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BEYAN

Glioblastoma’da Eksozoma Yiiklii SN-38 ve Etoposid Ilaglarmin Tedavi Edici Etkilerinin
Eksozom Kaynakli miRNA’lar Uzerindeki ifadesinin Arastirilmasi baslikl1 yiiksek lisans
tezinin hazirlik ve yazim asamasinda bilimsel arastirma ve etik kurallarma uydugumu,
Yiiksekogretim Kurumlari Bilimsel Arastirma ve Yayin Faaliyetlerinde Uretken Yapay Zeka
Kullanimma Dair Etik Rehberine uygun olarak tez/dénem projemi hazirladigima,
baskalarinin eserlerinden yararlandigim boliimlerde bilimsel etik kurallarina uygun olarak
atifta bulundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, ¢alismamin
herhangi bir kisminin bagka bir tez/déonem projesi olarak sunulmadigini, aksinin tespit
edilmesi durumunda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve vermis

oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.
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YAPAY ZEKA KULLANIMINA iLiSKiN OGRENCI

Revizyon Tarihi 00
BEYAN FORMU

Revizyon No.su 00

Toplam Sayfa 1

Boliim 1. Yapay Zeka Kullanim Durumu

X Bu tezin/projenin yazim siire¢lerinde yapay zeka tabanli araglardan faydalandim.

[LIBu tezin/projenin yazim siireclerinde yapay zeka tabanli herhangi bir aragtan faydalanmadim.

Boliim II. Yapay Zeka Kullanim Detaylar

*Bu boliim yalmizca yapay zekd kullanimi beyan edilmis ise doldurulacaktir. Aksi durumda bogs birakilmalidir.

Tezinizde/projenizde kullandigimiz yapay zeka araclarmi ve siiriimiinii listeleyiniz:

ChatGPT- GPT-5.5

Yapay zeka araclarimi tezimin/projemin asagidaki asamalarinda ilgili amaclar i¢in kullandim.
(Birden fazla se¢enek isaretlenebilir):

O Cimle olusturma

[J Literatiir tarama

O Ceviri

X Diizenleme/dil kontrolii

[0 Veri isleme ve analizi

O Veri gorsellestirme

X Goriintii tiretme

O Kaynakea diizenleme

Bu calismada yapay zeka kullanimi Yiiksekogretim Kurumlari Bilimsel Arastirma ve Yayin
Faaliyetlerinde Uretken Yapay Zeka Kullanimina Dair Etik Rehber’e ve akademik diiriistliik ilkelerine
uygun sekilde gergeklestirilmis olup yapay zeka araglarindan alinan destek, etik kurallar ve kaynak
gosterme esaslarina uygun bicimde belirtilmistir. Yapay zeka kullanimi, calismanin 6zgiinliigiine, bilimsel
etik kurallarina ve ilgili mevzuata aykir1 olmayacak bicimde gergeklestirilmistir. Usulsiiz yapay zeka
kullanimi (6rnegin: kaynak goéstermeksizin metin iiretimi, otomatik icerik iiretiminin 6zgiin eser gibi
sunulmasi, yaniltici kaynak gdsterimi vb.) tarafimdan kesinlikle yapilmamistir. Yapay zeka araglarinin
sagladigi bilgilerin dogrulugunu kontrol ettigimi, yanlis veya ecksik bilgi bulunmasi halinde tiim
sorumlulugun tarafima ait oldugunu; ayrica ¢aligmamla ilgili bu beyana aykirt bir durumun herhangi bir
zamanda tespit edilmesi durumunda ortaya ¢ikabilecek akademik ve hukuki sonuglart kabul ettigimi beyan
ederim.

Esmanur Nigde
«/../12026
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ON SOz

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢calismam boyunca bilgi ve deneyimleriyle bana yol gdsteren,

akademik gelisimime katki saglayan, elestirileri ve Onerileriyle ¢alismamin sekillenmesine

@ @ yardimci olan degerli danismanim Dog. Dr. Rafig GURBANOV'a ve kiymetli es danismanim

Dog. Dr. Ali TAGHIZADEHGHALEHJOUGHI'ye en igten tesekkiirlerimi ve saygilarimi
sunarim. Kendilerinden edindigim bilimsel bakis agisinin ve arastirma disiplininin bundan

sonraki akademik hayatimda da bana 151k tutacagina inantyorum.

Deneysel ¢alismalarim ve laboratuvar siiregclerim boyunca bilgi ve tecriibelerini benimle
comertge paylasan, karsilastigim her giicliikte sabirla yanimda olan degerli hocam Dog. Dr.
Sidika GENC'e en icten tesekkiirlerimi sunarim. Laboratuvar ortaminda bana kazandirdiklari
uygulamali bilgi birikimi ve gosterdikleri 6zverili yaklagim, bu ¢aligmanin saglikli bir sekilde

yiirtitiilmesinde ¢ok degerli bir yer tutmustur.

Bu calisma, Bilecik Seyh Edebali Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
(BAP) tarafindan ONAP-2025-712 numarali proje ile desteklenmistir. Katkilarindan dolayi

BAP birimine tesekkiir ederim.

Beni bugiinlere getiren, inancimi kaybettigim anlarda bana inanmaya devam eden ve attigim
her adimda arkamda duran kiymetli babam Muhammet NIGDE’ye, canim annem Nazh
NIGDE’ye, sevgili kardeslerim Seybenur NIGDE, Hacer Merve NIGDE ve Omer Asaf

NIGDE’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siire¢ boyunca hayatima dokunan, kimi zaman tek bir ciimlesiyle, kimi zaman ise yalnizca
sessizce yanimda olusuyla bana gii¢ veren kiymetli arkadagim Kiibra KARABULUT a en i¢ten
tesekkiirlerimi sunarim. Uzun ve zorlu yollarin yalnizca sahip olunan bilgi ve azimle degil, bu
yolda insanin yaninda yiirliyen kiymetli insanlarin varligiyla da asilabildigini bana gosterdigin

icin sana minnettarim.

Son olarak, bu siliregte gosterdigim sabir, kararlilik ve ¢aba icin kendime de tesekkiir etmek
istiyorum. Ciinkii baz1 yollar, disaridan yalnizca akademik bir siire¢ gibi goriinse de aslinda
insanin kendisiyle miicadele ettigi ve her seye ragmen ilerlemeyi Ogrendigi uzun bir
yolculuktur. Bu tez, yalnizca bilimsel verilerin ve elde edilen sonuglarin degil, ayn1 zamanda
uykusuz gecelerin, tekrar tekrar denenen deneylerin, belirsizliklerin, tiim bunlara ragmen

devam etme iradesinin bir sonucudur.

i
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OZET

Glioblastoma (GBM), yiiksek proliferatif kapasitesi, invaziv karakteri ve yapisal
heterojenitesiyle santral sinir sisteminin en agresif malign tiimoriidiir. Cerrahi rezeksiyon,
radyoterapi ve kemoterapiden olusan standart tedaviye ragmen, yiiksek niiks oranlar1 ve diisiik
sagkalim siireleri mevcut yaklagimlarin sinirli etkinligini ortaya koymaktadir. Bu siirliligin
temelinde, kan-beyin bariyerinin (KBB) ilag gegirgenligini kisitlamasi ve timor hiicrelerinde
gelisen direng mekanizmalar1 yer almaktadir. Dolayisiyla etkili sitotoksik ajanlarin KBB'yi
asabilecek tasiyici sistemlerle hedefe ulastirilmasi kritik bir gereksinimdir. Topoizomeraz I
inhibitorii SN-38 ve Topoizomeraz II inhibitdrii etopozid, giiclii antikanser etkiye sahip olmakla
birlikte klinik uygulanabilirlikleri uygun tasiyici sistemlere baglidir. Eksozomlar, yliksek
biyouyumluluklari, immiin sistemden kagabilme kapasiteleri ve KBB'yi dogal yollarla
gecebilme Ozellikleriyle umut vadeden nano tastyicilar olarak one ¢ikmaktadir. Ayrica koken
aldiklar1 hiicrelere 6zgli mikroRNA igerikleriyle tiimor mikrogevresinin aktif diizenleyicisi
olarak islev goriirler; eksozomal miRNA'lar hiicre dongiisii, apoptoz, inflamasyon ve ilag
direncindeki rolleri nedeniyle énemli biyobelirte¢ adaylaridir. Bu tez kapsaminda, T-98 ve
U373 GBM hiicre hatlarindan izole edilen eksozomlara SN-38 ve Etopozid yiliklenmis; elde
edilen yapilarin miRNA profili (miR-142-3p, miR-150-5p, miR-21), hiicre canliligit (MTT,
LDH), oksidatif hasar (MDA, KAT), inflamatuar yanit (IL-1p, IL-6, IL-10) ve apoptotik belirte¢
ekspresyonu (p53, p21, BAX, Bcl-2, Bel-xL, Kaspaz-3/9) degerlendirilmistir. Tiim tedavi
gruplarinda apoptotik etkinlik kontrole gore artmis; en belirgin artis Exo+SN-38+Etopozit (25
pg/mL) grubunda goézlenmistir. Ayn1 grupta pro-apoptotik miRNA diizeyleri en yiiksek,
onkojenik miR-21 diizeyi ise en diisiik diizeyde saptanmistir. Sonug olarak, bu kombine
yukleme stratejisi GBM hiicrelerinde canlilig1 azaltmis, oksidatif hasar1 ve apoptozu artirmas,
onkojenik eksozomal miRNA etkisini baskilamistir. Bulgular, benzer mekanizmali ajanlarin
otolog eksozomlara yiiklenmesinin GBM tedavisinde umut vadeden bir yaklasim olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Eksozom, Etopozid, GBM, SN-38, T-98, U373
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ABSTRACT

