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Metformin Yukli PLGA-PEG(Poli-D,L-Laktik-Ko-Glikolik Asit-Poli Etilen
Glikolik Asit) Nanopartikullerinin Sentezlenmesi ve Antikanser Etkilerinin

Folikiiler Tiroid Kanseri (FTC-133) Hiicre Hatt1 Uzerinde in vitro Incelenmesi
Yuksek Lisans Tezi
Ezgi ITIL
Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah
OZET

Giris: Tiroid kanseri (TK), endokrin malignite olan dinya genelinde 9.kanser
tiradar. Tiroid kanseri tedavisinde cerrahi, radyoiyot, radyoterapi ve kemoterapi gibi
yontemler kullanilmaktadir. Fakat bu tedavi yontemlerinin zararli yan etkileri ve
toksisiteleri nedeniyle etkileri sinirlidir. Bu gibi tedavilerin problemlerini azaltmak

icin nanopartikiiler ila¢ dagitim sistemleri kullanilir.

Amag: FTC-133 hiicre hatt1 tizerinde serbest metforminin, PLGA-PEG polimerinin

ve PLGA-PEG-MET nanopartikillerinin etkilerinin incelenmesidir.

Yontem: Ik olarak, ¢ift emiilsiyon yontemi ile metformin yiikli, polimerik
PEGillenmis PLGA (PLGA-PEG-MET) nanopartikillerinin sentezlendi ve serbest
metformin, PLGA-PEG polimerleri, PLGA-PEG-MET nanopartikilleri FT-IR,
SetaSizer ve SEM cihazlar1 ile karakterize edildi. WST-1 canlilik testi ve koloni
olusum testi ile ti¢ grubun hiicre canlilig1 {lizerindeki etkileri belirlendi. Ayrica,

Western Blot analizleri ile mTOR, AMPK, p-AMPK ve PARP protein

ekspresyonlarina bakildi.

Bulgular: In vitro deneylere gore serbest metformin ve PLGA-PEG-MET
nanopartikiilleri doza bagl bir sekilde hiicre canlilifinda azalma gosterdi. Serbest
metforminin ve PLGA-PEG-MET nanopartikillerinin 1Cso degerleri sirasiyla 38.2
mM ve 31.9 mM bulundu. Ayrica western blot analizlerine gore serbest metforminin
ve PLGA-PEG-MET nanopartikiillerinin dozlarina baghh olarak mTOR
ekspresyonunda azalma ve AMPK, p-AMPK ekspresyonunda artig gozlemlendi.



Sonug: Bu bulgular 1s1ginda, PLGA-PEG-MET nanopartikillerinin tiroid kanseri
tedavisinde kullanimi onerilebilir. Bunun i¢in, PLGA-PEG polimeri ile modifiye
edilmis metformin nanopartikiillerinin i Vitro ve i vivo sartlarda terdpatik

etkinliginin gelistirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tiroid Kanseri, Metformin, Nanopartikiil Ilag Sistemi,
PLGA(Poli-D,L-Laktik-Ko-Glikolik Asit), PEG(Poli Etilen Glikolik Asit)



Synthesis of Metformin Loaded PLGA-PEG(Poly-D,L-Lactic-Co-Glycolic Acid-
Poly Ethylene Glycolic Acid) Nanopatrticles and In vitro Investigation of
Anticancer Effects on Follicular Thyroid Cancer (FTC-133) Cell line

Master Thesis
Ezgi ITIL
DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SICENCE INSTITUTE

Department of Medical Biochemistry
ABSTRACT

Introduction: Thyroid cancer (TC) is the 9th type of cancer worldwide, which is an
endocrine malignancy. In the treatment of thyroid cancer, methods such as surgery,
radioiodine, radiotherapy and chemotherapy are used. However, the effects of these
treatment methods are limited due to their harmful side effects and their toxicities.
Nanoparticulate drug delivery systems are used to reduce the problems of such

treatments.

Objective: The aim of this study is to investigate the effects of free metformin,
PLGA-PEG polymer and PLGA-PEG-MET nanoparticles on the FTC-133 cell line.

Methods: Firstly, metformin loaded polymeric PEGylated PLGA (PLGA-PEG-
MET) nanoparticles were synthesized by double emulsion method and free
metformin, PLGA-PEG polymers, PLGA-PEG-MET nanoparticles were
characterized by FT-IR, SetaSizer and SEM devices. The effects of the three groups
on cell viability were determined by WST-1 viability test and colony formation test.
Also, mTOR, AMPK, p-AMPK and PARP protein expressions were analyzed by

Western blot analysis.

Results: According to in vitro experiments, free metformin and PLGA-PEG-MET
nanoparticles showed a dose-dependent decrease in cell viability. The 1C50 values of
free metformin and PLGA-PEG-MET nanoparticles were 38.2 mM and 31.9 mM,

respectively. In addition, according to western blot analysis, a decrease in mTOR



expression and also, a increase in AMPK and p-AMPK expression were observed

depending on the doses of free metformin.

Conclusion: In the light of these findings, the use of PLGA-PEG-MET nanoparticles
in the treatment of thyroid cancer can be recommended. For this, it is necessary to
improve the therapeutic efficacy of metformin nanoparticles modified with PLGA-

PEG polymer in vitro and in vivo.

Key words: Thyroid Cancer, Metformin, Nanoparticle Drug System, PLGA (Poly-
D,L-Lactic-Co-Glycolic Acid), PEG(Poly Ethylene Glycolic Acid)



1.GIRIS ve AMAC

1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Tiroid kanseri sik¢a rastlanan endokrin malignitedir (1). GUniimizde hastaligin
Oliim orani sabittir, fakat tiroid kanserinin goriilme orani hizla artmaktadir(2) . Tiroid
kanserinin; Papiller tiroid kanseri (PTK), folikller tiroid kanseri (FTK), kot
diferansiye tiroid kanseri (KDTK), anaplastik tiroid kanseri (ATK) ve meddller tiroid
kanseri (MTK) olmak tizere bes ¢esidi vardir (1). Tiroid kanserinin ilerlemesinde ve
tiimor gelisiminde ¢esitli molekiiler degisiklikler ve ¢oklu sinyal yolaklari rol oynar
(3). Ozellikle, MAPK ve PI3K-AKT-mTOR sinyal yolaklarmin aktivasyonu, tiroid
kanserinin baglangic1 ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar (4,5). Tiroid; kan
basincini, viicut 1sisini, kalp atis hizin1 ve bazal metabolizma hizin1 kontrol eden
hormonlar1 salgilamak igin iyot kullanir (6). Bu ylizden, guniimizde tiroid kanseri
tedavisi i¢in cerrahi ve radyoiyot tedavi yontemleri kullanilir. Fakat, bu tedavi
yontemleri etkili olmasina ragmen, kalic1 hastalik 6nemli 6l¢iide artan morbidite ve
mortaliteye neden olur (7). Ayrica, diger kullanilan tedavi yontemlerinden biri olan
kemoterapi, tekli veya diger tedavi yontemleri ile kombine edilerek metastatik ya da
ilerlemis tiroid kanserlerinde kullanilir. Fakat, kemoterapi tedavisi semptomlarin
hafiflemesine yardimc1 olsa da, sagkalimi uzattigini gosteren belirli bir kanit yoktur
(8). Ayrica, kemoterapi ve radyoterapi tedavilerinin kullanimi, zararli yan etkileri ve

hedeflenmemis doku tizerindeki ekstra toksisiteleri nedeniyle smnirlidir (9).

Metformin, Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan bir ilagtir (10). Metformin,
hepatik glukoz iiretimini, glukoneogenizi ve bagirsak glukoz emilimini azaltirken
periferik glukoz alimini artirir. Bu sekilde, kan sekeri ve insiilin duyarliliginin
kontrolii saglanmis olur (11). Ayrica cesitli kanser tiirlerinde metforminin
antineoplastik etkileri de vardir (10). Yapilan ¢alismalarda, metforminin (AMP ile
aktive olan protein kinaz) AMPK’y1 aktive ederek rapamisinin memeli hedefli
(mTOR) inhibisyonuna neden olarak tiroid kanserlerinde apoptozu ilerlettigi
gozlemlenmistir (11). Ancak, metforminin diisiik absoprsiyon ve yiiksek suda
¢Oziindrliigiinden dolayr biyoyararlihig: disiiktiir (12). Gliniimiizde ilaglarin bu gibi
problemlerini ortadan kaldirmak i¢in nanopartikiiler ila¢ dagitim sistemleri
kullanilmaktadir (13).



Kanserde kullanilan bu ilaglarin sorunlarini gidermek i¢in polimerik miseller,
dendrimerler, metalik/inorganik nanopartikiller, nanojeller, silika nanopartikiller,
polimerik nanopartikiiller kullanilir (14,15). Nanopartikiiler ilag dagitim sisteminin,
kanser tedavisi igin gelecek vaat eden bir ilag dagitim sistemi oldugu
diisiiniilmektedir. Nanopartikiiler ilag dagitim sistemlerinin geleneksel ila¢ dagitim
sistemlerine gore hassas ilaglarin ve proteinlerin yar1 6mriinii arttirdigi, hastalikli
bolgelerde ilaglarm kontrollii ve hedefli salinimini gergeklestirdigi, hidrofobik
ilaglarin ¢oziinlirligiini arttirdig1 gozlemlenmistir (16).

1.2 Arastirmanin Amaci

Bu calismada, c¢ift emiilsiyon yontemi ile metformin yiiklii, polimerik
PEGillenmis PLGA (PLGA-PEG-MET) nanopartikullerinin sentezlenmesi ve
PLGA-PEG-MET, PLGA-PEG polimerlerinin, serbest metforminin kimyasal ve
nanoboyut ozelliklerini FT-IR, SetaSizer ve SEM analizleri ile belirlenmesi
hedeflendi. Ayrica, in vitro ortamda, tiroid kanseri hiicre hatt1 (FTC-133) (izerinde
uygulanacak deneylerde; WST-1 analizi ile, li¢ grubun hiicre canliligmma olan
etkilerinin belirlenmesi, koloni olusum testi ile ii¢ gruptan etkilenen hiicrelerin koloni
olusturma kapasitelerinin belirlenmesi, Western Blot analizleri ile, mitokondriyel
enerji metabolizmasinda yer alan AMPK, p-AMPK, mTOR, ve apoptoz
mekanizmasinda yer alan PARP protein ekspresyonlar1 iizerinde {i¢ grubun

etkilerinin incelenmesi planlandi.

1.3 Arastirmanin Hipotezi
Bu arastrmamizin hedefi; PLGA-PEG-MET nanopartikiler ila¢ sisteminin, in
vitro ortamda tiroid kanseri hiicre hatt1 iizerinde metforminin etkinligini arttirmasidir.

Bundan dolayi, arastirmanin hipotezleri asagidaki gibidir:

HO: Tiroid kanserinde, PLGA-PEG-MET nanopartikul sisteminin, hicre
canliligi, koloni olusturma kapasitesi, mitokondriyel enerji metabolizmasi ve apoptoz

mekanizmasi Uzerinde etkisi bulunmamaktadir.

H1: Tiroid kanserinde, PLGA-PEG-MET nanopartikul sisteminin, hiicre
canliligi, koloni olusturma kapasitesi, mitokondriyel enerji metabolizmasi ve apoptoz

mekanizmasi Uzerinde etkisi bulunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiroid Kanseri

Tiroid, memelilerde soluk borusunun 6n tarafinda ve girtlak boliimiiniin altinda
bulanan bir endokrin bezidir. Tiroidin yapist insanlarda kelebek sekline
benzemektedir. isthmus ad1 verilen dar bir kdprii ile birbirine baglanan iki lobdan
olusur (Sekil 1) (17). Tiroid kanseri (TK), total kanserlerin %2’sini olusturan, en sik
goOrulen tiroid bezinin malign bir tumdriddr (17,18). Diinya genelinde her yil
yaklasik 550.000 tiroid kanseri vakasi gerceklesmektedir (19). Pizzato ve
arkadaslarinin GLOBOCAN veri tabanindan yaptiklari incelemeye gore 2020 yilinda
kiiresel olarak, bu hastaligin yakalanma oranlar1 100.000 kadin da 10.1 vaka ve
100.000 erkek de 3.1 vakadir. Bununla beraber, bu hastaligin 6liim oranlar1 100.000
kadmn da 0.5 vaka, 100.000 erkek de 0.3 vakadir (20). Bu verilerin 1s18inda ve son 30
yilda yapilan arastirmalara gore, tiroid kanserinin yayginligi kiiresel olarak arttigi
fakat 6liim oraninin dahi stabil hale geldigi belirlenmistir (19). Tiroid kanserindeki
bu kiiresel artis, artan degistirilebilir bireysel risk faktorleri (6rnegin, obezite) ve
cevresel risk faktorleri (6rnegin, iyot seviyeleri), erken tiimorlerin tespiti gibi ¢esitli

faktorlere baglanmistir (21).

TiROID BEZi

Sa6 TIROID LOBU SOL TiROID LOBU

: SOLUK BORUSU
a'J

iSTHMUS
Sekil 1. Tiroid bezi yapis1 (33).
Tiroid kanserinin farkl hiicresel kokenlere, prognozlara ve 6zelliklere sahip bir
cok histolojik tipi ve alt tipi vardir. Tiroid kanserlerinin tiiretildigi iki tip endokrin

tiroid hiicresi vardir; bunlardan birisi folikiiler tiroid hiicreleri, digeri de parafolikiiler

C hicreleridir (1). Folikiiler tiroid hiicreleri, iyot alimindan ve tiroid hormon



sentezinden sorumludur. Parafolikiler hiicreler ise kalsitonin hormonunu Uretir ve
salgilar (22). Papiller tiroid kanseri (PTK), folikiler tiroid kanseri (FTK), kotu
diferansiye tiroid kanseri (KDTK) ve anaplastik tiroid kanseri (ATK) turleri folikuler
tiroid hiicre kaynakli kanser tipleridir (Sekil 2) (1). Diferansiye tiroid kanserleri
(DTK) smifi altinda papiller tiroid kanseri (PTK), folikiiler tiroid kanseri (FTK) ve
Hurthle hiicreleri tiroid kanseri bulunur. Papiller tiroid kanseri (PTK), en sik goriinen
tiroid kanserinin alt tiplerinden biridir. Ayrica, papiller tiroid kanseri (PTK) en iyi
genel prognoza sahiptir. Metastazlar, siklikla servikal lenf diigiimlerini ve daha az
siklikla akcigerleri icerir. Folikiiler tiroid kanseri (FTK) ve Hurthle hiicreleri tiroid
kanseri ve kotlu diferansiye tiroid kanserleri (KDTK) hematojen olarak uzak
bolgelerde yer alan akciger ve kemiklerde metastaz yapma egilimi yiiksek riskli
kanserlerdir (23). Bunun disinda, parafolikiiler C hiicrelerinden tiretilen meddiller

tiroid kanseri (MTK), tiroid malignitelerinin kii¢iik bir kismin1 olusturur (1).

