istenen flasktaki hiicreler icinde bulunan besiyeri pipet ile
uzaklastirildiktan sonra hiicreler PBS ile yikandi. Tripsin eklendi ve flasktaki
hiicrelerin kalkmalar1 saglandi. Tripsini inaktif hale getirmek i¢in hiicreler {izerine
besiyeri eklenip 15ml'lik falkona alindi. Falkon santrifiij edildikten sonra
stipernant kismi atildi ve hiicre pelleti 10° ml hiicre sayisi olacak sekilde hiicre
sayimmi gerceklestirildi. Daha once hazirlanan dondurma soliisyonu ile hiicre
yavasca pipetajlanarak kriyotiip icerisine alindi. Kriyotiipler kademeli olarak
sogutulmas: amaci ile kriyotiip sogutma kabina koyuldu ve -80°C’de bir gece
bekletildi. Ertesi giin -80°C’den alinan hiicreler -196°C’deki sivi azot tankinin

icerisine yerlestirildi.

3.2.15 Temozolomid-Genistein Nanopartikiillerin in vitro Biyolojik Etkinliginin
Arastirilmast

3.2.15.1 MTT Test

MTT yontemi kullanilarak insan glioblastoma hiicre hattina (U87MG) uygulanan
temozolomid, genistein, temozolomid-genistein kombinasyonu, TmzNP, GenNP,

TmzGenNP’lerin sitotoksik etkileri belirlendi.

Kullanilacak hiicre hatt1 olan US87MG 96 kuyulu mikroplakalara kuyu bagina 10°
hiicre olacak sekilde ekildi ve 37 °Cde %5 CO.,li inkiibatorde inkiibasyona
birakildi. Serbest temozolomid, serbest genistein, temozolomid-genistein
kombinasyonu, TmzNP, GenNP, TmzGenNP'nin farkli konstrasyonlarda hiicreler
lizerine uygulandi. Daha sonra mikroplaklar 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona
birakildi ve hiicrelerdeki sitopatolojik degisiklikler kontrol grubuyla kiyaslama
yapilarak mikroskopta incelendi. 24, 48 ve 72 saat sonunda her bir kuyucuktaki
besiyerleri cekilerek, kuyucuklara 50 ul MTT soliisyonu eklenip hiicreler yaklasik
4 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuk
tizerine 100 ul DMSO eklenerek hiicreler iizerinde olusan formazan kristallerinin
cozdiiriilmesi saglandi. DMSO ile ¢ozdiiriilen mikroplaklarin ELISA ile 570 nm’de
absorbans degeri okutuldu ve % hiicre canliliklar1 belirlendi. ICs, degeri

hesaplandi.
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3.2.15.2 Kombinasyon Indeksinin Hesaplanmast

flac sinerjisi, CalcuSyn yazilimi (Biosoft Version 2.1, Cambridge, UK) kullamilarak
medyan etki prensibinden tiiretilen kombinasyon indeks metodu ile
degerlendirildi. MTT deneyinden elde edilen veriler temozolomid ve genistein
kombinasyon indeksinin hesaplanmasinda temel alindi. ICso, kombinasyon indeksi
(CI) ve doz azaltma endeksi (DRI) degerlerinin hesaplanmasinda CalcuSyn
yazilimi kullanildi. CI degerleri <1 ise sinerjizmi gostermekte, CI=1 ise ilave bir

etki gosterir ve CI > 1 ise antagonizmi gostermektedir [132].
3.2.15.3 Yara Iyilesmesi Testi

Insan glioblastoma U87MG hiicreleri 24 kuyucuklu kiiltiir plakalarina kuyu basina
10° hiicre olacak sekilde ekildi. U87MG hiicreleri konfuluent olduklarinda besiyeri
icindeyken 200ul’lik sar1 pipet ucu ile kuyucuklarin hepsine yukaridan asagiya
dogru diiz bir cizgi cekildi. Mikroskopta cizgiler kontrol edildikten sonra
besiyerleri uzaklastiriig tizerlerine uygulanacak etken maddeler ICs, degerlerine
gore eklendi. 0, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde 1sik mikroskobunda her bir alanin
fotografi alinarak ImageJ programui ile hiicre sayimi ve aralarindaki mesafeler 3

tekrarl olarak ol¢tildii.

3.2.15.4 5-Bromo-2-Deoksitiridin (BrdU) Kolorometrik Yontemi ile Anti-

proliferatif Aktivitenin Belirlenmesi

Hiicre proliferasyonu, ireticinin talimatlarina gore BrdU kolorimetrik yontemi
kullanilarak ELISA okuyucusunda degerlendirildi. U87MG insan glioblastoma
hiicreleri, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarin iizerine 1x10° hiicre olacak
sekilde ekildi. U87MG hiicreleri iizerine TmzGenNPler ve Tmz/Gen
kombinasyonu uygulandiktan sonra hiicreler 37°C'de 48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonu takiben, her kuyucuga 10 uM BrdU etiketleme soliisyonu
eklendi ve hiicreler 2 saat 37°C'de yeniden inkiibe edildi. Ardindan besiyeri
ortamdan uzaklastirildi. Her bir kuyucuga FixDenat soliisyonu uygulandi ve oda
sicakhiginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, FixDenat soliisyonu
uzaklastirildi, her kuyucuga anti-BrdU-POD calisma soliisyonu ilave edildi. Hiicre
plakasi oda sicakliginda 90 dakika inkiibe edildi. Antikor konjugatinin
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uzaklastirilmasinin ardindan kuyucuklar yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi. Her
kuyucuga substrat soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.
Numunelerin absorbanslari, 492 nm'lik bir referans dalga boyu ile 370 nm'de bir
ELISA okuyucusunda o6l¢iildii. Tiim deney ii¢ tekrar halinde yapildi. BrdU-pozitif

ve BrdU-negatif numuneler arasindaki farklar Optik Yogunluk olarak ifade edildi.
3.2.15.5 Total RNA izolasyonu

U87MG hiicreleri T25 flasklara ekildi ve hiicrelerin iizerine Tmz/Gen
kombinasyonu ile TmzGenNP ICs, dozlarina gore 48 saat siire ile uygulandi. RNA
izolasyonu Zymo Research Direct-zol RNA MiniPrep kit kullanilarak {iretici
protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Hiicreler {izerindeki besiyeri cekildi ve
hiicreler 2 ml PBS (-20°C) ile hiicreler yikandi. Daha sonra flaska 2.5ml trizol
eklendi ve 2 dakika beklendi. Hiicreler scraper ile kazinarak 15’lik falkona alindi.
950 pl kloroform eklenerek falkon alt iist edildi. Karisim 2ml’lik mikrosantrifiij
tliplere gecirildi ve 2 dakika beklendi. 15.000 rpm’de 15 dakika boyunca +4°C’de
tiipler santrifiijlendi. Sonrasinda siipernatant alinarak yeni mikrosantrifiij tiiplere
gecirildi. Siipernatant miktar1 pipet yardimiyla olciiliip esit miktarda etanol
eklenip pipetaj yapildi. Karisim spin kolonlara alinip 14000 rpm’de 1 dakika
boyunca santrifiijlendi. Santrifiij sonunda alt tiipdeki maddeler uzaklastirildi.
Santrifiij bittikten sonra 400 ul RNA Wash Buffer kolonlara eklendi. 14000 rpm’de
1 dakika santrifiij edilip alt faz uzaklastirildi. Orneklere 5 pl DNaz 1 ve 75 ul DNA
Digestion Buffer karisimi1 eklendi. Totalde 80 pl'lik karistm 15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. 400 pul Direct-zol RNA PreWash kolona eklendi
ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Direct-zol RNA PreWash eklenerek
santrifiij islemi tekrarland1 ve toplama tiipiindeki atik uzaklastirildi. 700 ul RNA
Wash Buffer kolona eklenerek 2 dakika 14000 rpm’de santrifiijlendi. Kolonlar yeni
RNaz-free tiiplerine aktarildi. Spin kolonun tam ortasina gelecek sekilde 22 pl
DNaz/RNaz free water eklendi. Tiiplerin 14000 rpm’de 1 dakika santrifiijii sonrasi

elde edilen RNA’lar ependorf icine alindi.
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3.2.15.6 Izole Edilen RNA’larin Konsantrayon Tayini

Ekstrakte edilen RNA'larin kalitesi ve miktar1 Nanodrop UV-Vis Spektrofotomere
(Thermo Scientific) kullanilarak olciildii. Bu amacla, elde edilen RNA’larin
absorbans degerleri 260 nm ve 280 nm'de 6l¢iildii. RNA 260 nm'de UV 1s181n1
absorbe eder, ancak RNA orneklerinin safligin1 degerlendirmek i¢in proteinlerin
280 nm'deki absorbans degerlerinin de bilinmesi gerekir. A260 / 280 orani,
numunelerin safligin1 temsil eder. RNAnmin A260 / 280 orani yaklasik 1.8
olmalidir. Protein ve etken molekiillerde kontaminasyon varsa, A260 / 280 degeri
1.6nmin altinda c¢ikacaktir ve A260 / 280 degeri 2'nin lizerinde RNA ile olasi

kontaminasyonu gosterir. [133]
3.2.15.7 cDNA sentezi

Yapilan bu calismada cDNA’lar SensiFAST cDNA sentez kiti kullanilarak

sentezlendi. cDNA icin kullanilan hazirlanan karisim Tablo 3.2’de verildi.

Tablo 3. 2 cDNA sentez bilesenleri

Hacim Hacim
Total RNA 15 ul
5x TransAmp Buffer 4 ul
Reverse Transkriptaz 1 ul
TOPLAM 20 ul

Elde edilen RNA’lardan 15ul ve PCR tiipii icinde 5x TransAmp Buffer 4 ul eklendi.
Ardindan Reverse Transkriptaz enziminden 1ul karisima eklenerek pipetajlandi.
Elde edilen karisimdan cDNA sentezi polimeraz zincir reaksiyon (PCR) cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. PCR cihazi1 Tablo 3.3’de gosterilen parametrelere
ayarlandi. Sentezlenen cDNA oOrnekleri kantitatif PCR’da kullanilmak {izere -

20°C’ye kaldirildi.
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Tablo 3. 3 cDNA sentez reaksiyon protokolii

Sicaklik(°C) Zaman (dakika)
25°C 10

42°C 30

85°C S5

4°C ©

3.2.15.8 Kantitatif es zamanh PCR

Tmz/Gen kombinasyonunun ve TmzGenNP’lerin U87MG insan glioblastoma
hiicre hattina 48 saatlik inkiibasyon sonrasi ICs, degerlerine gore farkli dozlarda
(75pg/ml ve 10 pg/ml) uygulanmasi sonucunda olusan apoptotik etkilerinin gen
diizeyinde belirlenmesi amaciyla Bax, Bcl-2, sitokrom-c, kaspaz-3, kazpaz-9,
kaspaz-8 ve B-aktin, genlerinin ekspresyonlar1 kantitatif es zamanli PCR (qRT-

PCR) ile tayin edildi.