Glioblastoma (GBM) is one of the most aggressive malignant tumors of the central nervous

system, characterized by a high proliferative capacity, invasive behavior, and structural
heterogeneity. Despite the standard treatment consisting of surgical resection, radiotherapy, and

chemotherapy, high recurrence rates and poor survival outcomes demonstrate the limited

efficacy of current therapeutic approaches. The blood—brain barrier (BBB), which restricts drug
permeability, and the resistance mechanisms that develop in tumor cells are among the primary
factors underlying this limitation. Therefore, the targeted delivery of effective cytotoxic agents
using carrier systems capable of crossing the BBB represents a critical therapeutic requirement.

Although the Topoisomerase I inhibitor SN-38 and the Topoisomerase II inhibitor Etoposide

possess potent anticancer activity, their clinical applicability is closely associated with the

development of appropriate drug delivery systems. Exosomes have emerged as promising

nanocarriers due to their high biocompatibility, ability to evade immune system recognition,
and potential to cross the BBB naturally. In addition, through their cell-of-origin-specific
microRNA cargo, exosomes function as active regulators of the tumor microenvironment.
Exosomal miRNAs are considered important biomarker candidates due to their roles in
@ fundamental biological processes, including cell cycle regulation, apoptosis, inflammation, and
drug resistance. In this thesis, SN-38 and Etoposide were loaded into exosomes isolated from
T-98 and U373 GBM cell lines. The effects of the resulting structures were evaluated in terms
° of miRNA profiles (miR-142-3p, miR-150-5p, and miR-21), cell viability (MTT and LDH),
@ m oxidative damage (MDA and CAT), inflammatory response (IL-18, IL-6, and IL-10), and the
expression of apoptotic markers (p53, p21, BAX, Bcl-2, Bel-xL, caspase-3, and caspase-9).
a Apoptotic activity increased in all treatment groups compared with the control group, with the
most pronounced increase observed in the Exo + SN-38 + Etopozide (25 pg/mL) group. Within
the same group, pro-apoptotic miRNA levels were highest, whereas the level of the oncogenic
miRNA miR-21 was lowest. In conclusion, this combined loading strategy reduced cell
viability, increased oxidative damage and apoptosis, and suppressed the oncogenic effects

associated with exosomal miRNAs in GBM cells.

Keywords: Exosome, Etoposide, GBM, SN-38, T-98, U373

o i
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1. GIRIS

Glioblastoma (GBM), santral sinir sisteminde proliferasyon kapasitesinin yiiksek olmasi,
invazyon yeteneginde artis ve yapisal heterojenitesi ile tanimlanan en malign kanser tiirlerinden
biridir (Delgado-Martin & Medina, 2020). Giinlimiizde GBM tedavisinde giivenilirlik agisindan
siklikla tercih edilen cerrahi rezeksiyonun ardindan radyoterapi ve kemoterapi uygulamalari
terapotik yontemler olarak kullanilir. Ancak tedavi sirasinda ya da tedavi sonrasinda hastalarin
bliyilk bir kisminda kisa siire iginde timor tekrart gozlenmekte ve sagkalim oranlari
diismektedir (Anjum et al., 2017). GBM tedavisinin en énemli zorluklarindan biri kullanilan
antikanserlerin KBB’yi gecememesidir (Da Ros et al., 2018). Bu durum, mevcut tedavi
yaklagimlarinin GBM tedavisinin yeterince hedeflenemedigini ve yeni tedavi stratejilerine
ihtiya¢c duyuldugunu gostermektedir. KBB’nin yami sira, tiimor hiicrelerinde aktive olarak
hiicrenin 6liimiinii engelleyen DNA onarim mekanizmalari, anti-apoptotik sinyal yollar1 ve
coklu ilag diren¢ proteinleri kemoterapiye karsi direng gelisimini olusturmaktadir. GBM
tedavileri i¢in kullanilan kemoterapétiklerin etki mekanizmalar1 DNA alkilasyonu, PD-L
aktivatorleri, topoizomerazlar, platin tabanli toksik ajanlar, anjiyogenezde etkili olan ve
apoptozu tetikleyen ajanlar olarak simiflandirilmistir. S6z konusu bilgiler dogrultusunda, bu
caligmada kanser hiicresi proliferasyonunun engellenmesi, ndronal hasarin azaltilmasi, hasta
sagkaliminin ve yasam kalitesinin artirilmasi ile tiimor regresyonunun saglanmasi hedeflenerek
Topoizomeraz-1 inhibitorii SN-38 ve Topoizomeraz-I1 inhibitorii etopozid monoterapi ve
kombinasyon seklinde degerlendirilmistir (Birandra K Sinha, 1995). Fakat bu iki antikanser
bilesigin yiiksek sitotoksik potansiyeline karsin, sistemik kullanimda ortaya ¢ikan diisiik
hedeflenme kapasitesi ve sistemik toksisite, GBM tedavisindeki klinik basariy1 kisitlamaktadir.
Dolayisiyla, tez caligmasimin diger bir hedefi SN-38 ve Etopozid’in terapétik etkinliginin

artirllmasi ve advers etkilerinin en aza indirilmesi olusturmaktadir.

GBM, kanserlere ulasabilmek i¢in ilk savunma sistemi olarak beyin bariyerini olusturur.
Beyin bariyerini gegtikten sonra tiimoriin mikrogevresi yer almaktadir. Mikrogevrede kanser
hiicreleri ile yanlarindaki stromal hiicreler, immiin hiicreler, endotel hiicreleri, perisitler,
astrositler, mikroglia, ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenleri ve ¢ozliniir mediyatorler yer
almaktadir. Bu mikrogevre, tiimor gelisimi ve progresyonunda aktif rol oynayan biyolojik bir
ekosistem olarak kabul edilmektedir. Bu ekosistemde yer alan aktif bilesenlerin iletisim aracglari
sitokinler, biiyiime faktorleri ve EV’lerdir. Ozellikle son yillarda, hiicreler tarafindan salgilanan
ve biyolojik olarak aktif proteinler, lipidler, DNA, mRNA ve mikroRNA (miRNA) gibi ¢esitli

molekiilleri tagiyan eksozomlarin tiimér mikrogevresinin diizenlenmesinde kritik bir rol

1
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oynadig1 gosterilmistir (Hessvik & Llorente, 2018). Eksozomlarin igeriginde, koken aldiklari
hiicreye ait DNA, RNA ve protein gibi biyolojik molekiilleri tagiyabilmesi sebebiyle giiniimiiz
caligmalarinda yeni nesil ilag tastyici sistemler i¢cin umut vadeden hedef haline gelmistir (Wang
et al., 2021). Eksozomlar, hiicresel membran yapilar1 ile yiiksek biyouyumluluk sergileyerek
immiin sistemden kacabilme yetenegine sahiptir. Ayrica, nano boyutta olmalar1 nedeniyle
biyolojik bariyeri olan KBB’yi asabilme yetenekleri onlar1 6zellikle santral sinir sistemi
hastaliklarinda etkili tasiyicilar haline getirmektedir. Eksozomlarin bu 6zelliginden hareketle,
caligmada yer alan SN-38 ve Etopozid’in daha once deginilen olumsuzluklarmi ortadan

kaldirmak amaciyla s6z konusu nanovezikiillere yiikleme yapilmistir (Davis, 2016).

