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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

NANOPARTIKULER TASIYICI SISTEM ARACILIGIYLA
INDOMETASININ INSAN GLIOBLASTOMA U87MG HUCRELERI
UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ferhat BOSTANCI

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Do¢. Dr. Murat PEKMEZ

Indometasin kan-beyin bariyerinden gegebilen bu nedenle daha 6nce glioblastoma hiicre
hatlarinda galisilmis timit vaat eden bir non-steroidal anti-inflamatuar ilagtir. Prostaglandinlerin
olusmasini engelleyerek inflamasyonu azaltmaktadir. Fakat kanda %90 oraninda kan
proteinleriyle beraber bulundugundan kandaki serbest indometasin miktar1 azdir. Poli(laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA) ise FDA tarafindan onayli normal kosullarda insanlarda ciddi bir yan
etki olusturmayan nanopartikiillerdir. Daha oOnce birgok farkli ilacin farkli amaglarla
taginmasint  saglamistir. Bu ¢alismada indometasin yiikli PLGA’nin U-87 MG insan
glioblastoma tizerindeki etkisi arastirilmistir.

Bu ¢alismada firetilen indometasin yiiklii PLGA nanopartikiillerinin boyutu 160,6 nm olarak
hesaplanmistir. Ayrica yapilan zeta potansiyeli testlerinde nanopartikiiliin zeta potansiyeli -23,9
mV olarak tespit edilmistir. Nanopartikiiliin kimyasal yapisini tespit etmeye yonelik olan
arastirmada ise iiretilen nanopartikiiliin indometasin tasidigi sonucuna varilmistir. Spektral
yontemler kullanilarak iiretilen nanopartikiiliin kiitlece %9 oraninda indometasin igerdigi tespit
edilmistir. Ayrica yapilan salinim testlerinde 4 saat igerisinde yapisindaki indometasinin
%72,5’1ik miktarin1 ortama saldig1 gosterilmistir.

Nanopartikiiliin 6zellikleri géz oniinde bulundurularak hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum] ile tespit edilmistir. Bunun igin hiicreler
nanopartikiile 4 saat maruz birakilmis ve medyasi degistirilerek 24, 48 ve 72 saatlik sonuglari
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analiz edilmistir. Nanopartikiille tasinan indometasinin etkisi saf indometasinin etkisiyle
kiyaslanmistir. Sonug¢ olarak indometasin yiiklii nanopartikiillerin saf indometasine gore ¢ok
daha dldiiriicii oldugu belirlenmistir. Sitotoksisite analizleri neticesinde uygun goriilen 200uM
ve 100uM indometasin i¢eren nanopartikiiller ile saf haldeki 200uM ve 100uM indometasinin
hiicre 6liim yolaklarindaki etkisi arastirilmistir. Bunun igin Bax, Bcl2 ve Casp3 genlerinin RNA
ve protein diizeyindeki degisimleri ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ve western
blotlama yontemleriyle tespit edilmistir. Bu yontemlerin sonucunda indometasin yiiklii
nanopartikiiliin saf indometasine gore apoptoza yol agan genlerin ifadesini ciddi derece artirdigi
saptanmistir. Ayrica apoptozu engelleyen genlerin ifadesinde azalma tespit edilmistir.

Nanopartikiiliin hiicre i¢erisine girisi nanopartikiiliin Rhodamine B ile isaretlenmesi ve floresan
mikroskop altinda gézlemlenmesi ile tespit edilmisrtir. Hiicrelerin yerlerini dogrulamak igin
hiicrelerin ¢ekirdekleri Hoechst 33342 ile boyanmis ve floresan mikroskop altinda
gbzlemlenmisrtir.

Sonug¢ olarak indometasin yiiklii PLGA’nin saf indometasinden ¢ok daha etkili oldugu ve
tizerine daha fazla aragtirma yapilmaya uygun bir aday tedavi sistemi oldugu belirtilmistir.

Agustos 2023, 67. sayfa.

Anahtar kelimeler: Indometasin, PLGA, Glioma, Kanser, Apoptoz.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF INDOMETACIN ON HUMAN
GLIOBLASTOMA U87MG CELLS BY NANOPARTICULAR DELIVERY
SYSTEM

Ferhat BOSTANCI

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat PEKMEZ

Indomethacin is a promising non-steroidal anti-inflammatory drug that can cross the blood-
brain barrier and has therefore been previously investigated in glioblastoma cell lines. It reduces
inflammation by preventing the formation of prostaglandins. However, the amount of free
indomethacin in the blood is low, as 90% of it is found with blood proteins in the blood.
Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) is FDA-approved nanoparticles that do not cause serious
side effects in humans under normal conditions.It has previously enabled many different drugs
to be transported for different purposes. In this study, the effect of indomethacin loaded PLGA
on U-87 MG human glioblastoma was investigated.

The size of indomethacin loaded PLGA nanoparticles produced in this study was calculated as
160.6 nm. In addition, the zeta potential of the nanoparticle was determined as -23.9 mV in the
zeta potential tests. In the research to determine the chemical structure of the nanoparticle, it
was concluded that the produced nanoparticle contained indomethacin. By using spectral
methods, it was determined that the nanoparticle produced contains 9% mass of indomethacin.
In addition, it was shown in the release tests that it released 72.5% of indomethacin in its
structure within 4 hours.

Considering the properties of the nanoparticle, its cytotoxic effect on cells was determined by
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2,5-diphenyltetrazolium]. For this, the cells were exposed to the
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nanoparticle for 4 hours and the media was changed and the results were analyzed at 24, 48 and
72 hours. The effect of nanoparticle contained indomethacin was compared with the effect of
pure indomethacin. As a result, it was determined that indomethacin loaded nanoparticles were
much more lethal than pure indomethacin. The effects of 200uM and 100uM indomethacin
containing nanoparticles and 200uM and 100uM pure indomethacin on cell death pathways
were investigated according to results of cytotoxicity analyses. For this purpose, changes in the
RNA and protein levels of Bax, Bcl2 and Casp3 genes were determined by real-time
polymerase chain reaction and western blotting methods. As a result of these methods, it was
determined that the indomethacin loaded nanoparticle significantly increased the expression of
genes that cause apoptosis compared to pure indomethacin. In addition, a decrease in the
expression of genes that prevent apoptosis was detected.

The entry of the nanoparticle into the cell was determined by labeling the nanoparticle with
Rhodamine B and observing it under a fluorescent microscope. To confirm the location of the
cells, the nuclei of the cells were stained with Hoechst 33342 and observed under a fluorescent
microscope.

As a result, it was stated that indomethacin loaded PLGA is much more effective than pure
indomethacin and is a candidate treatment system suitable for further research.

August 2023, 67. pages.

Keywords: Indomethacin, PLGA, Glioma, Cancer, Apoptosis.
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1. GIRIS

Kanser giinlimiiziin hem diinya iizerinde hem de iilkemizde en 6nemli saglik sorunlarindandir.
T.C Saglik Bakanligi’nin 2022 yilinda yayinladig: raporda Tiirkiye’de 2018 yil1 i¢indeki yeni
kanser vakasinin 211 bin oldugu belirtilmektedir. Ayn1 raporda 2021 yili igindeki yeni kanser
vakalarinin ise 218 bin oldugu tahmin edilmektedir (Tirkyilmaz ve dig., 2022). Diinya
genelinde ise 2020 yilinda 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve 10 milyon kanserle ilgili 6liim

oldugu gosterilmistir (Chhikara ve Parang, 2023).

Diinya genelinde beyin ve merkezi sinir sistemine bagli kanser vakalar1 2020 yilinda 308 bin
oldugu tahmin edilmektedir. Her ne kadar akciger kanseri kadar yillik vaka sayisina sahip
olmasa da bu kanser tiiriiniin 6liim orani ciddi anlamda yiiksek oldugu belirtilmektedir. 2020
yilinda beyin ve merkezi sinir sistemine bagli 6liimlerin 251 binden fazla oldugu tahmin

edilmektedir (Ferlay ve dig., 2021).

Beyin kanserinin tedavisinde karsilasilan en biiyiik zorluklardan biri kan-beyin bariyerinin
kemoterapik ilaglarin ge¢isini engellemesidir. Kan beyin bariyeri bitylik molekiillerin tamamini
ve kiiglik molekiillerin %98lik bir kisminin beyine gecisini engellemektedir. Bu nedenle beyin
ve merkezi sinir sitemine bagli kanserlerin tedavisinde ciddi zorluklar olusmaktadir (Pardridge,
2005). Kemoterapi hem kisa vadede (Altun ve Sonkaya, 2018) hem de uzun vadede (Alemany
ve dig., 2021; Schagen ve dig., 2022) ciddi yan etkiler gostermektedir. Bu nedenle farkli ve

gelistirilmis tedavi yollari giiniimiizde de aragtirilmaya devam etmektedir.

Indometasin non-steroidal anti-inflamatuar bir ilagtir. Agr1 kesici ve ates diisiiriicii etkisi olan
indometasin 6zellikle eklemlerde gozlenen inflamasyonlarin tedavisinde kullanilir. Bunlarin
yani sira kan-beyin bariyerinden gegebilen indometasin siklooksijenaz enzimini
baskilayabilmesiyle prostaglandinlerin iiretimini engellemektedir (Lucas, 2016). Boylelikle
inflamasyona yol agan bir dizi olay1 engellemektedir. Bunu yaninda indometasinin bazi kanser
tiirlerine kars1 etkili olabilecegi gosterilmistir (Sarvepalli ve dig., 2022; Hull ve dig., 2003).
Ozellikle gliomalar {izerindeki calismalarda {imit vadettigi belirlenmistir (Chang ve dig., 2018;
Chang ve dig., 2020). Indometasinin tedavi olarak kullanilmasinin yaninda getirdigi yan etkiler

nedeniyle muhtemel kanser tedavilerinin gelistirilmesi gerekliligi olusmaktadir (Lucas, 2016).



Nanopartikiiller ilgili madde ve ilaglarin istenilen doku veya hiicrelere taginmasinda
kolaylastirict ve yardimci oldugu igin iimit verici bir ¢alisma alan1 olarak goriilmektedir.
Kanserin teshisinde ve tedavisinde gosterdigi sonuclar nedeniyle son yillarda arastirmacilarin
ragbet gosterdigi bir teknoloji olmustur (Baekte ve dig., 2015). Ila¢ yiiklii nanopartikiiller
tasiyic1 sistemlerin hedef oldakli sonu¢ olusturma ve kan-beyin bariyerini asabilme gibi
gelismis sonuglar ortaya koydugu gdsterilmistir (Upton ve dig., 2022). indometasinli yiiklii
tastyici sistemlerin hem ilacin salinimini ve gegirgenligini hem de kanser hiicreleri tizerindeki

timit vadeden etkisi belirtilmistir (Bernardi ve dig., 2008; Sipos ve dig., 2022).

Tezde elde edilen verilerin indometasin yiikli poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
nanopartikiiler tasiyict sistemlerin insan U-87 MG glioblastoma hiicre hatt1 tizerindeki etkileri

tizerine bilgi vermesi ve gelecek calismalara onciiliik etmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 GLIOMALAR

Gliomalar merkezi sinir sistemindeki glia ve diger destekleyici hiicrelerin kanserlesmesiyle
olusan hiicrelerdir. Gliomalar merkezi sinir sistemindeki timdrlerin yaklasik dortte birini
olusturmaktadirlar. Bu hiicreler histolojik olarak iyi huyludan en agresif merkezi sinir sitemi
timor tiri olan glioblastomaya (GBM) kadar ¢esitlilik gosterebilmektedirler. Gliomalar
arasinda en yaygin ve 5 senelik hayatta kalma orani en diisiik olan glioblastomadir. Bunun
yaninda beyin ve merkezi sinir sisteminde 100’den fazla farkli tiirde tiimor tanimlanmistir. Bu
tanimlamalar ve siniflandirmalar kanserin histolojisinin yani sira 6zellikle genetik ve epigenetik

ozellikleri g6z 6ntinde bulundurularak yapilmistir (Davis, 2018).
2.1.1 Gliomalarin Siniflandirilmasi

Gliomalarin agresifligi ve histolojisine gore derecelendirilerek siniflandirilmasi asagidaki

gibidir (Davis, 2018).

e lIyi Huylu Gliomalar: Subependimom, subependimal dev hiicre astrositom bu tiiriin
ornegidir. Cogunlukla cocuklarda goriilen bu tiir genellikle ventrikiillerde bulunsa da
omurilige kadar uzanabilmeltedir. Hizl1 veya yavas olarak gelisebilmektedir.

e 1. Derece Gliomalar (diisiik dereceli): Pilositik astrositoma bu tiiriin 6rnegidir. Cogunlukla
cocuklarda ve genclerde goriilen bu tiir genellikle beyinde bulunsa da optik sinir yollarinda
ve beyin kokiinde de gelisebilmektedir. Yavas ¢ogalan bu tiir genellikle 1yi huylu ve
cogunlukla kist halinde bulunurlar.