Kantitatif PCR’da kullanilmak {izere hedefe 06zel primerler Sentegen firmasi
tarafindan {retildi. Primerler iiretici firmanin protokoliine uygun olarak
DNaz/RNaz free water ile ¢ozdiiriiliip 10uM konsantrasyonda stoklar1 hazirlandi.
Tablo 3.6’da verildigi gibi B-actin, Kaspaz-3, Kaspaz-9, Sitokrom-c, Bcl-2, Bax,
Kaspaz-8 genleri kantitatif PCR’da kullanildi. Elde edilen cDNA’lar qRT-PCR
analizinde kullanilmak tiizere 1:4 oraninda seyreltildi. cDNA’lar, forward ve
reverse primerler, SYBR green boyasi ve dH,0 Tablo 3.4’de belirtilen miktarlarda
kullanilarak qRT-PCR analizi gerceklestirildi. Kantitatif PCR’da ekspresyonuna
bakilicak her bir gen icin master mix ayri ependorflarda hazirlanarak tiim kuyulara
18 ul master mix konuldu. Ardindan kuyulara 2pl cDNA’lar eklendi. Orneklerin
amplifikasyonu 6n denatiirasyon icin 2 dakika 95°C’de, denatiirasyon icin 5
saniyede 95°C’de, primerlerin baglanmasi icin 10 saniye boyunca 63°C’de ve
uzama icin 15 saniyede 72°C'de olacak sekilde 40 dongi boyunca

gerceklestirilmistir. Reaksiyon kosullar1 Tablo 3.5’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3. 4 qRT-PCR analizinde kullanilan bilesenler ve miktarlari

Kimyasal Adi Stok Reaksiyon Bir Reaksiyog icin
Konsantrasyonu = Konsantrasyonu = Kullanilan Miktar
SYBR Lo-Rox 2x 2x 0w
Fglfi‘;vn*’el;d 100 uM 10 uM 0.8 ul
1;‘2’;‘:: 100 uM 10 uM 0.8 ul
cDNA - - 2 ul
dH20 - - 6.4 ul
Tablo 3. 5 qRT-PCR reaksiyon kosullar1
Asama Sicaklik Zaman
On Denatiirasyon 95°C 2 dakika
Denatiirasyon 95°C 5 saniye
Baglanma 63°C 10 saniye
Uzama 72°C 15 saniye
Dongii Sayisi 40 dongii
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Tablo 3. 6 qRT-PCR ile amplifikasyonu gerceklestirilecek genlere ait

Gen Ad1

B-actin

NM_001101.5

Kaspaz-3
NM_004346

Kaspaz-9

NM_032996

Sitokrom-c

NM_018947

Bcl-2

NM_000657

Bax
NM_ 138763
Kaspaz-8

NM_033356

oligoniikleotid dizileri, {iriin uzunlugu ve Tm degerleri

F:

R

F:

Oligoniikleotid primer dizisi

ACAGAGCCTCGCCTTTGCC

: GATATCATCATCCATGGTGAGCTGG

AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC

: ACAGTCCAGTTCTGTACCACG

: CTCAGACCAGAGATTCGCAAAC

: GCATTTCCCCTCAAACTCTCAA

: CTTTGGGCGGAAGACAGGTC

: TTATTGGCGGCTGTGTAAGAG

: GGTGGGGTCATGTGTGTGG

: CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC

: CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG

: CCAGCCCATGATGGTTCTGAT

: GTTGTGTGGGGTAATGACAATCT

: TCAAAGGTCGTGGTCAAAGCC

3.2.15.9 Protein Lizatlarinin Hazirlanmasi

Uriin

uzunlugu

70

81

116

54

89

155

222

Tm

62.91

61.15

60.6

61.4

60.9

60.5

62.8

60.1

62.6

61.8

62.1

61.9

60.5

62.8

Insan glioblastoma U87MG hiicreleri T25 flaski kaplayana kadar inkiibe edildi.

Hiicrelere, TmzGenNP formiilasyonu ve Tmz/Gen kombinasyonunun 48 saatlik

ICso dozlar1 uygulandi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin iizerlerindeki besiyerleri

cekildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Hiicreleri flasktan kaldirmak i¢in Tripsin-EDTA
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eklendi. Tripsin EDTA’y1 inaktive etmek icin flaska besiyeri eklendikten sonra
hiicreler 15 ml’lik falkon icerisine alinarak 5 dakika 1000 rpm’de santrifiijlendi.
Daha sonra stipernatant uzaklastirilip pellet 500 ul -20°C’daki PBS ile ¢ozdiirtildi.
Falkon icindeki hiicreler PBS ile ¢oziindiikten sonra ependorflara alinip 5 dakika
1000 rpm’de santrifiije birakildi. Ayr1 bir ependorf icerisinde proteaz fosfotaz
inhibitoriinden 10pl tizerine 1x RIPA c¢ozeltisinden 1ml eklendi. Ardindan
santrifiijlenen pellet {izerine RIPA+ppi karisitmindan 500ul alarak pellet sivi
basinci ile ¢ozdiiriildii. Goziinen pellet 15-20 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe
edilip 5 dakikada bir vortekslendi. Ornekler 15000 rpm’de 20 dakika boyunca
santrifiijlendi. Siipernatant buz iizerinde temiz ependorflara alindi. Ornekler

saklanmak {izere -80°C’ye kaldirildi.
3.2.15.10 Protein Miktar Ol¢iimii

Orneklerin toplam protein konsantrasyonunun belirlenmesi, SDS-PAGE ile
proteinlerin ayrilmasi sirasinda her bir kuyucuga esit miktarda protein yiiklemek
icin 6nemlidir. Reaktif olarak bikinkoninik asit yontemi (BCA) kullanildi. Alkali
ortamdaki biiiret reaktifi indirgenerek bakir katyonlarinin BCA ile indirgenmesiyle
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bovine serum albumin (BSA) iceren
standartlar (2 mg/ml, 1.5 mg/ml, 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125
mg/ml, 0.025 mg/ml, 0 mg/ml) protein standart egrisinin olusturulmasi icin
hazirlandi. BSA standartlar1 Tablo 3.7’de gosterilen sekilde seyreltidi ve protein
standart egrisi (Sekil 3.1) olusturuldu. Protein konsantrasyonunun belirlenmesi
icin 6rnekler 1:10 oraninda seyreltilip 96 kuyucuklu plakalara kuyu basina 10 ul
ornek olacak sekilde koyuldu. Her bir kuyuya 200 ul Working solution eklendi.
Plaka 37°C’de 30 dakika boyunca etiivde inkiibe edildi. 562 nm’de ELISA
okuyucuda absorbans degerleri okundu. Her bir BSA standartindan 562 nm’deki
orneklerin protein konsantrasyonlar: belirlendi. Daha sonra SDS-PAGE analizinde
kullanilmak iizere 1 mg/ml stok Ornekler olusturularak kullanilincaya kadar

20°C’ye kaldirildu.
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Sekil 3. 1 BSA standart egrisi

Tablo 3. 7 Protein standartlarinin hazirlanmasi

Tiip Konsantrasyon BSA dH.O
1 2 mg/ml 300 pl stok -

2 1.5 mg/ml 375 ul stok 125 pl
3 1 mg/ml 325 pl stok 325 ul
4 0.5 mg/ml 325 pl tiip 3'ten 325 ul
5 0.25 mg/ml 325 pl tiip 4ten 325 pl
6 0.125 mg/ml 325 pl tiip 5'ten 325 ul
7 0.025 mg/ml 100 pl tip 400 ul

6’dan
8 0 mg/ml - 400 ul
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3.2.15.11 SDS-PAGE

BIO-RAD MiniPROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilarak SDS-PAGE
analizi gerceklestirildi. %12’lik Ayirma jeli ve %4liik Yiikleme jeli hazirlanmadan
once jellerin dokiilecegi 1.5mm’lik camlar temizlendi ve apartlarina yerlestirilip
standlarina yiiklendi. %12’lik Ayirma jel karistmi bir beher icerisinde
hazirlandiktan sonra camlar arasindan pipet yardimiyla birakildi. Hava kabarcigi
olmamasina dikkat edilip tist kisminin diiz olmas1 ve havayla temasini kesmek icin
izeri su ile tamamlandi. Ardindan ayirma jeli polimerlestiginden emin olduktan
sonra su dokiiliip tizerine %41k Yiikleme jeli dokiildi ve hizlica 15 kuyucuklu
tarak yerlestirilerek polimerlesmeye birakildi. Yiiriitme tanki icerisine 1X tank
tamponu sistemin belirledigi seviyeye kadar dolduruldu. Polimerlesen yiikleme
jeli taraklar yavasca camdan destek alarak cekildi. SDS-PAGE yontemi ile analiz
edilecek oOrnekler 5 dakika boyunca 95°Cde kaynatildi. PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder (Cat.No. 26619) markerindan 3pl ilk kuyucuga
ardindan sirasiyla Ornekler kuyucuklara yiiklendi. Sistem elektrotlar1 giic
kaynagindaki yerlerine takildi ve 6rnekler 6nce 80V’da 30 dakika sonra 100 V’da
60 dakika olucak sekilde yiriiltiidi. Jelde boya cam tabanina ulastiginda giic

kaynag kapatilip eletroforez uygulamasi tamamlandi.
3.2.15.12 Western Blot

TmzGenNP formiilasyonlarinin ve Tmz/Gen kombinasyonunun uygulanan
hiicreler iizerindeki apoptozun igsel yolaginda etkili olan ve bu siirecte
mitokondriden sitoplazmaya salinarak kaspazlarin aktivasyonunu indiikleyen
sitokrom-c, cleaved kaspaz-9 ve kaspaz-3 genlerinin ekspresyonu Western Blot ile

protein diizeyinde gosterildi. Yiikleme kontrolii olarak -aktin kullanildi.