SN-38 ve etopozid yiiklii eksozomlarin antikanser etkilerinin monitdrize edilmesi i¢in
miRNA profilinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Kanserli hiicrelerden salinan eksozomlarin
biyolojik etkilerinin 6énemli bir kismi, tagidiklar1 miRNA’lar araciligiyla gergeklesmektedir.
miRNA’lar, hedef mRNA’larin translasyonunu degistirerek gen ekspresyonunu diizenleyen
kii¢iik kodlamayan RNA molekiilleri olup hiicre dongiisii, apoptoz, DNA hasar yanit1 ve ilag
direnci gibi siireclerde kritik rol oynamaktadir (Aili et al., 2021). Bu miRNA’larin timér
mikrogevresinin yeniden sekillenmesinde ve tedaviye verilen yanitin belirlenmesinde rol
oynadiklar1 tespit edilmistir. Kemoterapotik ajanlarla yiliklenmis eksozomlarm miRNA
ekspresyon profilleri iizerindeki etkilerinin sistematik olarak incelendigi calismalar sinirh
kalmaktadir (Campos et al., 2021). Bu tez calismasinda, antikanser ilaglarin dogrudan sitotoksik
etkilerinin yani sira timoér mikrogevresinin yeniden sekillendirilmesinin kanserin
siirlandirilmasinda 6énemli bir rol oynayabilecegi ongoriilmiistiir. Bu dogrultuda, eksozom
yukli SN-38 ve Etopozid’in etkilerini degerlendirmek amaciyla miR-142-3p, miR-150-5p ve
miR-21 diizeyleri ile oksidatif stres, inflamasyon, p53, p21 ve apoptoz biyobelirtecleri

incelenmistir.

2. LITERATUR OZETi
2.1. Glioblastoma

GBM, santral sinir sistemi (SSS) tiimorleri arasinda en agresif malign timdrlerden biridir.
GBM, malign primer beyin ve diger SSS tiimoérlerinin yaklasik yarisini olusturur (Ostrom et
al., 2016; Wirsching & Weller, 2016). Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda 10.000’den fazla
yeni GBM olgusu tani almaktadir. GBM her yas grubunda goriilebilir. Ancak ortalama tani yas1
64 olup, erkeklerde kadinlara gore 1,5 kat daha fazla gézlenmektedir (Ostrom et al., 2016;

Tamimi & Juweid, 2017). Insidans oraninin son 20 yilda radyolojik tan1 yontemlerinin
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gelismesiyle beraber arttig1 tespit edilmistir. GBM tanisi alan hastalarda medyan genel sagkalim

yaklagik 15 aydir (Grochans et al., 2022; Louis et al., 2021).
2.1.1. GBM’nin Kklinik ozellikleri ve molekiiler mekanizmalari

GBM’de semptomlar genellikle timdriin yerlesimine bagh olarak degisir. Hastalarda en sik
bas agrisi, fokal norolojik defisit ve bag donmesi goriiliir. Bunlarin yaninda bulanti, kusma ve
nobetler de diger sik goriilen semptomlar arasindadir (McKinnon et al., 2021). Epileptik
ndbetler, 6zellikle kortikal tutulumun oldugu durumlarda hastaligin ilk klinik bulgusu olarak
ortaya cikabilmektedir. Ozellikle 64 yas ve iizerindeki hastalarda davranissal degisiklikler geng
hastalara gore daha sik goriilmektedir (Chakrabarti et al., 2005; Clarke, 2005; Tan et al., 2020).

GBM, yalnizca makroskopik olarak goriilebilen ve sinirlar1 net bir kanser tipi degildir.
Tiimor saglikli beyin dokusuna mikroskobik diizeyde infiltre olma egilimi gostermektedir. Bu
infiltratif 6zellik, tiimoriin anatomik sinirlarinin net olarak belirlenmesini giiclestirmekte ve
cerrahi rezeksiyonun ¢ogu durumda tam olarak gerceklestirilememesine neden olmaktadir
(Adamson et al., 2009; Tan et al., 2020). Cerrahi sinirlar igerisinde kalmis gibi goriinen
rezeksiyonlara ragmen, beyin parankimi igerisinde kalan invaziv timdor hiicreleri, tedavi sonrasi
gelisen lokal niikslerin baglica kaynagini olusturmaktadir (Hanif et al., 2017). Ayrica GBM’nin
hiicresel ve molekiiler diizeyde belirgin heterojenite sergiledigi bilinmektedir. Ayni tiimor
dokusu icerisinde farkli genetik ve fenotipik Ozelliklere sahip hiicre popiilasyonlarmin
bulunmasi, tedaviye verilen yanitin yetersiz olmasina ve direngli klonlarin gelismesine neden

olmaktadir (Neftel et al., 2019; Vanderbeek et al., 2018).

GBM’nin molekiiler mekanizmalar1 incelendiginde, agresif biyolojik davranisinin ¢ok
sayida genetik ve epigenetik degisiklikle iliskili oldugu goriilmektedir. Giincel WHO
smiflandirmasinda  glioblastoma, IDH-yabanil tip, CNS WHO derece 4 olarak
tanimlanmaktadir; daha once sekonder GBM olarak adlandirilan IDH-mutant tiimorler ise
astrositom, IDH-mutant, CNS WHO derece 4 kapsaminda siniflandirilmaktadir (Kleihues &
Ohgaki, 1999). Primer ve sekonder formlar baz1 molekiiler farkliliklar gosterse de ayni yollar
iizerinden etkilendiklerinden ve mevcut standart tedaviye benzer sekilde yanit verdiklerinden,
nihai sonu¢ hemen hemen aynidir. Primer GBM yaygin form olarak (yaklasik %95) yash
hastalarda daha sik goriilmektedir (Ohgaki & Kleihues, 2013). Sekonder GBM'nin ise zaman
icinde daha diisiik dereceli bir gliomanin molekiiler ilerlemesi ve malignite derecesinin
artmasinin bir sonucu oldugu 6ne siiriilmiistiir (Louis, 2006; Louis et al., 2016; Molinaro et al.,
2020). Bu tiimdrlerde MDM2 amplifikasyonu, PTEN mutasyonlar1 ve CDKN2A homozigot
delesyonu gibi molekiiler degisiklikler bildirilmistir. MDM?2, p53 proteinini negatif yonde

3

Z'r—_lturnitin“ Sayfa 29 /110 - Biitinlik Gonderi Gonderi Kimligi trn:oid:::1:3637959374



Z'l_.l turnitin Sayfa 30 /110 - Biitiinlik Gonderi Gonderi Kimligi ~ trn:oid:::1:3637959374

diizenleyen bir proteini kodlar (Kanzawa et al., 2003; Koul, 2008). Tiimdr hiicrelerinde goriilen
bu anormalliklerin 6ncelikle iki ana hiicresel sistemin biiyiime faktorii aracili sinyal yolaklari
ve hiicre dongiisiiniin anormal diizenlenmesine yol acarak hiicre proliferasyonu, apoptoz
inhibisyonu, invazyon ve anjiyogenezde kritik rol oynadiklar1 yaygin olarak gosterilmistir

(Quail & Joyce, 2017).