Papiller
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Sekil 2. Folikiiler tiroid hiicre kaynakl tiroid kanserleri (4).



2.1.1 Tiroid Kanserinde Sinyal Yolaklar

Tiroid kanserinin ilerlemesinde, gelisiminde, invazyonunda ve metastazinda
coklu sinyal yolaklar1 ve ilgili molekiillerin islevleri ile yakindan iligkilidir. Sinyal
yolaklar1 her biri, tek basmma ya da diger sinyal yolaklar1 ile islevlerini
gerceklestirebilirler (24). Yiizlerce bilesenden, farkli hiicre lokalizasyonlarindan ve
hiicresel siiregleri diizenleme beceresinden dolayi, sinyal yolaklarinmn yapisi
karmagiktir (22). Sinyal yolaklarina 6rnek olarak; MAPK sinyal yolu PI3K/AKT
sinyal yolagi, NF-kB sinyal yolagi, Wnt-b-katenin sinyal yolagi verilebilir (25).

MAPK (mitojenle aktive olan protein kinaz) sinyal yolagi, okaryotik hiicre
diizenlemesinin en yaygm mekanizmalarindan biridir (26). Kanserde MAPK’mn
etkinligi, oncelikli reseptdr tirozin kinazlari, RAS ve BRAF’1 kodlayan genlerin
ekspresyonlarin1 ve mutasyonlarmi aktive ederek gerceklesir (Sekil 3) (27). Aktive
olan MAPK sinyal yolagi; apoptoz, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi gibi
biyolojik tepkileri indiiklemek i¢in hiicre dis1 sinyalleri hiicrelere ve cekirdeklere
iletebilir (24).Yapilan calismalarda, papiller tiroid kanserinin (PTK) %40 veya
%80’ninde meydana gelen BRAF mutasyonlar1 MAPK sinyalini aktive ederek

kanserin tekrarlanmasina ve stabil hale gelmesine sebep olabilir (28).
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Sekil 3. Tiroid kanserinde MAPK, PI3K/AKT ve Wnt sinyal yolaklar1 (22,29).
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PI13K(fosfotidilinositol-3 kinaz) /AKT sinyal yolagi hiicre proliferasyonunda,
biiyiimesinde ve sagkaliminda 6nemli bir rol oynar. Ayrica, PI3K-AKT sinyal yolagi,
tiroid karsinogenezinde PIK3CA (PI3K’y1 kodlayan gen) ve PTEN genlerinde
mutasyona sebep olur (30). PTEN, PIP3’t defosforile ederek PI3K-AKT sinyal
yolagini inaktive eden fosfatazdir. Bu yiizden PTEN, tiimor baskilayici olarak
gordlebilir (30). PI3K-AKT sinyal yolagi, RAS aktivasyonu ile hiicre
membraninda bulunan tirozin kinaz reseptorleri tarafindan indiiklenir (22,31).
Ayrica, RAS molekiilleri, tirozin kinaz membran reseptorlerinden mitojen sinyalini
transkripsiyon faktorlerine iletir (29). RAS mutasyonlar1 ile aktive edilen PI3K,
AKT’yi fosforile ederek aktive eder (1). Aktiflesen AKT, mTOR ve bircok onkogeni
(6rnegin; FOXOI1) yukar1 regiile ederek timor olusumunu tetikler (5).
mTOR,serin/teronin yapili bir protein kinazdir. Bununla beraber, S6K’y1 aktive eder
ve Okaryotik translasyon baslatma faktorii 4E baglayic1 proteini (4E-BP) inhibe
ederek hiicre proliferasyonuna ve protein sentezine sebep olur (Sekil 3)(5). Yapilan

caligmalarda, PI3BK-AKT-mTOR sinyal yolaklarinin aktiflesmesiyle papiller tiroid
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kanseri (PTK), folikiler tiroid kanseri (FTK) ve anaplastik tiroid kanserinde (ATK)

timor biiylimesini arttirdigi belirlenmistir (1).

NF-kB, tiroid hiicrelerinin proliferatif yapisina, antiapoptoz sinyal yollarini
kontrol edebilmesi ve bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde rol oynayan
transkripsiyon faktorlerinden biridir. Yapilan ¢aligmalarda onkojenik proteinler olan
RAS ve BRAF’1n papiller, mediiller ve folikiiler tiroid kanserlerinde NF-kB ‘nin

aktivasyonunu arttirdigi gézlemlenmistir (32).

Wnt proteinleri, yapisinda sistein bulanan, yiliksek oranda korunmus
glikoproteinlerdir. Bununla birlikte Wnt proteinleri, embriyonik gelisimde hiicre
polaritesi ve proliferasyonunda 6nemli bir rol oynar. Hiicre iginde -katenin bagimli
ve B-katenin bagimsiz yollar olmak tizere, Wnt sinyallerini iki yolla iletir. Wnt sinyal
yolaklarinda, Axin ve PB-katenin gibi bilesenler tiroid kanserinde mutasyona ugrar
(Sekil 3). Yapilan calismalarda, Wnt-b-katenin sinyal yolagmin aktivasyonu
anaplastik tiroid kanseri (ATK) ile iligkilendirilmistir (33).

2.1.2 Tiroid Kanserinde Tedavi Yaklasimlart

Gunumuizde tiroid kanseri tedavisi icin radyoterapi, tirozin kinaz inhibitorleri,
cerrahi, imminoterapi, kemoterapi ve radyoiyot gibi tedavi yOntemleri
kullanilmaktadir (34-36).

Radyoterapi tedavisinin amaci, cerrahi ve radyoiyodin tedavisi sonrasi
tekrarlama riski yiiksek bolgelerin riskini azaltmaktir (36). Gegmise ait caligmalarda,
radyoterapinin papiller tiroid kanserine (PTK) sahip olan 45 yas tizeri kisilerde
hastaligin niiksetmesini 6nledigi belirlendi (37). Fakat, 2008 yilinda Dandekar ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada; ATK tiroid kanser yapisina sahip hastalar lizerinde
6 saat arayla giinde iki kez 1.8 ve 2 Gy fraksiyonlarda 60,8 Gy’lik doz kullanildi. 31
hastada yapilan tedavide; %22 ‘si tedaviye tam yanit, %26’si kismi yanit vermistir.
Fakat, %15’inde hastalik ilerlemis ve %37’sinde statik hale gelmistir. Verilerin
1s181inda radyoterapi tedavisinin sagkalimi saglamada basarisiz oldugu ve bunun

sebebinin tedavinin olusturdugu toksisiteden olabilecegi disiiniilmektedir (38).

Radyoiyot tedavisi ile 1-131°1 (radyoiyodin) hem tiroid kalintilarinin {izerine

hem de cerrahi olarak midahale edilen veya edilemeyen diferansiye tiroid
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kanserlerine (DTK) isinlanir (35). Cerrahi olarak midahale edilemeyen tiroid
kanserinde radyoiyot tedavisi ile mortaliteyi azaltmasi, lokorejyonal tekrarlarin
azaltilmasi, I-131 biitiin viicut sintigrafisi (WBS) ile bilinmeyen metastazlarin
belirlenmesi, uyarilmis serum tiroglobulin (Tg) 6l¢limiiniin 6zgllliglini ve 1-131
WBS duyarliliginin gelistirilmesi hedeflenmistir (39,40). 2015 yilinda Song ve
arkadaslarinin yaptig1 caligmada, diferansiye tiroid kanseri hastalarinda radyoiyot
tedavisinin etkileri incelenmistir. Arastirmada, 1-131 ile tedavi edilen diferansiye
tiroid kanserine (DTK) sekonder pulmoner metastazi olan 372 hasta incelendi.
Ayrica, tedavinin yanitlari, gogiis bilgisayarli tomografisi (BT) ve tedavi sonrasi I-
131 WBS ile bakildi. Bununla birlikte serum tiroglobulin (Tg) seviyeleri dlgiildii.
Sonuglara gore, 156 hastada I-131 tedavi sonrasi Tg seviyelerinin distigi
goriilmiistiir ve 138 hastada pulmoner metastazinda azalma belirlenmistir. Bunun
disinda, tam tedavi 62 hastada saglanmistir. Bu bilgiler dogrultusunda diferansiye
tiroid kanseri (DTK) kaynakli pulmoner metastazinin I-131 tedavisi ile kism1 veya
tam azalma saglanabilecegi gosterilmistir (41). Fakat, radyoiyot tedavisinin kisa ve
uzun vadeli yan etkileri olabilir. Kisa vadeli belirtiler arasinda; radyasyon tiroidi,
timor sismesi, gastrit, kserostomi, tat ve koku anormallikleri vardir. Uzun vadeli yan
etkilerinde ise ikinci birincil maligniteler, kronik hipospermi ve gozde kuruluk
gordlebilir (40).

Kemoterapi ile timorla bolgeler ilaclar ile tedavi edilir. Tiroid kanseri
tedavisi icin doksirobusin, paklitaksel, gemsitabin, gefitinib, sorafenib, imatinib,
axitinib, sisplatin, siklofosfamid, melfalan ve bleomisin gibi ilaglar kemoterapi ajani
olarak kullanilmaktadir (42). Gegen yillarda yapilan bir ¢aligmada, sorafenib (kinaz
inhibitorii) ilacinin etkisi tiroid karsinomu hastalar iizerinde belirlendi. Metastatik,
iyoda direncli olan tiroid kanseri hastalar1 {izerinde giinde iki kez 400 mg sorafenib
verildi ve etkilerine bakildi. Sonuglara gore 30 hastanin 7’si tedaviye kismi yanit
vermistir. 17 hastada tiroglobulin (Tg) seviyelerinde %70’e yakin diisiis gosterdi. Bu
veriler dogrultusunda sorafenib kemoterapi ajanin, metastatik ve iyoda direngli tiroid
kanserlerinde antitiimor aktiviteye sahip oldugu gozlemlenebilir (43). Baska bir
calisgmada da, AZD6244 (MEK inhibitérii) olan kemoterapi ajan1 ve rapamisin
(mTOR inhibitorleri), diferansiye ve anaplastik tiroid kanseri hiicre (ATK) hatlar
uzerinde denendi. Bununla beraber, MAPK ve PI3K-AKT/mTOR sinyal yolaklar1

12



Uzerinde etkisine bakildi. Sonuglara gore, BRAF ve PTEN mutasyonlarina sahip
hiicre hatlar1 tizerinde, MEK ve mTOR inhibitdr kombinasyonlar1 %60’1n iizerinde
timor blylimesini inhibe ettigi gozlemlendi (44). Fakat kemoterapinin hastaliklar
tizerinde sitotoksik etkisi vardir ve etkinligi smirlt olabilir (35,42). Bundan dolayi,

kemoterapi; radyoterapi veya ilag dagitim sistemleri ile kullanilir (42,45).

Immiinoterapi, son on yilda onkologlar tarafindan kabul edilen, timére 6zgii
antijenik peptitlere karsi bagisiklik olusturulmasina dayanan tedavi yontemidir
(46,47). Immiinoterapinin amaci; immiin kontrol noktalarin1 immiin kontrol noktas1
inhibitdrleri ile kontrol altma almaktir. immiin kontrol noktalar, bagisiklik tepkisini
etkinlestiren veya engelleyebilen molekiiler sistemlerdir. Bunlarin ¢ogu T
lenfositlerindeki reseptorlerin ekspresyonuna dayanir (48). 2017 yilinda yapilan
calismada, PD-1/PDL-1 etkilesimini hedefleyen nivolumab ilacinin BRAF
mutasyonuna sahip anaplastik tiroid kanseri (ATK) hastalar1 iizerinde etkisine
bakildi. Yapilan 12 kiir nivolumab tedavisinin ardindan tiimor bolgelerinde kiigiilme
goriildii. Ancak, tedavi sonrasi hastalarda kusma, bulant1 ve ishal gibi yan etkiler
gbzlemlenmistir (49). Yapilan baska bir ¢alismada, pembrolizumb ilacinin (PD-1 ve
ligandlar1 arasindaki ligandlar1 etkilesimi bloke eden, G4/x anti-PD-1 moloklonal
antikor) etkileri, 24 ay boyunca papiller ve folikiiler tiroid kanseri hastalar1 lizerinde
incelenmistir. 10 mg/kg pembrolizumb uygulanan 22 hastanin 15’inde, timor
biiylikliigli %68 oraninda azaldigi gozlemlenmistir. Fakat, ilacin toksisitesinden

dolayi, hastalarda doz takviyesi kesilmistir (50).

Reseptor tirozin kinazlar, hiicresel streclerin kilit diizenleyici olan, hiicrelerin
¢ogalmasma aracilik eden, transmembran proteinlerdir (35,51). Reseptor tirozin
kinazlar1 hedefleyen tirozin kinaz inhibitorleri, kinazin aktif bdlgesini hedefleyerek
hicre ici fosforilasyonu ve sinyal iletimini engeller. Boylece, kanserli hicrenin
proliferasyonu engellenmis olurlar (51,52). Genellikle sorafenib, vandetanib,
motesanib, gefinitib, imatinib, sunitinib gibi ilaclar tiozin kinaz inhibitéri olarak
kullanilirlar (52). Kurzrozk ve arkadaslarmnin yaptigi arastirmada, tirozin kinaz
inhibitori olan cabozantinib ilacin etkilerini mediiller tiroid kanseri (MTK) Uzerinde
incelediler. Ilacim toksit etkisinden dolay1 37 hastada maksimum tolere edilen dozda
175 mg cabozantinib kullanildi. Yapilan incelemede, 17 hastada %30 oranindan fazla

tiimor bdlgesin de kiiclilme gozlemlenmistir. Fakat, 6 ay boyunca 15 hastada hastalik
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stabil hal almistir (53). Bu tedavi yonteminde; hepatoksisite, hipertansiyon, cilt

lezyonlar1 gibi yan etkiler gézlemlenebilir (52).

Bahsedilen tedavi yontemleri, tiroid kanseri tedavisi igin etkili olabilir. Fakat,
kullanilan ilaglarin ve tekniklerin zararl yan etkilerinden dolayi, hayatta kalma orani
hala artmamistir. Bu yiizden gelisen teknolojik sistemlerle farkli tedavi yaklagimlari

denenmelidir (17).

2.2 Metformin ve Mekanizmasi

Metformin, guanidin tdrevi olan insilin duyarlastiric1 anti-hiperglisemik bir
ajandir ve tip II diyabet mellitus tedavisinde kullanilir (10,54). 1997 yilinda United
Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) tarafindan yapilan ¢alismalarda, 20
yillik verilerden yararlanarak 5102 hastada hipertansiyon, glisemik seviyeleri,
diyabet ve tedavisinde kullanilan ilaclar incelendi. Veriler dogrultusunda, metformin
glukoz kontrolu ile tip 1l diyabetli hastalarda komplikasyonlar1 azalttigi bulunmustur.