SDS-PAGE jel elektroforezi ile proteinler ayrildiktan sonra, iki cam dikkatlice
ayrilarak jel ¢ikarildi ve yilikleme jel kismi uzaklastirildi. Nitroseliiloz membran,
filtre kagid1 boyutunda kesildi. Transfer kasetinin icerisinde en altina transfer
tamponu ile slatilan filtere kagidi daha sonra sirayla nitroseliiloz membran, jel

ardindan tekrar filtre kagidi olacak sekilde konuldu. Transfer rezervuarina kaset
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dogru bir sekilde yerlestirilip, 25V’da 1.3 A’de 7 dakika boyunca transfer
gerceklestirildi. Bu islem sonunda, membran dikkatlice kasetten ayrildi ve %5’lik
yagsiz siit tozu icerisinde oda sicakliginda 1 saat boyunca bloklama yapildi.
Bloklama sonunda membran, %5’lik siit tozu icerisinde seyreltilen B-actin
(1:1000), sitokrom-c (1:1000), kaspaz-3 (1:250) ve cleaved kaspaz-9 (1:500)
primer antikorlar1 kullanilarak, bir gece boyunca +4°C’de calkalayici da inkiibe
edildi. Isaretlemeden sonra membranlar iizerindeki primer antikorlar topland.
Membranlar, PBS-Tween 20 ile 3’er kez 5 dakika yikandilar. Yikama isleminden
sonra, %57lik yagsiz siit tozu icerisinde seyreltilen B-actin, kaspaz-3, cleaved
kaspaz-9 icin anti-rabbit sekonder antikor (1:10000) ve sitokrom-c icin anti-
mouse sekonder antikor (1:10000) hazirlanip membran {izerine aktarildi.
Sekonder antikolarla 1 saat boyunca oda sicakliginda isaretlemeleri yapilan
membranlar tekrar PBS-Tween 20 ile 5 dakika boyunca 3’er kez yikandi.
Membranlar, hazirlanan kolorimetrik deteksiyon c¢ozeltisine icinde tutularak bant

olusumu gozlemlendi. Bant olustuktan sonra membran distile su igerisine alindi.
3.2.15.13 istatiksel Analizler

Ardisik 3 kez tekrarlanan deneylere ait Olctim sonuclar1 alinarak ortalama ve +
SD degerleri hesaplanmistir. TmzGenNP’lerin, Tmz ve Gen serbest ve Tmz/Gen
kombinasyonunun egrileri, Graphpad Prism 8.4.3 istatistik yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Kontrol ve deney gruplar arasinda anlamli farklilik olup olmadigi
Graphpad Prism 8.4.3 istatistik yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir ve p<0.05

degerleri anlamli sayilmistir.
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4

SONUGLAR VE TARTISMA

4.1 Temozolomid ve Genistein Molekiillerine Ait UV-Vis Spektrumlar:

ve Kalibrasyon Egrileri

4.1.1 Temozolomid Molekiiliine Ait UV-Vis Spektrumu ve Kalibrasyon Grafigi

1 mg temozolomid 10 ml distile suda c¢ozdiiriilerek 0.1 mg/ml oraninda ¢ozelti
elde edildi. Bu cozeltiden, 0.01 mg/ml ile 0.009 mg/ml degerleri araliginda
seyreltilen konsantrasyonlarin UV spektrofotometrede siddetleri ol¢tldi ve
boylelikle temozolomidin absorbans verdigi dalga boyu 330 nm olarak tespit
edildi. Farkli konsantrasyonlardaki temozolomid co6zeltilerinin UV absorbans
degerleriyle kalibrasyon egrisi olusturuldu. Temozolomidin distile suya kars1 330
nm UV absorbans degerindeki piki Sekil 4.1’de gosterilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda temozolomid kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi

Sekil 4.2’de gosterilmistir.

Abs

0,000

-0,088 L L
200,00 400,00 800,00 800,00

Sekil 4. 1 Temozolomid molekiiliine ait UV-Vis Spektrumu
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y = 53,644x
1,8 R? =0,9999

1,6
1,4

1,2

0,8

0,6

Absorbans Degeri (330nm)

0,4

0,2

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4. 2 Temozolomid molekiiliine ait kalibrasyon egrisi

4.1.2 Genistein Molekiiliine Ait UV-Vis Spektrumu ve Kalibrasyon Grafigi

1 mg genistein molekiilii 10 ml etonol ile ¢ozdiiriilerek 0.1 mg/ml oraninda ¢ozelti
hazirlandi. Bu hazirlanan genistein c¢ozeltisi seyreltilerek 0.01 mg/ml ile 0.0002
mg/ml araliginda farkli konsantrasyonlarda genistein c¢ozeltileri elde edildi.
Genistein molekiliiniin UV spektrofotometrik analizi sonrasi pik verdigi absorbans
degeri 264 nm olarak dalga boyu olarak belirlendi. Farkli konsantrasyonlardaki
4.3’te genisteinin etanole karsi 264 nm’de UV spektrumuna ait siddeti verilmistir.
Sekil 4.4'de ise farkli konsantrayonlardaki genistein coOzeltilerinin kalibrasyon

egrisi gosterilmektedir.

51



4,000 T

3,000 -

2,000 - -

1,000 - o |

0,000 —

0,309 L L
200,00 400,00 £00,00 200,00

Sekil 4. 3 Genistein molekiiliine ait UV-Vis Spektrumu

y = 185,25x
2 R? =0,9998

1,8
1,6
1,4
1,2
0,8

0,6

Absorbans Degeri (264nm)
=

0,4

0,2

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4. 4 Genistein molekiiliine ait kalibrasyon egrisi
4.2 Temozolomid/Genistein Yiiklii Nanopartikiillerin Sentezi

Tez calismast kapsaminda temozolomid ve genistein etken molekiilleri

nanopartikiil formiilasyonlar1 tekli emiilsiyon (o/w) ¢Ozilici ucurma yontemi
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kullanilarak hazirlanmistir. Bunun nedeni, temozolomidin hidrofilik 6zellikte olup
genistein molekiiliiniin ise hidrofobik oOzellik gostermesidir. Etken madde
icermeyen bos PLGA nanopartikiilii de kontrol amaciyla tiretilmistir. Bu ¢calismada
nanopartikiil iiretimi icin kullanilan PLGA polimeri, FDA onayli, biyouyumlu ve
biyoparcalanabilir bir sentetik polimer olmasinin yani sira uygun degrasyon
ozelliklerine sahip ve kontrollii ila¢ salim imkani saglayabilen bir polimerdir.
Nanopartikiil tiretim calismasi icin PLGA'nin tercih edilmesinin bir diger nedeni
de polimer ila¢c matriksinin fiziksel Ozellikleri polimerin molekiiler agirlig:,
laktid/glikolid orani ve  polimerik yap1 icerisine yiiklenen ilag

konsantrasyonlarinin ayarlanmasidir [126, 134].

Farkli parametreler ile temozolomid (TmzNP1, TmzNP2), genistein (GenNP),
temozolomid-genistein (TmzGenNP) yiikli ve bos PLGA (BosNP) nanopartikiiller
sentezlenmistir. Temozolomid yiiklii nanopartikiillerin sentezinde iki farkli PLGA
miktar1 kullanilmistir. 25mg PLGA ile sentezlenen temozolomid partikiilii ilac
ylikleme kapasitesi 100 mg icerisine enkapsiile edilen temozolomide oranla diisiik
olmustur. Bu yiizden 100 mg PLGA ile optimize genistein ve temozolomid-

genistein nanopartikiilleri sentezlenmistir.

l’er mg etken madde miktarlar1 kullanilarak temozolomid-genistein etken
maddeleri 1:1 oraninda 100 mg PLGA i¢ine enkapsiile edilmistir. Temozolomid ve
genisteinin ¢Ozlicii miktarlar1 Tablo 4.1’de gosterilmistir. Etken molekiillerin
¢coziindiigli etanol ve distile su miktarlar1 artirilarak homojen bir cozelti
olusturulmustur. Nanopartikiil stabilizasyonunu saglamak amaciyla i¢ faz icin
%3’liikk 4 ml PVA, dis faz icin ise % 0.1’lik 35 ml PVA kullanilmistir. Sonikatorde
90 sn boyunca 80 W’de sonikasyon yapilmistir. Tablo 4.1’de nanopartikiil

liretiminde optimize edilen parametreler gosterilmistir.
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Tablo 4. 1 Nanopartikiil optimizasyon parametreleri

PVA

PVA Sonikasyon
Gen Tmz PLGA PVA(%) (ml) PVA(%) °O0mXasy

NP Ad1 (mg) (mg) (mg) (mD ic faz siiresi (sn)
8 8 & i faz ¢ Dis Disfaz  ye giicii (W)

faz
BogNP - 100 4 3 35 0.1 90 sn 80W
TmzNP1 R 1 25 4 3 35 0.1 90 sn 80W
GenNP 1 100 4 3 35 0.1 90 sn 80W
TmzNP2 - 1 100 4 3 35 0.1 90 sn 80W
TmzGenNP 1 1 100 4 3 35 0.1 90 sn 8SOW

4.3 Reaksiyon Verimi, Enkapsiilasyon Etkinligi ve Etken Madde
Yiiklenme Verimi
Enkapsiile edilen nanopartikiillerin boyut dagilimi, reaksiyon verimi, zeta

potansiyeli, ¢coklu dagilim indeksleri ve enkapsiilasyon etkinlikleri Tablo 4.2’de

verilmistir.

Tablo 4. 2 Uretilen nanopartikiillerin fiziko-kimyasal karakterizasyon sonuclari
Coklu

Bovut Z-ave Dagilim Zeta Reaksiyon Enkapsiilasyon
NP Ad1 yu -ag . Potansiyeli Verimi (%) Etkinligi (%)
(nm) Indeksi (mV) @RV) (EE)
(PDI)
Gen TMZ
BosNP 167.9+8.743 0.199+0.075 -22.8+0.379 - -
TmzNP1 145,9+3,045 0,229+0,019 -36,4+3,02 0.97 - 6.3
GenNP 180,7+3,002 0,164+0,014 -35,8+0,346 56.63 42 -
TmzNP2 165,8+3,201 0,113+0,013 -34,3+2,28 43.56 - 25.3
TmzGenNP 135,5+4,763 0,139+0,010 -33,7+0,866 34.30 30 38
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4.3.1 Reaksiyon Verimi

Tablo 4.2'de verildigi gibi nanopartikiillerin reaksiyon verimleri 3.1, 3.2 ve 3.3
esitlikleri kullanilarak hesaplanmistir. 1 mg temozolomid ve 25 mg PLGA ile
hazirlanan TmzNP1 nanopartikiiliiniin reaksiyon verimi %0.97 olarak ve 100 mg
PLGA kullanilarak iiretilen TmzNP2'nin reaksiyon verimi ise %43.56 olarak tespit
edilmistir. PLGA miktarinin  artmasinin  reaksiyon verimini arttirdigi
gozlemlenmistir. 1 mg genistenin 100 mg PLGA’ya enkapsiile edilmesiyle elde
edilen GenNPnin reaksiyon verimi ise %56.63 olarak bulunmustur. 1 mg
temozolomid ile 1 mg genistein etken molekiilleri ve 100 mg PLGA kullanilarak
olusturulan TmzGenNP’nin reaksiyon verimi %34.30 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen sonuclar PLGA miktarinin reaksiyon verimi iizerinde etkisinin yiiksek

oldugunu dogrulamaktadir [135, 136].
4.3.2 Enkapsiilasyon Etkinligi

Nanopartikiil icerisine yiiklenen etken madde miktari, santrifiij sonrasi elde edilen
ist fazlarin konstantrasyonlarinin tespit edilmesiyle hesaplanmistir. Esitlik 3.7,
3.8 ve 3.9 kullanilarak TmzNP, GenNP, TmzGenNP’ye enkapsiile edilen
maddelerin miktarlar1 Tablo 4.2’de gosterilmistir. TmzNP1 nanopartikiiliiniin
enkapsiilasyon etkinligi %6.3, TmzNP2 nanopartikiiliiniin ise %25.3 olarak
bulunmustur. PLGA miktarinin enkapsiilasyon etkinligi iizerinde etkisinin oldugu
goriilmiistiir. GenNP nanopartikiiliiniin enkapsiilasyon etkinligi %42 olarak
hesaplanmistir. Temozolomid ve genistein etken molekiillerinin birlikte
bulundugu TmzGenNP nanopartikiiliinde ise, temozolomid icin enkapsiilasyon

etkinligi %38, genistein icin enkapsiilasyon etkinligi ise %30 olarak bulunmustur.