GBM biyolojisinde tiimdr mikrogevresi de 6nemli rol oynamaktadir. Tiimoér mikrogevresi
bilesenleri ve intratliméral hipoksi (diisiik oksijen seviyesi) GBM progresyonunda énemli rol
oynamaktadir (Sharma et al., 2023). Mikrogevrede hipoksi ile indiiklenen faktor 1 alfa (HIF-
la), anjiyogenez, glikolitik metabolizma ve invazyonla iligkili genlerin ekspresyonunu
artirmaktadir. Bu durum, tiimoriin hem biiylimesini desteklemekte hem de radyoterapi ve
kemoterapiye karsi direng gelisimini kolaylagtirmaktadir (Oliver et al., 2009). GBM
mikrogevresi, tiimorle iligkili makrofajlar, mikroglial hiicreler, anormal vaskiiler yapilar ve
ekstraseliiler matriks bilesenlerinden olusan dinamik bir yap1 sergilemektedir. Bu mikrogevresel
bilesenler, timor hiicrelerinin invazyonunu kolaylastirmakta ve immiin kagis mekanizmalarini
desteklemektedir (Quail & Joyce, 2017). Dolayisiyla GBM, yalnizca genetik alterasyonlarla
degil, ayn1 zamanda mikrocevre ile kurulan karmasik etkilesimler araciligiyla da progresyon

gostermektedir.
2.2. GBM’nin Mikrocevresi

GBM mikrogevresi (GMC(), stromal hiicreler, immiin hiicreler, endotel hiicreleri, perisitler,
astrositler, mikroglia, hiicre dis1 matriks (HDM) bilesenleri ve ¢6ziinlir mediyatorler arasindaki
dinamik etkilesimlerle sekillenen karmasik bir sistemdir. Bu mikrogevre, tiimor gelisimi ve
progresyonunda aktif rol oynayan biyolojik bir ekosistem olarak kabul edilmektedir. GBM
hiicreleri, doku homeostazin1 tiimor destekleyici bir fenotipe doniistirmek amaciyla
cevresindeki stromal hiicrelerle simbiyotik bir iligski kurar. GBM mikrogevresindeki ¢ift yonlii
iletisim; aralik baglantilar1 (gap junctions), tiinelleyen nanotiipler, ekstraseliiler vezikiiller,
sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri ve metabolitler araciligiyla saglanmaktadir.

(Broekman et al., 2018).
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Sekil 1. GBM hiicrelerinin tiimor mikrogevresi ile olusturdugu etkilesim.

2.2.1. GMC’nin sekillenmesinde rol oynayan mekanizmalar

GMC, bag dokusu, immiin sistem ve vaskiiler yapilardan HDM’ye kadar bir¢ok hiicresel ve
hiicre dis1 unsurun dinamik etkilesiminden meydana gelir. Bu karmasik mikroekosistem, timor
hiicreleriyle c¢ift yonlii iletisim kurarak tiimoriin invazivligini, diren¢ mekanizmalarini ve
yeniden olugsma kapasitesini dogrudan etkiler (Read et al., 2024; Tataranu et al., 2024). Bu
kompleks yapilardan bir tanesi olan bag dokusu bilesenleri arasinda, 6zellikle tiimorle iligkili
fibroblastlar (TIF) dikkat cekmektedir. GBM her ne kadar beyin parankiminden kaynaklansa
da, TIF-benzeri hiicreler bu tiimorlerde de saptanmis ve stromal yapilasma, HDM sentezi ve
timor hiicrelerine biiyiime faktorii salimi gibi islevlerle tiimoral progresyona katkida
bulundugu bildirilmistir. Bu hiicreler, 6zellikle TGF-B, PDGF ve IL-6 gibi faktorler araciligryla
tiimor hiicrelerinin go¢ ve invazyon yetenegini stimiile eder (Faisal et al., 2022). HDM,
GMC’nin temel bilesenlerinden biridir ve glioma hiicreleri i¢in hem fiziksel bir zemin hem de
biyokimyasal sinyal kaynagi olarak islev goriir. GBM’de HDM bilesimi, normal beyinden
onemli olgiide farkhidir. Ozellikle tenaskin-C, fibronektin, brevikan ve versikan gibi HDM
proteinlerinin artmig ekspresyonunun hiicre adezyonunun azalmasina, motilitenin artmasina ve

kemoterapiye direncli fenotip gelisimine katkida bulundugu bildirilmistir (Erices et al., 2023).

Immiin hiicreler, GBM mikrogevresinin en dinamik ve tartismali unsurlarindan biridir.
Timor, immiin sistemi baskilayan bir ortam yaratarak immiin ka¢is mekanizmalarini aktif hale

getirir. GBM mikrogevresinde mikroglialar, tiimérle iliskili makrofajlar (TIM) ve sinirli sayida
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T hiicresi bulunur. TIM’ler cogunlukla M2-polarize fenotipte olup, immiin supresif sitokinlerin
(6rnegin: IL-10, TGF-P) iiretimini artirir ve T-hiicre aktivasyonunu inhibe eder. Bu da hem
timor biliylimesini destekler hem de immiinoterapiye daha zayif bir yamit verilmesiyle
sonuglanir (Chen & Hambardzumyan, 2018). GMC’deki bu hiicresel ve yapisal bilesenler,
sadece pasif destek sunmakla kalmaz; ayn1 zamanda GBM’nin fenotipini sekillendiren aktif
katilimcilardir. Immiin baskilanma, stromal aktivasyon ve HDM’nin yeniden yapilanmasi gibi
stiregler, timoriin evrimsel olarak avantajli alt klonlarinin se¢ilimini kolaylastirir (Friebel et al.,
2020; Marino et al., 2023). Bu nedenle GMC, hem hedeflenmesi gereken bir terapotik odak

hem de tliimdr biyolojisini anlamada kritik bir parametredir.

GBM mikrogevresinin en 6nemli immiin kag¢is mekanizmalarindan biri immiin kontrol
noktast molekiillerinin asir1 ekspresyonudur. Bu mekanizmalar fizyolojik kosullarda asiri
immiin yanit1 6nleyerek immiin homeostazin korunmasinda gorev alirken, GBM hiicreleri bu
diizenleyici yollar1 kendi lehine kullanarak antitimdr immiin yanit1 baskilamaktadir (Lim et al.,
2018). Ozellikle programlanmis 6liim ligandi-1 (PD-L1), glioblastoma hiicreleri, glioma kok
hiicreleri, TIM, mikroglialar ve baz1 endotel hiicreleri tarafindan yiiksek diizeyde eksprese
edilmektedir. Klinik ¢aligmalar, yiiksek PD-L1 ekspresyonunun artmis tiimor derecesi, daha
kotii prognoz ve kisa genel sagkalim ile iliskili oldugunu gostermektedir. GBM'de PD-L1
ekspresyonu tiimdr mikrogevresindeki cesitli sinyal yolaklarindan etkilenmektedir. Ozellikle
hipoksik bdlgelerde stabilize olan HIF-1a, PD-L1 gen promotoriine baglanarak
transkripsiyonunu dogrudan artirmaktadir (Feldman, 2024). Bunun yani sira IFN-y, IL-
6/JAK/STAT3, PI3K/Akt/mTOR, MAPK/ERK ve NF-«kB sinyal yolaklarinin aktivasyonu da
PD-L1 ekspresyonunun artmasina katki saglamaktadir. STAT3, hem PD-L1 ekspresyonunu
artirmakta hem de immiin baskilayici sitokinlerin sentezini uyararak tiimor mikrogevresinde
giiclii bir immiinosiipresif ag olusturmaktadir (Garcia-Diaz et al., 2017). Boylece hipoksi ve
inflamasyonun birlikte etkisiyle gelisen pozitif geri besleme dongiisii, PD-L1 diizeylerinin

siirekli yiiksek kalmasini saglamaktadir (Berghoff et al., 2015).