e II. Derece Gliomalar (diisik dereceli): Oligodendrogliomalar, astrositomlar ve
oligoastrositomlar bu tiiriin 6rnekleridir. Yavag gelisme egiliminde olan bu tiir genellikle
20 ile 50 yas aras1 erkeklerde goriiliir. Genellikle beyinde rastlanan bu tiiriin beyin disinda
gelisimine pek rastlanmamaktadir.

e III. Derece Gliomalar (yiiksek dereceli): Anaplastik astrositomalar, anaplastik
oligodendrogliomalar ve anaplastik oligoastrositomlar bu tiiriin 6rnekleridir. II. derece
gliomalardan daha agresif ve daha hizli sekilde gelisebilen bu tiir 30 ile 60 yas arasi
erkeklerde daha yaygin olarak goriilmektedir. Bulundugu dokunun yakinindaki diger

dokulara sigrama egilimi gdstermektedir.



e IV. Derece (yiiksek dereceli): Glioblastoma bu tiiriin 6rnegidir. Direk olarak (de novo) veya
diger diisiik dereceli gliomalardan gelisebilen bu tiir beyin igerisinde son derece

yayilmacidir. Ayrica genellikle yash erkeklerde daha ¢ok goriilmektedir.
2.1.2 Glioblastoma

Glioblastoma merkezi sinir siteminde bulunan glia veya destek hiicrelerinden olusan en
saldirgan kanser tiiriidiir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yiiksek dereceli ve V. derece olarak
siniflandirilan kanser tiirii direkt olarak glia veya destek hiicrelerinde olusabildigi gibi diisiik
dereceli glioma kanserlerinden de gelisebilmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2016 yilinda
yaptig1 yeni merkezi sinir sitemi kanserleri siiflandirmasinda histolojik 6zelliklerin yaninda
genetik belirtegler de simiflandirilmaya dahil edildi. Bdylelikle ilgili kanserin daha iyi
anlasilmasi ve daha uygun tedavi yontemlerinin uygulanmasi saglanmaktadir (Davis, 2018; Bai

ve dig., 2020; Louis ve dig., 2021).

Glioblastoma olugum sekline gore ikiye ayrilir. Birincil veya de novo glioblastomalar herhangi
bir saptanabilir 6nciil lezyon olmaksizin olusan glioblastomalardir. ikincil glioblastomalar ise
kademeli glioblastomalar olarak adlandirilir. Bu glioblastoma tiirii diisiik dereceli gliomalardan
veya anaplastik astrositomlardan gelismektedir (Kleihues ve Ohgaki, 1999). Birincil ve ikinci
glioblastomalar ifade ettikleri genler ve gen diizeyleri acisindan birbirlerinden farklilik
gosterirler. Epirdermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) diizeyindeki artis ve ilgili genin asirt
ifadesi daha c¢ok birincil glioblastomalar ile iliskilendirilmistir. Ayrica siirekli ifade edilen
EGFR mutasyonlarinda p27 proteinin diizeyinin azalmasina neden olmaktadir. Bu tiir bir
degisiklik ise temel olarak birincil glioblastomalarda goriilmektedir. Protein tirozin fosfataz ve
tensin homologu (PTEN) geni ise yine genellikle birincil glioblastomada mutasyona ugramis
durumdadir. Tiiméor Protein 53 (TP53) geninin mutasyonlar ikincil glioblastomalarda birincil
glioblastomalara gore ¢cok daha fazla goriilmektedir. Mouse double minute 2 (MDMZ2) geni ise
genellikle birincil glioblastomalarda mutasyona ugramaktadir. ARF tiimor baskilayici gen
(p14°"F) proteininin ifade kaybmin promotor bolgesindeki metillenme ile saglanmasi ise
cogunlukla ikincil glioblastomalar ile iliskilendirilir. Bu ve bunun gibi bir¢cok protein
diizeyindeki farkliliklar birincil ve ikincil glioblastomalar1 birbirlerinden ayirt etmemizde

yardimet olmaktadir (Ohgaki ve Kleihues, 2007).



Glioblastoma igin genetik belirteclerden biri olan izositrat dehidrojenez (IDH) enzim ailesi
Krebs dongiisiinde gorev almaktadir. Sitrati a-ketogluterata ¢eviren bu enzim ailesi ayni
zamanda nikotinamid adenin diniikleotitfosfati (NADP") indirgemektedir. Izositrat
dehidrojenezin iki adet izoformu bulunmaktadir (IDH1 ve IDH2). Bu Genlerde meydana gelen
somatik mutasyonlar sonucunda daha az NADP* indirgenmekte ve boylelikle ortamda daha
fazla reaktif oksijen tiirleri bulunabilmektedir. Bu reaktif oksijen tiirlerinin kanser hiicresini
daha zayif hale getirildigi diisiiniilmektedir (Bai ve dig., 2020). Bunun yaninda bazi mutant
IDH genlerinin  kodladigt  enzimlerin  a-ketogluterati ~ 2-hidroksigluterata  (2HG)
cevirebilmektedir. Olusan bu iiriin epigenetik siireglere dahil olarak hiicrenin farklilasmasina
ve onkogen olusmasia katkida bulunabildigi diisiiniilmektedir (Chen ve dig., 2017). IDH
genlerinin mutant versiyonuna sahip olan GBM hastalarinin hastaliklarinin daha iyi seyrettigi
belirtilmektedir.

2.1.3 insan Glioblastoma U87MG Hiicre Hatti

Uppsala 87 malignant glioma (U87MGQ) beyin kanseri ¢caligmalarinda yaygin olarak kullanilan
bir glioblastoma hiicre hattidir. Son yillarda U§7MG kdkeni ile ilgili olarak yapilan arastirmalar
bazi endiselere neden olmustur. Bu arastirmalar sonucunda ATCC tarafindan ticari olarak
saglanan U87MG hiicre hattinin orijinal U87MG hiicrelerinden farkli oldugunu ama hala
glioblastoma hiicre hattinin 6zelliklerini tagidigi belirtilmektedir. Bunun yaninda U87MG
hiicresinin seri pasajlanmasinin bu hiicre hattinin tiimorijenitesini degistirildigi gosterilmistir.
Bu tiir olumsuzluklara ragmen U87MG hiicre hatt1 bilimsel ¢alismalarda kullanilmakta ve
glioblastoma ozelligini devam ettirdigi igin tercih edilmektedir (Zeng ve dig.,2018; Allen ve
dig., 2016).

2.2 KARSINOGENEZDE PROSTAGLANDINLERIN ROLU

Prostaglandinler hormon benzeri etkisi olan aktif lipit bilesikleridir. Bu bilesikler 20 karbonlu
yag asidi olan arasidonik asitinden olusmaktadirlar. Arasidonik asit hiicre zarindaki
fosfolipitlerden fosfolipaz A2 enzimi tarafindan sentezlenir. Daha sonra ise Arakidonik asit
siklooksijenaz (COX) enzimleri tarafindan onciil prostaglandin olan prostaglandin H2(PGH?2)
molekiiliine cevrilir. Bir sonraki basamakta ise bu 6nciil prostaglandin 5 farkli prostanoid
cinsine kendi reaksiyonlarina 6zgii enzimler yardimiyla cevrilirler. Bu prostanoidler is

prostaglandin D2(PGD2), prostaglandin E2(PGE2), prostaglandin F2a(PGF2a), prostaglandin



12(PGI2) ve tramboksan A2(TXA2) olarak adlandirilirlar (Wang ve Dubois, 2010; Wang ve
dig., 2007; Menter ve dig., 2010; Wang ve dig., 2022). Olusan bu molekiiller hiicre disina
prostaglandin tastyicisi ile taginirlar. Sonrasinda ise G-proteini kenetli reseptorlere baglanirlar.
Bu reseptorler PGD2 reseptor 1(DP1), PGD2 reseptor 2(DP2), PGE2 reseptor 1(EP1), PGE2
reseptor 2(EP2), PGE2 reseptor 3(EP3), PGE2 reseptor 4(EP4), prostaglandin F reseptorii (FP),
prostasiklin reseptorii (IP) ve TXA2 reseptoriidiir (TBXA2R). Bu reseptore hiicre digindaki
ilgili prostanoidlerin baglanmasi sonucunda G-proteini kendi alt birimlerine ayrilir ve hiicre igi

sinyal yolaklarini tetikleyerek farkli fizyolojik etkilere neden olur.

Siklooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu bazi kanser tiirlerinde etkili olabilecegi gosterilmistir
(Gosh ve dig., 2010; Khan ve dig., 2011; Mantovani ve dig., 2010). Bununla beraber
siklooksijenazin inhibe edilmesinden kaynaklanan yan etkiler viicudun gesitli yerlerinde tespit
edilmektedir. Bu tiir yan etkilerden kaginmak i¢in prostaglandinlerin {iretimi ve
aktivasyonundaki siklooksijenazdan sonra gerceklesen reaksiyonlari hedef alan g¢aligmalar

bulunmaktadir (Sun ve Li, 2018).

PGE2 inflamasyon, tiimorlesme ve bagisiklik sistemi yanit1 gibi viicut i¢i olaylarda yer alan bir
prosnoidtir (Ricciotti ve FitzGerald, 2011; Kalinski, 2012). Bu molekiiliin hiicre disina ¢ikip
kendine uygun reseptorlere baglanmasi sonucu meydana gelen sinyal iletimiyle alakali olarak
bazi hastaliklar ve kanserlesme iliskilendirilmistir (Narumiya ve dig., 1999; Maingret ve dig.,
2017; Takeuchi ve Amagase, 2018).

EP1 reseptoriiniin ifadesinin bazi kanser tiirlerinde arttigi gosterilmistir. Buna bagli olarak
farkli sinyal yolaklarinin ¢alistig1 ve karaciger, akciger ve agiz kanserlerinin kotiilesmesinde
rol aldig1 gosterilmistir. Bu yolaklar sirasiyla protein kinaz C(PKC)/niikleer faktor kappa-
B(NF-«B) /forkhead box protein C2(FOXC2) dogrultusunda, fosfoinositid-3 kinaz(PI3K) ve
mitojenle etkinlesen protein kinaz(MAPK) aktivasyonunun neden oldugu E2F transkripsiyon
faktoric 1(E2F-1)/FOXC2 dogrultusunda ve hiicre i¢i adhezyon molekiili-1(ICAM-1)
tiretiminin artiritlmasi dogrultusundadir (Bai ve dig., 2014; Pan ve dig., 2016;Yang ve dig.,
2010)

EP2 reseptorii PGE2 prosnoid ile baglanmasi sonucunda adenilil siklaz ve epidermal biiyiime
faktori reseptorii (EGFR) aktif hale gelmektedir. Boylelikle 3-katenin, PI13K, hiicre dis1 sinyalle

diizenlenen kinazlar (ERKS) ve sinyal donistiiriicli ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3)



tetiklenmektedir. Bunun sonucunda inflamasyon, tiimorlesme, bagska dokuya sigrama ve
apoptoz gibi sonuglar olusmaktadir (Sung ve dig., 2005; Chun ve Langenbach, 2011; Castellone
ve dig., 2005).

EP3 reseptorii ise bazi kanser tiirlerinde kanserlesmeye neden olan unsurlardan biri olarak
tanimlanmistir. PGE2’nin EP3 reseptoriine baglanmasiyla bazi sinyal yolaklar1 tetiklenmekte
ve bu da tiimor gelisimine ve tiimoriin kotii huyluluk 6zelliklerinin artmasina neden olmaktadir

(Ye ve dig., 2020; Wang ve dig., 2022).

EP4 reseptorii bircok kanser tiirlinde fazlasiyla ifade edilmektedir (Chen ve dig., 2006;
Rundhaug ve dig., 2011; Majumder ve dig., 2018). Bunun sonucu olarak tiimdriin gogalmasi,
apoptozu ve farkli dokulara sicramasi gibi Ozellikleri artmaktadir. EP4’iin protein kinaz
A(PKA)/PI3K/protein kinaz B(AKT) sinyal yolagini tetiklemesiyle hiicre ¢cogalmasinda artis
gozlemlenmistir (Xu ve dig., 2018). Diger taraftan EP4 reseptoriiniin inhibe edilmesiyle
pankreas kanserinde hiicre cogalmasinin baskilandigi gosterilmistir (Takahashi ve dig., 2019).
Bir¢ok kanser tiiriinde siklik adenozin monofosfat(cAMP)/PKA/cAMP cevap elementine
baglanan protein (CREB) yolagimin aktivasyonunu engeller. Bunun sonucu olarak ise hiicre
¢ogalmasi azalirken hiicrelerin apoptoza yonlenmesi artar (Li ve dig., 2017; Cherukuri ve dig.,
2007). EP4 reseptorleri PI3K/Kalsiyum salinimi ile aktive olan kanal proteini 1(Orail) /ERKS

yolaginin aktivasyonunu saglayarak hiicre gog¢iine yardimci olmaktadir(Osawa ve dig., 2020).