Literatiirde temozolomidin enkapsiilasyon veriminin diistikligiiniin, disiik
cozunirliik ile orantili oldugu bildirilmistir. Bu sorunun baslangi¢ temozolomid
miktarinda yapilacak degisikliklerle giderilebilecegi rapor edilmekle beraber,
enkapsiilasyon veriminin artirabilmesi icin temozolomid miktarinin artirimasi

gerektigi Onerilmistir. Ayrica temozolomidin diisiik enkapsiilasyon etkinliginin
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nedeninin yiiksek yiizey alani-toplam hacim orani nedeniyle nanopartikiildeki

ilacin daha fazla difiizyonundan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir. [137, 138].

Genisteinin enkapsiillenme etkinliginin literatiirle benzer sonuclarda oldugunu ve
genistenin hidrofobik yapisinin nanopartikiil icerisine enkapsiile edildiginde suda
¢ozlinlirliglni, hiicresel alimini, biyoyararlanimini artirdigi goriilmiistiir [139,
140]. Enkapsiilasyon etkinligi, etken molekiillerin hem PLGA ¢ekirdeginde hem
de lipid katmaninda kapsiillenmesi, molekiillerin asamali bir sekilde salinmasina
izin vermekte bu da toksisitenin azaltilmasiyla gelismis terapotik indeks

saglamaktadir [141].
4.3.3 Etken Madde Yiiklenme Verimi

Nanopartikiiliin icerisine yiiklenen madde miktarin1 bulmak icin etken madde
ylikleme verimleri 3.4, 3.5 ve 3.6’da oldugu gibi hesaplanarak Tablo 4.2’de
verildigi gibi bulunmustur. TmzNP1 nanopartikiiliiniin etken madde yiikleme
verimi %3.5 iken TmzNP2 nanopartikiiliiniin etken madde yiikleme verimi %0.59
olarak bulunmustur. GenNP nanopartikiiniin icindeki madde miktar1 %0.71 olarak
hesaplanmistir. Temozolomid ve genisteinin birlikte bulundugu TmzGenNP etken

madde yiikleme verimi %1.80 olarak belirlenmistir.

Ilac yiikleme miktar1, molekiiler agirhik ve kopolimerin monomer orani, ilac salim
hizi ve modelini etkileyen baslica faktorlerden biridir. Arastirmacilar tarafindan,
yliksek oranda hidrofilik ilaglarin, polimer ile diisiik afinite problemlerinden
muzdarip oldugu ve bunun tatmin edici olmayan bir yiikleme verimliligine yol

actig1 ortaya koyulmustur [142].

Literatiirde genisteinin etken madde yilikleme verimi buldugumuz sonuclar ile
paralellik gostermektedir [143]. Tekli emiilsiyon c¢oziici buharlastirma
yontemiyle hazirlanan nanopartikiil temozolomidin diisiik yliklenme verimliligi
oldugu gozlemlenmistir [144]. Nanopartikiil olusumu sirasinda hidrofilik
temozolomidin organik fazdan sulu faza hizli difiizyonu, bu zayif kapsiilleme ve

ylikleme verimliligini aciklamaktadir [137, 145].
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4.4 Temozolomid/Genistein Yiikli Nanopartikiillerin

Karakterizasyonu
4.4.1 Nanopartikiillerin Boyut Analizi ve Coklu Dagilim indeksleri

Tablo 4.2’de TmzNP1, TmzNP2, GenNP, TmzGenNP nanopartikiillerinin boyut
analizi ve ¢oklu dagilim indeksleri (PDI) verilmistir. Boyut analizi ve ¢coklu dagilim
indeksleri Zetasizer Nano Z cihazi kullanilarak 3 tekrarli olarak elde edilmistir.
TmzNP1’ nin (Sekil 4.6) ortalama boyutu 145,9+3,045 nm, TmzNP2'nin (Sekil
4.7) ortalama boyutu 165,8+3,201 nm, GenNP’nin ortalama boyutu (Sekil 4.5)
180,7+3,002 nm, TmzGenNP’nin ortalama boyutu (Sekil 4.8) ise 135,5+4,763
nm olarak belirlenmistir. Uretilen nanopartikiiller arasinda, ikili enkapsiilasyonun
gerceklestirildigi TmzGenNP en dar boyut dagilimina ve en kiiciik boyutlara sahip

nanopartikiil formiilasyonu olarak bulunmustur.

Coklu dagilim indeksleri (PDI), TmzNP1 icin 0,229%+0,019, TmzNP2 icin
0,113+0,013, Gen NP icin 0,164+0,014 ve TmzGenNP nanopartikiilii icin ise
0,139+0,010 olarak belirlenmistir (Tablo 4.2). Nanopartikiillerin ¢coklu dagilim
indeksleri (PDI) incelendiginde, dar ve homojen bir dagilim gosterdikleri tespit

edilmistir.

Glioblastomada en 6nemli sorunlardan biri olan kan-beyin bariyeri (KBB), eksojen
materyallerin, bakterilerin, viriislerin ve kemoterapétik ajanlarin girisine izin
vermeyen endotel hiicrelerinden olusan yapidir. Ayrica KBB hidrofobik olan kii¢iik
boyutlu yapilarin (200 nm'nin altinda) gecisine izin verir dolayisiyla partikiil
boyutu, KBB asmayir amaclayan kemoterapotik ajanlar icin oOnemli bir
parametredir. Elde edilen sonuclar iiretilen nanopartikiillerin glioblastomada
onemli bir engel olan KBB bariyerinden gecis icin bir sorun teskil etmedigini

gostermektedir [146, 147].
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4.4.2 Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Analizi

Uretilen nanopartikiillerin zeta potansiyelleri Zetasizer Nano Z cihazi kullanilarak
tespit edilmistir. Zeta potansiyelleri sirasiyla; TmzNP1’in (Sekil 4.10) -36,4+3,02
mV, TmzNP2'nin (Sekil 4.11) -34,3+2,28 mV, GenNP’nin (Sekil 4.9) -35,8+0,346
mV ve TmzGenNPnin (Sekil 4.12) ise -33,7+0,866 mV olarak belirlenmistir.

Nanopartikiil yiizeyi, ila¢ dagitimini hedeflemede onemli bir 6zelliktir [148].
PLGA'nin yiizey modifikasyonu, parcacik boyutu ile etken molekiilerin agirligi
hazirlanan nanopartikiillerin fizikokimyasal o6zelliklerini ve kapsiillenmis
molekiillerin etkisini gii¢lii bir sekilde etkiler. Tiim nanopartikiiller biiyiik bir
negatif veya pozitif zeta potansiyeline sahipse birbirlerini iter boylece
nanopartikiil yiikii neredeyse notr oldugunda daha yiiksek kararliliga neden olur
[149]. Kocbek ve arkadaslari, monoklonal antikor ile modifiye edilmis PLGA
nanopartikiillerinin ortalama zeta potansiyelini -25 mV olarak hesaplamistir. Bu
da polimerin baz1 serbest karboksilik u¢ gruplarinin nanopartikiillerin yiizeyinde

bulundugunu gostermistir [150].
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Sekil 4. 9 GenNP’ye ait zeta potansiyel grafigi
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Sekil 4. 12 TmzGenNP’ye ait zeta potansiyel grafigi
4.4.3 Nanopartikiillerin Morfolojik Incelemesi

Nanopartikiillerin yiizey morfolojisini degerlendirmek icin taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Nanopartikiil numuneleri Au ile kaplanmistir ve
10.00 kV hizlanma gerilimi altinda 20.000x biiyiitmede SEM goriintiileri
alinmistir. Elde edilen sonuclar, polimerik nanopartikiillerin homojen ve kiiresel
bir yapida oldugu bulunmustur.

Bu tez calismasinda SEM analizi nanopartikiillerin boyutunu ve morfolojisini
karakterize etmek icin kullamlmustir. Ila¢ tasiyict sistemleri, serbest kan
dolasimindan sonra dogrudan hiicresel hedeflere baglanan ilaglara gore baslica
avantajlari, ila¢ sistemik toksisitesindeki azalmanin yani1 sira, biyolojik
aktivitelerini etkilemeden hedef bolgedeki (hiicre zarlar1 boyunca endositozdan
sonra) etkili ila¢ konsantrasyonlarinin verilmesidir. PLGA gibi polimerik
nanopartikiiller, ilacin dagitildigi polimer matriksin bozunmasini ve erozyonunu
kontrol ederek ilaglarin siirekli ve kontrollii saliminmi tesvik etme oOzelligine

sahiptir. Literatiirde farkli prosediirlerle hazirlanan (Tekli-ciftli emiilsiyon ¢oziicii
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ucurma metodu) temozolomid yiiklii PLGA nanopartikiillerin de kiiresel sekilde
ve <200 nm boyutunda oldugu goézlemlenmistir [137]. Genistein icin ise PLGA-
TPGS nanopartikiiliine enkapsiile edilerek nanopartikiiliin neredeyse kiiresel bir
sekle sahip oldugu ve ortalama partikiil boyutunun yaklasik 250 nm oldugu
bulunmustur [151]. Bu calisma ile iiretilen nanopartikiil sistemlerinin de boyut

ozelliklerinin literatiir ile uyumlu oldugu gosterilmistir.

EHT =10.00kV WD = 9.5 mm Signal A = SE1 Mag= 20.00 K X

Sekil 4. 13 TmzGenNP'nin 20.000x biiyiitme orani ile ¢ekilmis SEM goriintiisii
4.4.4 Nanopartikiillerin FT-IR Analizi

Fourier Doniisimli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizi ile iiretilen
nanopartikiillerin yilizeyindeki fonksiyonel gruplarin tayini, boylelikle etken
maddelerin  nanopartikiill ile etkilesiminin degerlendirilmesi amaciyla

gerceklestirilmistir.