GBM mikrogevresinin temel bilesenlerinden bir digeri vaskiiler yapidir. GBM, solid
tiimorler arasinda en yliksek anjiyojenik kapasiteye sahip malignitelerden biri olup, hizli timor
biliyiimesine bagli gelisen hipoksi yeni damar olusumunu siirekli olarak tetiklemektedir (Jain et
al., 2007). Hipoksik bolgelerde stabilize olan HIF-1a, basta vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) olmak iizere anjiyopoietin-2 (Ang-2), stromal kaynakl faktor-1 (SDF-1/CXCL12) ve
trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF) gibi proanjiyojenik molekiillerin ekspresyonunu

artirmaktadir (Feldman, 2024). VEGF'nin VEGFR-2 reseptoriine baglanmasi, PI3K/Akt,
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MAPK/ERK ve PLCy sinyal yolaklarimi aktive ederek yeni kapiller tomurcuklanmasini
uyarirken, damar gegirgenligini de 6nemli 6l¢iide artirmaktadir. Bunun sonucunda gelisen
tiimor damarlar1 diizensiz dallanma, kalinlagmis bazal membran, yetersiz perisit destegi ve
yapisal olgunlasma kusurlar1 gostermekte ve kan-beyin bariyerinin bozulmasina neden
olmaktadir (Koch & Claesson-Welsh, 2012). Bu anormal vaskiiler mimari, tiimoér dokusunda
diizensiz kan akimi olusturarak kronik hipoksinin devam etmesine neden olur ve HIF-lo—
VEGEF eksenini besleyen pozitif geri bildirim dongiisiinii siirdiiriir. Ayrica bozulmus kan-beyin
bariyeri, plazma proteinlerinin yayilmasina ve interstisyel s1vi basincinin artmasina yol agarak
terapotik ajanlarm tiimor dokusu igerisine homojen dagilmasini sinirlar ve tedavi etkinligini
azaltir (Bayona et al., 2026). Vaskiiler endotelyal hiicreler yalnizca damar olusumunda goérev
almakla kalmay1p, salgiladiklar1 IL-6, CXCL8, TGF-B ve ¢esitli biiyiime faktorleri araciligiyla
glioblastoma hiicreleri, glioma kok hiicreleri ve TIM’ler ile karsilikli etkilesim kurmaktadir. Bu
sinyallesme ag1, tiimor hiicrelerinde proliferasyon, invazyon, kok hiicre fenotipinin korunmasi

ve immiin baskilanmanin siirdiiriilmesini desteklemektedir (Faisal et al., 2022).

Son yillarda elde edilen bulgular, GBM mikrogevresinde ger¢eklesen immiin baskilanma,
stromal yeniden yapilanma, anjiyogenez, invazyon ve tedavi direnci gibi birgok biyolojik
stirecin yalnizca hiicreler tarafindan salgilanan ¢6ziiniir sitokin ve biiylime faktorleri ile degil,
ayni zamanda hiicre dis1 vezikiiller ve 6zellikle eksozomlar aracilifiyla da diizenlendigini
ortaya koymustur (Indira Chandran et al., 2024). Kanser kaynakli eksozomlar; miRNA, mRNA,
IncRNA, DNA parcaciklari, proteinler, lipitler, enzimler ve cesitli biyoaktif molekiilleri
tastyarak timor hiicreleri ile mikroglialar, tiimor iligkili makrofajlar, astrositler, endotelyal
hiicreler, perisitler ve diger stromal hiicreler (mikrogevreyi olusturan tiim hiicre elemanlar1)
arasinda ¢ift yonlii bir iletisim ag1 kurarak, GMC’nin bag dokusu, immiin ve vaskiiler

bilesenlerini etkilemektedir (Erices et al., 2023).
2.3. Eksozomlar

Eksozomlar, ilk olarak 1980’11 yillarin basinda olgunlagmakta olan retikiilositlerden salinan
kiigiik vezikiiller olarak tamimlanmis ve bu yapilar baslangigta hiicresel artiklarin
uzaklastirilmasina hizmet eden pasif “atik tasiyicilar1” olarak degerlendirilmistir (Zhang et al.,
2020). Nitekim Rose Johnstone ve calisma arkadaslari, 1987 yilinda multivezikiiler
cisimciklerin plazma membrani ile flizyonu sonucu bu vezikiillerin hiicre digina salindigini
gostererek eksozom kavramini literatiire kazandirmistir (Johnstone, 2005). 2000°1i yillarla
birlikte eksozomlarin yalnizca protein degil, ayn1 zamanda mRNA ve 6zellikle miRNA gibi

fonksiyonel niikleik asitleri tasiyabildiginin gosterilmesi, bu vezikiillere iliskin paradigmay1
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kokli bigimde degistirmistir. Gilinlimiizde eksozomlarin yalnizca hiicresel atiklarin
uzaklastirilmasinda degil, hiicreler aras1 molekiiler bilgi aktariminda ve hedef hiicre fenotipinin
diizenlenmesinde de rol oynadig1 gosterilmistir (Yu et al., 2016). Kanser hiicrelerinden salinan
eksozomlarin tiimor mikrogevresinin yeniden diizenlenmesi, ilag direnci, immiin baskilanma
ve anjiyogenez gibi siireglerde aktif rol oynadiklar1 gosterilmistir. Ayrica eksozomlar diisiik
immiinojenisite, biyolojik bariyerleri agabilme yetenegi ve hedef hiicrelere 6zgiil molekiiler yiik

tastyabilme kapasiteleriyle tanimlanmaktadir (Fang et al., 2022).

2.3.1. GBM kaynakl eksozomlarin biyogenezi, mikrocevre ortamina salinmasi ve

hedef hiicreyle etkilesimi

Yapisal olarak eksozomlar, fosfolipit cift tabakali bir membranla cevrili olup caplari
genellikle 30-150 nm arasindadir. Membran yapilar, tetraspaninler (CD9, CD63, CDS81),
integrinler ve adezyon molekiilleri gibi ylizey proteinleri icerirken, i¢ kisimlarinda sitozolik
proteinler, enzimler, mRNA, miRNA, DNA fragmentleri ve ¢esitli metabolitler bulunmaktadir

(Raghu Kalluri & Valerie S LeBleu, 2020; Krylova & Feng, 2023; Schorey & Bhatnagar, 2008).

Eksozomlar, endozomal sistem kdkenli olup biyogenezleri hiicre i¢i membran dinamikleri
ile yakindan iligkili, cok basamakli ve yiiksek diizeyde diizenlenmis bir slire¢ sonucunda
olusmaktadir (Han et al., 2022). Bu siireg, erken endozomlarin olgunlasarak ge¢ endozomlara
ve ardindan multivezikiiler cisimciklere (MVB) doniismesiyle baslar. MVB olusumu sirasinda
endozomal membranin i¢e dogru kivrilmasi ile intraluminal vezikiiller (ILV) meydana gelir; bu
ILV’ler daha sonra MVB’nin plazma membran ile fiizyonu sonucunda hiicre digina salinarak

eksozomlart olusturur (Sekil 2) (Stoorvogel et al., 2002; Zhang et al., 2019).

Eksozomlar ¢ok sayida hiicre tipi tarafindan salgilanabilmekle beraber tiimor hiicrelerinden
koken alanlar biyolojik 6zellikleri bakimindan normal hiicre eksozomlarindan belirgin sekilde
farklilik gdstermektedir (R. Kalluri & V. S. LeBleu, 2020). Ozellikle GBM hiicrelerinden
salinan eksozomlar, tiimor biiylimesi, invazyon, anjiyogenez, immiin baskilanma ve tedavi
direnci gibi bir¢ok patolojik siireci diizenleyen biyolojik tastyicilar olarak kabul edilmektedir
(Indira Chandran et al., 2024). GBM eksozomlari, biyolojik membran yapilar1 sayesinde
iceriklerini enzimatik degradasyondan koruyarak hedef hiicrelere iletebilmektedirler. Membran
yapilar1 baslica kolesterol, sfingomiyelin, seramid, fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin ve
glikosfingolipitlerden olusmaktadir (Record et al., 2011). Bu lipid bilesimi eksozomlarin
yiiksek stabilite kazanmasini saglarken, dolasimda uzun siire kalmalarina ve kan-beyin
bariyerini gegebilmelerine katkida bulunmaktadir. GBM eksozomlarinin membraninda ayrica

karakteristik yiizey proteinleri bulunmaktadir (Ramos-Zaldivar et al., 2022). Yaygin kullanilan
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ekstraseliiler vezikiil belirtegleri arasinda CD9, CD63, CD81, TSG101 ve ALIX yer almaktadir.
Ayrica GBM kaynakli ekstraseliiler vezikiillerde bulunabilen EGFR, EGFRVIII, PD-L1 ve bazi
integrinler gibi molekiiller vezikiil yiizeyinde tasinabilmektedir. Bu proteinler, tiimor
mikrogevresinin yeniden sekillenmesinde ve tiimor hiicrelerinin ¢evre dokularla etkilesiminde

onemli roller iistlenmektedir (Osti et al., 2019; Ricklefs et al., 2018).