Ayrica metforminin glisemiyi de azalttig1 fark edilmistir (55).

Glukogan (Glukosan  METFORMIN MEKANIZMASI oers
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Sekil 4.Glukoz ve kanserde metformin mekanizmasi (56).

Metformin, insilin duyarhiligm1 ve kan sekerini kontrol etmek i¢in

karacigerde glukoneogenezi inhibe ederek glukoz ¢ikisini azaltirken, iskelet kasinda
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insiilin aracili glukoz alimini arttirir (57). Yapilan caligmalarda, inhibe edilmis
mitokondriyal kompleks | aktivitesi ve azalan glukoneogenez birbirleri ile
iliskilendirilmistir. Bu bulgulara goére metformin, OCT1 yoluyla mitokondriyal
kompleks I'i inhibe eder. Azalan enerji iiretiminden dolayi, hiicrede ATP orani
azalirken, AMP konsantrasyonunda artis gergeklesir ve direk olarak glukoneogenezin
inhibisyonuna sebep olur. Bagka bir yolla da, artan AMP, allosterik olarak adenilil
siklaz1 ve cAMP-PKA sinyalini inhibe ederek glukonoejenik enzim olan fruktoz-1,6-
fosfatazin aktivitesi azalir. Bu sekilde glukoneogenezin inhibisyonu gergeklesir.
Ayrica, AMPK’nm aktivitesi artar (Sekil 4) (56). Hunter ve arkadaslarinin 2018
yilinda yaptig1 c¢alisgama bu mekanizmay1 desteklemektedir. Yapilan in vivo
deneylerde, mutasyona ugrayan ve AMP’ye karsi duyarsiz hale gelen fruktoz-1,6-
fostatazin ekspresyonu sonucu tedavide metforminin etkisinin azaldig1 belirlenmistir
(58). Bu mekanizmay1 destekleyen baska bir ¢alismada da, birincil hepatositler
iizerinde metformin uygulanarak in vitro deneyler yapilmistir. Metforminin 125 pM

ve listii konsantrasyonlarinda cAMP birikimini inhibe ettigi gozlemlenmistir (59).

Son yapilan epidemiyolojik ve laboratuvar c¢alismalari, anti-diyabetik ilag
olan metforminin anti-kanser aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Meme, akciger,
pankreas, kolorektal, yumurtalik kanserli hastalarda metforminin tek basma ve diger
tedavilerle kombine olarak kullanildigi pek ¢ok klinik ¢alismalar mevcuttur (60).
Kanser hucrelerinde metformin, (AMP ile aktive olan protein kinaz) AMPK
aktivasyonunu arttirir, ayn1 zamanda hiicre i¢inde enerji stresine ve apoptoza sebep
olur (61,62). AMPK, enerji metabolizmasini diizenleyen, AMP/ATP oranindaki
artigla aktive olan heterotrimer protein kinazdir. AMPK’nin aktivasyonu, glikolizi
artirirken  kolesterol sentezinin inhibisyonuna sebep olur. Ayrica, AMPK’nin
aktivasyonu rampamisinin memeli hedefli (mTOR) inhibisyonuna neden olur (Sekil
4) (61). AMPK aktivasyonuyla mTOR ‘un inhibe edildigi iki yol vardir. Birincisi,
AMPK, direk olarak tlberoz skleroz kompleks 2’yi fosforile ederek RAS
homolugunun ve mTOR’un inhibisyonuna sebep olan TSC1/TSC2 bilesiklerini
aktive edebilir. Ikinci olarak, mTOR ve raptoru (mTORCI bileseni) inaktive eden
722 ve 792 serin kalintilar1 tizerinden mTOR baglayici partner raptorunu direk olarak
fosforile eder (63). AMPK aktivasyonu, hicresel metabolizma ile ve hicresel

proliferasyonun  baskilanmasiyla iliskilendirilebilir. Han ve arkadaslarinin
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yayimladig1r makalede, in vitro SW579 tiroid hiicre hattinda incelenen metforminin,
mTOR aracili tiroid kanseri hiicre biiylimesini, gociinii ve epitalyal mezankimal
dontisiimii (EMT) inhibe ettigi gozlemlenmistir (3). Ayrica, Bikas ve arkadaslarinin
2015 yilinda yaymladigi makalede, FTC133 ve BCPAP tiroid hiicre hatlari, yliksek
ve disik glukoz ortaminda metformin ile muamele edilerek in vitro calismalar
yapilmistir. Bu deneylere gére, metforminin yiksek glukozlu ortamda hicresel
poliferasyonu inhibe ettigi, diisik glukozlu ortamlarda ise hiicre Olimund
indiikledigi, endoplazmik retikulum stresine, otofajiye neden oldugu gdsterilmistir.
Bu yiizden, metforminin glukoz inhibitorleri ile kombinasyonunun tiroid kanseri
tedavisi i¢in yeni bir strateji olabilecegi diisiiniilmektedir (60). Baska bir ¢alismada
da, BCPAP ve KTC1 papiller tiroid hiicre hatlar1 iizerinde uygulanan metforminin,
AMPK seviyelerini yiikselttigi, p-mTOR ve p-AKT ekspresyonlarmi diisiirdiigii
gbzlemlenmistir. Bundan dolayi, metforminin glukoz metabolizmasini hedefleyerek
tiroid kanseri tedavisinde alternatif olabilir (11). 2020 yilinda yaymlanan makalede
de, metformin ve pioglitazone ilaglarmin, anaplastik tiroid kanserinde apoptoz ve
mTOR sinyal yolu iizerindeki etkilerine bakildi. Bunlarin sonucunda,
metformin+pioglitazone ilag kombinasyonun, onkojenik genlerin (AKT3, mTOR,

PIK3C) seviyesini diistirdiigii gézlemlenmistir (64).

2.2.1 Metformin Yapist

Metformin (N’, N-dimetil biguanid), biguanid sinifina aittir ve bir guanid
zincirinde iki metil grubu bulunur (Sekil 5) (54,65). Metformin, polar, hidrofilik (log
P = -1.43), fizyolojik kosullar altinda katyonik yapilidir ve kuvvetli bazik karaktere
sahiptir (pKa= 11,5). Bu nedenle metforminin hiicre zarlarindan hizh pasif diflizyonu
miimkiin degildir (54,66). Bir ilacin, hidrofobik yapidaki membranda bulunan
fosfolipitlere baglanabilmesi i¢in ilacin polar olamayan hidrokarbon yan zinciri ile
lipofilisitesinin belirlenmesi gerekir (54). Metformin, guanid smnifina ait olan
fenforminden farkli olarak bir guanidin yan zinciri lizerinde fenil-etil halkasina sahip
degildir. Bu sebeple metformin, fenformine gére daha az yagda ¢oziiniir lipofilik
yapiya sahiptir ve mitokondriyel membran i¢inde daha diisiik baglanma afinitesine

sahiptir (54,67).
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Sekil 5. Metforminin yapis1 (70).

Metformin farmasotik formiilasyonlarinda hidrokloriir tuzu formunda
kullanilir. Metformin hidrokloriiriin yapisi1 kristal seklindedir ve rengi beyazdir.
Metformin hirokloririin molekdler formili CsH1:Ns. HCI’dir. Buna ilaveten
molekiiler agirhigi, 165,6 g/mol’dur. Metformin, hidrokloriir formunda (1.38 mg/ml)

suda serbestge ¢ozundr (65) .

Metforminin oral biyoyararlanimi %350 ile %60 arasindadir ve oral
uygulamadan sonra bagirsakta emilir ve karacigerde birikir. Metformin regete edilen
hastalar, ginlik 1 g veya 2 g doz halinde alir ve bu da 10 pM — 40 pM plazma
metformin konsantrasyonuna yol acgar (56). Ayrica metforminin gastrointestinal
emilimi, viicuda alindiktan sonra 6-10 saat arasinda gergeklestirir (65). Bunun
disinda metformin, absorpsiyonun ardindan hizla dagilir ve plazma proteinlerine
baglanmaz. Metformin renal atilima ugrar ve 4.0 ile 8.7 saat oral uygulamadan sonra
ortalama plazma eliminasyon yarilanma Omriine sahiptir (68). Ilaveten, alinan
metformin dozu ile nispi absorpsiyonu arasinda ters iligki vardwr. Yapilan
calismalarda, 250 mg — 2000 mg arasinda degisen oral metformin dozlarindan sonra
metformin biyoyararliliginin %86’dan %42’ye kadar diistiigii goriilmiistiir (66).
Metforminin zayif absorpsiyon ve diisiik emiliminden dolayi; giinliik yuksek doz

gram seviyeleri ile sik dozaj uygulamalarina sebep olur (12).

Metforminin diisiik biyoyararlanimi, kisa yarilanma omrii, diisiik emilim gibi
cesitli problemleri vardir. Bunlardan dolayi, metformin icin bolgeye 6zgii ilag

dagitim sistemleri gereklidir (69).

17



2.3 Nanoteknoloji Tabanh fla¢ Dagitim Sistemleri (NTIDS)

Tedavilerde kullanilan bir¢ok ilag¢ toksisitesi, zayif ¢ozliniirligi ve disiik
biyodagilimmdan dolay1 etki bolgesi ile etkilesime giremez. Ayni zamanda zayif
oral emilimi, yetersiz hiicresel alimi, ilacin hizli eliminasyonu gibi problemler ortaya
¢ikar. Ilaglarin gikarttig1 bu dezavantaj durumlarin iistesinden ilag dagitimini kontrol

ederek gelinebilir (70).

Nanoteknoloji, nanometre Olceginde miihendislik  malzemeleri ve
sistemlerinden olusan yeni bir alandir. Nanoteknolojinin nanotip adi verilen bilim
dali ile hastaliklarin tedavisi i¢in nanopartikiiler ilag dagitim sistemlerinin
gelistirilmesi hedeflenmistir (71). Nanopartikiiller, 1-100 nm arasinda degisen
boyutlardaki yapilardir. Optimize edilmis fizikokimyasal ve biyolojik sistemlere
sahip nanopartikiil sistemli ilaglar, hiicreler tarafindan biiylik molekiillerden daha
rahat alinir (72). Kiguk boyutlu nanopartikiillii ilaglar ile ilaglarin yiizey alani artar.
Bu da ilaglarin kan dolasiminda daha hizli ¢6ziinmesini saglayarak hiicre ve dokuda
ilaglarm hizli emilmesine yardimci olur (73). Cabral ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada, hem yiiksek hem de zayif gegirgen tiimorlerde (kolon adenokarsinomu,
pankreas ve stroma) farkli boyutlarda ilag¢ yiiklii polimerik misellerin (30, 50,70,100
nm) etkileri incelendi. In vivo deneylerde, farkli boyutlardaki polimerik misellerin
gecirgen tiimorlere niifuz ettigi, 30 nm boyutundaki polimerik misellerin zayif
gecirgen pankreas timarlerinde antitimor etkisi gézlemlendi (74). Bunlarin disinda,
nanopartikiler sistemler ile ilac molekillerinin stabilitesi artar ve sistematik klirensi
azalir. Ayrica, ilaglar islevsellestirilir (75). Nanopartikiller, retikiiloendotelyal
sistemin makrofajlarindan kacabilmek i¢in hidrofilik yiizeye sahip olmalidir. Bunun
icin nanopartikillerin yizeyleri PEG (polietilen glikol) gibi hidrofilik maddelerle
kaplanabilir veya nanopartikiller, hidrofilik ve hidrofobik alanlara sahip
kopolimelerden olusturulabilir (76,77). Nanopartikiiler sistemler ile ilaglarin fiziksel
ozellikleri de degistirilebilir (78). Bunlarin haricinde, nanopartikiiler ilag sistemleri
sinerjik terapotik yanit elde etmek i¢in ¢oklu ilag verme olasihigmi arttirir (75).
[laclarin toksisitesinden kaginmak i¢in nanopartikiiler ila¢ dagitim sistemleri, aktif
veya pasif hedefleme sistemleri ile gelistirilebilir (76). Pasif hedeflendirme ile uygun
biiyiikliikte ilagli nanopartikiiller dogrudan kan damalarindan gecer ve ilag

ekstraseliiler matrikste salmir, biyoaktivite i¢in doku boyunca dagilir. Aktif
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hedeflendirme ile nanopartikiller; hedef dokuda ekstravazasyona ugrar,
nanopartikilun yuzeyindeki ligandlar, hedef hiicre veya doku uzerindeki reseptorlere

baglanir ve endositoz araciligi ile hiicre igine alinir (79,80) .

Kanser tedavisinde ila¢ dagitimi i¢in lipozomlar, polimerik nanopartikiiller,
polimerik miseller, dendrimerler, karbon nanotipleri, mezogdzenekli silikalar,
inorganik, niikleik asit bazli ve manyetik nanopartikiiller kullanilir (Sekil

6)(75,76,81,82).

B)

Polimerik Nanopartikiiller Dendrimerler Viral Tabanlhi Nanopartikiiller

(D) (E) (F)

Polimerik Miseller Lipozomlar Karbon Nanotiipleri

Sekil 6. Kanser tedavisinde kullanilan nanopartikiiler sistemler (76).

Mezogdzenekli silika nanopartikilleri, biyolojik olarak parcalanabilir ve
yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesine sahiptir. Fakat, erken ila¢ salinimlarindan dolay1
mezogOzenekli silikalarin yiizeylerinin islevsellestirilmesi gerekir (83). Herrera ve
arkadaglarinin yaymnladigi makalede, tip 2 diyabet hastalar1 i¢in, metformin
hidrokloriir yiiklenen mezogézenekli silika nanopartikiillerini sentezlemiglerdir ve
kitosan kullanarak metformin salinimimimn etkisini arttirmay1 hedeflemislerdir. Elde
edilen sonuclara gore, kitosan ile kaplanmis mezogdzenekli-metformin
nanopartikillerin metformin erken salimini 6nlemek i¢in bir segenek olabilecegi

diistinilmektedir (84). Lipozomlar, amfifil lipid malzemelerinden olusan c¢ift
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katmanla cevrili, hidrofilik ¢ekirdekten olusan kiiresel yapilardir. Lipozomlar; kati-
lipid pargacikli, nano yapil lipid tasiyicily, lipid ilag konjugatli ve polimer yapili
olmak tizere dort farkli tipte olabilir (85). 2019 yilinda yayimlanan makalede, meme
kanserinde diisiik dozlarda terapdtik sonuglar elde edebilmek igin metformin
hidroklorir (MET) igeren lipozomal vezikiiler sistem gelistirilmistir ve MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda terapotik etkileri gdzlemlenmistir (86).