Yukarida bahsedildigi gibi prostaglandinler bir¢ok kanser tiirtinde kanserlesmede ve kanserin
ilerlemesinde rol oynamaktadirlar. Bu sorunun 6niine gegebilmek i¢in arastirmacilar cesitli
¢dziim yollart aramiglardir. Umit vadeden ¢dziim yollarindan biri de non-steroidal anti-

inflamatuar ilaglarin kullanimi1 olmustur.

2.2.1 Non-Steroidal Anti-inflamatuar ilaclar (NSAII) ve Kanser

Inflamasyonun kanserlesmeyle olan iliskisi daha onceki calismalarla ortaya konmustur
(Balkwill ve Mantovani, 2001). Timor hiicreleri enflamatuar hiicrelere benzerlik
gostermektedir. Sitokin, kemokin ve bunlara ait reseptorlerin tiimor hiicreleri tarafindan
tiretilmesi buna 6rnek olarak gosterilebilir. Bunlar gibi inflamasyona yardimei iiriinlerin siirekli

olarak {iiretilmesi dokuda deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina ve boylelikle daha fazla



mutasyona neden olabilir. Bu mutasyonlarin sonucunda ise tiimorlesme, tiimoriin kotii huylu
hale gelmesi, tiimor bolgesinde damarlasma, kanserin farkli dokulara sigramasi gibi durumlar

olusabilir (Philip ve dig., 2004).

Steroid olmayan anti inflamatuar ilaglar tliimor tizerinde hiicre gociinii kisitlama, apoptozu ve
ilaglara olan duyarlilig1 artirma gibi etkilere sahiptir. Bu ilaglarin kanser hastalar1 iizerinde uzun
siireli kullanimi 6liim vakalarinin ve sonradan yeniden tekrarlama vakalarmin azalmasina

katkida bulundugu gosterilmistir (Rayburn ve dig., 2009).

Steroid olmayan anti inflamatuar ilaglar inflamasyonu siklooksijenaz enzimini aktivitesini
inhibe ederek yapar. Bu 6zelligi sayesinde prostaglandin iiretimini sekteye ugratabilmektedir.
Prostaglandin ifadesinin yiliksek oldugu kanserlerde ise bu ilaglarin etkili olabilecegi
gosterilmistir (Wang ve dig.,2020). Ailesel adenomatdz polipozis olan hastalarin sulindak ile
tedavisinden sonra hastaligin tekrar etmesinde ve olusan polip sayisinda azalma oldugu daha
onceki calismalarda gosterilmistir (Cruz-Correa ve dig., 2002). Bunun yaninda sulindak
adenomalarin gerilemesine yol agtig1 raporlanmistir (Matsuhashi ve dig., 1997). Selekoksib bir
sigan modelinde %90 oraninda tiimoriin gerilemesine neden oldugu raporlanmistir (Alshafie ve
dig., 2000). Farkli bir hayvan ¢alismasinda ise loksoprofenin tiimér gelismesini baskiladigi
gosterilmistir (Kanda ve dig., 2003). Aspirinin kanser iizerindeki etkisi ise hiicre kiiltiirii

caligmalarinda muhtemel etki mekanizmalarina deginerek belirtilmistir (Hossain ve dig., 2012).

Siklooksijenazin inhibe edilmesi bu ilaglarin ortak noktasi ve bazi kanser tedavisi veya
onlenmesinde belirleyici faktor olsa da bu ilaglarin hiicre i¢i farkli yolak ve mekanizmalar
etkileyerek kanser lizerinde tedavi edici veya Onleyici etkiye sahip olduklar1 gdsterilmistir
(Kolawole ve Kashfi, 2022). Kolorektal kanserdeki uzun siireli aspirin kullaniminin NF-kB nin
nukleusa yonelimini artirdig1 ve dolayisiyla tiimor hiicrelerinde apoptozun artmasina neden
oldugu gosterilmistir (Stark ve dig., 2001). Sulindak NF-kB yolaginin aktivasyonunu artirarak
kolon kanserindeki hiicre boliinmesinin azaltmistir (Yamamoto ve dig., 1999). Selekoksib
fosfoinositide bagli protein kinaz 1 (PDK-1) aktivitesini baskilayarak kolon kanserinde
apoptoza neden oldugu gosterilmistir (Arico ve dig., 2002). Naproksenin ve aspirinin PDK-1’in
baskilanmasina neden olarak kanser hiicrelerinde apoptoza neden oldugu farkli ¢alismalarda
gosterilmistir (Kim ve dig., 2014; Chen ve dig., 2020). Indometasin mide kanser hiicre hattinda
apoptozu mitojenle aktiflesen protein kinazlari inhibe ederek tetikledigi raporlanmistir (Husain

ve dig., 2001). Indometasinin B-katenin ifadesini azalttig1 ve boylelikle onkogen olusumunu



geciktirdigi gosterilmistir. (Heidel ve dig., 2012). Aspirin kolorektal kanser hiicrelerinde
rapamisinin mekanik hedefini (mTOR) baskilayarak otofajiye neden oldugu raporlanmistir
(Din ve dig., 2012).

2.2.1.1 Indometasin

Indometasin (IND) agr kesici, ates diisiiriicii inflamasyon 6nleyici 6zellikleri olan non-steroid
antiinflamtuar bir ilagtir. Tam olarak kimyasak ad1 1-(p-klorobenzoil)25-metoksi-2-metilindol-
3-asetik asittir. Ayn1 siniftaki diger ilaglar gibi indometasin de prostaglandinlerin {iretiminin
azalmasina neden olarak anti-inflamatuar etkisini gostermektedir. Bu etkiyi arasidonik asitin
prostaglandine doniisiimiinii saglayan siklooksijenazi inhibe ederek yapmaktadir. Sekil 2.1°de

indometasinin yapisal formiilii gosterilmistir.

—a
N_ _CH;
I
CH;0” : :CH;-CD-DH

Sekil 2.1:Indometasin yapisal formiilii.

Indometasin tedavisinde indometasinin viicuda alimi agiz yoluyla ve emilimi sindirim sistemi
boyunca gergeklesir. Bu emilimi beraberinde tiiketilen yiyecekler etkileyebilmektedir. Bunun

yaninda emilimin yasa bagli olarak degismedigi bilinmektedir (Helleberg, 1981).

Indometasin kanda %90 oraninda kandaki proteinlere bagl olarak bulunur (Emori ve dig.,
1976). Indometasin kan-beyin bariyerini gegebilmektedir. Fakat kanda bulunan serbest
indometasin orani diisiik oldugu i¢in beyne gecen indometasin miktari da diisiiktiir (Bannwarth

ve dig., 1990).

Indometasinin mide kanserinde apoptozu tetikledigi raporlanmistir (Chiou ve dig., 2014).

Ayrica renal kanser hiicrelerinde apoptoza yol agtigr gosterilmistir (Ou, 2007). Gliomalar
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tizerinde de indometasinin etkili oldugu belirtilmistir (Pantovic ve dig., 2017). Bunlarin yaninda

yemek borusu kanseri gibi farkli kanser tiirlerinde de etkisi gosterilmistir (Qin ve dig., 2015)
2.3 KANSER TEDAVISINDE NANOPARTIKULER TASIYICI SISTEMLER

Son donemlerdeki nanoteknoloji alanindaki gelismeler nedeniyle nanopartikiillerin kanser
tespitinde ve tedavisindeki etkisini arastirildigi ¢alismalar artmistir (Baekte ve dig., 2015).
Kanserin veya diger hastaliklarin teshisinde kullanilan nanopartikiiller ilgili hiicrelerin
tespitinde rol oynamaktadir. Fakat viicut icindeki emilim, dagilim ve atilim gibi farmakokinetik
gereksinimler nedeniyle bu alanda hatirili sayilir miktarda nanopartikiil tiretilememistir. Bu
nedenle nanopartikiil galismalari ilaglarmn ilgili tiimor bolgesine daha hizli ve rahat tasinmasinin
saglamak ve diger saglikli dokuda birikmesine engelleyerek yan etkileri azaltmak {izerine

gelismistir (Kiessling ve dig., 2014; Rizzo ve dig., 2013).

Nanopartikiiller hastaliklarin ve tiimorlii dokularin saptanmasinda kontrast maddesi olarak
kullanilmaktadir. Boylelikle farklt goriintiilleme teknikleriyle hedeflenen dokunun
gorilintiilenmesine ve tespit edilmesine katki saglarlar. Bu nanopartikiillere polimerler,
lipozomlar, ultra-kiigiik siiper paramanyetik demir oksit nanopartikiiller ve altin nanopartikiiller
ornek verilebilir. Daha kiiciik boyuttaki maddelerin kullanimi ile kan havuzu ajanlarinin
kullanimina gerek kalmamakta ve bilgisayar tomografisi gibi goriintiileme teknolojileriyle kisa

stirede ilgili goriintiiler alinabilmektedir (Kiessling ve dig., 2014).

Nanopartikiillerin teshiste hizli ve ilgili bolgeye baglanarak kontrast artirma 6zelligi onu bu
alanda daha cazip hale getirmektedir. Fakat nanopartikiiliin boyutu arttik¢a kandaki yar1 6mrii
artmakta ve boylelikle elde edilen goriintiide kirlilige neden olabilmektedir. Bunun temel
sebeplerinden biri de 5 nm den biiyiikk partikiillerin bdbrekten disari atilarak viicuttan
temizlenememesidir. Bu neden bobreklerin yardimiyla viicuttan temizlenecek kadar kiiclik
boyutta olan partikiillerin kullaniminin en uygunu oldugu belirtilmektedir. Bunun yaninda
biiylik boyutlu partikiiller kandan disar1 ¢ikamayacak kadar biiyiik olduklari ve dmiirleri kisa
olduklar1 siirece kanda tespit edilmek istenen hedefler i¢in daha uygundur. Nanopartikiillerin
bu 6zelliklerinden 6tiirli goriintiilenmek istenen hedefe en uygun strateji belirlenmelidir (Baetke

ve dig., 2015).

Nanopartikiillerin goriintiilemeye yardimci o6zellikleriyle tiimoriin damarlagsmasini tespit

edebilmek miimkiin olmustur. Bu amagla plansiz ¢ogalan endotel hiicreleri bu nanopartikiiller
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tarafinda hedeflenmis ve boylelikle kotii huylu hale gelen tiimorlerin viicut i¢indeki yeri tespit
edilebilmistir (Palmowski ve dig., 2008). Bu hedeflemelerde mikro kabarciklar kullanilarak
vaskiiler endotelyal biliylime faktorii reseptor 2 saptanarak damarlagsmaya yonelen tiimorler

goriintiilenebilmektedir (Pysz ve dig., 2010).

Kanser tedavisinde kullanilan nanopartikiiller tasiyici sistemler bir¢cok farkli 6zellikte ve
yeterlilikte olmak {izere giiniimiize kadar bircogunun {iretimi ve arastirilmasi yapilmistir. Bu
nanopartikiillerin teshis icin kullanilan nanopartikiillerden farkli o6zellikler tagimasi
gerekmektedir. Terapide kullanilan nanopartikiillerin ila¢ tasima kapasitesine sahip olmasi ve
uzun siire dolagim sisteminde bulunabilmesi gerekmektedir. Ciinkii bunlarin temel amac1 ilgili
tiimdr veya hastalik bolgesinde olabildigince uzun siire birikerek tiimor veya hastalik tizerinde
etki gostermektir. Bunlara 6rnek olarak FDA tarafindan onayli demir oksit nanopartikiillerin

aneminin tedavisinde kullanilmasi1 gosterilebilir (Baetke ve dig., 2015).