GBM hiicrelerinden salgilanan eksozomlar: haberci RNA (mRNA), miRNA, uzun
kodlamayan RNA (IncRNA), dairesel RNA (circRNA), ribozomal RNA (rRNA), transfer RNA
(tRNA) parcalar, ¢ift iplikli genomik DNA (dsDNA), mitokondriyal DNA (mtDNA),
proteinler, enzimler, transkripsiyon faktorleri, biliylime faktorleri, sitokinler, kemokinler,
lipidler ve c¢esitli metabolitleri tasiyabilmektedir (Sekil 2) (Thery et al., 2018). Bu
biyomolekiiller hedef hiicrelere aktarildiginda gen ekspresyonunu, sinyal iletim
mekanizmalarini ve hiicresel metabolizmay1 yeniden programlayarak tiimor progresyonunu
destekleyen bir¢ok biyolojik siireci diizenlemektedir. GBM eksozomlarmin RNA yiikii
icerisinde en yogun arastiritlan molekiiller miRNA'lardir (Aili et al., 2021). GBM
eksozomlarinda tasinan miRNA'lar yalnizca tiimor hiicreleri arasindaki iletisimi saglamakla
kalmay1p, ayn1 zamanda mikroglia, astrositler, endotelyal hiicreler, perisitler ve immiin hiicreler
gibi tiimdr mikrogevresindeki bir¢ok hiicre tipinin gen ekspresyonunu ve hiicresel sinyal
yolaklarin1 diizenleyerek bu hiicrelerin islevlerini degistirebilmektedir (Aili et al., 2021;
Marangon & Lecca, 2023). Bu nedenle eksozomal miRNA'lar glioblastomanin agresif

biyolojisinin olugsmasinda temel diizenleyiciler arasinda kabul edilmektedir.

1. OLUSUM (BIYOGENEZ) 2. KANSER EKSOZOMUNUN YAPISI
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‘/@ (&) ] cisim (MVB) leste
\\:\ﬂf;ﬁ:,/ Antijen Sunum
<\ Molekill Donér Hilcreye
¥ \ Eksozom salinimi MHC/ Ozgii Proteinler
@ MHC I Alix, TSG101,
@ @ Flotillin, Annexin
@

Sekil 2. Eksozomlarin yapisi ve biyogenezi. 1. Eksozom biyogenezinin sematik anlatimidir. 2. Kanser
eksozomlarinin yapisini olusturan molekiillerin sematik gériintiisiidiir.
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GBM kaynakli eksozomlarin iiretiminin en iyi bilinen mekanizmasi, “Endosomal Sorting
Complex Required for Transport” (ESCRT) sistemidir. ESCRT makinesi, ESCRT-0, ESCRT-I,
ESCRT-II ve ESCRT-III olmak iizere dort ana protein kompleksinden ve yardime1 proteinlerden
(6rnegin VPS4, ALIX) olusmaktadir (Colombo et al., 2013; Kim et al., 2022). Bu kompleksler
ardisik sekilde ¢alisarak hem kargo se¢imini hem de membran sekillenmesini diizenler (Kenific
et al.,, 2021). ESCRT sistemiyle olusan eksozomlar, multivezikiiler cisimciklerin plazma
membraniyla birlesmesi sonucunda hiicre disina salinmaktadir. Eksozomlarin kargo se¢imi ve

hedef hiicrelerle etkilesimi diizenlenmis biyolojik siire¢clerden etkilenebilmektedir.

Geleneksel olarak hiicreler arasi iletisim, komsu hiicreler arasinda dogrudan temas
mekanizmalar1 ve uzak hiicreler arasinda ise ¢oziiniir sinyal molekiilleri araciligiyla
saglanmaktadir (Maia et al.,, 2018). Hiicre-hiicre temasi, aralik baglantilar1 ve hiicre
ylizeyindeki protein-protein etkilesimlerini igerirken, uzun mesafeli iletisim hormonlar,
sitokinler ve cesitli kimyasal medyatorler yoluyla gerceklesmektedir. Ayrica niikleotidler,
lipitler ve kisa peptitler gibi elektriksel ve kimyasal sinyaller de bu iletisim aginin 6nemli
bilesenleri arasinda yer almaktadir (Bang & Thum, 2012). Bununla birlikte, son yillarda
eksozomlarin hiicreye 6zgii protein, lipit ve niikleik asit icerigi tasiyarak yeni ve 6zgiin bir
hiicreler arasi iletisim mekanizmasi olusturdugu kabul edilmektedir. Bu yaklasim, kaynak
hiicrelerden salinan eksozomlarin hedef hiicrelerle etkilesime girerek onlarin davraniglarini ve
fenotipik 6zelliklerini degistirebildigini ortaya koyan bulgulara dayanmaktadir (Camussi et al.,

2010).

Eksozom aracili iletisimin etkinligi, tasinan biyolojik yiikiin hedef hiicrelere basarili bir
sekilde aktarilmasina baglidir. Bu aktarim, reseptor-ligand etkilesimleri, eksozom membraninin
hedef hiicre membrani ile dogrudan fiizyonu veya endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinma
mekanizmalar1 ile gerceklesmektedir. Hiicre icine alindiktan sonra eksozomlar endozomal
sistemle etkilesime girerek igeriklerini sitoplazmaya birakabilir ve bu sayede yatay genetik bilgi
transferi saglanir (Xie et al., 2022). Eksozomlarin tasidig1 biyoaktif molekiiller, hedef hiicreleri
cesitli yollarla etkileyebilmektedir: ylizey ligandlar1 araciligiyla dogrudan hiicresel
sinyallemeyi baslatma, aktive reseptdrlerin alict hiicrelere transferi ve protein, lipit ile RNA
taginmasi yoluyla hiicresel ve epigenetik yeniden programlama bu mekanizmalar arasinda yer
almaktadir (Hosseini et al., 2016). Bu ¢ok yonlii etkilesimler, eksozomlarin hem yakin hem de

uzak hiicrelerle 6zgiil ve etkili bir iletisim kurabilmesine olanak tanimaktadir (Gross, 2021).
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2.3.2. Eksozom kaynakh miRNA’lar: Tiimor baskilayici ve onkomiRNA’lar

Kanser kaynakli eksozomlar; VEGF, EGF, FGF, insiilin benzeri biiylime hormonu,
sitokinler, DNA fragmentleri, mRNA’lar ve miRNA’lar gibi farkli biyolojik maddelerin
iletildigi rapor edilse de, tiimor gelisimi ve progresyonu asamalarinda hem onkojenik hem de
timor baskilayict roller miRNA’lar araciligiyla gerceklestirilmektedir (Whiteside, 2016a,
2016b). Tiimor kaynakli eksozomal miRNA’larin anjiyogenezi tesvik ettigi, epitel-mezenkimal
gecisi (EMGQG) indiikledigi ve metastatik potansiyeli artirdig1 gosterilmistir (Kim et al., 2020;
Qin et al., 2016). Bu miRNA’lar, hedef hiicrelerde tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunu
inhibe ederek proliferasyon, invazyon ve hiicre sagkalimini1 destekleyen sinyal yolaklarini

aktive edebilmektedir (Zhang et al., 2015).

Eksozomal miRNA’larin dikkat ¢ekici islevlerinden biri, bazi kanserlerde premetastatik nig
olusumuna katkida bulunmalaridir. Tiimdr hiicrelerinden salinan eksozomlar, uzak organlara
taginarak bu dokularda uygun bir mikrogevre olusturmakta ve metastaz i¢in zemin
hazirlamaktadir (Milane et al., 2015). Ayrica GBM mikrogevresindeki hipoksinin, eksozomal
miRNA igerigini degistirerek tiimor agresifligini ve adaptif yanitlari artirabildigi bildirilmistir
(Kahlert & Kalluri, 2013; Paskeh et al., 2022).