2.3.1 Polimer Bazli Nanopartikiiler Ila¢ Dagitim Sistemleri

Polimer bazli ilag dagitim sistemleri; kontrollii ila¢ salmimi, tiimér dokularina
kars1 arttirilmis ekstravazasyonu, ilag ¢Ozlniirliigiinii ve stabilitesini arttirdigi igin
son zamanlarda farmasotik alanda kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir (81).
Polimer bazli ilag dagitim sistemlerinin hazirlanma yontemlerine gore; fiziksel olarak
ila¢ nanoparcacik matrisine baglanarak nanokureler ve nanokapsuller elde edilir veya
ilac polimerik tasiyiciya kovalent olarak baglanir. Bu ila¢ sisteminde kullanilan

polimerler, dogal veya sentetik yapida olabilirler (87).

|

ot J/\/LF\

Poli etilen glikol (PEG) Poli(propilen oksit) (PPO)

HOijl/"HlI/\uf \[*o)]\rlf.o

Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) Poli(D,L-laktik asit)(PLA)

/[/ﬁ\/\/c’\]\ = ‘]T

-

Poli(c-kaprolakton)(PCL)

Poli(aspartik asit) (PAsp)

Sekil 7. Sentetik bazli polimerler (88).
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Poli(D,L-laktik asit)(PLA), poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA),
poli(propilen oksit) (PPO), poli(aspartik asit) (PAsp) ve poli(e-kaprolakton)(PCL)
gibi biyolojik olarak parcalanabilen sentetik polimerler, poli etilen glikol (PEG) ile
birlikte terap0Otik bilesikleri kapsiillemek i¢in polimerik nanopartikiiller olarak
kullanilirlar (Sekil 7) (88,89).

Bu sentetik malzemeler ile ilagli nanopartiktllerin sentezi icgin ilk olarak
emiilsifiye sistemi olusturulur, ikinci olarak da emiilsiyon solvent diflizyonu,

tuzlama, emiilsiyon buharlagtirma ve nanopresipitasyon yontemleri kullanilir (90).

2.3.2 Poli (D,L-Laktid-Ko-Glikolik Asit)(PLGA)

PLGA, laktid asit ve glikolik asitten olusan biyouyumlu ko-polimerlerdir.
Ayn1 zamanda, PLGA’nin biyolojik olarak parcalanabilen yapisindan dolay1
metabolik yollarda PLGA polimerleri ester bag1 lizerinden hidrolize ugrayarak laktik
asit ve glikolik asit monomerleri ortaya ¢ikar ve viicuttan atilan toksik olmayan son
urinlerle (H.O ve CO.) krebs dongisi boyunca metabolize edilir (91,92).
Doksorubisin, 5-florourasil, paklitaksel, kamptotesin gibi hidrofobik veya hidrofilik
ilaglar ile PLGA kullanilarak nanopartikiiler ilaglar olusturulmustur (81,91). Al-
Nemrawi ve arkadaglarinin 2021 yilinda yaymladigi makalede, kitosan ve folik asit
konjugatlar1 ile doksorubisin yiiklii PLGA nanopartikiilleri gelistirildi ve diisiik pH’a
sahip, folat reseptorlerinin fazla eksprese oldugu kanser hicrelerinde denendi.
Yapilan in vitro deneylerde, PLGA nanopartikiilleri serbest doksorubisin ile
karsilastirildiginda kanserli hiicre hatlarinda (RPMI 2650, A549, Calu-53) hicre
canliligini azalttigi belirlendi. Verilere goére PLGA nanopartikiillii bilesenler

toksikligi azaltabilir, kanser tedavisinde giivenli olabilir (93).

2.3.3 Polietilen Glikol (PEG)

Polietilen glikol (PEG), hidrofilik ve lineer yapida, diisiik polidispersiteye
sahip, etoksi birimlerinden olusan, elektriksel olarak nétr olan polimerlerdir (10,94).
Nanopartikiillerin PEG ile kaplanmasiyla yiiksek iyonik kuvvetli ortamlarda (Van
Der Walls etkilesimi olan biyolojik ortamlar) nanopartikiiller stabilize edilebilir (95).
PEG, biyolojik olarak pargalanabilen yapisindan dolayr yiiksek ilag yikleme
kapasitesine sahiptir ve dolasimda nanopartikiiler sistemler, ila¢larm yar1 dmriinii

uzatir (88). PEG ile ilaclar, polipeptitler, proteinler, DNA ve RNA gibi
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makromolekiillerin konjugasyonu yapilarak ¢alismalar yapilmistir. Bunun disinda,
PEG hidrofobik ilaglarla etkileseme girerek sulu ortamlarda ¢oziiniirliigii artirir (96).
2018 yilinda Goudarzi ve arkadaglarinin yaymnladigi makalede, PEG-PLA (poli laktik
asit) yikli nisin nanopartikillerin, gastrointestinal (AGS ve KYSE-30), karaciger
(HepG2) ve kan (K562) kanser hiicre hatlar1 iizerinde etkilerine bakilmustir. in vitro
deneylere gore nisin yikli PEG-PLA nanopartikilleri serbest nisine gore hiicre
canliligin1 daha fazla inhibe etmistir ve apoptuzu indiiklemistir. Bunlarla beraber
vero (tiimor olmayan) hiicre hatt1 tizerinde nanopartikilli nisinin sitotoksik etkisinin
olmadig1 belirlenmistir (97). Ayrica Lee ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaymladigi
makalede, PEG yukli metformin-herceptin konjuge lipozomlar (HER-LP-MET-
PEG) gelistirilerek meme kanseri hiicre hatlarinda denenmistir. In vitro yapilan
deneylerde, HER-LP-MET-PEG nanopartikilleri serbest metformine gére meme
kanseri kok hiicrelerinde (BCSC) daha fazla inhibisyona neden olmustur ve doza

bagli olarak anti-poliferatif etki gostermistir (98).

2.3.4 PLGA-PEG Bazl Nanopartikiiller

PEG, PLGA ile nanopartikiiler ilag sistemleri gelistirildiginde ilag stabilitesini
ve kinetik stabiliteyi arttirdigi, terapotik indeksi ve nanopartikiillerin hedef bolgeyi
iyilestirdigi belirlenmistir (99)(105). PLGA ile PEG, ikili veya {cli blok
kopolimerleri olusturacak sekilde nanopartikiiler ilag tasima sistemleri iginde

kullanilmaktadir (Sekil 8) (82).

Sekil 8. Misel icinde PLGA/PEG kopolimeri ve ila¢ sistemi (100).
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Ikili blok PLGA-PEG blok kopolimerlerinde PEG zincirleri, misel sistemleri
icinde kendisini disa yonlendirerek bariyer gorevi goriir ve sterik itme ile yabanci
maddelerle olan etkilesimi azaltir (101). 2022 yilinda yilinda yayimlanan makalede,
¢ift emulsiyon ve nano presipitasyon yontemleri ile ikili blok PLGA-PEG polimerleri
ve antimikrobiyal hidrofilik peptidi (H-Ser-Pro-Trp-Thr-NHz, FS10, RNAIII inhibe
edici peptid ile iliskili) nanopartikiil haline getirildi. In vitro salimim deneyleri
sonuglarma gore, nanopartikiillii ila¢ sisteminin ilag verimliligini arttirdig1 ve uzun

stireli ilag salimina sahip oldugu belirlendi (100).

Kovalent olarak birlestirilen ticlii blok kopolimerleri (PLGA/PEG (A-B-A/B-
A-B)) oda sicakliginda akiskan bir ¢ozelti iken, viicut sicakliginda ise yar1 gegirgen
jel yapisindadir (82,102). PEG molekiiliiniin dehidrasyonu ile jellesen termosensitif
ucli PLGA-PEG kopolimerleri, suda ¢oziinmeyen nanopartikiler tasiyici olarak veya
polimer ¢dzeltisi olarak kullamlabilirler (103). Ugli blok PLGA-PEG
kopolimerlerinin sentezlenmesinde; tuzla ¢okeltme, nano ¢okeltme, emilsifikasyon
¢oziicii diflizyon/buharlastirma, klasik halka agma polimerizasyonu metodu,
stperkritik CO> ile halka agma polimerizasyon metodu ve mikrodalga 1simasi ile

halka agma polimerizasyonu metodu gibi yontemler kullanilabilir (101,104-106).

CH, CHy; O 0
o 0 Sn(Oct)” o psc—(w J: ﬂ we ||
0— —C— 0—c¢ —c+
HO-PEG-OH + ; P H
0 0 .
PEG CH, Calayli Oktoat Uclii blok PLGA-PEG Kopolimeri

o o

L-Laktit Glikolid

Sekil 9. Halka agma yontemi ile (i¢lii blok PLGA-PEG’in sentezlenmesi (107).

Halka agma polimerizasyonu, bir polimer zincirinin terminal ucundaki reaktif
kisimla (iyonik,katyonik,radikal) siklik bir monomer ile reaksiyona girmesiyle daha
uzun polimer zinciri olugturmak i¢in halkali yapinmn agildigi reaksiyondur (108). Bu
yontemde, fiziksel kosullardaki ve kimyasal yapida olan degisiklikler halkali yapmnin
polimerizasyonunun iizerinde farkli etkileri olabilir (109). Ucli blok PLGA-PEG

kopolimerleri; L-laktid, glikolid, ve PEG malzemeleri kullanilarak halka agma
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polimerizasyon metodu ile hazirlanabilir (Sekil 9) (107). Halka agma polimerizasyon
yontemi ile sentezlenen Ggli blok PLGA-PEG kopolimerlerinin reaksiyonu sirasinda
kalayli oktoat katalizor olarak kullanilir (110).

Khodaverdi ve arkadaslarinin yaymladigi makalede, PLGA-PEG-PLGA
kopolimerleri mikrodalga 1simas1 kullanilarak halka agma polimerizasyonu metodu
ile sentezlenip naltrekson ve B12 vitamini ile konjuge edilmistir. Bununla birlikte,
klasik ve mikrodalga 1smma kullanilan halka agma metotlar1 karsilastirilmistir.
Karakterizasyon deney sonuglarina gore, mikrodalga 1s1ma yoluyla kopolimerizasyon
isleminin hiz1 ve verimi klasik yonteme gore daha yiiksek sonuglar vermistir (111).
Yapilan baska bir c¢alismada, Ucli  blok PEG-PLGA-DTX (dosetaksel)
nanopartikilleri klasik halka agma polimerizasyon ve emilsiyon solvent
buharlastirma yontemleri ile gelistirilerek MCF-7 ve C26 hiicre hatlar1 {izerinde ve
kat1 tiimorlerde (C26 kolon adenokarsinomu) etkileri incelenmistir. Deney
sonuglarina gore U¢li blok PEG-PLGA-DTX nanopartikiillerinin, hiicre hatlari
tizerinde canhiligi inhibe ettigi ve kat1 tiimorlerde ilag birikimini saglarken ilacin
biyolojik yar1 Omriinii arttirdigir goriilmiistiir (112). 2020 yilinda Amirsaadet ve
arkadaglarinin yayimladigi makaleye gore klasik halka agma polimerizasyon ve cift
emilsiyon yontemleriyle sentezlenen metformin (MET) ve silibilinin (SIL) yukli
ucli blok PLGA-PEG nanopartikiler sistemlerinin, meme kanseri T47D hiicre hatt1
uzerinde gosterdikleri etkiler incelenmistir. Uclii blok PLGA-PEG ile MET ve SIL’1n
kapstillenmesi ile, ilaglarin saf formlarma gore T47D hicrelerinde proliferasyonu
azaltmada daha etkili oldugu goriilmiistiir (113). Ayrica Faramarzi ve arkadaslarinin
yaymladigr makalede de; Metformin ilaci, klasik halka agma polimerizasyon
yontemiyle sentezlenen Uc¢li blok PLGA-PEG ile nanopartikill haline getirilerek
SKVO3 yumurtalik karsinomu hiicreleri lizerinde uygulanmistir. Yapilan in vitro
deneylere gore, nanopartikiillii metforminin serbest metformine gore hiicre canliligini
inhibe ettigi gézlemlenmistir. Ayrica, nanopartikilli metforminin, BAX ve kaspaz-

3’lin ekspresyonlarini artirarak apoptozu indiikledigi belirlenmistir (114).

Metformin ve PLGA ile olusturulan nanopartikiiler sistemlerin kullanildig1
meme, kolon ve yumurtalik gibi kanser tiirlerinde c¢aligmalar yapilmisken tiroid
kanserinde bu tur nanopartikiler sistemlerin anti-kanser etkinliginin arastirilmasiyla

ilgili giincel bilgiye rastlanmamistir (112-114). Bundan dolayi, mikrodalga 1s1mas1
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kullanilarak halka a¢ma polimerizasyonu metoduyla sentezlenen PLGA-PEG
kopolimeri ile nanopartikiilii olusturulan metforminin, tiroid kanseri htcreleri

iizerinde etkili olup olmadigini incelemek aragtirmanin 6zgiin yonlerinden biridir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi

Aragtirmanin tipi; deneysel (in vitro) bir aragtirmadir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, literatiir taramasi ile Nisan 2021 ‘de baslamis, Agustos 2023°de tez
savunmast ile sonlanmistir. Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi
Biyokimya Anabilim Dali, Dokuz Eyliil Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii,
Izmir Biyotip ve Genom Merkezi (IBG), Dokuz Eyliil Universitesi Elektronik
Malzemeler Uretim ve Uygulama Merkezi’nde (EMUM) gergeklesmistir.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Bu arastrmanin evreni ve orneklemi, in vitro hiicre kiiltiirii deneylerinden dolay1

bulunmamaktadir.

3.4 Cahsma Materyali
Tiroid hiicreli kanser hastasindan elde edilen FTC-133 hiicre hatt1 in vitro deneyler

i¢cin kullanilmustir.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri

Bagimsiz degiskenler metabolik ilag (metformin), PLGA-PEG Kko-polimeri ve
PLGA-PEG’in konjugasyonu ile elde edilen Metformin nanopartikiiler ila¢ tasima
sistemi; bagimli degiskenler ise nanopartikiiler ilag dagitim sisteminin boyut, yik,
molekdler bilgileri (SetaSizer, SEM, FT-IR), hiicre canliligi, koloni olusumu ve
protein ekspresyonlaridir (mTOR, PARP, AMPK, p-AMPK).

3.6 Veri Toplama Araglan
Projede kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 1’de ve cihazlar ise Tablo 2’de

gosterilmektedir.