Kanser tedavisinde kullanilan nanopartikiillerin dikkate alinmasi gereken en 6énemli 6zellikleri
partikiiliin boyutu, yiikii, cekirdek, ylizey ve sekil o6zellikleridir. Bu 6zelliklerin yaninda
nanopartikiillerin canli iginde gosterdigi toksisite, hedeflenen dokuya ulagsma kapasitesi, canli
icindeki dagilimi gibi unsurlar da 6nem gdstermektedir. Bu 6zellikler ilaglarin nanopartikiile
yiiklenmesi kapasitesi, nanopartikiilden ila¢ salinimi ve nanopartikiiliin dayaniklilig
acilarindan Onemlidir. Nanopartikiilin boyutuna dair olarak yapilan arastirmalardan ilag
tasiniminda kullanilmasi en uygun boyutun 10-100 nm aralig1 oldugu kanaati olusmustur. Bu
boyuttaki nanopartikiillerin doku i¢ine niifuzunun ve birikmesinin daha biyiik boyuttaki
nanopartikiillere gore daha iyi oldugu bilinmektedir. Ayrica bu boyuttaki nanopartikiiller
dalaktaki temizlikten de kagabildigi gosterilmistir (Aslan ve dig., 2013; Petros ve DeSimone,
2010). Uygulanan nanopartikiillerin boyut olarak gesitlilik olusturmasi bazi konularda
problemler olusturmaktadir. Tek boyutlu nanopartikiil uygulamalarinda daha uygun ilag
salinimi, hedeflenen dokuya ulagabilme ve biyolojik yar1 6miir gézlemlenmektedir (Grimm ve
Scheinberg, 2011). Nanopartikiillerin bir diger onemli 6zelligi ise yiizey alanlarinin biiyiik
olmasidir. Boylelikle daha fazla ilacin baglanmasi saglayarak hedeflenen dokuda daha hizli
sekilde ilacin birikmesine olanak olusturmaktadir. Nanopartikiiliin sekli ise nanopartikiiliin
hangi dokular1 daha iyi hedefleyebilecegi agisindan &nemlidir. Ornegin polietilen glikol ile
kapli ¢ubuk seklindeki altin nanopartikiilleri, polietilen glikol ile kapl kiire seklindeki altin

nanopartikiillerine gore tiimor hiicrelerini daha iyi hedefleyebilmektedir (Longmire ve dig.,
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2011). Art1 yiikli nanopartikiillerin hiicre icine fagositoz ile daha rahat girebildigi igin
hedeflenen doku disinda da bir¢ok dokuya etki edebilmektedir. Bu nedenle notr veya eksi yiikli

olan nanopartikiiller daha uygun oldugu sonucuna varilmistir (Baetke ve dig., 2015).
2.3.1 Nanopartikiiler Tasiyic Sistemler ve Kan-Beyin Bariyeri

Tek katmanli endotel hiicrelerinin perisit ve astrosit hiicreleriyle desteklenmesiyle olusan kan-
beyin bariyeri 400 dalton biiyiikliigiin tizerindeki maddelerin beyine gegisini engellemektedir.
Bunun yaninda beyine giden oksijenin ve beyinden uzaklastirilan karbondioksitin
diizenlenmesi de bu hiicreler sayesinde gerceklesir. Bu endotel hiicrelerin hiicreler arasindaki
boslugu iyi kapatmasi nedeniyle beyne ge¢mesi gereken maddeler genellikle hiicrenin i¢inden
geemeye zorlanmaktadir. Lipofilik maddeler pasif olarak bu hiicreleri gecebilirken hidrofilik
olan maddelerin gegmesi i¢in bazi tasiyici sistemlere ihtiyag vardir (Pardridge, 2012; Abbot ve
dig., 2006). Kan beyin bariyerinin bu 6zellikleri kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin beyine
gecisini engellemektedir. Bu nedenle genellikle lipofilik olan ilaglar kan-beyin bariyerini gegip

beyindeki kanser dokusuna ulasabilmektedir.

Beyin tiimorii kan-beyin bariyerine kadar yayilinca bu saglam yapiyr bozmaya baslar.
Boylelikle beyinde kan-tiimor bariyeri olusur. Bu bariyer kan-beyin bariyeri gibi birbirine siki
sik1 kenetlenmis hiicrelerden ¢ok, aralarindaki baglarin daha gevsek oldugu hiicrelerden olusur.
Bunun nedeniyle kandaki maddelerin beyin igine sizmas1 kan-tiimdr bariyerinde daha kolaydir.
Kandaki atik maddelerin ve suyun beyin i¢ine kontrolsiizce s1izmas1 sonucunda beyin i¢ basinci
artabilmektedir. Bu kolay sizilabilen bariyerden dolay1, bazi ilaglarin etki gostermeye baslamasi
veya etkisini artirmasi miimkiindiir. Bunun yaninda bazi bagisiklik sistemi hiicrelerinin timor
dokusunda kan-timor bariyerinin daha fazla gegirgen olmasi nedeniyle tiimére ulagiminin

kolaylastig1 bilinmektedir (Arvanitis ve dig., 2020; Ningaraj ve dig., 2002).

Kan-beyin bariyerini asip beyindeki timor dokusuna miidahale etmek igin kullanilan
yontemlerden biri nanopartikiiler tagiyict sistemler ile ilaglarin taginmasidir. Nanopartikiiller
kan-beyin bariyerini gegerek ilacin ilgili bolgeye daha verimli bir sekilde ulagmasinin ve ilacin
normalde saglikli dokuya verdigi zararin azalmasini saglamaktadir (Rahman ve dig., 2012). Bu
alanda kullanilan nanopartikiiller cestli yapilarda olabilmektedir. Inorganik nanopartikiiller
altin ve giimiis i¢ermektedir. Organik nanopartikiiller ise lipozom, misel veya polimer

yapilarinda olabilir.
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Lipid yapili nanopartikiiller iki veya daha fazla katmana sahiptir. Ayrica hidrofobik veya
hidrofilik yapidaki ilaglar1 tasiyabilme kapasiteleri vardir (Bhujbal ve dig., 2014). Kan beyin
bariyerini ge¢mek i¢in lipozomun fizerinde kan-beyin bariyerindeki endotel hiicreleri
hedefleyebilecek makro molekiiller, polimerler, peptitler ve antikorlar ile modifiye edilmesi
gerekmektedir. Bu maddelerin endotel hiicrelerin yiizerindeki reseptorleri tanimasiyla
lipozomun igerdigi ilacin hiicre i¢ine niifuzu gergeklesir. Bu niifuzun miktarinin artirilmasi igin

1s1, pH veya ultrason gibi parametreler degistirilebilir.

Metal yapili nanopartikiiller altin, giimiis, demir veya bakir temelli olabilmektedir. Farkli metal
yapili nanopartikiillerde yapilan calismalar ¢inko oksit yapili nanopartikiillerin kan-beyin
bariyerini gegebildigini ve kiiresel ve disk benzeri yapiya sahip giimiis nanopartikiillerinin
gecisinin daha kolay oldugunu gdstermistir (Guo ve dig., 2021). Altin yapili nanopartikiillerin
ylizeyinin modifiye edilerek bazi tiimor belirteclerinin hedeflenmesi miimkiindiir. Suda
¢oziinmeyen ilaglarin tasinmasinin yaninda DNA molekiillerini de tasityabilmektedir. Bu
nedenle gen terapisi i¢in uygun bir tasiyici sistem oldugu diisliniilmektedir (Upton ve dig.,
2022). Demir oksit nanopartikiillerini diger nanopartikiillerden ayiran bazi o6zellikler
bulunmaktadir. Hem ligand bazli baglanma hem de manyetik alan uygulamasiyla
nanopartikiillerin belirli bir bolgeye yonlendirilebilmesi nedeniyle 6énemli bir nanopartikiiler

tastyici sistem olarak goriilmektedir (Bredlau ve dig., 2017).

Polimer temelli nanopartikiiller farkli monomerlerin polimerlesmesiyle olusabilir. Bu
nanopartikiillerin i¢ine istenilen ilaglarin doldurularak ilgili dokuya tasinmasi miimkiindiir.
Napopartikiilin ~ boyutu, sekli ve yiki kan-beyin bariyerini hedeflemek igin
ayarlanabilmektedir. Poli(laktik-ko-glikolik asit) gibi nanopartikiiller kan-beyin bariyerini
gecebilen sentetik nanopartikiillere O6rnek verilebilir. Son zamanlarda bu nanopartikiiller
arasinda yapilan arastirmalar ilacin nanopartikiile daha verimli olarak ytiklenmesi, ilgili
dokunun hedeflenmesi ve ilag¢ salinimu ile ilgilidir. Bu alanlarda yapilan arastirmalar bu tiir
nanopartikiillerin hidrofobiklik, toksitite, yiiksek maliyet ve saflik gibi karsilastigi sorunlari
¢ozmeyi hedeflemektedir (Zhang ve dig., 2021).

2.3.2 Poli(laktik-ko-glikolik asit)(PLGA)

Poli(laktik-ko-glikolik asit), laktik asitten ve glikolik asitten olusmaktadir. Poli(laktik-ko-

glikolik asit) bu kimyasallarin siklik dimerlerinin rastgele halka a¢iliminin kopolimerlesmesi
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reaksiyonu sonucu olusmaktadir. Bu reaksiyonu kalay (11) 2-etilheksanoat, kalay (11) alkoksitler
veya alliminyum izopropoksit bilesikleri katalizleyebilir. Bu polimerlesme reaksiyonu sirasinda
bu iki bilesik birbirlerine ester bagi ile baglanirlar. Boylece amorf alifatik polyester yapida
nanopartikiiller olusur. PLGA’nin farkli formlar1 bulunmaktadir. Bu formlar nanopartikiiliin
icerdigi laktik asit ve glikolik atisin birbirlerine gore oranlartyla iligkili olarak isimlendirilir.
Ornegin PLGA 50:50 ile ifade edilen bir PLGA formu yar1 yartya laktik asit ve glikolik asit
icermektedir. PLGAnin viicutta bozunmas: sonucunda ortaya laktik asit ve glikolik asit
¢ikmaktadir. Bu iiriinlerin hiicre igerisinde krebs dongiisiine girerek tiikketilmesi nedeniyle bu
nanopartikiiliin normal viicut hiicreleri tizerindeki etkisi minimum diizeydedir. Bu nanopartikiil
FDA ve Avrupa Ilag Kurumu (EMA) tarafindan ila¢ tasima sistemi olarak kullanilabilmesi
konusunda onaylanmistir. Nanopartikiiliin viicut i¢ginde bozunma siiresi i¢erdigi laktik asit ve
glikolik asit oranina baghdir. Laktik asit daha hidrofobik oldugu i¢in laktik asit orani daha
yiiksek olan PLGA formlarinin viicut igerisinde bozunmasi daha uzun zaman almaktadir.

Boylelikle bu nanopartikiillerin ilag sakinimi daha kontrollii ve uzun siireli olabilmektedir.

@)

HO 0

CH

3

Sekil 2.2:PLGA yapisal formiilil.

PLGA nanopartikiilleri hiicre icerisine pinositoz veya klatrin destekli endositoz yontemleriyle

girebilirler. Girig yaptiktan kisa bir siire sonra endo-lizozomdan kagarak sitoplazmaya gegerler.

Nanopartikiillerin yiizey yiiklerinin katyonik yiik olmas1 nanopartikiile hiicreye giriste kolaylik
saplamaktadir. PLGAnin yiizeyi eksi ylikliidiir. Ama polietilen glikol (PEG) gibi molekiillerle
ylizeyin kaplanip yiizeysel ylikiin nétr veya art1 yiiklii olmasi saglanabilmektedir.

Nanopartikiiler tagiyici sistemler hazirlanirken ilact nanopartikiiliin merkezine yerlestirilebilir
veya yiizeyine baglanabilir. Dispersiyon polimerizasyonu nanopartikiil olustururken kullanilan
yaygin tekniklerden biridir. Bu teknik farkli metotlarla uygulanabilir. Bu metotlar temelde iki

asamadan olusur. Bunlardan ilki ve metotlar arasinda ortak olarak uygulanani bir emiilsiyon
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sistemi olusturmaktir. Bunu takip eden asama ise metotlar arasinda farklilik gostererek ilgili

metoda adin1 vermektedir (Dinarvand ve dig., 2011).

Tek veya cift emiilsiyon ¢o6ziicli buharlastirma yontemi Ozellikle suda ¢Ozlinen ilaglarin
nanopartikiile baglanmasi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu baglanma efektif olarak ¢if
emiilsiyon (su-yag-su) yontemiyle gerceklestirilmektedir. PLGA’ya insiilin yerlestirmek i¢in

ise kati-yag-su ¢ift emiilsiyonu kullanilmaktadir (Lii ve dig., 2009).

Emiilsifikasyon ¢oziicii diflizyonu metodunda ise organik ¢oziicii-su emiilsiyonu
kullanilmaktadir. Boylelikle bu metotta %70 oraninda kapsiilleme verimine ulasilabilmektedir
(Sadat Tabatabaei Mirakabad ve dig., 2014).

Emiilsifikasyon tersine tuzla ¢oktiirme yonteminde polimer ve ilag soliisyonu aseton ve tuzla
¢oktiirme ajaniyla beraber mekanik olarak karistirilarak su ile seyreltilir. Bunun sonucunda
ortaya ¢ikan nanopartikiiliin 1s1 uygulanmadan elde edildigi i¢in 1siya duyarh ilaglarin

nanopartikiile baglanmas1 konusunda avantajl bir sistemdir (Jung ve dig., 2000).

Nano ¢okeltme metodu ise tek adimda gerceklesen genellikle hidrofobik materyallerin

nanopartikiile eklenmesinde kullanilan bir metotdur (Dinarvand ve dig., 2011).
2.3.3 PLGA ile Tasman ilaclarin Kanser Uzerindeki Etkisi

Kanser tedavisinde giiniimiize kadar ¢esitli metotlar uygulanmistir. Bu amagla ameliyat ile ilgili
dokunun alinmasi, kemoterapi, radyoterapi ve immunoterapi gibi yontemler uygulanmaktadir.
Kemoterapi ilaglariin kétii yonii bu ilaclarin timor dokusuna spesifik olmayip diger doku ve
organlar1 da etkilemesidir (Teicher, 2000). Nanopartikiillerin ila¢ tasiyici sistemler olarak
kullanilmasinda nanopartikiillerin ilgili dokuyu hedefleyebilmesi veya ilacin doku igerisine
gecisini kolaylastirdiklarindan saglikli dokuya gelecek hasarin daha az olmasi gibi 6zellikleri

onemli rol oynamaktadir (Mahapatro ve Singh, 2011).