Sekil 4.14'te calismada kullanilan etken maddeler, PLGA ve iretilen
nanopartikiillere ait FT-IR spektrumu gosterilmistir. Genistein molekiilii, cesitli
karakteristik tepe noktalar1 gostermistir (Sekil 4.14). En belirgin olanlar1 O — H

ve C - H gruplari sirasiyla 3404 cm™ ve -3080 cm™'dir. C-O gruplarina denk gelen
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1650 cm ~ 'de, -C = C- gruplarina 1615 cm ~de, C— O - C 1320-1150 ¢cm '
pik gostermektedir [152].

Sekil 4.14te GenNP, TmzNP ve TmzGenNPye ait FT-IR spektrumlar
incelendiginde ise PLGA polimerine karakteristik piklerin bulunmadigi, dolayisiyla
etken maddelerin PLGA icine basari ile enkapsiile edildikleri gozlemlenmektedir.
Bununla birlikte, GenNP nanopartikiiliine ait FT-IR spektrumunda ise diisiik

miktarda genistein molekiiliine ait bir bant gozlemlenmistir (Sekil 4.14).

Temozolomid molekiiliiniin FT-IR spektrumu incelendiginde, 3453cm™ ila 3330
cm™ arasindaki bantlar, N-H titresiminin varligin1 amid ve amin gruplarindan da
gosterir. 1721 ecm™ C = O grubunu, 1651, 1630 ve 1601 cm™deki bantlar N-H ve
C = N gruplarini gosterir [153].

Uretilen tiim nanopartikiillerde PLGA’ya spesifik olan 3000-2950 cm’deki
asimetrik gerilmenin oldugu ve tepe noktasinin 1750 cm™da pik verdigi
gosterilmistir (Sekil 4.14) PLGA karakteristik ozelliginde oldugunu ve

temozolomidi icine hapsettigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4. 14 Temozolomid, Genistein, PLGA TmzNP, GenNP ve TmzGenNP’ye ait
FT-IR spektrumlari

4.5 Nanopartikiillerin In Vitro Salim Analizi

Sentezlenen nanopartikiil PBS (pH:7.4) siispanse edilerek 37°C’de yatay bir
sekilde calkalanarak salim deneyi 30 giin boyunca kontrol edilmistir. Ornekler
belirli araliklar ile 1000 rpm’de santrifiijlenip UV-spektrofotometrede olciimleri
alinmistir. Buna bagli olarak temozolomid-genistein yiiklii polimerik
nanopartikiilin salim grafikleri cizilmistir. TmzGenNP’nin 30 giin boyunca

gosterdigi salim davranisi Sekil 4.15’de gosterilmistir.

Nanopartikiil sistemlerinden in vitro ila¢ saliminda partikiiliin boyutu ile salim ters
orant1 gostermektedir. Boyut olarak biiyiik olan nanopartikiiller daha yavas salim
gosterirken, boyutu kiiciik nanopartikiiller biiyiik ylizey alanina sahip

olduklarindan dolay1 daha ani salim gerceklestirirler. Bu durum, ila¢ saliminin
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baslangicinda “burst (patlama) etkisi” denilen hizli bir sekilde partikiilden etken
madde salimi olarak ifade edilir. Belli bir esikte partikiiliin yiizeyinde negatif
karboksilat anyonu karboksilik asitle protonlandiginda elektrostatik etkilesim

zayiflar bu da patlama salimini ortaya cikartir [154, 155].

TmzGenNP’ye ait salim grafigi incelendiginde, ilk alt1 saatte temozolomidin
%50,81’inin nanopartikiilden salindigi, birinci giiniin sonunda %55,89’unun,
ikinci giinde ise %60,24’tintin salindig1 belirlenmistir. Bir hafta sonunda
TmzGenNP’den salinan temozolomid miktar1 %70,39’a ¢ikmis ve lineer bir salim
profili gozlemlenmistir. 30 gliniin sonunda ise TmzGenNP’den temozolomid

salimi1 %82,73’e ulagmustir.

TmzGenNP’ye enkapsiile edilen diger etken madde olan genisteinin, ilk 6 saatte
%57,39 salim gostermistir. 24 saat sonra salim orasini %64,13, 48 saat sonra ise
salim orani %71,02 olarak hesaplanmis, sonrasinda nanopartikiilden genistein
salimi1 yavaslayarak devam etmistir. Nanopartikiil lineer salimin ardindan belli bir
siirede denge profiline ulasmistir. 30. giiniin sonunda TmzGenNP’den genisteinin

%100’iiniin salim1 tamamlanmistir.

PLGA nanopartikiillere farkli etken maddelerin enkapsiile edilmesiyle yapilan
calismalarda elde edilen sonuclar, bu tez calismasindaki bulgulara paralellik
gostermektedir. Guihua Huang ve arkadaslarinin, yaptig1 bir calismada kati-lipid
nanopartikiil icine enkapsiile edilen temozolomid’in %50’sinin 15 saatin sonunda
saliminin gerceklestigi rapor edilmistir. Benzer sekilde Xin-Hua Tian ve
arkadaglarinin  gerceklestirdigi bir calismada ise polibutilsiyanoakrilat
nanopartikiilii icine enkapsiile edilen temozolomidin, 24. saat sonunda %66’sinin
salindi@1 tespit edilmistir [156, 157]. Genisteinin polimerik nanopartikiillerden
salim profilini inceleyen bir arastirmada, genisteinin %35-50’sinin PLGA-TPGS
nanopartikiillerden salindigini ve 28 giiniin sonunda %42-64’iniin salimini

gerceklestirdigi belirlenmistir [151].
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Sekil 4. 15 TmzGenNP'nin temozolomid ve genistein i¢in in vitro salim grafigi

4.6 US7MG Insan Glioblastoma Hiicre Hattinda Temozolomid ve
Genistein Yiiklii nanopartikiillerin In Vitro Aktiviteleri

Temozolomid, genistein ve bu iki etken madde yiiklii PLGA nanopartikiillerin
U87MG insan glioblastoma hiicreleri {izerindeki in vitro etkinlikleri serbest
molekiiller ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Sekil 4.16’da U87MG insan
glioblastoma hiicrelerinin 10x ve 40x biiyiitmedeki 151k mikroskobu goriinttleri

verilmistir.
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Sekil 4. 16 U87MG insan glioblastoma hiicrelerinin A)10X ve B)40X mikroskop
gorintiileri
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4.6.1 Temozolomid ve Genistein Yiikli Nanopartikiillerin U87MG Hiicreleri
Uzerindeki Sitotoksik Aktivitesi

Temozolomid ve genistein yiiklii nanopartikiillerin U87MG hiicreleri iizerindeki
sitotoksik aktivitesi, serbest molekiiller ile karsilastirmali olarak 24 ve 48 saat siire
ile incelenmistir. Bu amacla TmzNP, GenNP, TmzGenNP ve bu nanopartikiillerden
salinan madde miktarina esit olacak sekilde temozolomid, genistein ve
temozolomid-genistein kombinasyonu farkli doz araliklarinda U87MG hiicreleri
lizerine uygulanmis ve hiicreler {izerindeki sitotoksik aktivite MTT yOntemi ile

tespit edilmistir.

MTT yoOntemi, tetrazolyum tuzlarinin indirgenerek formazan kristallerine
dontismesi sonucu hiicre canliliginin renk degisimi ile kolorimetrik yontemle
kantitatif olarak saptanmasidir. Canli hiicreler mor renkte boyanirken olii
hiicrelerde tetrazolyum bilesiklerini indirgeyemeyeceginden dolay1 renk degisimi

goriilmez [158, 159].

Kullanilan hiicre hatt1 olan U87MG 96 kuyulu mikroplakalara kuyu bagina 10°
hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C'de %5 CO21i inkiibatorde inkiibasyona
birakildi. Serbest temozolomid konsantrasyonlar1 sirayla mikroplakadaki
kuyucuklara 10uM, 20uM, 50uM, 100uM, 200uM, 500uM ekildi. Serbest genistein
ise 15,6puM, 31,25uM, 62,5uM, 125uM, 250uM, 500uM gibi farkli artan
konsantrasyonlarda hiicreler {izerine uygulandi. Temozolomid-genistein
kombinasyonu, temozolomid NP, genistein NP, temozolomid-genistein NP
10pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml

konsantrasyonlarda hiicrelere uygulandi.

Serbest temozolomide ait mikroplaklar 24, 48 ve 72 saat, serbest genisteine ait
mikroplaklar, temozolomid-genistein kombinasyonuna ait, temozolomid
nanopartikiiline ait, genistein nanopartikiiline ve temozolomid-genistein
nanopartikiiline ait mikroplaklar 24 ve 48 saat inkiibasyona birakildi.
Hiicrelerdeki sitopatolojik degisiklikler kontrol grubuyla kiyaslama yapilarak

mikroskopta incelendi.
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Serbest genisteinin 15,6 uM, 31,25 uM, 62,5 uM, 125 pM, 250 uM, 500 uM olacak
sekilde degisen konsantrasyonlarda hiicre canliligina etkisi 24 ve 48 saat siire ile
incelendi (Sekil 4.17). U87MG hiicrelerinin 24 saat stire ile genisteinle
inkiibasyonu sonrasi kontrol grubu ile kiyaslandiginda 62.50 uM iizeri
konsantrasyonlarda %70 oraninda hiicre canlili§ini azalttig1 gozlendi. Buna karsin
48 saat stire ile genistein uygulanan U87MG insan glioblastoma hiicrelerinde
24.36 pM konsantrasyonundan itibaren hiicrelerin canliliginin azalmaya
basladigi, hiicrelerin morfolojilerinin bozuldugu tespit edilmistir. Serbest

genisteinin 48. saat sonunda ICs, degeri ise 24.36 uM olarak belirlenmistir.