Tablo 1. Kullanilan kimyasal malzemeler ve marka kodlar1

Malzeme Marka, Kod Numara Kullanim Amaci

D,L laktid SIGMA, 303143-25G Nanopartikil sentezi
Glikolid SIGMA, G1796-25G Nanopartikil sentezi
Kalayl1 Oktoat SIGMA, S3252-100G Nanopartikil sentezi
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PEG4000 Merck, M807490.1000 Nanopartikil sentezi
Diklorometan Merck, M106050.2500 Nanopartikil sentezi
Polivinil Alkol SIGMA,36027-25G Nanopartikil sentezi

Metformin HCI

Cayman Chemicals,
1.800.364.9897

Nanopartikil sentezi,
In vitro WST-1 canlilik
testi, Koloni olusum
testi, Western Blot

analizleri

DMEM-F12 ortam

Thermo Scientific,

In vitro hicre kaltird

11320-074 calismalari
FBS Thermo Scientific, In vitro hiicre kiltirt
102070-106 calismalar1
Penisilin/Streptomisin Thermo Scientific, In vitro hicre kultura
15140-122 caligmalar1
Tripsin/EDTA Thermo Scientific, In vitro hiicre kiltird
25200-065 calismalari
Tripan mavi boyasi Biochrom, L6323 In vitro hiicre kiltird
calismalari
PBS Thermo Scientific, In vitro hiicre kulturd
70011-036 calismalari
WST-1 Roche, 5015944001 In vitro canlilik testi
Kristal Viole SIGMA, 32675-25G In vitro, koloni olusum
testi
Akrilamid SIGMA, A3553-100G Western Blot analizleri
TEMED SIGMA, T7024-100ML | Western Blot analizleri

Sodyum dodesil silfat
(SDS)

SIGMA, L-4390

Western Blot analizleri

Amanyompersilfat (APS)

SIGMA, A3678-100G

Western Blot analizleri

N,N’metilen bisakrilamid SIGMA, M7279 Western Blot analizleri
[zoproponal Riedel de Haen Western Blot analizleri
Tris Baz SIGMA, T6066 Western Blot analizleri
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a-Aktinin antikor

Cell Signalling, 6487S

Western Blot analizleri

mTOR primer antikor

Cell Signalling, 2983S

Western Blot analizleri

p-AMPK

Cell Signaling, 2531S

Western Blot analizleri

PARP primer antikor

Cell Signalling, 9532S

Western Blot analizleri

AMPK primer antikor

Cell Signalling, 5831S

Western Blot analizleri

BCA protein tayin kiti

Thermo Scientific,

Western Blot analizleri

23225
Protein Molecular Weight | Thermo Scientific, Western Blot analizleri
marker 26625

PVDF Membran

Millipore, IPVH00010

Western Blot analizleri

Whatmann kagidi

Bio-Rad, 1703932

Western Blot analizleri

ECL

Millipore, WBLUF0500

Western Blot analizleri

Tablo 2. Kullanilan cihazlar ve marka kodlar

Cihaz

Marka, Kod Numarasi

Kullanim Amaci

Mikrodalga 1s1ma cihazi

BERGHOF, speedwave
ENTRY

Nanopartikiil Sentezi

Daoner evaporator

Heidolph

Nanopartikil Sentezi

Ultrasonik prob

Nanopartikil Sentezi

FT-IR cihazi

Perkin Elmer, Spectrum
BX

Sentez Karakterizasyonu

ZetaSizer cihazi

Malvern, Nano ZS

Sentez Karakterizasyonu

SEM cihazi

COXEM EM-30 Plus

Sentez Karakterizasyonu

CO3 inkubatori

Thermo Scientific, 311

In vitro, hicre kalturt
calismalari

Mikroskop

Nikon, ECLIPSE TS100

In vitro, hicre kalturd
calismalari

Santrifiij cihazi

Hettich, 320R

Nanopartikil sentezi ve
In vitro, hiicre kultira
calismalari

Elektroforez sistemi Biorad Western Blot Analizi
Gii¢ kaynag1 Biorad,PowerPac Basic Western Blot Analizi
Wet transfer sistemi Biorad, Mini Trans Blot | Western Blot Analizi
Gii¢ kaynag1 Biorad, Power Pac Hc Western Blot Analizi
pH metre Selecta, 41200500 Western Blot Analizi
Vorteks Hedidolph, REAX Top In vitro, hiicre kulttra

calismalar1 ve Western
Blot analizi

Derin dondurucu  -80°C

Thermo Scientific, Forma

Orneklerin saklanmasi
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Model 705

Derin dondurucu

-20°C

Ariston, Hotpoint

Orneklerin ve
malzemelerin saklanmasi

Derin dondurucu

4°C

Ariston, Hotpoint

Malzemelerin saklanmasi

29



3.6.1 PLGA-PEG-PLGA Kopolimerinin Olusturulmast

PLGA-PEG-PLGA ko-polimerinin sentezlenmesi i¢in mikrodalga isima
cihazi (BERGHOF, speedwave ENTRY) kullanilarak halka agma polimerizasyon
yontemi kullanildi (115). Tk énce PEG4000 (polietilen glikol- 4 g), 800 W, 250 rpm,
120 ° C’ de 10 dakika boyunca karistirildi. D,L laktid (2,836 gr) ve glikolid (0,782
gr) ilave edildi, karistm 800 W, 250 rpm, 150 °C’de 5 dakika boyunca eritildi. Daha
sonra kalayli oktoat (10 pl) ilave edildi, sistem 800 W, 250 rpm, 150 °C’de 5 dakika
boyunca karistirildi. Polimerizasyon iglemi tamamlandiktan sonra elde edilen tirliniin
saflastirilmasi i¢in ko-polimer soguk su (4 ° C) i¢inde ¢ozdiiriildii ve sicaklik 60 °

C’ye kadar ¢ikarilarak polimer ¢okelti haline getirildi.

Sekil 10. PLGA-PEG-PLGA ko-polimerinin sentezlenmesinde kullanilan mikrodalga
1s1ma cihazi (BERGHOF, speedwave ENTERY)
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3.6.2 Metformin YUklU PLGA-PEG Nanopartikiillerinin Olusturulmast

Cift emiilsiyon yOntemi (Su/Yag/Su) ile metformin yiiklii PLGA-PEG
sentezlendi (113). 200 mg PLGA-PEG ko-polimeri 5 mL diklorometan iginde
¢oziildii. Ikinci olarak, 20 mg metformin (MET), polivinil alkol (PVA, %0,5 w/v)
icerisinde ¢ozildu ve organik faza eklendi. Ultrasonik prob ile 20 dakika boyunca
karigim emiilsifiye edildi. Diklorometan, 40 ° C’de doner buharlastirict vakum ile
uzaklagtirildi. PLGA-PEG-MET nanopartikiilleri 15.000 rmp’de santriflij yapilarak
biriktirildi (Sekil 8).

PLGA-PEG-MET NANOPARTIKUL SiSTEMI

ULTRASONIK PROB PEG ‘\ ,:

METFORMIN
PLGA

POLIVINIL ALKOL
MET
\ VAKUM ALTINDA ORGANIK SOLVENT
il e UZAKLASTIRMA

PLGA-PEG , DIKOLOROMETAN

PLGA-PEG-MET NANOPARTIKULU

i SANTRIFUJ
IGINDE IsLEMI

==
‘I
CIiFT EMULSIYON YONTEMI iLE

PLGA-PEG-MET NANOPARTIKULU
SENTEZI

PLGA-PEG-MET

Sekil 11.Cift emulsiyon yontemleri ile PLGA-PEG-MET nanopartikillerinin
sentezlenmesi.

3.6.3 Saf Metforminin, PLGA-PEG Kopolimerinin ve PLGA-PEG-MET
Nanopartikl Sisteminin Karakterizasyonu
FT-IR (Perkin Elmer, Spectrum BX) analizi ile saf metforminin, PLGA-PEG

polimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikiillerin molekiiler yapisi belirlendi. KBr
disklerinde hazirlanan orneklerin IR spektrumlari, 4000-400 cm? araligindaki

bdlgede incelendi.

ZetaSizer (Malvern Nano ZS) analizi ile serbest metforminin, PLGA-PEG
kopolimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikiillerin boyutlar1 belirlendi. Olgiim,
90° agidaki dedektor ve Dinamik Isik Sag¢ilimi (DLS) modeli ile yapildi.
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SEM (COXEM EM-30 Plus) ile PLGA-PEG-MET nanopartikillerin morfoloji
ve sekil yapis1 goriintiilendi. Ornekler altm/paladyum (Au/Pd) ile kaplandi.

3.6.4 In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalart

Insan Folikiiler Tiroid karsinom hiicre hatt1 (FTC-133), 2.5 mM glutamin, 100
U/MI penisilin, 100 ug/mL streptomisin, %10 fetal bovin serum (FBS) igeren
DMEM-F12 ortaminda kiiltiire edildi. Hiicreler normoksik kosullarda 37 °C’de, %5

CO2 nemli inkiibator igerisinde inkube edildi.

Hiicre sayimi ve canliligi i¢in %0.4 tripan mavisi ¢ozeltisi kullanild1 ve
Neabauer laminda mikroskobik olarak incelendi. Membran yapis1 bozulmus
hiicrelerin tripan mavi ile boyanmasina gore canli ve 6lii hiicreler sayilarak canl

hiicre sayis1 asagidaki formiil ile hesaplanda.

Hiicre sayisi (hiicre sayisi/mL) = Ortalama hiicre sayis1 x seyreltme faktorii x

10

Calisma Gruplar::

1.Grup: Medium(Ortam)+ Huicre Kultlri (kontrol)
2.Grup: Hucre Kilttrd + Metformin (1.doz)
3.Grup: Hucre Kiltri+ Metformin (2.doz)
4.Grup: Hucre Kultird + PLGA-PEG Polimerleri
5.Grup: Hucre Kiltari + PLGA-PEG-MET (1.doz)
6.Grup: Hucre Kiltri + PLGA-PEG-MET (2.doz)
3.6.5WST-1  ile Hiicre Canlilik Testi

Saf  metforminin, PLGA-PEG  kopolimerinin, PLGA-PEG-MET
nanopartikillerin  hiicre canliligi tzerindeki etkisi (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-
nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3 benzen disulfonat) reaktifi kullanilarak incelendi.
WST-1 yontemi, tetrazolyum tuzu WST-1’in mitokondriyal dehidrogenazlar
tarafindan suda ¢Oziinebilir formozan kristallerine boliinmesine dayanir (116). Bu
testte, 96 kuyucuklu mikroplaga (3 tekrar) 100 pl DMEM-F12 ortamu igerisine 5000
hiicre ekildi. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi igin 24 saat boyunca CO: inkibatori
icerisinde bekletildi. Kontrol ve deney gruplarma (0,5 mM - 64 mM) farkh

konsantrasyonlarinda ilaglar verildi. 96 kuyucuklu mikroplaklar CO> inkubatorinde
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72 saat boyunca bekletildi. inkiibasyon sonrasi, 1s1ksiz ortamda 10 pl WST-1 reaktifi
eklendi ve 3 saat boyunca inkiibe edildi. 3.saatlerde, plak okuyucuda 450 nm dalga
boyunda absorbanslar1 (ABS) kaydedildi. Bununla birlikte % canliik ve %
sitotoksite hesaplandi. Ayrica, her ilag i¢in hiicre canliligint %50 inhibe eden

konsantrasyonlar1 (ICsp), Prism GraphPad ile hesaplandi.
% Canlilik = (Ortalama Ornek ABS/ Ortalama Kontrol ABS) x 100

3.6.6 Koloni Olusum Testi

FTC-133 hicrelerinde saf metforminin, PLGA-PEG kopolimerinin, PLGA-
PEG-MET nanopartikiillerin klonojenik sag kalim iizerindeki etkisi hiicrelerin koloni
olusturma kapasitesine gore belirlendi. Koloni olusum testi, Mosmann T’nin
yonteminden yararlanilarak yapildi. Bu teste gore, hiicreler sayildiktan sonra 6
kuyulu plagin her kuyusuna 300 hiicre ekildi ve hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in 24
saat beklendi (117). Bu evreden sonra (16 mM, 32 mM) ajanlar ile muamele edildi.
Hiicrelerin koloni olusumu i¢in 1-2 hafta boyunca beklendi. Koloni olusumu
gbzlendikten sonra % 4 paraformaldehit ile oda sicakliginda 30 dakika boyunca fikse
edildi ve % 1 Kristal violeye ile koloniler boyanarak 1 saat bekletildi. UVP Jel
Dokiimantasyon cihazinda kuyularin goriintiisii almarak koloni sayimi yapildi.

Asagidaki formiil kullanilarak koloni olusum verimi (CFE) hesaplandi.

Koloni Olusum Verimi (CFE) = Tedavi Edilen Kolonilerin Ortalamasi/ Kontrol

Grubu Kolonilerin Ortalamas1 x 100

3.6.7 Western Blot Analizleri

FTC-133 hiicrelerindeki mitokondriyal enerji metabolizmasinda yer alan
AMPK, mTOR ve apoptoz mekanizmasinda rol oynayan PARP protein
ekspresyonlar1 Western Blot yontemi ile incelendi. FTC-133 hiicreleri RIPA liziz
tamponunda ve proteaz/fosfotaz inhibitorleri ile vortexlenerek lize edildi (Tablo 3).
Lize edilen 6rnekler 10.000 g’ de 15 dakika boyunca +4°C’ de santrifiij edildi.
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Tablo 3. Liziz Tamponu

Cozeltiler Ozellikleri

RIPA Liziz Tamponu pH=7,5 20 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
%0,1 SDS

Proteaz/fosfataz Inhibitorleri 2 Hg/mL aprotinin

5 pg/mL leupeptin

1 pg/mL pepstatin A
1 mM PMSF

10 mM NaF

Stipernatantlardaki protein konsantrasyonlarmin belirlenmesi i¢in Biginkoninik Asit
(BCA)protein analiz kiti (Thermo) kullanildi. Yonteme gore, alkali ortamda protein
tarafindan Cu*? iyonu Cu*! iyonuna indirgenir ve BCA reaktifi ile renk degisimi
gergeklesir. 2000-25 pg/ml araliginda farkli konsantrasyonlarda sigir serum alblimin
(BSA) hazirlandi. Sonra, 96 kuyucuklu mikroplaklara 25 pl standart ve ornekler
konuldu. Bir tiip igerisinde BCA A ve BCA B reaktifi 50:1 oraninda karistirildi ve bu
reaktif her kuyucuga 200 ul olacak sekilde ilave edildi. 37 °C’ de 30 dakika boyunca
inkiibe edildikten sonra 526 nm ‘de absorbans 6l¢iimii yapildi. Her BSA standardina
ait absorbans degerlerine karsi konsantrasyon grafigi ¢izildi. Standart grafikten
yararlanarak  bilinmeyen oOrneklerin  bilinmeyen  6rneklerin  total protein
konsantrasyonu hesaplandi. Protein tayininden sonra, 1X Yiirlitme tamponu (Tablo
5) bulunan Sodyum dodesil silfat-Poliakrilamid jel elektroforezi ile proteinler
molekiiler agirliklarma ayrildi. Bunun i¢in %6’lik ayrict jel ve %5’°lik paketleyici
jeller hazirland1 (Tablo 4).
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Tablo 4. SDS-PAGE poliakrilamid jeller

Kullanilan Reaktifler %6’k Aywrict Jel %5°lik Paketleyici Jel
dH20 2,6 ml 1.4 mi

%30 Akrilamid 1,0 ml 330 ul

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,3 ml -

1,0 M Tris-HCI pH 6,8 - 250 pl

%10 SDS 50 pl 20 pl

%10 APS 50 pl 20 pl
TEMED 4 ul 2 ul

Ependorf igerisinde 25 ug protein lizat1 ile 2X 6rnek yilikleme tamponu karistirildi ve
95 °C’de 5 dakika boyunca denatiire edildi (Tablo 5). Bu islemden sonra, ilk 30
dakika 90V’da, son 90 dakika 120V’de +4°C’de elektroforez yapildi (Sekil 12).