PLGA nanopartikiilleri birgok kanser ilacinin taginmasinda kullanilan in vivo etkileri umut vaat
eden bir ila¢ tasima sistemidir (Kumari ve dig., 2010). Bu nanopartikiiller suda az ¢6zlinen ve
kararli olmayan ilaglart biyolojik ortamdan koruyarak onlarin kanser tedavisin deki etkilerini
artirmaktadirlar. Ayrica kendi ylizeyleri de farkli maddelerle kaplanarak tiimore 6zgili hale

gelebilirler.
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Paklitaksel mikrotiibiillerin ayrismasini1 onlara baglanarak engelleyen bir ilagtir. Boylelikle
mikrotiibiillerin dinamik yapisini sekteye ugratarak hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir. Bu
ilag birincil yumurtalik kanseri, meme kanseri ve kolon kanserinde etkilidir. Bu ilacin
dezavantaji1 ise sudaki ¢ozliniirliigiiniin az olmasidir. Bu noktada PLGA ile bu ilacin taginmasi
g0z Oniine alinmis ve paklitasel iceren PLGA tasiyici sistemler gelistirilmistir (Mu ve Feng,
2003).

Vinkristin siilfat kansere karsi etkili olmasina ragmen bazi kanser tiirlerindeki P-glikoprotein
bu ilacin tiimdr hiicrelerine girerek etki gdstermesini engellemektedir. PLGA ile tasinan
vinkristin siilfat ise tiimor hiicresine girerek burada etki gosterebilmektedir (Song ve dig.,
2009).

Sisplatin DNAy1 birbirine farkli sekillerde baglayarak mitotik hiicre boliinmesini engelleyen
bir ilagtir. Bu ila¢ sadece kanser hiicrelerinde degil diger hiicrelerde de benzer etkiye neden
oldugu icin toksisitesi ¢ok yiiksektir. PEG ile kapli PLGA nanopartikiiliine ytiklii sisplatin
kanser hiicrelerini daha rahat hedefleyebilmekte ve yan etkileri azalmaktadir (Dinarvand ve
dig., 2011).

Etoposid topoizomeraz II’yi inhibe eder. Ayrica hiicre igindeki redoks resksiyonlarinin
aktivasyonlarini saglayarak DNAya hasar veren bazi iiriinlerin ortaya ¢ikmasina yardimer olur.
Boylelikle hiicrenin 6liimiine yol acar. Bu ilacin kanser iizerindeki etkisinin az olmasinin nedeni
ise ilacin biyolojik yar1 dmriiniin kisa olmasi ve kanser hiicrelerinin bu ilaca uzun siire maruz
kalamamasidir. PLGA igine yerlestirilen formu ise ¢ok daha uzun siire etki edebilmektedir

(Acharya ve Sahoo, 2011).

9-Nitrokamptotesin topoizomeraz I enzimi {izerinde etkili bir antikanser ilacidir. Bu ilacin
problemi ise pH’ya bagli olarak ¢ok hizli sekilde hidroliz olarak etkisiz formlarina
dontismesidir. PLGA ile tasindiginda ise kendi aktif formunu koruyabilmektedir

(Derakhshandeh ve dig., 2007).

Bir antrasiklin antibiyotik olan doksorubisin bir¢ok kanser tiiriine karsi son derece etkilidir.
Fakat kardiyotoksisiteye veya kan zehirlenmesine neden olabildiginden kullanimi kisithdir.
Fakat PLGA ile tasindiginda bu yan etki azalmakta ve daha verimli sekilde etki edebilmektedir
(Park ve dig., 2009).



17

Kurkumin eski ¢aglardan beri farkli uygarliklarda tip alaninda kullanilmaktadir. Bu ilacin en
bliyiik sorunun suda ¢oziintirliigiiniin cok az olmasidir. PLGA ile tasindiginda tlimore ulagmasi

ve tiimore etki eden kurkumin miktar1 artmaktadir (Shaikh ve dig., 2009).

Rapamisin klinik oncesi caligmalarda gogiis kanserine karsi limit vaat eden sonuglar
gostermistir. Ama klinik caligmalarda suda az ¢6ziinmesi, sadece timdrleri hedefleyememesi
ve doza bagl toksisite gibi konular nedeniyle klinik Oncesi caligmalarda gosterdigi etkiyi
gosterememistir. Bu nedenle PLGA gibi nanopartikiiler sistemlerle taginan rapamisin daha fazla

etkili olmus ve yan etkilerinde azalmaya rastlanmistir.
2.3.4 PLGA-Indometasin

Indometasinin suda az ¢dziinmesi ve %90 oraninda kandaki proteinlere bagl olmasi nedeniyle
nanopartikiiler tasiyici sistemlerle taginmasinin tedavi i¢in gereken indometasin miktarini
azaltacagi ve hiicre igine gegisi artiracagi bilinmektedir. Daha dnce yapilmis ¢alismalarda
nanopartikiiler tastyici sistemlerle tasinan indometasinin beyindeki tlimorler i¢in timit verici bir

tedavi sekli olabilecegi gosterilmistir (Bernardi ve dig., 2009).

PLGA igeren farkli bir nanopartikiiliin olan poli-I-laktik asit/polilaktik-ko-glikolit (PLLA-
PLGA) nanopartikiiliin iizerine indometasin emdirilmesiyle olusan ilagli nanopartikiil tasiyici

sistemin akciger kanseri hiicre hattinda etkili olabilecegi gosterilmistir (Kang ve dig., 2008).

Kanser disinda indometasin yiiklii PLGA nanopartikiiler tasiyici sistemin deriden gecisini ve

hiicrelere niifuzunu gosteren galismalar bulunmaktadir (Takeuchi ve dig., 2017).

Farkli calisma ve arastirma sahalarinda uygulanan PLGA-indometasin nanopartikiiler tasiyict

sistemi bir¢ok ¢alisma ve tedavi i¢in umut vaat etmektedir.



18

3. MALZEME VE YONTEM

3.1 PLGA NANOPARTIKULLERININ OLUSTURULMASI

PLGA ve indometasin yliklii PLGA nin sentezi i¢in manyetik karigtirici lizerinde 25 mg PLGA
(poli(laktik-ko glikolik asit) 50:50 (PolyScience) igeren 1 mL dimetil siilfoksit(DMSO) ve 6
mg indometasin oda sicakliginda 1 saat boyunca 200 rpm de karigtirildi. Boylelikle ortaya ¢ikan
organik faz, PVA (Sigma-Aldrich) oran1 %1 olan sulu ¢6zeltiye dakikada 5 mL akis hiziyla
eklenerek bir siispansiyon elde edildi. Bu silispansiyonun 6 dakika boyunca %30 siddetinde
sonikasyona maruz birakilarak enkapsiilasyon islemi tamamlandi. Uretimi tamamlanan
indometasin yiiklii nanopartikiilleri elde etmek i¢in 14000 rpm de 30 dakika boyunca santrifiij
edildi. Elde edilen iirliniin safligin1 artirmak i¢in 3 defa daha suda dagitarak 14000 rpm de
santrifiij edildi. Uriin dondurularak kurutuldu ve +4°C’de saklamaya birakildi. indometasin

icermeyen PLGA nanopartikiilleri i¢in ise islem indometasinsiz olarak gergeklestirildi.

Nanopartikiillerin ¢esitli 6zellikleri farkli cihazlar tarafindan tespit edildi. Fiziksel
ozelliklerinin tayini i¢in DLS (Dinamik Isik Sagilimi, Malvern Nano ZS90), kimyasal
ozellikleri i¢in FTIR (Fourier Dontisimli Kizilotesi Spektroskopisi, Agilent Cary 630),
indometasin miktar ve salinim 6zellikleri i¢in UV-VIS (Ultraviyole Goriiniir Spektroskopsi, PG

Instrument) kullanildi.
3.2 HUCRE KULTURU

U-87 MG hiicre hattt Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii
laboratuvarlarinda alinip Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi laboratuvarlarinda alt
kiiltiirlenmesi gerceklestirildi. Hiicrelerin alt kiiltiirlenmesinde DMEM/High Glucose (Thermo
Fisher Gibco 11965092) medyasi1 kullanildi. Kullanilan bu medyaya %10 oraninda fetal sigir
serumu (FBS; fetal bovine serum) ve %1 oraninda antibiyotik (streptomisin (100U/mL)-
penisilin (100 pg/mL)-amfoterisin B (0,25pug/mL)) eklendi. Alt kiiltirlenme sirasinda T75
hiicre kiiltiirti flasklarina (NEST T75 708001) yiizeyin yaklasik %30’unu kaplayacak kadar bir
onceki kiiltiirden eklendi ve 13 mililitre(mL) hazirlanan medyadan eklenerek %95 nemlilik, %5
karbondioksit (CO2) igeren 37°C sicaklik saglayan inkiibatérde (NUVE) T75 hiicre kiiltiirii
flaskinin yiizeyinin %90-%100 oraninda kaplayana kadar inkiibe edildi.
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Hiicrelerin pasajlanmasi veya deneyler i¢in farkli hiicre kiiltiirii kaplarina alinmasi sirasinda
oncelikle T75 hiicre kiiltiirii kabindaki medya uzaklastirildi. Daha sonra 5 mL tuzlu fosfat
tamponu (PBS; Phosphate Buffered Saline) ile hiicreler yikandi ve PBS uzaklastirildi. Hiicre
kabmma 4mL %0,2’lik Tripsin ve %0.04’lik EDTA karigimi eklenerek hiicrelerin ylizeyle
baglantis1 kesilinceye kadar (yaklasik 2 dakika) inkiibatoriin icerisine konuldu. inkiibatérden
¢ikarilan hiicrelerin tizerine 4mL medya eklenerek tripsin karigiminin hiicreler tizerindeki etkisi
dolayli olarak engellendi. Soliisyon 15mL’lik falkon tiiplere aktarildi ve 1300rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilerek hiicrelerin pellet olusturmasi saglandi. Daha sonra siipernatant
uzaklastirildi ve pellet 1 mL medyada ¢ozdiiriildi. T75 hiicre kabinin %30 yiizeyini dolduracak
kadar hiicre yeni T75 hiicre kabina aktarilarak inkiibatore kaldirildi.

3.3 HEMOSITOMETRIK HUCRE SAYIMI

Boliim 3.2’deki hiicre pelleti 1 mL medyada ¢ozdiiriildiikten sonra 5 pL soliisyon 5 plL tripan
mavisi ile karistirildiktan sonra tripan mavisinin 6lii hiicreler icerisine girmesi beklendi
(yaklasik 1 dakika). Daha sonra 10pL’lik soliisyon Neubauer lami iizerine konulup mikroskop
altinda ilgili bolgelerdeki canli hiicreler sayildi. 1mL’deki canli hiicreler Nx10* formiiliiyle

hesaplandi. (N= ilgili alanda sayilan canli hiicre say1s1)
3.4 SITOTOKSISITE ANALIZLERI