Serbest Genistein

100
Em 24h
I

= z
§ 60-
(& I
o
o 404
]
I
X 204

0—"% T | T T

15.60 31.25 62.50 125.00 250.00 500.00
Konsantrasyon(pM)

Sekil 4. 17 Genisteinin U87MG hiicre canliligina 24 ve 48 saat siire ile etkisi

Temozolomidin 10uM, 20uM, 50uM, 100uM, 200uM, 500uM konsantrasyon
araliginda 24, 48 ve 72 saat siire ile U87MG hiicre canlilifina olan etkisi Sekil
4.18de gosterilmistir. Artan konsantrasyona bagli olarak U87MG insan
glioblastoma hiicreleri tizerinde 24 ve 48 saatlerde temozolomidin yiiksek
dozlarda bile hiicre canliligini1 diisiirmede anlamli bir etkisi olmadigi, ancak 72
saat sonrasinda ise temozolomid uygulanan U87MG insan glioblastoma
hiicrelerinin 88.96 pM konstrasyondan sonra sitotoksitesinin belirgin olarak
arttirdig1 bulundu. Serbest temozolomidin IC50 degeri 88.96 uM, uygulanan 150

ug/ml’de %86 hiicre canlilig1 inhibe ettigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4. 18 Temozolomidin U87MG hiicre canliligina 24, 48 ve 72 saat siire ile
etkisi

Temozolomid-genistein kombinasyonunun U87MG hiicrelerine 10ug/ml, 20
nug/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml konsantrasyon
araliginda 24 ve 48 saat uygulanmasi sonrasi 24. saatte ICso degeri 15.29ug/ml
olarak tespit edilmistir. Sekil 4.19’da verildigi gibi temozolomid-genistein
kombinasyonu ile inkiibe edilen U87MG hiicrelerinin 48. saat sonunda ICs, degeri
ise 71.48 nug/ml olarak bulunmustur. Serbest genistein ve serbest temozolomide
gore iki etken maddenin kombinasyonunun U87MG hiicrelerin canliligini % 62

oraninda 150 pg/ml’de daha yiiksek diizeyde azalttig1 gbzlemlenmistir.
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Temozolomid-Genistein Kombinasyonu
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Sekil 4. 19 Temozolomid-genistein kombinasyonunun U87MG hiicre canliligina
24 ve 48 saat siire ile etkisi

TmzNP’nin 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 50 ug/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml, 150
ng/ml konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saat siire ile U87MG hiicre canliligina etkisi
Sekil 4.20’de gosterilmistir. Kontrole kiyasla U87MG hiicre hattinda uygulanan
TMZNP’lerin artan dozlarinda dahi anlamh farklihik gozlemlenmemistir. Ancak
TmzNP’nin 150 pg/ml konsantrasyonda %72 U87MG hiicre canliligini azaltarak

serbest temozolomide kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur.
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Temozolomid Nanopartikul
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Sekil 4. 20 Temozolomid nanopartikiiliiniin (TmzNP) U87MG hiicre canliligina
24 ve 48 saat siire ile etkisi

GenNP’nin U87MG hiicre canliligina etkisi 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 50
pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml ve 150 ug/ml konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saat
sire ile incelenmistir. Sekil 4.21’de 10 pg/ml GenNP uygulanan U87MG
hiicrelerinde hiicre canligi % 88, 150 pg/ml GenNP uygulanan hiicrelerde hiicre
canlilig1 ise % 62 olarak tespit edilmistir. GenNP’nin artan konsantrasyonlarinin
hiicre canliligini azalttig1 gozlemlense de kontrole kiyasla hiicre 6liimii {izerinde

onemli bir etkisi olmadig1 tespit edilmistir.
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Genistein Nanopartikul
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Sekil 4. 21 Genistein nanopartikiiliiniin U87MG hiicre canlili§ina 24 ve 48 saat
stire ile etkisi

Temozolomid-genistein nanopartikiilii (Sekil 4.22) 10 pg/ml, 20 ng/ml, 40 pg/ml,
50 pg/ml, 75 ug/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml doz araliklarinda 24 ve 48 saatlerinde
hiicre canliliklar1 hesaplandi. Temozolomid-genistein nanopartikiillerinin 24.
saatte sitotoksik etki gosterdigi ve ICs, degeri 16.72 pg/ml olarak bulunmustur.
Nanopartikiiller ile 48 saat inkiibe edilen U87MG hiicrelerinin ICs, degeri 3.43
ug/ml olarak hesaplanmistir. Temozolomid-genistein nanopartikiili 10 pg/ml
konsantrasyonda % 58, 150 pg/ml dozda ise % 25 hiicre canliligini azalttig1 tespit
edilmistir. Hiicrelere uygulanan serbest temozolomid ile genistein, temozolomid-
genistein  kombinasyonu, temozolomid nanopartikiilli ve  genistein
nanopartikiiliine gore temozolomid-genistein nanopartikiiliiniin hiicre {izerinde
yliksek canlilik degisimi sagladigi belirlenmistir. Temozolomid-genistein
nanopartikiillerinin diisiik dozlarinin bile U87MG hiicrelerinin biiytimesi 6nemli

Olcilide inhibe etmistir.
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Temozolomid-Genistein Nanopartikul
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Sekil 4. 22 Temozolomid-genistein nanopartikiiliiniin U87MG hiicre canliligina
24 ve 48 saat siire ile etkisi

Literatiirde daha 6nce rapor edilen calismalar ile elde edilen bulgularin uyumlu
oldugu tespit edilmistir. Serbest temozolomidin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu
sonrasinda U87MG hiicre hattinda canliligin degismedigi gozlemlenmistir. Ancak,
temozolomid uygulanan hiicrelerde, siire arttikca kontrole gore canli hiicreler
lizerindeki proliferasyonu inhibe etme etkisinin oldugu goézlemlenmistir [160].
Serbest genisteinin U87MG hiicrelerine %70 oraninda hiicre canlili§ina etkisi

oldugu yapilan calismada gosterilmistir [161].

In vitro sitotoksisite calismalari sonucu TmzNP ve GenNP’nin U87MG hiicreleri
tizerinde anlamli bir sitotoksik aktivite gostermedigini tespit edilmistir. Buna
karsin 48 saat siire ile TmzGenNP uygulamasi U87MG hiicrelerinin canliligini
onemli olciide azaltmistir. Bu nedenle, ileri in vitro uygulamalarda TmzGenNP’nin

anti-kanser aktivitesi incelenmistir.

4.6.2 Temozolomid-Genistein U87MG Hiicreleri Uzerindeki Kombinasyon

indeksinin hesaplanmasi

Temozolomid ve genisteinin ilag sinerjileri, CalcuSyn yazilimi (Biosoft Version 2.1,
Cambridge, UK) kullanilarak medyan etki prensibinden tiiretilen kombinasyon

indeks metodu ile degerlendirildi. Bu amacla temozolomid, genistein ve
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temozolomid-genistein kombinasyonlarin 24 ve 48 saat ICs, degerleri temel
alinmistir. CalcuSyn yazilimi ile kombinasyon indeksi (CI) ve doz azaltma indeksi
(DRI) degerleri ICs, degerlerine gore tespit edilmistir. CI degerleri <1 ise

sinerjizmi, CI=1 ise ilave bir etki ve CI > 1 ise antagonizmi gostermektedir [162].

Temozolomid-genistein etken molekiillerinin U87MG hiicre hattinda
kombinasyon indeksi (CI) hesaplamasi sonucu iki ilacin sinerjik etki gosterdigi
tespit edilmis ve CI degeri 0.78723 olarak belirlenmistir. Sekil 4.23’te
temozolomid, genistein ve temozolomid-genistein kombinasyonlarinin CI

degerinin logaritmik egrisi gosterilmistir.
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Sekil 4. 23 Temozolomid ve genisteinin kombinasyon indeksi egrisi

4.6.3 Temozolomid-Genistein Kombinasyonu ve Temozolomid-Genistein NP’lerin

U87MG Hiicreleri Uzerindeki Hiicre Gocii Etkisi

Temozolomid-genistein kombinasyonu ile TmzGenNP U87MG hiicreleri iizerinde
0, 6, 12, 24 ve 48 saatler hiicre gociine etkisi incelenmistir. Tmz/Gen
kombinasyonu ve TmzGenNP’nin U87MG hiicrelerinde olusturulan yara

mesafesini kontrole gore daha az kapattiklar1 tespit edilmistir. Kontrol
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hiicrelerinde yara mesafesinin 24. saatte %82’isi kapanirken, Tmz/Gen
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde %24, TmzGenNP uygulanan hiicrelerde ise
%10 kapanma gozlemlenmistir. Sekil 4.25’de Tmz/Gen kombinasyonunun ve
TmzGenNP’'nin U87MG hiicreleri iizerindeki yara iyilesme goriintiileri ve Sekil

4.24'de yara kapanma yiizdesi grafigi verilmistir.

Hiicre icindeki goc etme yetenegi, hiicrenin dokular1 veya farkli organlari
arasindaki konumlara ge¢mesini saglar. Hiicre gocii, hem fizyolojik hem patolojik
siireclerin temel o6zelliklerinden biridir. Patolojide hiicre gocii, karsinomlarin
invasyonuyla farkli doku veya organlara yayilmasina neden olur [163]. 2D yara
iyilesme testi, hiicre tabakasinin pipet yardimiyla tahrip edilmesidir. Yara iyilesme
deneyi birka¢ adimdan olusur. Bunlar; hiicre hasari (yaralanma), iyilesme
siirecinin izlenmesi, veri toplamasi (mikroskop kullanilarak 6lciim) ve verilerin
degerlendirilmesidir. Tiimor hiicreleri, saglikli hiicrelere gore kiyasla (0,1 ile 0,3

um/dk) en yavas goc eden hiicrelerdir [164, 165].

Literatiirde, U87MG hiicrelerine temozolomid ve timokuinon kombinasyonunun
hiicre gocii tizerine etkisinin kontrol hiicrelerine kiyasla % 63 oraninda diistirdiigii
gorilmustiir [166]. U87 hiicrelerinin go¢ etme yetenegi degerlendirmesi igin
temozolomid ile resveratroliin serbest ve kombinasyonlar1 uygulanmistir. Serbest
resveratrol U87 hiicrelerinin gociinde % 25, temozolomid ile kombinasyonunda
%30 oraninda yara iyilesme etkisi gostermistir [167]. Darshana Jain ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada, serbest temozolomid ve temozolomid-PLA
nanopartikiilii uygulanan U87MG hiicrelerine temozolomid % 16, temozolomid-

PLA nanopartikiilii % 19 kapanma ile yara iyilestirme aktivitesi gostermistir [168].

Shafiee ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismada, genistein uygulanan HT29
kolon kanseri hiicreleri yara iyilesme testinde go¢ eden hiicrelerin sayis1 6nemli
Olciide 50uM dozunda azaltmistir [169]. MDA-MB-231 ve MCF7 meme kanseri
hiicreleri iizerine yapilan ¢alismada, genisteinin yara iyilesme testinde kontrol

grubuna kiyasla %49 oraninda yara kapanmasini 6nlenmistir [170].
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Sekil 4. 24 Tmz/Gen ve TmzGenNP'nin U87MG hiicrelerinde yara kapanmasina
etkisinin yiizdesel gosterimi

TmzGenNP Tmz/Gen Kontrol

Sekil 4. 25 Tmz/Gen ve TmzGenNP'nin U87MG hiicre gogiine etkisi

4.6.4 Temozolomid-Genistein Ve Temozolomid-Genistein NP’lerin U87MG

Hiicreleri Uzerindeki Anti-Proliferatif Etkisi

Tmz/Gen kombinasyonu ve TmzGenNP etken molekiillerinin U87MG hiicrelerinin
proliferasyonuna etkisi kolorimetrik olarak BrdU yontemi ile degerlendirilmistir.
Kontrolsiiz hiicre cogalmasi, kanser ilerlemesinin oOnemli karakteristik

ozelliklerinden biridir. BrdU, DNA sentezi sirasinda boliinen hiicrelere baglanan
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bir timidin analogudur [171]. BrdU ile isaretlemede, yiiksek BrdU seviyeleri artan

hiicre proliferasyonuna isaret etmektedir [172].