Anod(+) Katod(-)
fafiaf
e % Paketleyici Jel
po-s Ayinci Jel
f=—3}
= = - g
Yiriitme Tanki Giic Kaynag

Sekil 12. SDS Jel Elektroforezi

Elektroforez isleminden sonra, jeldeki proteinler poliviniliden difloriir (PVDF)
membranina islak transfer sistemi (Biorad) ile sabit 140 mA’de +4°C’de 18 saat
boyunca transfer edildi. Sonra, %5°lik yagsiz siit tozu iceren 1X TBS-T) bloklama

cozeltisi hazirland1 ve membran ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi (Tablo 5).

Membranlar, mTOR (1:1000), AMPK (1:500) ve PARP (1:1000) primer antikorlar1

ile 18 saat boyunca +4°C’de inkiibe edildi. Ayrica, referans gen olarak a-aktinin
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(1:3000) primer antikoru kullanildi. Membranlar 1X TBS-T ile 3 kere 10 dakika
yikandiktan sonra sekonder antirabbit antikorlar ile (mTOR-1:2000 / AMPK-1:1000 /
PARP-1:2000 / a-aktinin-1:5000) oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edildi.

Bundan sonra yikama islemleri tekrar yapildi. Membranlar UVP jel ve membran

dokiimantasyon cihazina yerlestirildi ve ECL ¢0zeltisi ilave edilerek goruntileri

alindi. UVP Biomaging system with LabWorks 4.6 Image Acquistion yazilimi

kullanilarak elde edilen bantlarin dansiometrik analizleri yapildi. Bandlarin optik

dansitesi (0.D/mm?) ve alanlar1 (mm?) belirlendi. Bu verilerle, ‘alan x optik dansite

‘formiilii kullanilarak band yogunlugu hesaplanda.

Tablo 5. Western Blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler

Ozellikleri

1X YUrutme Tamponu pH=8.3

20 mM Tris-baz
0,2 M Glisin
%0,1 SDS

2X Ornek Yiikleme Tamponu

%4 SDS

%10 b-merkaptoetanol
%20 gliserol

%0,004 bromfenol mavisi
125 mM Tris HCI

IX TBS-T

10 mM Tris-HCI
1,4 M NacCl
%1 Tween 20
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3.7 Arastirma Plani ve Takvimi

Eylil 2020-Mayis 2021

Literatiir taramasi

Ekim 2022

Sarf malzemelerin elde edilmesi

Ocak 2023-Nisan 2023

Cift emilsiyon yontemi ile PLGA-PEG-MET
nanopartikillerin elde edilmesi

Subat 2023-May1s 2023

FT-IR, SetazSizer ile PLGA-PEG-MET
nanopartikiliniun, PLGA-PEG polimerin, saf
Metformin’nin ve SEM cihazi ile PLGA-PEG-MET

nanopartikiiliiniin karakterizasyonlarmin yapilmasi

Eylil 2021-Haziran 2023

In vitro WST-1 testi ile FTC-133 hiicre hatt1 tizerinde deney

gruplarmin hiicre canliligina etkisinin incelenmesi

Eylil 2021-Haziran 2023

In vitro, Koloni olusum testi ile FTC-133 hiicre hatt1
iizerinde sagkalima gore uzun stireli etkisi incelenmesi

Eylil 202-Temmuz 2023

In vitro, Western Blot analizi ile FTC-133 hiicre hatt1
Uzerinde AMPK, p-AMPK, mTOR, PARP protein

ekspresyonlarma bakilmasi

Nisan 2023 - Temmuz
2023

Deney sonuglari ile istatiksel analizlerin yapilmasi

Agustos 2022- Agustos
2023

Yiiksek Lisans Tezinin yazilmasi
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3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Uc grubun (saf Metformin/ PLGA-PEG Polimerleri/i PLGA-PEG-MET
nanopartikiilleri) hiicre hatt1 iizerindeki etkilerinin istatiksel analizleri Prism
GraphPad 9.5.1 (San Diego, CA, USA) ile yapildi. Caligmalar en az 3 kere tekrar
edilecektir. Elde edilen veriler, Ortalama + Standart Sapma seklinde verildi. Ug veya
daha ¢ok grubun karsilastirilmasinda “One-way ANOVA with Dunnet post hoct test”
veya ikili grup karsilastirmalarinda “unparied t test” kullanilarak gruplar arasi
istatiksel fark degerlendirildi. Analizlerin sonucunda anlamlilik diizeyi p<0,05;
p<0,01; p<0,001; p<0,0001 olarak ifade edildi.

3.9 Arastirmamin Simirhhiklar
Serbest metforminin ve PLGA-PEG-MET nanopartikullerinin, in vitro salinimimin
degerlendirilmesi  i¢in  diyaliz teknigi ile incelenememesi arastirmanin

smirhiliklarindandir.

3.10 Etik Kurul Onay1
Etik kurul onayi, 05.04.2021 tarihli 6222-GOA dosya numarasi ile Dokuz Eyliil

Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan verilmistir
(EK-1).
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4. BULGULAR

4.1 Serbest Metformini, PLGE-PEG Polimerinin ve PLGA-PEG-MET
Nanopartikullerinin Karakterizasyonu

4.1.1 Serbest Metforminin, PLGA-PEG Polimerinin ve PLGA-PEG-MET
Nanopartikullerinin FT-IR Cihaz ile Karakterizasyonu

FT-IR cihazi ile serbest metforminin, PLGA-PEG polimerinin ve PLGA-PEG-
MET nanopartikiillerinin molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak bu maddelerin
fonksiyonel gruplar1 ve yapilarindaki baglanma yerleri belirlendi. Bunun i¢in, FT-IR
matematiksel Fourier doniisiimii ile 15181n infrared yogunluguna karsi dalga sayisini

(cm™) dlgmek i¢in Spectrum v5.3.1 programi kullanild: (118).

Serbest Metforminin verilerine gore (sekil 13), imin (NH) fonksiyonel grubunun
asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerinden dolayr 3370,3294 ve 3170 cm?
bolgelerinde orta yogunlukta pikler gdzlemlendi. Ayrica, 1626 ve 1564 cm™
bolgelerinde C=N fonksiyonel grubunun gerilme titresimleri gozlemlendi. Bunun
disinda, serbest metforminde bulunan alifatik diaminin (C-N) gerilme titresiminden

kaynakli 1166 ve 1059 cm™ ‘de zayif pikler gdzlemlendi.

PLGA-PEG polimerinin verilerine gore (sekil 14), PLGA polimerinin ester
karbonil (C-O=C) grubunun pikleri 1755 cm? ‘de gozlemlendi. Bununla birlikte,
PLGA polimerinin metil (CH3) grubuna ait C-H baglarmna ait pikler 1457 cm * ‘de
gozlemlendi. Ayrica, 1094 cm¥’de PEG’in eterik (C-O-C) grubunun pikleri
g6zlemlendi. Bunun disinda, PEG’ten gelen hidroksil (OH) grubunun pikleri 3441

cm™®’de ve metain (C-H) , metilen (CH2) grubunun bandi 2912 cm™ ‘de gézlemlendi.

PLGA-PEG-MET nanopartikiillerinin verilerine gore (sekil 15), 1458 cm™ ‘de
metain (C-H) fonksiyonel grubunun egilme titresim moduna ait pik gozlemlendi.
PLGA-PEG ve metformine ait hidroksil (OH) ve imin (NH) pikleri 3470-2922 cm™
arasmnda gozlemlendi. Ayrica, 1189 ve 1093 cm™ ‘deki piklerin C-O grubunun

gerilme titresimlerine ait oldugu gozlemlendi.
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Sekil 13. Serbest metforminin FT-IR spektrumu.
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Sekil 14. PLGA-PEG polimerinin FT-IR spektrumu.
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Sekil 15. PLGA-PEG-MET nanopartikiilin FT-IR spektrumu.

4.1.2 PLGA-PEG Polimerinin ve PLGA-PEG-MET Nanopartiktlintn
ZetaSizer Cihazi ile Karakterizasyonu

PLGA-PEG polimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikullerinin ortalama
boyutu (¢ap,nm),polidispersite indeksi (PDI) ve yiizey yiikii (zeta potansiyel, mv),
Malvern Nano ZS cihazi kullanilarak dinamik 1s1k sagilimi (DIS) metodu ile

belirlendi.

PLGA-PEG polimerinin boyutu 269,4 nm, polidispersite indeksi 0,391 ve zeta
potansiyeli -0,552 mv+5,32 olarak bulundu (tablo 6).

PLGA-PEG-MET nanopartikiiliiniin boyutu (sekil 16) (tablo 6) 217,6 nm ve
polidispersite indeksi (PDI) 0,237 olarak bulundu.

PLGA-PEG-MET nanopartikiillerinin zeta potansiyeli (sekil 17) (tablo 6) -
22,4%6,79 mv olarak bulundu.
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Sekil 16.PLGA-PEG-MET nanopartikiiliiniin dinamik 1s1k sagilim1 metodu ile boyut
analizi.
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Sekil 17. PLGA-PEG-MET nanopartikiillerinin dinamik 151k sagilimi1 metodu ile zeta
potansiyel dagilim analizi.
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Tablo 6. PLGA-PEG polimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikullerinin boyut
(nm), polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyel (mv) dagilim dl¢iimii (n=3).

Grup Boyut (nm) Polidispersite Zeta Potansiyel

Indeksi (PDI) (mv)
PLGA-PEG Polimeri | 269,4 0,391 -0,55245,32
PLGA-PEG-MET 217,6 0,237 -22,4+6,79
Nanopartikuli

4.1.3 PLGA-PEG-MET Nanopartikiiliiniin SEM cihaz ile karakterizasyonu
PLGA-PEG-MET nanopartiktllerinin ytzey morfolojisinin incelenmesi icin
taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanild1 (sekil 18-19).

EHT = 3.00 kV Signal A = InLens Date: 18 May 2023
WD = 2.6 mm Mag = 50.00 K X Aperture Size = 20.00 um

Sekil 18. SEM cihaz1 ile 500 nm 0&lgeginde PLGA-PEG-MET nanopartikiliniin
morfolojisi.
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EHT = 3.00kV Signal A = InLens Date: 18 May 2023
WD = 2.9 mm Mag= 7500K X Aperture Size = 20.00 um

Sekil 19.SEM cihazi ile 300 nm o6l¢eginde PLGA-PEG-MET nanopartikiltnin
morfolojisi.
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4.2 WST-1 Testi ile Serbest Metforminin, PLGA-PEG Polimerinin ve
PLGA-PEG-MET Nanopartikiillerinin Hiicre Canlhihg: iizerinde Etkileri

Serbest metforminin, PLGA-PEG polimerinin  ve PLGA-PEG-MET
nanopartikillerinin FTC-133 hiicre hatt1 tizerindeki etkileri WST-1 canlilik testi ile
incelendi. 96 kuyucuklu mikroplaklara 5000 hicre ekildikten sonra serbest
metforminin, PLGA-PEG polimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikullerinin (0,5-
64 mM) dozlar1 verildi. Ug grubun, FTC-133 hiicre hatt1 {izerinde etkileri 72 saat

boyunca gézlemlendi.

WST-1 canlilik testine gére, PLGA-PEG polimeri i¢in doza bagli olarak hiicre
canliliginda azalma meydana gelmemistir. 72. saat icin PLGA-PEG polimerinin

hiicre canliligini inhibe eden ICsp degeri 785 mM olarak hesaplandi (Sekil 20).

Serbest metforminin doza bagli olarak hiicre canliliginda azalmaya neden
olmustur. 72. saat i¢in serbest metforminin hiicre canliligini inhibe eden 1Cso degeri

38.2 mM olarak hesaplandi (Sekil 21).

PLGA-PEG-MET nanopartikiilleri i¢in doza bagl olarak anlamli bir azalma
gozlemlenmistir.72.saat i¢in PLGA-PEG-MET nanopartikiillerinin hiicre canliligini
inhibe eden 1Cso degeri 31.9 mM olarak hesapland1 (Sekil 22).
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Sekil 20. FTC-133 hiicre hatt1 tizerinde (0,5-64 mM) PLGA-PEG polimerinin 72.
saat boyunca etkisi (n=3). Veriler ortalamax SEM olarak ifade edildi.

*P<0,05

METFORMIN 72.SAAT

120+

Hicre Canhihigt %

80

0 10 20 30 40 50 60 70
MET (mM)

Sekil 21. FTC-133 hiicre hatt1 iizerinde (0,5-64 mM) serbest metforminin 72. saat
boyunca etkisi (n=3). Veriler ortalamax SEM olarak ifade edildi.

*p<0,05; ****p<0,0001
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PLGA-PEG-MET 72.SAAT
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Sekil 22. FTC-133 hiicre hatti izerinde (0,5-64 mM) PLGA-PEG-MET
nanopartikillerinin 72. saat boyunca etkisi (n=3). Veriler ortalamat SEM olarak
ifade edildi.

*p<0,05; ****p<0,0001

Hm Kontrol
72 SAAT Bm Cisplatin 20 uM

BN PLGA-PEG
m METFORMIN
B PLGA-PEG-MET

130+
120+
1104
100+

90+

E3
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60+
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40+
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204
10+ I
0= T T

Kontrol Cisplatin 20 pM 0,5 mM 1imM 2mM 4 mM 8 mM 16 mM 32mM 64 mM

Konsantrasyon

% %k %

Hicre Canlihgi %

%k %k %k k kkxk

Sekil 23. 72 saat boyunca, FTC-133 hiicre hattinda cisplatinin, PLGA-PEG
polimerinin, metforminin ve PLGA-PEG-MET nanopartikillerinin etkileri. Veriler
ortalamax SEM olarak ifade edildi.

*p<0,05; ****p<0,0001
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4.3 Koloni Olusum Testi ile Serbest Metforminin, Cisplatinin, PLGA-PEG
Polimerinin ve PLGA-PEG-MET Nanopartikiillerinin Hiicre Canlihig:
Uzerinde Etkileri

Serbest metforminin, cisplatinin, PLGA-PEG polimerinin ve PLGA-PEG-MET
nanopartikillerinin klonojenik sag kalim tizerindeki etkisi FTC-133 hiicre hatti
iizerinde koloni olusum testi ile incelenmistir. Hiicreler 8 giin boyunca incelendikten

sonra fikse edilip boyandi ve UVP jel dokiimantasyon cihazi ile koloni goriintiileri
elde edildi.