Indometasin yiiklii PLGA ve indometasinin U-87 MG insan hiicre hattindaki toksik etkisi MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum] yontemi kullanarak belirtildi. Bu yontem igin 96
kuyulu hiicre kaplarma her bir kuyuya 10* hiicre gelecek sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin
ylizeye tutunmasi ve morfoloji olugturmasi i¢in bir giin beklendi. Daha sonra 200 uM, 100uM,
50uM, 25uM, 10uM konsantrasyonlarinda indometasin igeren indometasin yiikli PLGA
soliisyonu ve 200uM, 100uM, 50uM, 25uM, 10uM dozlarinda indometasin soliisyonu 4 saat
boyunca uygulandi. Bu siire sonunda mevcut medya taze medya ile degistirilip inkiibatore
konuldu ve belirli araliklarla 6l¢tim alindi. Her doz 4 tekrar olacak sekilde uygulandi. Bunun
yaninda saf indometasin icin 4 saat sonra medya degistirerek ve herhangi bir sekilde medya
degistirilmeden 1uM ve 2000uM arasinda degisen dozlarla 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonuclari
alind1. Ol¢iim i¢in medya ortamdan uzaklastirildi ve her kuyuya 30 pL MTT soliisyonu (PBS

icerisinde 5 mg/mL) ilave edildi. 3 saat boyunca hiicrelerin formazan kristalleri iiretmesi
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beklenildi. 3 saat sonunda 150 uL DMSO eklenerek formazan kristallerinin ¢oziinmesi sagland1

ve 590 nm dalga boyunda spektrometrede 6lgiim alindi.
3.4.1 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Boliim 3.4°teki sonuglar degerlendirildikten sonra 200uM indometasin i¢eren plga-indometasin
(795 pg/mL plga-indometasin soliisyonu), 100uM indometasin i¢eren plga-indometasin (397,5
ug/mL plga-indometasin soliisyonu), 200uM indometasin ve 100uM indometasin i¢eren dozlar
belirlendi. Kontrol i¢in ise normal medya kullanildi. Bu dozlarin Boliim 3.2°de belirtilen sekilde
hiicre pelleti olusturduktan ve Boliim 3.3’te belirtildigi sekilde sayim islemin yapildiktan sonra
ilgili miktarlarda hiicre kaplarina ekilen U-87 MG insan hiicre hatt1 hiicreleri 4 saat boyunca
ilgili doza maruz birakildiktan sonra taze medya uyguladi ve toplamda 48 saatin sonunda

hiicreler toplanarak gerekli incelemeler yapildi.
3.5 HUCRELERIN DONDURULMASI

Hiicrelerin herhangi bir olumsuzluga kars1 stoklanip yeniden kullanilabilmesi i¢in hiicreler -
80°C’de donduruldu. Bu islem i¢in Boliim 3.1.”de bahsedildigi gibi hiicre pelleti olusturuldu ve
stipernatant uzaklastirildi. 900 pL medya ve 100 uL. DMSO eklenerek pipetaj yapildi ve
dondurma tiipiine alindi. Daha sonra igerisinde 2-propanol bulunana ve hiicrelerin dakika 1°C
sogumasinin saglaya kabin icerisine alind1 ve igerisine konarak -80 dolabma (Nuve™ DF490)
alindi. 4 saat sonra bu kaptan alinan hiicreler — 80°C dolabin igerisinde uygun bir boliime

kaldirildi.
3.6 RNA iZOLASYONU

RNA izolasyonu i¢in ‘Invitrogem™ PureLink™ RNA Mini Kit 12183018A" kiti kullanild: ve
kit ile gelen protokol takip edilerek RNA izolasyonu gerceklestirildi. izolasyon sonucunda elde
edilen RNA nin konsantrasyonu ‘Shimadzu™ BioSpec-Nano’ nanodrop cihazi kullanilarak
tespit edildi. RNA’nin miktarin1 saf bir sekilde belirlemek igin RNA’nin i¢inde bulundugu
niikleaz icermeyen su makineye tanitildi. Daha sonra elde edilen RNA soliisyonu makineye
tanitilarak RNA’nin konsatrasyonu 6grenildi. RNA’nin safligin1 anlamak i¢in 260nm/280nm

ve 260nm/230nm oranlar1 kontrol edildi.
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3.7 CDNA OLUSTURULMASI

Boliim 3.5.°de elde edilen RNA kullanilarak ¢cDNA olusturuldu. Bunun igin ‘Nepenthe™
cDNA Synthesis Kit NP041011610° kiti kullanild1 ve kitte belirtilen bilesenler ve program
takip edildi. Gerekli bilesenlerin miktar1 ve program sirasiyla Tablo 3.1. ve Tablo 3.2. de
belirtilmistir. Reaksiyon ‘SimpliAmp™ Thermal Cycler A24811° kullanilarak gergeklestirildi

Tablo 3.1: cDNA reaskiyonunun bilesenleri.

Bilesenler Hacim/Miktar

Kalip RNA 2ug

Tampon Karisimi(2X) 10pL

Enzim Karigimi 2ulL

dH,0 Toplam 20 pL olana kadar tamamlandi.

Tablo 3.2: cDNA reaksiyon kosullari.

Sicakhik Zaman
25°C 10 dakika
47°C 60 dakika
85°C 10 dakika
4°C Sonsuz

3.8 GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU ANALIZi

Boliim 3.6.’da elde edilen ¢cDNA kullanilarak apoptoz ile iligkili BAX, BCL2 ve CASP3
genlerinin ifadesini tespit edebilmek i¢in Sybr Green (Nepenthe™ 2* SYBR Green Real Time
PCR Master Mix NP041010210) ve ilgili primerler kullanilarak ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu gergeklestirildi. Reaksiyonun bilesenleri ve reaksiyonun kosullar1 Tablo 3.3.
ve Tablo 3.4.te sirastyla gosterilmistir. Reaksiyon ‘CFX96™ Touch Real-Time PCR Detection
System’ kullanilarak gerceklesti
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Tablo 3.3: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu bilesenleri.

Bilesenler Hacim/Miktar

2X Master Karigim 10 uL

Birinci Primer 0.5uL

Ikinci Primer 0.5uL

Kalip DNA 100 ng

dH.0 20 pL oluncaya kadar tamamlandi.

Tablo 3.4: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu kosullari.

Sicakhik Zaman

94°C 1 dakika

95°C 15 saniye

58°C (35 tekrar) 30 saniye

72°C 60 saniye

72°C 5 dakika
3.9 PROTEIN IZOLASYONU

48 saatin sonunda toplanan hiicreler protein izolasyonuna kadar -80°C’lik dolapta saklandi.
Protein izolasyonu i¢in ise 4°C’lik Radyoimmiinopresipitasyon deney tamponu (RIPA)
toplanan hiicrelerin miktarina gére 100 ile 150 pL arasinda hiicrelerin {izerine eklendi. Hiicrenin
tamamen pargalanip proteinlerin ortaya c¢ikmasi igin Oncelikle hiicreler 1 mL olan
enjektorlerden gegirildi. Sonrasinda ise ultrasonik su banyosuna ve buza konuldu. Daha
sonrasinda ise 4°C de 20 dakika ve 20000 rpm de santrifiij edildi. Supernatant farkli bir tiipe
transfer edilerek bir sonraki isleme kadar -80°C’lik dolapta saklandi. Protein konsantrasyonu
SMART™ BCA Protein Assay Kit’i (iNtRON Biotechnology) kullanilarak ve iiretici

tarafindan saglanan protokole bagli kalinarak tespit edildi.
3.10 SDS-PAGE ELEKTROFORETIK ANALIZI

Sodyum Dodesil Siilfat(SDS)-poliakrilamid jel elektroforezi(PAGE) denatiire olmus

proteinlerin iki asamal1 bir jel iizerinde elektrik akimi etkisiyle yiiriimesini ifade etmektedir.
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Ayrilma jeli tablodaki igerikle hazirlanip mini jel elektroforez sistemi (Mini-PROTEAN® Tetra
Cell, Bio-Rad) igerisindeki camlar1 arasmna %80 diizeyine kadar doldurarak eklendi.
Polimerizasyon sirasinda havadaki baglantiyr kesmek i¢in 2-propanol ile geri kalan kismi
dolduruldu. Polimerizasyon gergeklestikten sonra 2-propanol uzaklastirildi ve geri kalan kisma
yukleme jeli dokiilerek taraklar yerlestirildi. Jel kati hale geldikten sonra sistemin gosterdigi
miktarda tampon ¢ozeltisi sisteme eklendi ve taraklar ¢ikarildi. 30 pug 6rnek proteini yiikleme
tamponu ile karistirildiktan sonra 5 dakika boyunca kaynatildi. ilk kuyuya Protein marker
karisimi (Pierce® Blue Prestained Protein MW Marker Mix, Thermo Scientific 266121)

eklendi. Diger kuyulara kaynatilan oOrnekler eklendi ve 200 voltajda elektroforez

gerceklestirildi.
Tablo 3.5: SDS-PAGE igin hazirlanan ¢6zeltiler.

Cozeltiler Bilesenler

Ayirma Jeli (%10 Akrilamid) Tris-HCI (1.875 M, pH:8.8) 1mL
dH20 2.262 mL
%30 Stok Akrilamid Soliisyonul.662 mL
%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) 50 puL
%10 Amonyum persiilfat (APS) 25 uL
TEMED 1.75 uL

Yikleme Jeli (%5 Akrilamid) Tris-HCI (0.6 M, pH:6.8) 250 uL
dH:0 1.875mL
%30 Stok Akrilamid Soliisyonu 337.5 puL.
%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) 25 pL
%10 Amonyum persiilfat (APS) 12.5 uL
TEMED 3.5uL

Yiirtitme Tamponu (pH 8.3) Trizma Baz (25 mM) 3.03¢g
Glisin (192 mM ,AppliChem A1067) 1449
SDS (%0.1) lg
dH.0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

Ormnek Yiikleme Tamponu 0.6 MTris-HCI Tamponu (pH 6.8)
5mL
SDS 1g
Gliserol (Sigma-Aldrich G5516) 10 mL
B-Merkaptoetanol (AppliChem A1108) 0.25 mL
Bromo-fenol mavisi (%0.5 (w/v)stok,Merck 108122)
5mL
dH0 ile son hacim 50 mL’ye tamamlandi.
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3.11 WESTERN BLOTLAMA

SDS-PAGE ile jel iizerinden birbirinde ayrilan proteinler elektroblot metodu ile [Wet/ Tank
Blotting System (Bio-Rad)] polivinilidin difloriir (PVDF) membranina aktarildi. Bu aktarim
icin Oncelikle jel boyutunda PVDF ve filtre kagitlar1 kesildi. Kesilen PVDF 30 saniye i¢in
metanol igerisinde bekletildi. Daha sonra 2 kat filtre kagidi aralarinda jel ve PVDF olmak
sarttyla transfer tamponuna 20 dakika yerlestirilerek sistemin nemlenmesi sagladi. Sandvig
sistemine yerlestirilip tank igerisine tampon ¢ozelti ile konulan bu katmanlar 90 dakika boyunca
uygun voltaja maruz birakildi. Transfer sonrasinda membran antikorlarin rastgele yapismasini
engellemek i¢in yikama tamponu olan TBST igerisinde hazirlanmis %5 oraninda yagsiz siit
tozu (Fluka 70166) icerisinde bekletildi. Daha sonrasinda ayni siit soliisyonu igerisine primer
antikor eklenerek membrane bu soliisyon icerisinde 1 gece +4°C’de bekletildi. Membranin
yikanmasi i¢in 4 defa 15 dakika siireyle TBST ile calkalandi. Daha sonra sekonder antikorlar
ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilen membran TBST ile tekrardan 4 defa ve 15 dakika
stireyle yikandi. ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham RPN2133)
tarafindan saglanan A ve B soliisyonlariyla protokole uygun olarak muamele edilen membran
iki seffaf asetat kagidi arasina yerlestirilerek membran goriintiileme cihazi (ChemiDoc MP,
Bio-Rad) i¢inde goriintiilendi. Ayn1 membrandan tekrardan goriintii alabilmek i¢in “stripping”
islemi ile antikorlar membrandan uzaklastirildi. Boylece diger antikorlar i¢in yenide blotlama

imkani olustu. Ortaya ¢ikan sonuglar ImageLab 5.2.1 programu ile analiz edildi.

Tablo 3.6: immiinolojik analizler i¢in hazirlanan ¢ozeltiler.

Soliisyonlar Icerikleri
Stripping Tamponu %10’luk SDS ¢ozeltisi 20 mL
0.6 M Tris-HCI (pH:6.8) tamponu 10 mL
B-merkaptoetanol 0.8 mL ve Ultra saf su 70 mL
Yikama Tamponu Trizma-Baz (20 mM, pH: 7.5) 2424
NaCl (150 mM) (Merck 106400) 8.77¢
Tween-20 (%0.1) 1mL  ve dHO ile 1L'ye tamamlandu.
%35°1ik Yagsiz Siit Soliisyonu Yagsiz siit tozu (Sigma 70166) 5¢
Son hacim 1X yikama soliisyonu ile 100 mL’ye tamamlandi.
Transfer Tamponu Trizma-Baz (25mM, Sigma T1503) 3.03¢g
Glisin (192 mM, AppliChem A1067) 1449

Metanol 200 mL dH:0 ile 1L ye tamamland1
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Tablo 3.7: Kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Antikor Saglayici Firma Kod Konak Hayvan Diliisyon
Anti-Caspase-3 pro | Proteintech 19677-1-AP Tavsan 1:1000
ve kesilmis form

Anti-Bax Proteintech 50599-2-1g Tavsan 1:1000
Anti-Bcl-2 Proteintech 12789-1-AP Tavsan 1:1000
Anti-p-aktin Novus NB600-501 Fare 1:5000
Anti-Tavsan IgG | g oior BA1050 Kegi 1:5000
Anti-Fare 1gG Boster BA1050 Kegi 1:5000

3.12 PLGA’NIN HUCRE ICINE GIiRiSININ SAPTANMASI

PLGA nanopartikiilleri floresan Rhodamine B (Rod B) ile isaretlenmis ve bu nanopartikiillerin
hiicre igerisine girdigi goriildii. PLGA’nin Rod B ile isaretlenmesi i¢in 5000 ppm igeren Rod B
sollisyonu ile 24 saat inkiibe edildi. Sonrasinda soliisyon 3 defa metil hidroksit ile yikandiktan
sonra 9000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Distile suda bulunan ¢ékelti dondurarak

kurutma yontemiyle sudan arindirilarak vakum kurutucularinda sakalandi.