U87MG hiicreleri tizerinde 5, 10 ve 40 pg/ml konsantrasyonlarinda 48 saat siire
ile Tmz/gen kombinasyonu ve TmzGenNP uygulamasi sonucu hiicre
proliferasyonundaki degisim BrdU inkorporasyon analizi ile degerlendirilmistir.
Tmz/Gen kombinasyonu uygulanan hiicrelerdeki proliferasyon yiizdeleri, 5 pg/ml
uygulanan hiicrede %86, 10 pg/ml uygulanan hiicrede %74 ve 40 pg/ml
uygulananda %62 olarak bulunmustur. TmzGenNP uygulanan hiicrelerde ise
proliferasyon yiizdeleri, 5 pg/ml uygulanan hiicrede %46, 10 pg/ml uygulanan
hiicrede %32 ve 40 pg/ml uygulananda %22 olarak hesaplanmistir. Tmz/Gen
kombinasyonu uygulamasinin U87MG hiicre proliferasyonunu onemli 6l¢iide
degistirmedigi gosterilmistir. Ote yandan, TmzGenNP uygulamasinin US7MG

hiicre proliferasyonunu azalttig1 gézlemlenmistir.

Literatiirde, temozolomid ile shikonin serbest ve kombinasyonunun glioblastoma
hiicreleri (GBMO2 ve U118MG) iizerindeki proliferasyonundaki azalma BrdU
yontemi ile incelenmistir. Serbest shikonin uygulanan GBMO2 hiicrelerinde
proliferasyondaki azalma %30, temozolomid ve shikonin kombinasyonu
uygulanan GBMO2 hiicrelerinde ise %35 olarak bulunmustur. Kontrol hiicrelerine
kiyasla U118MG hiicrelerine uygulanan serbest shikonin %38, temozolomid ve
shikonin uygulanan U118MG hiicrelerinde %17 olarak proliferasyon oranini daha
fazla azalttig1 bulunmustur. Bu sonuclar, her iki ilacin kombinasyon tedavisinde
birlestirildiginde anti-proliferatif etkisinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir
[173].

Temozolomid ve genistein yiiklii PLGA nanopartikiilleri ile ilaglarin kontrolli
salimi1 ve dagitimi sonucu daha diisiik uygulama dozlarinda bile U87MG hiicre

proliferasyonunun 6nemli Ol¢lide azaldig1 gosterilmistir.
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Sekil 4. 26 Tmz/Gen ve TmzGenNP’'nin U87MG hiicre proliferasyonuna etkisi

4.6.5 Temozolomid-Genistein Ve Temozolomid-Genistein NP’lerin U87MG

Hiicreleri Uzerinde Apoptoz Indiiksiyonun Gen Diizeyinde Gosterimi

Tmz/Gen kombinasyonu ve TmzGenNP’lerin U87MG hiicreleri iizerine 48 saatlik
inkiibasyonu sonrasi (-aktin, kaspaz-3, kaspaz-9, sitokrom-c, Bcl-2, Bax, kaspaz-8
genlerinin ekspresyon diizeyleri kantitatif PCR analizi ile 6l¢iilmistiir. Her bir
mRNA'nin gen ekspresyon degisiklikleri, karsilastirmali 2722¢" yontemine gore

hesaplanmustir.

Apoptoz, hiicrenin programlanmais hiicre 6liimii olup dogal mekanizmasidir. Hem
icsel hem de dissal yolaklar, yiizlerce proteinin boéliinmesi yoluyla apoptoz
gerceklestirmek icin kaspazlar1 kullanir. Kanserde, apoptotik yol tipik olarak,
antiapoptotik proteinlerin asir1 ifadesi ve proapoptotik proteinlerin yetersiz ifadesi
dahil olmak iizere cok cesitli yollarla engellenir [174]. Elde edilen bulgular,
flavonoidlerin kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleme potansiyelinin, FAS
inhibitor ozellikleriyle giiclii bir sekilde iliskili oldugunu ve boylece polifenolik
bilesiklerin kanser 6nleyici ve antineoplastik etkilerini uygulayabilecegi yeni bir
mekanizma sagladigini gostermektedir. Prostat ve meme kanseri iizerine yapilan
calismada, flavonoidlerin hiicre biiylimesi inhibisyonu ve apoptoz indiiksiyonu
arasinda dikkate deger etki gézlemlemistir [175]. Izoflavonoid olan genisteinin,

HT-29 hiicreleri ile 48 saat inkiibasyonu sonucu apoptozu ¢6nemli derecede

79



indiikledigi bulunmustur [79]. Genistein, hiicre dongiisii, apoptoz, anjiyogenez ve
metastazin cesitli asamalarini modiile etmektedir. Genisteinin ana molekiiler
hedefleri arasinda kaspazlar, Bcl-2, Bax, NF-kB, PI3K / Akt, MAPK ve Wnt / §3-
kateni sinyal yolaklarini etkiledigi, kanserde apoptozu indiikledigi bildirilmistir

[176].

Gossner ve arkadaslarinin, genistein uygulanan yumurtalik kanseri A2780 hiicre
hatt1 {izerinde hiicre 6liimi etkisini arastirmistir. Genistein, cesitli biiytime faktorii
reseptorleri, PI3 kinaz ve PDK-1 gibi bircok Akt aktivatériinden birini
hedefleyebildigini veya dogrudan Akt'yi hedefleyebildigi boylece apoptozu
indiikledigi bulunmustur [177]. Ayrica, siklin bagimli kinazlarin inhibitorii olan
p21"*"/CIP1 indiiksiyonu ile iliskili olan in vitro cesitli kanser hiicre hatlarinda
G2/M'de apoptoz ve hiicre dongiisiinii genisteinin indiikledigi caligmalarla

desteklenmistir [178].

Apoptoz indiiksiyonunda i¢sel ve digsal yolaklarin hedeflenmesi, yeni anti-kanser
ilac gelistirmede onemli bir strateji olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle,
TmzGenNP aracili apoptoz, apoptozda yer alan anahtar genlerin mRNA
seviyelerinin kantitatif PCR ile tespit edilmesiyle belirlenmistir. Sekil 4.27’de 48
saat TmzGenNP uygulamasindan sonra Bax, Bcl-2, sitokrom-c, kaspaz-3, kaspaz-
8 ve kaspaz-9 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini gosterilmistir. Sekil
4.27'de gosterildigi gibi, TmzGenNP uygulamasi sitokrom-c seviyesini kontrole
gore 8.1 kat artmistir. TmzGenNP ile muamele edilen U87MG hiicrelerinde anti-
apoptotik Bcl-2 geni asagi regiile edilirken (kontroliin 2.18 kat1), pro-apoptotik
Bax geninde (kontroliin 5.01 kati) yukar regiilasyon gozlemlenmistir. Ayrica,
TmzGenNP uygulamasi, U87MG hiicrelerinde kaspaz-3 ve kaspaz-9 seviyelerini
sirasiyla 6.3 ve 7.6 kat yiikseltmistir. Ote yandan, kaspaz-8 mRNA ekspresyon
seviyesinde onemli bir degisiklik gozlenmemistir, bu da intrinsik apoptoz
yolaginin aktivasyonunu oldugu diisiindiirmektedir. TmzGenNP uygulamasindan
sonra U87MG hiicrelerinde apoptotik genlerin mRNA ekspresyon seviyelerinin

kontrole gore arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4. 27 Sitokrom-c (Cyt-c), Bcl-2, Bax, kaspaz-3 (Cas-3), kaspaz-9 (Cas-9),
kaspaz-8 (Cas-8) genlerinin kontrole gore relatif ekspresyonlari

4.6.6 Temozolomid-Genistein Ve Temozolomid-Genistein NPlerin U87MG

Hiicreleri Uzerindeki Apoptoz Indiiksiyonunun Protein Diizeyinde Gosterimi

U87MG hiicreleri iizerinde Tmz/Gen kombinasyonun ve TmzGenNPlerin
apoptozu indiiksiyonun protein diizeyinde gosterimi Western Blot analizi ile

gerceklestirilmistir.

Proteaz ailesinin iiyesi kaspazlar, apoptotik yolun merkezi uygulayicilari olarak
onemli bir rol oynayan evrimsel olarak korunmus sistein proteazlaridir. Kaspazlar,
aktif enzimler {iretmek icin apoptoz sirasinda proteolitik olarak boliinen inaktif
proenzimler olarak sentezlenmektedir. Strese yanit olarak hiicreler, sitokrom c'yi
mitokondrinin zarlar arasi boslugundan sitozole salgilar. Salinan sitokrom c,
bagdastirici protein Apaf-1'e baglanir ve onu aktive eder, bu da ATP varliginda
baslatic1 prokaspaz-9'u etkinlestirerek apoptozom olusumuna ardindan kaspaz-3

gibi yliriitiicii kaspazlarin aktivasyonunu saglar [179].

Bu tez calismasinda, Tmz/Gen kombinasyonu ve TmzGenNP etken molekiillerinin
U87MG hiicrelerine 48 saat uygulanmasiyla hiicresel apoptoza olan etkisi
incelenmistir. Western Blot analizinde sitokrom-c, kaspaz-3 ve cleaved kaspaz-9
proteinlerinin ekspresyonuna bakilmistir. Diizenleyici bir protein olan B-aktin,
yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Sekil 4.28’de Tmz/Gen kombinasyonu ve
TmzGenNP’nin kontrole kiyasla etkisi gosterilmistir.
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Sitokrom c, apoptozun erken asamalarinda mitokondriden salinir, ancak bu olay1
diizenleyen kesin mekanizmalar belirsiz kalmistir [180]. Tmz/Gen kombinasyonu
ve TmzGenNP uygulanan U87MG hiicreleri sitokrom-c proteinin ytiksek diizeyde
eksprese edildigi gortilmiistiir. Kaspaz ailesinin bir tiyesi olan kaspaz-9, apoptoz
ve sitokin sinyallemesinde yer alan kaspazlar, sistein-aspartik proteazlar ailesine
aittir. Bircok dokuda bulunan apoptotik yol icin kritik olan baslatici bir kaspazdir
[181]. Tmz/Gen kombinasyonu ve TmzGenNP uygulanan 6rneklere bakildiginda,
kontrole gore karsilastirmali olarak kombinasyonun ekspresyonunun az oldugu

nanopartikiillerin ise ekspresyonun yiiksek oldugu bulunmustur.

U87MG hiicrelerine Tmz/Gen kombinasyonu ve TmzGenNPnin 48 saat
uygulanmasi sonucu kaspaz-3 ekpresyonuna olan etkisi incelenmistir. Ornekler
kontrolle kiyaslandiginda Tem/Gen kombinasyonun kontrolle neredeyse ayni
diizeyde eksprese oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda Tem/Gen NP uygulanan

hiicrelerde ise daha yiiksek diizeyde kaspaz-3 ekspresyonu tespit edilmistir.