GBM'de eksozom kaynakli miRNA'larin fonksiyonlart tiimor baskilayict miRNA'lar ve
onkomiRNA'lar olmak {izere iki ana grupta degerlendirilmektedir (Aili et al., 2021). Timor
baskilayict miRNA’lar, hiicre proliferasyonunu baskilayan, apoptozu indiikleyen ve invazyonu
azaltan molekiiller olarak gorev yaparken, bu etkilerin tersine tiimor biiylimesini, anjiyogenezi,
immiin kagis1 ve tedavi direncini destekleyen miRNA’lar onkomiRNA’lar olarak tanimlanir
(Saito & Jones, 2006). Son yillarda yapilan ¢alismalar, GBM hiicrelerinin yalnizca onkojenik
miRNA'lar1 eksozomlar aracilifiyla ¢evre hiicrelere aktarmadigini, ayni zamanda kendi
biliylimelerini sinirlandirabilecek tiimor baskilayict miRNA'lar1 da hiicre disina uzaklastirarak
timor gelisimi i¢in avantaj sagladigini ortaya koymustur (Ghaemmaghami et al., 2020; Peng et
al., 2022; Qi et al., 2022). Bu durum, eksozomlarin GBM biyolojisinde ¢ift yonlii diizenleyici

bir rol iistlendigini gostermektedir.

Timor baskilayict miRNA'lara iliskin en dikkat ¢ekici 6rneklerden biri miR-3591-3p'dir.
Yapilan sekanslama analizlerinde miR-3591-3p'nin gliom dokularinda normal beyin dokusuna
gore diisiikk diizeyde eksprese edildigi, buna karsin beyin omurilik sivisi (BOS) kaynakli
eksozomlarda belirgin sekilde arttigi gosterilmistir. Fonksiyonel analizler, bu miRNA'nin
MAPK sinyal yolunu baskilayarak hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugunu ve apoptozu

indiikledigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, gliom hiicrelerinin miR-3591-3p'yi seg¢ici
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olarak eksozomlar araciligiyla hiicre disina salgiladigi, boylece hiicre igindeki timor baskilayici
etkiden kurtuldugu bildirilmistir (Li et al., 2022). Benzer sekilde miR-34a, glioblastomada en
iyi karakterize edilmis timor baskilayici miRNA'lardan biridir. GBM dokularinda
ekspresyonunun belirgin sekilde azaldig1 gosterilen miR-34a'nin PDGFRA, c-MET, Notch1/2
ve CDK6 gibi proliferasyonla iligkili genleri baskilayarak hiicre dongiisiinii durdurdugu,
apoptozu artirdigi ve glioma kok hiicrelerinin kendini yenilemesini azalttigi bildirilmistir
(Guessous et al., 2010). Bir diger 6nemli tiimor baskilayict miRNA olan miR-128, GBM'de
diisiik diizeyde eksprese edilmekte olup 6zellikle BMI1, E2F3 ve PDGFRA gibi onkojenik
hedefleri baskilayarak hiicre proliferasyonunu azaltmakta ve glioma kok hiicrelerinin
yenilenmesini engellemektedir (Cui et al., 2010). Benzer sekilde miR-181d, MGMT
ekspresyonunu baskilayarak TMZ duyarliligini artirmakta, diisik ekspresyonu ise tedavi
direnci ile iligkilendirilmektedir (W. Zhang et al., 2012). Bunun yaninda miR-142-3p'nin
HMGBI1 ve TGF-f iligkili sinyal mekanizmalarini diizenleyerek proliferasyonu azaltmasinin
yant sira makrofajlarin M2 fenotipine gegisini baskiladigi ve antitimor immiin yaniti
giiclendirdigi gosterilmistir (Wei et al., 2025). Ayrica miR-150-5p'nin VEGFA, MMP14 ve
proliferasyonla iligkili ¢esitli hedef genleri inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini, invazyonu ve
anjiyogenezi baskiladigi bildirilmistir (Lin et al., 2026).

Tiimor baskilayict miRNA'larin  aksine, onkomiRNA'lar glioblastoma gelisimini
destekleyen ve eksozomlar aracilifiyla tiimor mikrogevresini yeniden programlayan
molekiillerdir. Bu miRNA'lar tiimdr hiicreleri tarafindan yiiksek miktarda sentezlenmekte ve
eksozomlarla ¢evredeki tiimdr hiicrelerine, endotelyal hiicrelere, mikroglialara ve makrofajlara
taginarak proliferasyon, invazyon, anjiyogenez, immiin baskilanma ve tedavi direncini
artirmaktadir. Bu nedenle eksozomal onkomiRNA'lar hiicre i¢i sinyal mekanizmalarinin yani
sira hiicreler arasi iletisimi de diizenleyen temel molekiiler aracilar olarak kabul edilmektedir

(Aili et al., 2021).

GBM'de en iyi tanimlanmis onkomiRNA miR-21'dir. MiR-21'in hem tiimor dokusunda hem
de serum ve BOS kaynakli eksozomlarda belirgin sekilde arttigi1 gosterilmistir. Eksozomal miR-
21'in PTEN, PDCD4, RECK ve TIMP3 gibi tiimor baskilayici genleri inhibe ederek PI3K/Akt
ve MAPK sinyal yolaklarin1 aktive ettigi, bunun sonucunda proliferasyon, invazyon ve
anjiyogenezin arttig1 bildirilmistir (Masoudi et al., 2018). Hipoksik glioblastoma hiicrelerinden
salman eksozomal miR-21'in ayrica miyeloid kokenli baskilayict hiicrelerde immiin
baskilanmay1 giiclendirdigi ve glioma iliskili mikroglia/makrofajlardan salinan miR-21'in

STAT3 aktivasyonu yoluyla temozolomid direncini artirdig1 gosterilmistir. Bu nedenle miR-21,
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glinlimiizde GBM'nin en 6nemli tanisal ve prognostik eksozomal biyobelirteclerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Bunun yani sira, miR-10b, glioblastomda yiiksek ekspresyon
gosteren ve kotli prognoz ile iliskilendirilen 6nemli bir onkomiRNA'dir (Akers et al., 2013;
Chan et al., 2005). miR-10b"nin HOXD10 ve diger tiimor baskilayici hedefleri inhibe ederek
hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu artirdigi bildirilmistir (Sun et al., 2011).
Benzer sekilde miR-221/222 ailesi, pS7 ve PTEN gibi hiicre dongiisii diizenleyicilerini
baskilayarak proliferasyonu hizlandirmakta ve apoptozu azaltmaktadir (C. Zhang et al., 2012).
Ozellikle eksozomal miR-221'in alic1 hiicrelerde tiimor progresyonunu ve TMZ direncini
destekledigi gosterilmistir (Quintavalle et al., 2012). Immiin diizenlenme agisindan 6ne ¢ikan
bir diger onkomiRNA miR-155'tir. GBM mikrogevresinde yiiksek diizeyde bulunan bu
miRNA'nin makrofajlarda ve mikroglialarda pro-tiimoral sinyal mekanizmalarini aktive ederek
immiin baskilayici fenotipi destekledigi bildirilmistir (Qiu et al.,, 2013). Ayrica miR-9,
eksozomal taginim yoluyla TMZ direncinin gelismesine katkida bulunmakta ve glioma kok

hiicre 6zelliklerinin korunmasini desteklemektedir (Munoz et al., 2014).

GBM hiicreleri bir yandan tiimor baskilayict miRNA'lar1 hiicre disina uzaklastirarak kendi
proliferatif avantajlarmi artirirken, diger yandan onkomiRNA'lar1 tiimér mikrogevresine
aktararak immiin baskilanma, anjiyogenez, invazyon ve tedavi direncini desteklemektedir

(Erices et al., 2023).