PLGA’nin hiicre igine girisini gozlemlemek igin 5x10% hiicre 96 kuyulu hiicre kaplarina
ekilerek ylizeye tutunmasi ve morfoloji olusturmasi i¢in 1 giin inkiibe edildi. Rod B isaretli
PLGA nanopartikiilleri distile suda konsantrasyonu 1mg/mL olacak sekilde ¢ozdiirtildii.
Hiicreler iizerinde kullanamdan 6nce medya ile 250pg/mL konsantrasyonuna seyreltildi. Daha
sonra hiicreler 37°C’de 1 saat slireyle isaretli PLGA soliisyonuna maruz birakildi. 1 saat
sonunda hiicreler PBS ile yikandi ve hiicre ¢ekirdegini boyayan Hoechst 33 342 boyasi ile
boyandi. Fazla boyadan kurtulmak igin PBS ile yikanan hiicreler floresan mikroskop (Olympus

IX71, Olympus DP72 camera) altinda goriintiilendi.
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3.13 ISTATISTIKSEL ANALIZLER

RT-PCR ve western blotlama tekniklerinden elde edilen veriler RNA ve protein verileri kendi
aralarinda istatistiksel olarak karsilastirildi. GraphPad Prism v9.5 yazilimi kullanilarak deney
sonuclarinin kontrole gére anlamli sonug olusturma durumu t testi kullanilarak saptandi. p<0,1

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 PARTIKUL BOYUTU VE ZETA POTANSIYELi ANALIZLERI

Nanopartikiillerin fiziksel 6zelliklerinin saptanmasi i¢in DLS analizi gerceklestirildi. IND-
PLGA ve PLGA nanopartikiilleri 25°C deki suda 0,25 mg/mL konsantrasyonunda ve 90°
sacilim ile test edilmistir. Sekil 4.1°de nanopartikiil sonuclart gosterilmistir. Bu sonuglara gore
ortalama PLGA ve IND-PLGA nanopartikiillerin boyutlari 148 nm ve 160,6 nm olarak
belirlenmistir. Heterojenlik indisi (PDI) de DLS analizleri sonucunda tespit edilen
nanopartikiiller IND-PLGA i¢in 0.23 ve PLGA i¢in ise 0.15’dir

25
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Sekil 4.1: Sentezlenen nanopartikiiller i¢in DLS analizleri ile ortalama nanopartikiil boyutlar1 ve PDI
degerleri.
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Sekil 4.2°de sentezlenen nanopartikiillerin Zeta potansiyeli analiz sonuglar1 gosterilmistir. Bu
sonuglara gére IND-PLGA igin Zeta potansiyeli -20,9 mV olarak PLGAigin ise -23.9 mV

olarak belirlenmistir.

-20,9 mV PLGA NP

Zeta Potansiyeli (mV)

IND-PLGA NP

Zeta Potansiyeli (mV)

Sekil 4.2: PLGA ve IND-PLGA nanopartikiillerinin Zeta Potansiyeli degerleri.

4.2 FTIR ANALIiZLERI

Sentezlenen nanopartikiillerin kimyasal yapilarini tespit etmek i¢in yapilan FTIR analizlerinde
1712 cm-! ve 1692 cm™ gerceklesen titresimler IND yapida bulunan C=O titresimlerine

! ve 1140 cm? yapida bulunan aromatik halka

atfedilmistir bunun yaninda 1180 cm’
titresimlerine, 1032 cm-1 titresimleri ise yeniden IND yapisinda bulunan O-H titresimlerine

atfedilmistir. PLGA nanopartikiilii i¢in yapilan analizde ise 1750 cm™’de bulunan titresimler
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yapida bulunan ester baglarmin C=0 titresimlerine atfedilmistir. 1420 cm™ ve 1350 cm™*’de
bulunan titresimler ise -CH2 ve -CH(CH3) biikiilme titresimlerine atfedilmistir. Bunlarin
disinda 1170 cm™ ve 1085 cm™’de bulunan pikler ise C-O titresimleriyle iliskilendirilmistir.
Indometasin iceren PLGA nanopartikiillerinde ise 2972 cm™ ve 2930 cm™ ‘deki C-H gerilim
titresimlerinin sadece saf IND de degil aynm1 zamanda IND-PLGA yapisinda da bulundugu
goriilmektedir. Ayrica 1750 cm™®’de PLGA’nin yapisinda bulunan pikin de IND-PLGA
sonuclarinda goriilebilecegi gosterilmistir. Sekil 4.3’teki sonuglar bu sekilde ele alindiginda

indometasinin enkapsiilasyon isleminin basariyla gerceklestigi gosterilmektedir.
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Sekil 4.3: indometasin, PLGA, IND-PLGA i¢in FITR grafikleri.

4.3 IND-PLGA SALIM OZELLIKLERININ INCELENMESI

Sentezlenme sirasinda saklanan siiziintii analiz edildiginde IND-PLGA nanopartikiiliiniin
kiitlece %9 indometasin igerdigi tespit edilmistir. Salinim ¢aligmalar1 i¢in PBS igerisindeki saf

indometasinin kalibrasyon egrisi olusturulmustur ve bu egri standart kabul edilerek salinim
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arastirilmistir. Bu kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda ve salinim deneyinin geri kalaninda
miktar tayini T80+ UV/VIS model Spektrofotometre cihaz ile gergeklestirilmistir. Sekil 4.4’te

kalibrasyon egrisi gosterilmistir.

0,18

= IND (PBS 7.4)

0,16 y =0,0087x + 0,0018
R?=0,9947

(320nm) 0,14 -+

e e

— —
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Sekil 4.4: indometasin i¢in olusturulmus kalibrasyon egrisi.

Saf IND ve IND-PLGA’dan indometasin salinim1 7 saat boyunca incelenmis ve saf IND i¢in 4
saat igerisinde salinimin %80 kadarinin gerceklestigi saptanmistir. 7 saatin sonunda ise %90
kadar salinim gergeklesmis bulunmaktadir. IND-PLGA ig¢in ise 4 saat sonunda nanopartikiiliin
yapisinda bulunan %72,5 indometasin yapidan ayrilmistir. 7 saatin sonunda ise bu miktar

%380’e ¢ikmaktadir. Bu veriye ait analizi Sekil 4.5’te gorebilirsiniz.
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Sekil 4.5: IND ve IND-PLGA'nin zamana bagli IND salimlari.

4.4 SITOTOKSISITE ANALIiZLER

Indometasinin, PLGA’nin ve indometasin yiikli PLGA’nin U-87 MG insan glioblastoma

hiicreleri lizerindeki 4 saatlik maruz kalma etkisinin 24, 48 ve 72 saatlik MTT deneyi sonuglari

Sekil 4.6’da gosterilmistir. Bu sonuglar 1s1¢inda indometasinin ve PLGA’nin ciddi bir toksik

etkisi gdzlemlenmezken IND-PLGA nanopartikiilleri 6nemli oranda oldiiriiciiliik gdstermistir.

Sonuglarin birbiri ag¢isinda anlamli olabilmesi i¢in saf indometasin ve IND-PLGA esit miktarda

indometasin konsantrasyonu icermektedir. Bunun sonucunda 48 saatlik sonuglarda IND-PLGA

uygulanan kanser hiicrelerin canliligi %55°e diismekteyken PLGA veya saf IND anlamli bir

toksisite gosterememektedirler. Bundan sonraki deneylerde %55 canliliga neden olan IND-

PLGA (200uM indometasin) konsantrasyonu ve %80 canliliga neden olan IND-PLGA (100uM

indometasin) baz alinarak deneyler gerceklestirilmistir.

U-87MG Hiicre Hatt1
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Sekil 4.6: Farkli doz ve siiredeki IND, PLGA ve IND-PLGA’nin MTT deneyi sonuglari.
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Sekil 4.6’da sol taraftaki grafikte 24 saatlik sonuglar gosterilmistir. Ortadaki grafikte 48 saatlik

sonuglar gosterilmistir. Sagdaki grafikte 72 saatlik sonuglar gosterilmistir.

Bunun haricinde saf IND 4 saatlik etkisinin normal etkisine gére durumunu kiyaslamak i¢in 1
uM ve 2000 uM arasinda degisen dozlarda farkli zaman araliklariyla toksisitesi 6l¢iilmiistiir.
Bunun sonucunda saf IND 4 saatlik etkisinin normal etkisine gore anlamli derecede azaldig: t

testi kullanilarak gosterilmistir. Sekil 4.6’dan bunun sonuglar1 gézlemlenebilir.
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Sekil 4.7: IND 4 saatlik ve normal etkisinin zamana ve doza bagl etkisi.
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Sekil 4.7°de (A) grafigi 4 saatlik ve normal uygulamanin 24 saatlik etkisini gostermektedir. (B)
grafigi 4 saatlik ve normal uygulamanin 48 saatlik etkisini gostermektedir. (C) grafigi 4 saatlik
ve normal uygulamanmn 72 saatlik etkisini gostermektedir. (*) aym dozdaki iki farkli

uygulamay1 kiyaslamak i¢in kullanildi.

4 saatlik uygulamada sadece 72 saat sonunda ICso dozu elde edilebilmistir. Tablo 4.1°de bu

konuda veri bulunmaktadir.

Tablo 4.1: 4 saatlik IND-PLGA ve saf IND uygulamasinin IC50 degeri.

1Cso degeri (nM)
IND/PLGA NP IND
. PLGA NP Sensitive

Analiz zamani . . . .
v . . iskeleti indeksi

(NP icinde IND) (Serbest IND)

24 saat - -
U-87MG 48 saat - - - -

hiicre hatt1 72 saat 146.26 + 3.44 1641.30 + 3.38 - 11.22

4.5 GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU ANALIZLERIi

IND-PLGA ’nin hiicre 6liimiine neden oldugunu gdrdiikten sonra bu 6liim mekanizmasinin ne
sekilde tetiklendigini kesfetmek i¢in apoptoz belirteglerinin gen ifadesi diizeyinde degisikligine
bakilmistir. Bu amacgla BAX, BCL2 ve CASP3 genlerinin RNA diizeyinde ifadeleri RT-PCR
metoduyla incelenmistir. Bu arastirmanin sonucunda apoptoz baslatici genleri ifadesinde artig
ve apoptoz onleyici genlerin ifadesinde diisiis gozlemlenmistir. GAPDH geni ise kontrol olarak
kullanilmistir. Farkli gen ifade diizeylerinin kontrol ile ve kendi aralarindaki farkliliklar t testi
kullanilarak anlamli sekilde ifade edilmistir. Istatistiksel olarak bu farkliliklar Sekil 4.7°de
belirtilmistir.
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Sekil 4.8: Farkli dozlardaki PLGA, IND ve IND-PLGA ’nim apoptoz {lizerindeki etkisi.

Sekil 4.8°de (A) ile belirtilen k grafikte BAX geninin RNA diizeyindeki ifadesindeki degisiklik
gosterilmigstir. (B) kisminda ise BCL2 geninin RNA diizeyindeki ifadesindeki degisiklik
gosterilmigtir. (C) kisminda ise CASP3 geninin ifadesindeki doza bagh degisiklik

gosterilmistir. (D) kisminda ise BAX/BCL2 oraninin doza ve ilacin uygulanma sekline bagl
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oralar etkisindeki de§isim gosterilmistir. Grafiklerdeki damga gosterimi * kontrole gore, #
IND100 ve PLGA + IND 100 gére, & IND200 ve PLGA + IND 200 gore, Y iki grup arasini

kiyaslamak i¢in kullanilmistir.

4.6 HUCRE OLUM YOLAGININ PROTEIN SEVIYESINDE ANALIZi

IND, PLGA ve IND-PLGA’’nin apoptoz tizerindeki etkisini protein seviyesinde de test etmek
icin western blotlama deneyi yapilmistir. 200uM ve 100uM indometasin i¢eren IND-PLGA,
saf 200uM ve 100uM indometasin, bos PLGA ve kontrol sonuglari elde edilerek ilgili sonuglar

kontrole gore normalize edilmistir.

Bu deney sonucunda 200uM ve 100uM indometasin igeren IND-PLGA nin hiicreler iizerinde
apoptoza baslatici genlerin (Bax) ifadelerinde artisa neden oldugu bulunmustur. 200uM
indometasin iceren PLGA’nin 100uM igeren PLGA’ya gore ¢ok daha fazla Bax proteinni ifade
ettigi saptanmistir. Ayrica saf indometasin ile indometasin igeren PLGA arasinda Bax geninin

ifadesinde ciddi farklilik oldugu gosterilmistir.