PLGA-PEG polimerinin FTC-133 hiicre hatt1 iizerinde koloni olusturma
kapasitesini etkilemedigi gorildii. Fakat PLGA-PEG-MET nanopartikillerinin,
cisplatinin ve serbest metforminin dozlara bagh alarak FTC-133 hiicrelerinde koloni

olusturma kapasitesinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir. (Sekil 26,27,28).

KONTROL PLGA-PEG 16 mM PLGA-PEG 32 mM

Sekil 24. 8 gun boyunca PLGA-PEG polimeri uygulamasi sonrasi FTC-133
hicrelerinin koloni gorintlsu.
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KONTROL METFORMIN PLGPEG-MET
16 mM 16 mM

Cisplatin METFORMIN PLGPEG-MET
20 pM 32 mM 32 mM

Sekil 25. 8 gun boyunca Cisplatin, serbest metformin ve PLGA-PEG nanopartikili
uygulamasi sonrast FTC-133 hicrelerinin koloni gorunttsa.
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Hiicre Sagkalimi %
Koloni Olugum Verimi

Konsantrasyon

Sekil 26. Serbest metforminin, Cisplatinin, PLGA-PEG polimerinin ve PLGA-PEG-
MET nanopartikillerinin FTC-133 hiicrelerinde koloni olusum verimi (CFE). Veriler
ortalamax SEM olarak ifade edildi.

**p<0,01; ****p<0,0001

##p :0,0017; ###p: 0,003
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4.4 Serbest Metforminin, Cisplatinin, PLGA-PEG Polimerinin ve PLGA-
PEG-MET Nanopartiktllerinin mTOR, AMPK, p-AMPK ve PARP

Protein Ekspresyonlar1 Uzerinde Etkisi
72 saat surecinde serbest metformin, cisplatin, PLGA-PEG polimeri ve PLGA-
PEG-MET nanopartikilleri FTC-133 hiicre hatt1 tizerinde uygulandiktan sonra

mTOR, AMPK, p-AMPK ve PARP protein ekpresyon duzeylerine bakildi. UVP

Biomaging system with LabWorks 4.6 Image Acquistion yazilimi ile verilerin
bantlarinda dansiometrik analizleri yapildi. Bununla birlikte gruplarin protein
ekspresyon duzeyleri i¢ kontroli a-aktinin protein ekspresyon diizeylerine oranlandi.

FTC-133 hiicre hatt1 lzerinde mTOR

4.4.1 mTOR Protein Ekspresyonu

Western blot analizlerine gore,
ekspresyon diizeylerinin 16 mM ve 32 Mm PLGA-PEG-MET nanopartikillerinin
(p=0,0498 ve p=0,0379), 32 Mm PLGA-PEG polimerine gore karsilastirildiginda

anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 29).
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0.25+
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0.15+ =
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mTOR/a-aktinin
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0.00-

Konsantrasyon

Sekil 27.FTC-133 hiicre hatt1 iizerinde serbest metforminin, cisplatinin, PLGA-PEG
polimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikillerinin mTOR protein ekspresyonlar1
Uzerinde etkisi . # p<0,05
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4.4.2 AMPK Protein Ekspresyonu

Western blot analizlerine gore, 16 Mm ve 32 mM dozda PLGA-PEG-MET
nanopartikilleri ile muamele edilen FTC-133 hicrelerinde AMPK ekspresyon

dizeylerinin kontrole gore anlamli olarak arttig1 goriildii (Sekil 26).
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B)
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AMPK/ a-aktinin
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Konsantrasyon

Sekil 28. FTC-133 hiicre hatt1 iizerinde serbest metforminin, cisplatinin, PLGA-PEG
polimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikiillerinin AMPK protein ekspresyonlari
Uzerinde etkisi. **p<0,01; ****p<0,0001; ###p<0,001; ##p <0,0001

4.4.3 p-AMPK Protein Ekspresyonu
FTC-133 hucrelerinde p-AMPK ekspresyon dizeyleri kontrole gére 38 mM
metforminde (p=0,0238), 16 ve 32 mM PLGA-PEG-MET nanopartikillerinde

anlamli olarak arttig1 goriildii.
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B)
Sekil 29. FTC-133 hiicre hatt1 iizerinde serbest metforminin, cisplatinin, PLGA-PEG
PLGA-PEG-MET  nanopartikillerinin ~ p-AMPK  protein
*p<0,05;****p<0,0001;###p<0,001;###p

polimerinin  ve
ekspresyonlar1 iizerinde etkisi (n=3).
<0,0001
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4.4.4 PARP Protein Ekspresyonu

FTC-133 hiicre hatt1 {izerinde serbest metforminin, cisplatinin, PLGA-PEG
polimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikiillerinin PARP ekspresyonunda

kontrole gore anlamli bir fark belirlenemedi (sekil 32).
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Sekil 30. FTC-133 hiicre hatt1 lizerinde serbest metforminin, cisplatinin, PLGA-PEG
polimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikullerinin PARP protein ekspresyonlari
Uzerinde etkisi (Ortalamaz Standart hata).
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5.TARTISMA

Tiroid kanseri, diinya genelinde artan bir insidansa sahip ve en yaygin
endokrin malignite olan 9.kanser tirtdur (119). Tiroid kanseri i¢in kullanilan tedavi
yontemleri; cerrahi, radyoiyot, radyoterapi ve kemoterapidir (8,79). Fakat kullanilan
bu tedavilerde bazi zorluklar vardir. Ornegin; radyoiyot (I-131) tedavisi uygulanan
diferansiye tiroid kanseri (DTK) hastalarmin ¢ogunda radyoiyodine karsi direng ile
karsilagilmistir. Bu yiizden radyoiyot tedavisi etkisiz hale gelir ve sag kalim orani
%10’dur (120).Buna ilaveten sistematik bir tedavi yontemi olan kemoterapinin
zararl yan etkileri vardir ve tedavi de kullanilan ilaglar toksisiteye neden olabilir
(121,122). Bu gibi tedavilerin olumsuz yan etkilerini azaltmak icin yeni tedavi
yontemleri gelistirilmistir. Nanopartikiiler ilag dagitim sistemleri, tiroid kanserinde
tedavi ve biyobelirte¢ olarak kullanirlar. Nanopartikiiller, 10-1000 nm boyut
araligindadir ve tiimor bolgelerini hedeflerler. Nanopartikiiler ila¢ dagitim
sistemlerinde  polimerik  nanopartikiiller,  karbon nanotipleri, lipozamal
nanopartikiiller gibi sistemler tiroid kanseri tedavisinde kullanilir (123).

Bu c¢alismada, mikrodalga i1sima kullanilarak c¢ift emdlsiyon yontemi ile
metformin yikli, polimerik PEGillenmis PLGA (PLGA-PEG-MET) nanopartikller
sentezlendi. PLGA-PEG-MET nanopartiktllerinin, PLGA-PEG polimerlerinin,
serbest metforminin kimyasal ve nanoboyut 6zellikleri FT-IR, SetaSizer ve SEM
cihazlar1 kullanilarak belirlendi. In vitro ortamda, folikiler tiroid kanseri hiicre hatti
(FTC-133) uzerinde uygulanan deneylerde ise WST-1 analizi kullanilarak PLGA-
PEG-MET nanopartikillerinin, PLGA-PEG polimerlerinin, serbest metforminin
hiicre canliligina olan etkileri; koloni olusum analizi kullanilarak etkilenen hiicrelerin
koloni olusturma kapasiteleri belirlendi. Western Blot teknigi aracilifiyla PLGA-
PEG-MET nanopartikillerinin, PLGA-PEG polimerlerinin, serbest metforminin,
mitokondriyel enerji metabolizmasinda yer alan AMPK, p-AMPK, mTOR protein
ekspresyonlar1 ve apoptoz mekanizmasinda yer alan PARP protein ekspresyonlar1

Uzerindeki etkileri belirlendi.

Cift emulsiyon yontem ile sentezlenen PLGA-PEG-MET
nanopartikillerindeki PLGA-PEG polimerleri, biyolojik olarak parcalanabilen
kopolimerlerdir ve serbest ilaclarin absorpsiyon sorunlarmi gidermek i¢in kanser

tedavilerinde kullanilirlar [108]. Bu ¢alismada mikrodalga 1s1ma kullanilarak halka
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acma polimerizasyonu metoduyla sentezlenen PLGA-PEG kopolimerinin FT-IR
sonuclarma gére, PLGA’nin ester karbonil (O-C=0) grubuna ait piki 1755 cm®’de,
PEG’in eterik (C-O-C) grubuna ait pikler 1094 cm™’de, PEG’ten gelen hidroksil
(OH) ve metain (C-H) gruplarma ait pikler 2912 cm™’de gdzlemlendi. PLGA-PEG
kopolimeri igin FT-IR analizinde elde ettigimiz veriler, Ghandforoushan ve
arkadaslarinin yaptigi1 caligma ile ortiismektedir. Onlarin verilerine gére PLGA-PEG
ester karbonil grubuna ait pik 1729 cm™’de ve PEG’in eterik (C-O-C) grubuna ait pik
1094 cm™’de gozlemlenmistir (124). Preira ve arkadaslarinin elde ettigi verilere
gore, PLGA polimerinin metil (CH3) grubuna ait C-H baglarina ait pikler 1452 ¢cm ™
‘de gozlemlenmistir (125). Ayrica, ¢ift emiilsiyon yontemi ile sentezlenen PLGA-
PEG-MET nanopartikiillerin FT-IR verilerine gore 1458 cm™ ‘de metil (C-H)
fonksiyonel grubunun egilme titresim moduna ait pik ve PLGA-PEG ve metformine
ait hidroksil (OH) ve imin (NH) pikleri 3470-2922 cm™ arasinda gdzlemlendi.
Faramazi ve arkadaslarinin elde ettigi verile gore de 1448-1475 cm™ bolgesi arasinda
metil (C-H) grubuna ait pik ve PLGA-PEG ve metformine ait hidroksil (OH) ve imin
(NH) pikleri 3300-3600 cm™ arasinda bulunmustur. Bu verilere gore buldugumuz

sonuglar eslesmektedir (114).

ZetaSizer cihazi  ile PLGA-PEG polimeri ve PLGA-PEG-MET
nanopartikiillerinin boyutu (nm), polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli
(mv) hesaplanmisti. PLGA-PEG polimerinin boyutu 269,4 nm, polidispersite
indeksi 0,391 ve zeta potansiyeli -0,552 mv+5,32 olarak bulunmustur. PLGA-PEG-
MET nanopartikallerinin boyutu 217,6 nm, polidispersite indeksi 0,237 ve zeta
potansiyeli -22,4+6,79 mv olarak bulundu. Elde ettigimiz veriler birgok makale ile
uyusmaktadir (Tablo 7).

Tablo 7. Farkli makalelere ait boyut, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel
sonugclar1

Grup Boyut (nm) | Polidispersite Zeta Potansiyel | Referans
Indeksi (PDI) (mv)
PLGA-PEG 205+7.23 |0.169 -7.2 £0.05 (113)
Polimeri 210 0.145 -26.5+5.4 (114)
176 0.147 -29.6 +2.1 (126)
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210.1+ 11.7 | 0.392+ 0.049 -18.5+0.37 (127)
PLGA-PEG- 206 +9.37 | 0.153 -6.1 £ 0.40 (113)
MET 250 0.105 249 +45 (114)
Nanopartikulleri | 242 0.133 -33.6 £3.5 (126)

300 nm’den biiyiik olan pargaciklar, retikiiloendetolyel (RES) sistem tarafindan
bulunabilir ve kan dolagimi yolu ile uzaklastirilabilir. Bu yiizden, ilacin etkinligini
arttirmak i¢in nanopartikiillerin boyutlar1 kiiciik ve uygun yapida olmalidir (126).
Bu ylizden Nanopartikiillerin boyutu da ilacin verimliligi i¢in 6nemli bir faktordiir.
Kiiciik boyutlu nanopartikiiller, elektrik alaninda yliksek go¢ hizina sahiptir ve bu
yuizden, nanopartikillerin stabilitesi artar (114).

Parcacik boyutunun dagilimi, polidispersite indeksi (PDI) ile ifade edilir
(127). Polidispersite indeksi, bir model i¢inde popiilasyonlarin biiyiikliiklerine gére
dagilimmi gosterir. Ilag tasima sistemlerinde, 0,3 ve alt1 degerler polidispersite
indeksi i¢in kabul edilebilir degerlerdir (128). Zambito ve arkadaslarinin, timér ile
iliskili makrofajlar (TAM) i¢in gelistirdigi PLGA-PEG-mannoz nanopartikillerinin
polidispersite indeksini 0.22 olarak bulunmustur. Ayrica, PLGA-PEG mannoz
nanopartikiillerinin  toksik olmadigi ve makrofajlardan tarafindan alindigi

belirlenmistir (129).

Nanopartikillerin zeta potansiyeli bir ¢ozeltideki partikillerin yizey yukini
gosterir. Partikiiller arasindaki yiiklerin itme ve ¢ekme diizeyini Olger. Daha yiiksek
zeta potansiyeline sahip daha kugtik partikiller, iyi partikil stabilitesi ve agregasyona
kars1 direnglilik gosterir. Daha Onceki caligmalara gore, -25 mV ve +25 mV
arasindaki zeta potansiyellere sahip nanopartikiillerin yiiksek partikiil stabilitesine
sahip olduklar1 gosterilmistir (130).Nanopartikullerin yizey yiki, nanopartikillerin
stabilitesi ve hiicre zar1 ile etkilesimi agisindan Onemlidir (114). Shao ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada, -30 mV ve + 40 mV araliginda degisen poli-3-
hidroksibutirateko-3-hidroksiheksanoat (PHBHHX) biyopolimerleri  gelistirildi.
Termodinamik  stabiliteye  bakildiginda  negatif ylikli  polimer igeren
nanopartikiillerin pozitif yiikliilere goére daha fazla kinetik stabiliteye sahip oldugu
belirlendi (131). Nanopartikillerin ylzeyinde bulunan negatif yiklu ve hidrofilik
yap1t da olan PEG bilesigi ilacin etkinligini arttirabilir (132). Ayrica, PLGA’da
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bulunan karboksil gruplarinda hidrojen iyonlarinin ayrigmasi zeta potansiyelin
negatif olmasina neden olur (113). Yapilan arastirmalarda, nanopartikiillerin serum
proteinlerine tutunmaya direndigi ve viicut icerisinde daha fazla dolasim Omriine
sahip oldugu bulunmustur (130). 2022 yilinda bir makalede, PLGA-PEG-FeOs,
metformin (MET) ve silibinin (SIL) ile kombine edildi. Yapilan DLS analizlerinde,
PLGA-PEG-FeOs nanopartikillerinin zeta potansiyeli —23.4+£3.6 mV bulunmustur.
Bu veriler dogrultusunda, daha yiliksek zeta potansiyeline sahip nanopartikiiller,
negatif itmeyi arttirarak dogal kollodial yapiya ve stabilitenin uzamasina sebep olur
(133).