Ek olarak, Temozolomid gibi alkilleyici ajanlarin DNA'da cift sarmalli kirilmalara
neden oldugu ve bunun da apoptozu tetikledigi bilinmektedir [182]. Das ve
arkadaslari, temozolomidin insan glioblastoma T98G ve U87MG hiicre hattinda
western blot analizinde sitokrom-c, kaspaz-9, kazpaz-3 ve Bcl-2 gibi genleri
eksprese ettigini, ancak sitokrom-c ve kazpaz-9 genlerinde asetazolamid ve
deksametazon ile kombinasyonunda daha yogun eksprese edildigi gosterilmistir
[183]. Yoon ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada, genistein RPE-J hiicreleri
tizerinde muamelesi kaspaz-3 proteinin degradasyonunu indiiklemistir [184].
Genisteinle yapilan bir bagka calismada MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri ER-a ve
kaspaz-3 ekspresyonu incelenmistir. ER-a proteini yani sira kaspaz-3 iki hiicre
hatt1 arasindaki farkli yogunluklarda bant gostermistir. Genistein, MDA-MB-231
hiicrelerinde MCF-7 gore kaspaz-3 ekspresyonu yogun oldugu gosterilmistir

[185].
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Sekil 4. 28 Tmz/Gen ve TmzGenNP uygulanan U87MG hiicrelerinde siktokrom-c
(Cyt-c), Kaspaz-9 (Cas-9), Kaspaz-3 (Cas-3) ve B-aktin proteinlerinin ekspresyon
diizeylerinin Western Blot ile gosterimi
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SONUGC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda bircok kanser tiiriinde farkli molekiiler yolaklara etki eden
genistein ve glioblastoma tedavisinde en sik kullanilan kemoterapoétik ajan olan
temozolomid yiiklii polimerik nanopartikiillerin U87MG glioblastoma hiicreleri
{izerindeki anti-kanser etkinligi karsilastirmali olarak incelenmistir. Iki etken
maddenin PLGA nanopartikiiler sistemlere yiiklenmesi, enkapsiilasyon yolu ile
etken molekiillerin yarilanma siirelerinin arttirilmasina, etki stirelerinin
uzatilmasina ve suda cozinirligiinin gliclendirerek biyoyararlanimin
arttirllmasina olanak saglayarak insan glioblastoma hiicrelerinde anti-kanser

aktivitesiyi arttirdigi tespit edilmistir.

Bu tez calismasi ile genistein ve temozolomid yiikli PLGA nanopartikiil
sistemlerinin glioblastoma tedavisinde kullanilabilecek giiclii bir ila¢ tasima

sistemi olabilecegi literatiirde ilk kez tespit edilmistir.

Temozolomid ve genistein yiiklii PLGA nanopartikiillerin elde edilmesi icin tekli
emiilsiyon  ¢oziici ucurma yontemi (o/w)  kullamilmustir.  Uretilen
nanopartikiillerin partikiil bliyiikliigli ve zeta potansiyel o6l¢iimleri, in vitro salim
ozellikleri tespit edilmis ve partikiillerin reaksiyon verimi (RV), enkapsiilasyon
verimi (EE) ve etken yiikleme verimi (DL) hesaplanmistir. Ayrica

nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri SEM ve FT-IR analizleri ile incelenmistir.

Etken maddelerin tek ve ikili olarak PLGA nanopartikiillerine enkapsiilasyonu
sonucu elde edilen fiziko-kimyasal analiz sonuglari Tablo 4.2’de verilmistir.
Enkapsiilasyon etkinlik degerleri, temozolomid nanopartikiillerinin %6.3 ile
%25.3, genistein nanopartikili icin %42, temozolomid-genistein nanopartikiilii

icin temozolomidin %38 genisteinin %30 olarak hesaplanmuistir.

Uretilen nanopartikiillerin boyutlar1 ve PDI degerleri, temozolomid yiiklii
nanopartikiiller icin 145 nm ve 165 nm, PDI degerleri ise 0.229 ile 0.113 olarak

belirlenmistir. Genistein yiiklii nanopartikiiliin ise boyutu 180 nm PDI degeri ise
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0.164 olarak hesaplanmistir. Temozolomid-genistein yiiklii nanopartikiiliin
boyutu 135.5 nm, PDI degeri 0.139 olarak belirlenmistir. Nanopartikiiller
homojen ve dar boyut dagilimi gostermistir. Hazirlanan TmzNP1, TmzNP2,
GenNP, TmzGenNP nanopartikiillerinin zeta potansiyelleri sirasiyla -36.4 mV, -
34.3 mV, -35.8 mV, -33.7 mV olarak tespit edilmistir. Sentezlenen
nanopartikiillerden en yiiksek sitotoksisiteyi gosteren TmzGenNP hiicre
deneylerinde kullanilmasi icin segilmistir. TmzGenNP’nin in vitro salim profili 30
giinliitk araliklar ile takip edilmistir. Bu siire sonunda temozolomid saliminin

%82.73, genisteinin saliminin ise %100’ tamamlanmustir.

Bu tez calismasinda iiretilen nanopartikiillerin, U87MG hiicre hattindaki sitotoksik
etkisi serbest molekiiller ile karsilastirmali olarak MTT yontemiyle belirlenmistir.
Temozolomid-genistein kombinasyonun 24 ve 48. saatlerdeki ICs, degerleri 15.29
ug/ml ve 71.48 pg/ml olarak hesaplanmistir. 24 ve 48 saat siire ile U87MG
hiicreleri tizerine TmzNP ve GenNP uygulamasi U87MG hiicre canliligina etki
etmemistir. Ancak TmzGenNP sirasiyla 24 saat i¢in 16.72 pg/ml ve 48 saat icin
3.43 pg/ml ICs, degerleri ile hiicre canliligini 6nemli 6lciide azaltmistir. Elde
edilen veriler, TmzGenNP'nin U87MG hiicreleri tizerindeki sitotoksitesinin
kontrole ve tek ilac yiikli nanopartikiilere kiyasla daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Temozolomid ve genisteinin, serbest ve kombinasyonlarinin ilag
sinerjileri Compusyn programi ile hesaplanmistir. Temozolomid ve genisteinin
kombinasyonlarinin sinerjistik etki gosterdigi tespit edilmis ve CI degeri 0.78723

olarak bulunmustur.

TmzGenNP’'nin U87MG hiicrelerinin hiicre gocii {izerine etkisi incelenmistir. 0, 6,
12, 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucu TmzGenNP uygulanan hiicrelerde kontrol
hiicrelerine gore mesafe daha kapanmistir. Ayrica, TmzGenNP uygulanan
hiicrelerde Tmz/Gen kombinasyonuna goére de yara mesafesinde daha az
kapanma gozlenmistir. Kontrol hiicrelerinde yara mesafesinin 24. saatte %82’isi
kapanirken, Tmz/Gen kombinasyonu uygulanan hiicrelerin %24, TmzGenNP

uygulanan hiicrelerin ise %10’undaki yara mesafesi kapanmustir.
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Tmz/Gen kombinasyonu ve TmzGenNP’nin U87MG hiicrelerinin proliferasyonuna
olan etkisi BrdU inkorporasyon analizi ile belirlenmistir. Proliferasyon yiizdesi, 5
ug/ml Tmz/Gen kombinasyonu uygulanan hiicrede %86, 10 pg/ml uygulanan
grupta %74, 40 ug/ml uygulanan grupta ise %62 olarak bulunmustur. TmzGenNP
uygulanan hiicrelerde ise, 5 ng/ml’de %46, 10 pg/ml uygulanan hiicrede %32 ve
40 pg/ml uygulananda ise %22 olarak hesaplanmistir. TmzGenNPnin hiicre
proliferasyonunu Tmz/Gen kombinasyonuna gore yiiksek diizeyde inhibe ettigi

bulunmustur.

Tmz/Gen kombinasyonu ve TmzGenNP’nin U87MG hiicrelerinde Bax, Bcl-2,
sitokrom-c, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 genlerinin mRNA ekspresyon
seviyelerine etkisi kantitatif PCR analizi ile gosterilmistir. TmzGenNP’nin,
sitokrom-c, kaspaz-3 ve kaspaz-9 seviyelerini yiikseltigi belirlenmis ve Bcl-2 ve Bax
genleri arasindaki ters iligskili ekspresyon goOsterilmistir. TmzGenNP
uygulamasindan sonra U87MG hiicrelerinde artan sitokrom-c, kaspaz-3 ve kaspaz-
9 mRNA ekspresyon seviyeleri, apoptozun intrinsik yolunun nanopartikiil tedavisi

ile aktive edildigini gostermistir.

TmzGenNP'nin U87MG hiicrelerinde apoptozla iliskili sitokrom-c, kaspaz-3,
kaspaz-9 genlerinin ekspresyonuna etkisinin protein diizeyinde gosterimi Western
Blot yontemi gerceklestirilmistir. Tmz/Gen kombinasyonuna gore nanopartikiiler
formiilasyon uygulanan hiicrelerde mitokondri kontrollii apoptozda gorevli
sitokrom ¢ aktivasyonu gerceklesmistir. Ayni1 zamanda apoptozun icsel yolagini
aktive eden kaspaz-3 ve kaspaz-9 ekspresyonu nanopartikiil uygulanan hiicrelerde

gozlemlenmistir.

Sonuc olarak, bu tez calismasinda iiretilen TmzGenNP polimerik nanopartikiiller
etken molekiillerin stabiletisini, biyoyararlanimini, suda c¢oziiniirliklerini
ylikselterek insan glioblastoma hiicreleri iizerinde sitotoksisite ve anti-timor
aktivite gostermistir. Bu tez calismasindan elde edilen bulgular, TmzGenNP’lerin
U87MG insan glioblastoma hiicrelerinde sitotoksisiteyi arttirdigi, proliferasyonu

azalttig1, migrasyonu azalttig1 ve apoptozu indiikledigini gostermistir.
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Temozolomid ve genisteinin ikili enkapsiilasyonunun U87MG glioblastoma
hiicreleri {izerinde gosterdigi anti-kanser aktivitenin olas1 molekiiler etki
mekanizmasini arastirmak icin daha fazla calisma gerekmesine ragmen, bu
calismada elde edilen bulgular bu iki ajanin birlikte enkapsiilasyonu ile elde edilen
nanopartikiillerin, malign gliomun yayilmasina karsi koyma potansiyeline sahip
oldugunu belirlemistir. Bu baglamda flavonoidlerin kanser ilaclariyla birlikte
model olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Hiicre kiiltiirinde meydana
gelen, tiimor klonojeninin uzun vadeli iiremesi, sagkalim sinirlamasi nedeniyle in
vivo hayvan testleri kullanilarak gelistirilebilir. Ayrica insan glioblastoma tani ve
tedavisi icin cok iglevli bir dagitim sistemi olarak daha fazla calisma

gerekmektedir.
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