200uM ve 100uM indometasin igeren IND-PLGA’nin hiicreler iizerinde apoptoz oOnleyici
genlerin (Bcl2) ifadelerin azalisa neden oldugu gosterilmistir. 200uM indometasin iceren
PLGA’nin 100uM igeren PLGA’ya gore ¢ok daha az Bcl2 proteinni ifade ettigi saptanmustir.
Ayrica saf indometasin ile indometasin i¢ceren PLGA arasinda Bcl2 geninin ifadesinde ciddi
farklilik oldugu gosterilmistir. Artis ve azalislarin anlamli olarak kontrolle ve birbirleriyle
iliskileri t testi kullanilarak saptanmistir. Sekil 4.8’de bu anlatim diizeylerindeki farkliliklar:

gostermektedir.
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Sekil 4.9: Hiicre 6liim yolag1 belirte¢ proteinlerinin western blotlama sonuglari.

Sekil 4.9°da (A) Farkli 6liim yolagi proteinlerinin western blotlama sonuglarini gostermektedir.
(B) Kaspaz-3 proteinin ifadesini ve p19/17 olusumunu gostermektedir. (C) Bax proteininin
ifadesinin uygulanan dozlara ve maddeye gore degisimini gostermektedir. (D) Bcl-2 proteininin
ifadesinin uygulanan dozlara ve maddeye gore degisimini gostermektedir. (E) Bax proteininin
ifadesinin / bcl-2 proteinin ifadeine olan oranin gdstermektedir. * kontrole gore, # IND100 ve
PLGA + IND 100 gére, & IND200 ve PLGA + IND 200 gore, Y iki grup arasini kryaslamak

i¢cin kullanilmistir.
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4.7 PLGA’NIN HUCRE iCERISINE GIRMESI

PLGA nin hiicre igerisine girisini gdzlemlemek i¢in Plga nanopartikiilleri Rod B ile isaretlendi
ve 1 saat boyunca hiicreye niifuz etmesi saglandi. Ayrica hiicre ¢ekirdegini boyayan farkli bir
boya ise isaretlenmis PLGA nin hiicre igerisine girmesi teyit edilmistir. Bu isaretin ve boyanin

goriintiisii floresan mikroskop ile almmustir. ilgili goriintiiyii Sekil 4.9°da goriilebilmektedir.

Hoechst 33342 Rhodamine B Merge

U-87MG

Sekil 4.10: PLGA ’nin hiicre igerisine girisi.

Sekil 4.10’da sol taraftaki fotografta hiicre ¢ekirdegi Hoechst 33342 ile boyanmis hiicreler
goriilmektedir. Ortada ise sadece Rod B ile isaretlenmis hiicreler goriilmektedir. Sag tarafta ise
soldaki ve ortadaki resmin birbiri {lizerine gecirilmis halidir. Boylelikle PLGA nin hiicre

icerisine girebildigi bulunabilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Nanopartikiiller biyoteknolojinin bir¢ok alaninda kullanilabildigi gibi ila¢ tasiniminda da
kullanilmaktadirlar. Ozellikle tasmacak ilacin viicuttaki normal dokuya zarar verebilecek
durumda olmas1 veya ilacin normal sartlarda hedeflenen dokuya ulagamayacak olmasi bu

konuda nanopartikiilleri ¢ok uygun tasiyici sistemler yapmaktadir.

Indometasin kan igerisinde diisiik ¢dziiniirliiliige sahip antiinflamatuar bir ilagtir. Bu ilacin
yuksek dozlarda kullanimi bazi rahatsizliklara neden olabildigi bilinmektedir. Bu nedenle
PLGA gibi FDA onayli bir nanopartikiille iletilmesinin iimit vaat edici olabilecgi
diisiiniilmistiir. Bu ¢aligmada ise indometasin yiiklii PLGA nin glioblastoma hiicreleri iizerinde

saf indometasine gore bir farklilik olusturup olusturmadi arastirildi.

4 saat igerisinde %72,5 indometasini ortama saldig1 i¢in saf indometasinle arasindaki farki
gorebilmek adina kanser hiicreleri IND-PLGA ve saf IND sadece 4 saat maruz birakildi. Bunun
sonucunda ise IND-PLGA nin kanser hiicrelerindeki 6ldiiriiciiliik agisindan saf indometasinden
cok daha 1yi oldugu sonucuna varildi. Deney sirasinda IND-PLGA’nin medya igerisinde %1
DMSO miktarin1 gegmeden ¢ozdiirtilmesi miimkiin olmadigindan 48 saatteki IC50 dozu yerine
indometasin miktarlar esitlenerek uygulanacak doz belirlendi. Boylelikle 200uM ve 100uM
indometasin igeren IND-PLGA konsantrasyonu deneyin geri kalaninda kullanilmistir. Ayrica
Uzun stireli yapilan IND sitotoksisite deneyinde ise IND normal uygulanmasinin yaninda 4

saatlik uygulanmasinin ¢ok daha az etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

IND-PLGA’nin hiicre 06liim yolaklarindan hangisini kullandigint bulmak i¢in apoptoz
belirteclerine bakildi. Hem RNA diizeyinde RT-PCR metodu ile hem de protein diizeyinde
apoptoza yol agan genlerin ifadesinin daha ¢ok oldugu sonucuna varilmustir. Ozellikle
BAX/BCL2 oraninin ¢ok yliksek olmasi sitokrom-C’nin mitokondriden sitoplazmaya ¢ikmasi

ve kaspazlar aktif hale getirecek bir dizi olayin baslatildigina isaret etmektedir.

Floresanla isaretlenmis PLGA ’nin hiicre igerisine kadar girebilmesi kanser hiicresinde olusan
etkilerin digsal veya farkli bir nedenden otiirii degil PLGA ile hiicre igerisine taginan
indometasin tarafindan yapildigin1 gostermektedir. Bu hiicre igerisine gegis genellikle
endositoz yoluyla olmakta ve olusan endozomdan kagarak sitoplazma igerisine biinyesindeki

ilacin salintmin1 gergeklestirebilmektedir.
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Literatiirde PLGA 1ile tasinan ilaglar farkli kanser tiirlerindeki etkileri arastirilmistir. Yapilan bu
arastirmalardan birinde kuersetin ilacinin PLGA ile tasinimi sonrasinda meme kanseri iizerinde
etkili oldugu sonucuna varilmistir. Suda ¢oziiniirliigii cok az olan kuersetinin PLGA ile taginimi1
sonrasinda ilgili kanser dokusunun hedeflene bildigi ve kuersetin saliniminin uzun siirelere
yayildig1 i¢in uzun siireli etki gostermesinin saglandig1 saptanmustir (Cetiner, 2023). ilacin
PLGA’dan salinimi1 ve buna bagli olarak gosterdigi kisa siireli ve uzun siireli etki hedeflenen
kanserin tiiriine ve yiiklenen ilacin 6zelliklerine gore farklilik gostermektedir. Kuersetin ile
yiklenen PLGA’nin meme kanseri iizerindeki etkisi indometasin yiiklenen PLGA’nin
glioblastoma tizerindeki etkisinden ¢ok daha fazladir. Bunun nedenleri farkli ilaglarin farkli
kanser tiirlerinde gosterdigi etki ile iligkilendirilebilir. Fakat iki ilacin da PLGA ile tasinmasinda

ilaglarin kanser hiicreleri tizerindeki etkilerinin artmis oldugu saptanmaktadir.

Bitkilerde bulunan bir flavonoid olan baicalein literatiirde anti-kanser Ozellik gosterdigi
belirtilmistir. Bu flavonoidin PLGA ile tagmnarak glioblastma {izerinde etkili oldugu
saptanmigstir. Yapilan ¢aligmada baicalein yiiklii PLGA nanopartikiillerinin bir giin sonunda
stabilitelerini %77 oraninda koruyabildikleri gdsterilmistir. Ayrica U-87 MG insan hiicre
hattinda yapilan calismalarda 24 saat igerisinde ciddi oranda oldiriiciiliik gosterdigi
saptanmigtir (Kayas, 2020). Bu verilere gore indometasin yiiklit PLGA nanopartikiillerine gore

daha etkili olabilecegi goriilmektedir.

PLGA ile taginan siRNA’nin glioblastoma iizerindeki etkisi literatiirde belirtilmistir. Yapilan
calismadan PLGA igerisine integrin a.10 proteininin ifadesini susturacak siRNA eklenerek U-
87 hiicre hatt1 lizerindeki etkisi gozlemlenmistir. Ama yapilan sitotoksik testlerde hiicre
tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig: saptanmistir. Ancak glioblastoma hiicrelerinde integrin
a10 proteininin ifadesini bastirdig1 gézlemlenmistir. Bu proteinin ifadesinin azalmasinin hiicre
gbciine olan etkisini ¢izik deneyi ile gdsterilmistir (Cevik, 2022). indometasin yiiklii PLGA nin
hiicre gocii tizerinde bir etkisinin olup olmadigi bilinmemektedir. Bu nedenle bundan sonraki

calismalarda bu 6zellik incelenmelidir.

Literatiirde dosetaksel ve kurkumin yiiklii PLGA nanopartikiillerinin in vitro ve in vivo olarak
beyin tiimorii etkinligi degerlendirilmistir. Dosetaksel ve kurkumin birlikte kullanildiginda
anti-kanser ozellik gostermektedir. Ayrica kurkumin kullanimi dosetakselin yan etkilerini
azalttig1 icin normal dokulara verilen zarar1 en aza indirgemektedir. Olusturulan PLGA

polisorbat 80 ile kaplanarak hiicre igerisine ge¢isi kolaylastirilmistir. Ancak bos polisorbat 80
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kapli PLGA’nin normal hiicrelerde toksisiteye neden oldugu gdsterilmistir. Bunun yaninda
dosetaksel ve kurkumin yiikli ve polisorbat 80 kapli PLGA’nin bozunmasinin uzun zaman
aldig1 gosterilmigtir. U-87 MG hiicre hattinda yapilan sitotoksisite deneylerinde 0,07uM
dosetalsel ile 25uM kurkuminin 72 saat sonundaki etkisinin serbest dosetakselden daha fazla
oldugu ve kurkuminin dosetakselin etkisini artirdig1 gosterilmistir. In vivo ¢alismalarinda ise
polisorbat 80 kapli PLGA nin doku i¢ine daha ¢ok girdigi ve kan-beyin bariyerini gecebildigi
gosterilmistir (Seko, 2020). Indometasin yiiklii nanopartikiiller ile kiyaslandiginda daha uzun
salimim zamanina sahip olmasi bir avantaj gibi goriinmektedir. Fakat polisorbat 80 kapl
nanopartikiillerin nornal hiicreler ilizerinde toksisiteye sahip olmasi uzun siireli salinimda yan

etkilere yol acabilecegi endisesi uyandirmaktadir.

[rinotekan topoisomeraz-1 enzimi yarigmali analogudur. Glioblastomada anti-kanser &zellik
gostermektedir. Metaformin is hiicre enerji yolaklarinin diizenlemesinde rol almaktadir.
[rinotekan ve metformin igeren PLGA’larin beyin ve beyin kanseri iizerinde etkisi
arastirilmistir. Yapilan ¢alismada irinotekan ve metformin iceren PLGA’larin 24 saat igerisinde
%90’dan fazla salinim yaptig1 saptanmistir. Sigandan alinana normal beyin dokusu ve U-87
MG hiicre hatti tizerinde yapilan ¢alismalarda 10um irinotekan ve 0,5 mM metformin igeren
PLGA’nin normal hiicrelerde ¢ok bir etkiye sahip olmamasina ragmen kanser hiicreleri
tizerinde ciddi bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Yiiksek dozlarda irinotekan ve metformin
iceren PLGA nanopartikiillerinin U-87 MG hiicre hatt1 enjekte edilen sigan beyinlerinde timor
dokusunu kiigiilttiigii gdzlemlenmistir (Taghizadehghalehjoughi, 2015). Indometasin yiiklii
PLGA’ lar ile kiyaslandiginda salinimi benzerlik gostermesine ragmen zararsiz dozda kanser

hiicreleri tizerinde gostermis oldugu etkinin daha az oldugu goriilmektedir.

Indometasinin realtif oksijen tiirlerinin hiicre igerisinde artmasina neden oldugu bilinmektedir.
Indometasin yiiklii PLGA nanopartikiillerinin reaktif oksijen tiirlerinin diizeyine etkisinin
yaninda hiicre gogiline etkisinin ve apoptoza tam olarak hangi yolagin neden oldugu,
prostaglandinlerin inhibe edilmesinin bu siire¢ ile ilgili olup olmadigi veya bu siirecin
prostaglandinlerden tamamen bagimsiz olarak gelisip gelismedigi gibi sorular daha sonraki

arastirmalarda iizerinde durulmasi gerekli konular olarak 6niimiize ¢ikmaktadir.

Sonug olarak indometasinin PLGA nanopartikiiler tasiyici sistemle glioblastoma hiicre hattina
taginmast saf indometasine gore ¢ok daha oldiiriicli etki olusturmaktadir. Bu 6ldiirticiiliik

apoptozun tetiklenmesiyle olusmaktadir. lgili mekanizmalarin daha fazla aydinlatilmasi ve



41

diger Ozelliklerin karakterize edilmesi i¢in {izerinde daha fazla arastirma ve gelistirme

yapilmasi gereken bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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