Bu ¢alismada serbest metforminin, PLGA-PEG polimerinin ve PLGA-PEG-
MET nanopartikillerinin FTC-133 hiicre hatt1 tizerinde etkisi WST-1 canlilik testi ve
koloni olusum testi ile incelendi. Elde ettigimiz verilere gore serbest metformin igin
doza bagh olarak hiicre canliligini inhibe ettigi gozlemlenmistir ve serbest
metforminin ICsp (hiicre canliligini %50 inhibe eden konsantrasyon) degeri 38.2 mM
olarak bulunmustur. Chen ve arkadaslari, metforminin FTC-133 hicrelerinde
inhibisyona neden oldugunu belirlemislerdir (134). Ancak, PLGA-PEG polimeri icin
elde ettigimiz verilere gére doza bagh olarak yliksek bir azalis gozlemlenmemistir.
Koopaei ve arkadaslari, yumurtalik kanseri SKOV3 hiicre hatt1 iizerinde serbest
dosetaksel (DOX), PLGA-PEG polimeri ve PLGA-PEG-DOX nanopartikillerin
etkilerini inceledi. Sonuglarimiza benzer bir sekilde PLGA-PEG polimerinin doza
bagli olarak azalis gostermedigi bulunmustur (135). Ayrica, 2022 yilinda yayinlanan
makalede, MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerinde MTT test ile incelenen PLGA-PEG
polimerinin hiicre canliligini etkilemedigi gorilmistiir (126). Bu verilerin
dogrultusunda biyolojik olarak parcalanabilen bu polimerler tedavi i¢in nanopartikiil
sistemlerde kullanilabilmektedir. ilaveten, calismanuzda 72 saat boyunca FTC-133
hiicre hatt1 lizerinde incelenen PLGA-PEG-MET nanopartikiillerinde doza bagl
olarak hiicre canliliginda diisiis gozlemlendi. Bununla birlikte, PLGA-PEG-MET
(ICs0: 319 mM) nanopartikilleri serbest metformin (ICso: 38.2 mM) ile
karsilastirildiginda ICso degerini diisiirdiigii gézlemlenmistir. Yapilan arastirmalarda,
72 saat boyunca MTT test ile incelenen T47D hiicrelerinde metforminin I1Cso degeri
11.54 mM iken PLGA-PEG-MET nanopartikullerinin 1Cso degeri 8.71 mM olarak
bulunmustur (135). Li ve arkadaslarinin 2020 yilinda yayinladig: bir makalede, FTC-
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133 hiicre hatt1 tizerinde PLGA-PEG migellerine eklenmis sorafenib (SOR) ilaci ve
trans-retionik asit (ATRA) nanopartikiillerinin etkileri incelemis ve in vitro
sonuglarina gére, PLGA-PEG-SOR-ATRA kombinasyonun, FTC-133 hiicre hattinda
sinerjistik antitiimor etkinligi gosterdigi bulunmustur (136). Bu ¢aligmanin disinda
Yu ve arkadasinin yayimladigi makalede, irinotekan (CPT-11) ilaci; PLGA, titanyum
dioksit (TiO2) ve altin (Au) ile nanopartikiil hale getirilip FTC-133 ve BCPAP (PTK)
hiicrelerinde incelenmistir. Yapilan MTT testinde, 24 saat boyunca incelenen FTC-
133 ve BCPAP hiicrelerinde doza bagl olarak sentezlenen nanopartikiiliin (CPT-
11+PLGA+TiO2+Au) hiicre canliligini inhibe ettigi bulunmustur (137). Riela ve
arkadaslarinin yayinladigi makalede, kurkumin molekiillerinin tasinmasi i¢in
tirazolyum tuzlar1 ile modifiye edilmis halloysit nanotiipler gelistirdikleri ve BCPAP
(PTK), 8505C (ATK), SW1736 (ATK) tiroid kanser hiicreleri tzerindeki etkileri
incelenmistir ve yapilan MTT testinin 72. saat verilerine gore tiroid kanser
hicrelerinde nanopatikilli kurkuminin, serbest kurkumine gore konsantrasyon ve
zamana bagli olarak daha fazla antikanser aktivite gosterdigi gozlendi (138).
Yapilan ¢alismalar ve elde ettigimiz veriler 1s18inda, nanopartikiilli ilag
kombinasyonlarmin serbest ilag formlarmma gore daha etkili olabilecekleri

soylenebilir.

Western Blot analizleri ile FTC-133 hiicre hatt1 iizerinde, mitokondriyel
enerji metabolizmasinda yer alan AMPK, p-AMPK, mTOR, ve apoptoz
mekanizmasinda yer alan PARP protein ekspresyonlar1 seviyeleri incelendi. Verilerin
1s1¢inda 72 saatlik serbest metformin uygulamasi sonrasti mTOR ekspresyonu
acisindan anlaml bir etki goriilmezken; PLGA-PEG-MET nanopartikiil uygulamasi
sonrast anlamli bir azalma goriildii. Ayrica, PLGA-PEG polimeri uygulanan FTC-
133 hiicrelerinde mTOR ekspresyonu acisindan anlamli bir fark goriilmezken;
protein ekspresyonunu 1,5 kat arttirdig1 belirlenmistir. FTC-133 hticrelerinde serbest
metforminin mTOR ekspresyonunda anlamli bir etki gosterememesinin sebebi; bu
hucrelerde bulunan PTEN mutasyonundan kaynaklaniyor olabilir. PTEN geninin
islevi; PI3K(fosfotidilinositol-3 kinaz) /AKT sinyal yolaginda, PIP3’ii defosforile
ederek PI3K-AKT sinyal yolagini inaktive etmesidir. Bu sayede, PTEN geni negatif
dizenleyici olarak rol oynar (30). Ayrica PTEN eksikligine sahip tiroid kanser

hiicrelerinde tedavi sirasinda iyot alimmin diigmesine yol agar (139). Yapilan
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caligmalarda FTC-133 hiicrelerinin PTEN mutasyonuna sahip oldugu goriilmiistiir.

(140,141)

Diger deney sonuglarina gore, FTC-133 hicrelerinde 72 saatlik serbest
metformin uygulamasinda total AMPK ekspresyonlar1 acisindan anlamli bir etki
g0zukmezken; PLGA-PEG-MET nanopartikiilii uygulamasi sonrasi istatiksel olarak
anlamli bir artis gozlemlendi. Ayrica serbest metformin ve PLGA-PEG-MET
nanopartikill uygulanan FTC-133 hicrelerinde p-AMPK ekspresyon diizeylerinde
istatiksel olarak anlamli bir artis gozlemlendi. Bikas ve arkadaslarinin yaptig:
calismada, FTC-133 ve BCPAP hiicre hatlar1 tizerinde metforminin etkileri diisiik ve
yuksek glukoz igeren ortamlarda incelenmis ve yapilan western blot analizlerinde, 48
saat disiik glukoz ortamimda inkiibe edilen FTC-133 ve BCPAP hiicrelerinde
metforminin AMPK aktivasyonu gosterdigi ve p-AMPK duzeylerinde c¢ok fark
yaratmadigi, yiiksek glukoz ortamda ise metforminin p-AMPK diizeylerinde énemli
etki gostermedigi belirlendi. Fakat, diisiik glukoz ortaminda metforminin p-S6 gen
ekspresyonunda onemli 6l¢lide azalmaya sebep oldugu belirlendi. Bu yiizden Bikas
ve arkadaglar1 tiroid kanseri hiicrelerinin metformine yanitinin AMPK’ya bagimli
mekanizmalar oldugu gibi AMPK’dan bagimsiz mekanizmalar olabilecegini ileri
stirmiistiir (60). Kalender ve arkadaslarmin yaymladigi makalede, metforminin
AMPK’dan bagimsiz olarak, Rag GTPazlar araciligi ile mTORCI1 sinyalini inhibe
ettigi ve p-S6 geninin ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (143). Gwiezdzinska ve
arkadaslarinin  yaptig1 c¢alismada, TT, MZ-CRC-1 hiicre hatlar1 iizerinde
metforminin, AMPK’nin varliginda veya yoklugunda p-S6 geninin ekspresyonunu
azalttigin1 bulmuslardir (144). mTOR, protein sentezinde efektor olan S6KI1’nin
(ribozomal protein S6 kinaz 1) ve 4EBP1’in (6karyotik ceviri baglatma faktori
4E(elf4E) baglayici protein) fosforilasyonuna sebep olur. 4EBP1 inaktif hale
gelirken aktive olan S6KI1, S6 gibi hiicresel substratlar1 fosforile ederek mMRNA
translasyonunu ve hiicre biiyiimesini destekler (Sekil 3) (30). Han ve arkadaslarinin
yaymladigi makalede , SW579 tiroid kanseri hiicreleri ile muamele edilen
metforminin p-AMPK ekspresyonunu arttirdigr ve p-mTOR ekspresyonunu inhibe

ettigini belirlenmistir (3).

Calismamizda western blot analizleri PARP ekspresyonu agisindan

incelendiginde, FTC-133 hiicre hatt1 iizerinde serbest metforminin, PLGA-PEG
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polimerinin ve PLGA-PEG-MET nanopartikiiliiniin istatiksel olarak anlamli bir
etkisi goriilmemistir. Sonuglarimiza benzer bir sekilde; Bikas ve arkadaslari, diistik
ve yuksek glukoz ortaminda FTC-133 ve BCPAP hiicrelerinde metforminin, PARP
bélinmesinin indiksiyonu ile ilisikli olmadigini belirlemistir. Bunun disinda, diisiik
glukoz ortaminda FTC-133 hucrelerinde metforminin, otofaji markeri olan LC3B-11
ekspresyonunda artisa neden oldugunu saptamistir (60). Ayrica Gwiezdzinska ve
arkadaglarinin yaymladigi makalede, FTC-236 ve BCPAP hicrelerinde metformin
uygulamasi sonrast metforminin PARP bolinmesinde onemli bir etkiye sahip
olmadig1 gosterilmistir (145). Plews ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, PTEN
mutasyonuna sahip FTC-133 htcrelerinde OSU-53 (AMPK aktive eden ajan) ilacinin
etkilerinin incelendigi ve 48 saatlik ilag muamelesinden sonra FTC-133 hiicre hatt1
uzerinde PARP boliinmesinde herhangi bir artis goriilmedigi saptamistir (145).
Gwiezdzinska ve arkadaglarinin yaptigi calismada, metformin ile tedavi edilen
mediller tiroid hucrelerinde (TT, MZ-CRC-1 hiicre hatlar1) parp ve kaspaz-3
ekspresyonlarinda herhangi degisiklik gozlemlememislerdir. Bu verilerden dolayi,
metforminin tiroid kanser hicrelerinde apoptozu indiiklemedigini ileri stiriilmiistiir
(144). Kim ve arkadaslarmin yayinladigi makalede, serbest metforminin, serbest
gemigliptinin ve metformin+gemigliptin kombinasyonlarmmn SW1736 (ATK) ve
TPC-1 (PTK) hiicre hatlar1 {izerindeki etkilerine bakildiginda Western blot
analizlerine gore, ii¢ grubun PARP ekspresyonlar tizerinde herhangi bir degisiklige
sebep olmadigini gorilmiistiir (146). Poli (ADP-riboz) polimeraz PARP, DNA’nin
hasar onarmmindan sorumlu olan bir niikleer enzimdir. PARP, apoptozun kaspaz
bagimli yolagin pargasi oldugu gibi kaspazdan bagimsiz yolakta da bulunabilir (148).
Kheder ve arkadaslarnin yayinladigi makalede, tiroid kanseri (FTC-133, 8505C,
KI1E7) hiicrelerinde, metforminin DNA hasarina neden olmadigini bulmuslardir.
Sadece, 6 gun boyunca 20 mM metformin ve radyasyon (IR) tedavisinden sonra
tiroid kanseri hiicrelerinde DNA hasar1 gozlemlemisler fakat, radyasyon olmayinca
20 mM metforminin hiicrelerde DNA hasarma neden olmadigint belirlemislerdir
(149). Buldugumuz veriler ile diger makalelerin verileri karsilastirildigi zaman, tiroid
kanser hicrelerinde, metforminin PARP ekspresyonu Uzerinde herhangi bir

degisiklige neden olmadigini syleyebiliriz.
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6.SONUC ve ONERILER

1. PLGA-PEG polimerlerinin sentezinde mikrodalga 1sima yontemi bu tez
calismasinda kullanilmistir. Ardindan, ¢ift emiilsiyon yontemi kullanilarak serbest
metformin, PLGA-PEG polimeri ile konjuge edilerek (PLGA-PEG-MET)

nanopartikilleri sentezlendi.

2.Serbest  metforminin, PLGA-PEG  polimerinin  ve PLGA-PEG-MET
nanopartikiillerinin hiicre canliligina ve mTOR, AMPK, p-AMPK ve PARP gibi

proteinlerin ekspresyonlarina etkisi incelendi.

3. Yapilan karakterizasyon analizlerinde parcacik boyutu ve morfolojik yapisina
gore, PLGA-PEG-MET nanopartikiiliiniin boyutunun <250 nm’den kiigiik oldugu ve

yapismin kiiresel sekillere sahip oldugu belirlenmistir.

4. Yapilan galigmalarda, serbest metforminin ve PLGA-PEG-MET nanopartikilinin
doza bagh olarak hiicre canliligini inhibe ettigi; PLGA-PEG polimerinin ise doza

bagli olarak hiicre canliligina etkisinin olmadig1 saptanmstir.

5.Western blot ¢alismalarinda, PLGA-PEG-MET nanopartikullerinin FTC-133 hiicre
hatt1 lizerinde AMPK, p-AMPK ekspresyonlarini arttirdigi; mTOR ekspresyonunu
inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica, serbest metforminin, PLGA-PEG polimerinin ve
PLGA-PEG nanopartikillerinin PARP ekspresyonu (zerinde herhangi bir etkisi
gozlemlenmemistir. Bu yiizden serbest metformin ve PLGA-PEG-MET
nanopartikiiliiniin apoptoz mekanizmasi disinda baska 6liim yolag1 mekanizmalarina

etki ettigi diisiiniilmektedir.

6. Bu bulgular 1s1ginda, PLGA-PEG-MET nanopartikullerinin tiroid kanseri
tedavisinde kullanimi Onerilebilir. Bunun igin, PLGA-PEG polimeri ile modifiye
edilmis metformin nanopartikiillerinin  Vvitro ve i vivo sartlarda teropatik

etkinliginin gelistirilmesi gerekmektedir.
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