Literatiirde GBM’de eksozomal miRNA'larin biyolojik rolleri {izerine ¢ok sayida ¢aligma
bulunmasina ragmen, bu caligmalarin biiylik ¢ogunlugu tek bir miRNA'nin fonksiyonunun
incelenmesine veya yalnizca eksozomal ya da yalnizca hiicre i¢i ekspresyon diizeylerinin
degerlendirilmesine odaklanmistir (Marangon & Lecca, 2023). Ozellikle miR-21'in
onkomiRNA olarak ve miR-142-3p ile miR-150-5p'nin tiimor baskilayict miRNA'lar olarak
GBM patogenezindeki rolleri farkli calismalarda ortaya konulmus olsa da bu miRNA'larin
eksozomal ekspresyon profilleri ile hiicre i¢i diizeylerinin aym1 deneysel modelde birlikte
degerlendirilerek karsilastirildigi calismalarin sayist oldukca sinirlidir. Bu tez ¢alismasinda,
glioblastoma hiicrelerinde onkomiRNA olarak miR-21, timor baskilayici miRNA'lar olarak ise
miR-142-3p ve miR-150-5p sec¢ilmistir. Bu miRNA'larin hem hiicre i¢i gen ekspresyon
diizeyleri hem de eksozomlar aracilifiyla tasinan ekspresyon profilleri birlikte
degerlendirilmistir. Boylece yalnizca miRNA ekspresyon degisikliklerinin belirlenmesi degil,
ayni zamanda tedaviye bagli olarak hiicre ile eksozom arasindaki miRNA dagiliminin nasil

degistiginin ortaya konulmasi hedeflenmistir.
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2.4. Tumor Baskilayict miRNA’lar ve Tedaviye Duyarhhik

Tez ¢alismasinda, tiimor baskilayict faktorler arasinda etkili oldugu degerlendirilen miR-
142-3p ve miR-150-5p ¢alismaya dahil edilmistir.
2.4.1. miR-142-3p

miR-142-3p, insan kromozomu 1722 bdlgesinde bulunan MIR142 geninden transkribe
edilen ve olgunlagma siirecinin ardindan olusan fonksiyonel bir mikroRNA'dir (Wu et al.,
2011). Hematopoietik hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese edilen bu miRNA, hiicre
proliferasyonu, farklilagmasi, immiin yanit, apoptoz ve hiicresel go¢ gibi bir¢ok biyolojik
stirecin  diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bununla birlikte, miR-142-3p'nin kanser
biyolojisindeki fonksiyonu tiimér tipine bagl olarak degisebilmekte ve hem tiimor baskilayici

hem de onkojenik 6zellikler gosterebilmektedir (Esquela-Kerscher & Slack, 2006).

Bircok kat1 tiimorde miR-142-3p'nin tiimor baskilayici etkileri bildirilmistir (Deng et al.,
2015; Hua et al., 2018; Wu et al., 2011).

Benzer sekilde, servikal kanserde yapilan arastirmalar da miR-142-3p'nin tiimor baskilayici
etkilerini desteklemektedir. Deng ve arkadaslari, servikal kanser dokularinda miR-142-3p
diizeylerinin normal servikal epitellere gore anlamli derecede diisiik oldugunu goéstermistir.
Calismada miR-142-3p'nin dogrudan FZD7 (Frizzled Class Receptor 7) genini hedefledigi
belirlenmistir. FZD7, Wnt (Wingless/Integrated) sinyal yolunun temel reseptorlerinden biri
olup 6zellikle kanonik Wnt/B-katenin yolunun aktivasyonunda gorev almaktadir. Wnt/B-katenin
yolunun asir1 aktivasyonu; hiicre proliferasyonu, farklilasma, invazyon ve kanser kok hiicre
ozelliklerinin kazanilmasiyla iliskilendirilmektedir. Deng ve arkadaglari, miR-142-3p'nin FZD7
ekspresyonunu baskilamasi sonucunda B-katenin niikleer translokasyonunun azaldigini ve
proliferasyonla iligkili hedef genlerin ekspresyonunun distiigiinii gostermistir. Bunun
sonucunda servikal kanser hiicrelerinde proliferasyon, koloni olusumu, migrasyon ve invazyon
belirgin sekilde baskilanmistir. Bu bulgular, miR-142-3p'nin Wnt/B-katenin sinyal yolunun
negatif diizenleyicisi olarak gorev yaptigini ortaya koymaktadir (Deng et al., 2015).

Fakat yukarida bulunan kanitlara ragmen miR-142-3p'nin biyolojik fonksiyonlarinin tiim
kanser tiplerinde aynm1 olmadig1 yoniinde bilgiler literatiirde yer almaktadir. Kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanserinde (NSCLC) yapilan caligmalar, miR-142-3p'nin bazi hiicresel
baglamlarda onkojenik 6zellik gdsterebildigini ortaya koymustur. Lei ve arkadaslari, NSCLC
dokularinda miR-142-3p ekspresyonunun arttigini ve bu miRNA'nin dogrudan Transforming
Growth Factor Beta Receptor 1 (TGFBR1) genini hedefledigini gostermistir. TGFBR1, TGF-3

sinyal yolunun temel reseptorlerinden biri olup erken evre tiimorlerde hiicre dongiisiinii
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durdurarak proliferasyonu baskilayan ve apoptozu destekleyen onemli bir tiimor baskilayic
mekanizmanin parcasidir. miR-142-3p araciligtyla TGFBR1 ekspresyonunun azalmasi
sonucunda, TGF-f aracili bliylime inhibisyonu ortadan kalkmig ve tiimdr hiicre proliferasyonu
artmistir. Bu ¢alisma, miR-142-3p'in fonksiyonlarinin yalnizca kendi ekspresyon diizeyine
degil, ayn1 zamanda hedef aldig1 genlerin hiicresel baglamina da bagl oldugunu gostermektedir
(Lei et al., 2014). Bu durum, miRNA'larin biyolojik etkilerinin hiicresel baglama ve hedef gen
repertuarina bagli olarak degisebildigini ortaya koymaktadir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, miR-142-3p'nin GBM patogenezinde 6nemli rol oynadigini
gostermistir. Proinflamatuvar bir sitokin olan IL-6’nin MIR142 promotdr bolgesindeki
metilasyonu artirarak miR-142-3p ekspresyonunu baskiladigi bildirilmistir. Buna karsilik miR-
142-3p de IL-6 ekspresyonunu inhibe etmekte ve bdylece iki molekiil arasinda negatif geri

besleme dongiisiine dayanan bir diizenleyici mekanizma olusmaktadir (Chiou et al., 2013).

Yeni ¢alismalar, miRNA’larin kanser hiicrelerindeki degisimlerin yani sira farkli ilag direnci
mekanizmalarinda da rol oynadigim gostermektedir. Ornegin, GBM tedavisinde kullanilan
temel kemoterapdtik ajanlardan biri olan TMZ direncinin gelisiminde miRNA aracili molekiiler
mekanizmalarin rol oynadigi gosterilmistir. miR-195, miR-10a ve miR-445-3p gibi
miRNA'larin TMZ direncinin gelisiminde rol oynadigi bildirilirken, miR-142-3p'nin de
inflamasyon ve hiicre sagkalim yolaklar1 iizerindeki diizenleyici etkileri nedeniyle bu siiregte
potansiyel bir rol oynayabilecegi One siiriilmektedir (Lee et al., 2018). Ozellikle 1L-6
sinyalizasyonunun GBM ko&k hiicre 6zellikleri, timdr agresifligi ve tedavi direnci ile iligkili
oldugu g6z oniine alindiginda, miR-142-3p'nin bu yolak iizerindeki baskilayici etkisi terapotik

acidan dikkat ¢cekmektedir.

Sonug olarak miR-142-3p, kanser tiirline bagli olarak farkli fonksiyonlar gosterebilen ¢ok
yonlii bir miRNA olup, o6zellikle GBM'de inflamasyonla iligkili sinyal yolaklarinin
diizenlenmesi, tiimor progresyonunun kontrolii ve tedavi direncinin modiilasyonu acisindan
onemli bir molekiiler diizenleyici olarak degerlendirilmektedir (Xu et al., 2014). Bu nedenle,
miR-142-3p’nin iligkili sinyal aglarimi1 daha ayrintili olarak aydinlatmak ve GBM i¢in yeni

yaklagimlar gelistirmek, tez calismasinin temel amaglarindan birini olusturmaktadir.
2.4.2. miR-150-5p

miR-150-5p, insan genomunda kromozom 19q13 bdlgesinde bulunan MIR150 geninden
transkribe edilen ve olgunlagma siireci sonucunda olusan fonksiyonel bir miRNA'dir (Punga et
al., 2014). Fizyolojik kosullarda hematopoietik hiicre gelisimi, immiin yanit, hiicre

proliferasyonu ve farklilasmasinin diizenlenmesinde Onemli gorevler iistlenmektedir. Son
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yillarda yapilan c¢aligmalarda, miR-150-5p'min hiicre dongiisii kontrolii, apoptoz, metastaz,
epitel-mezenkimal gecis ve kanser kok hiicre Ozelliklerinin diizenlenmesinde gorev aldigi

bildirilmektedir (Dai et al., 2019; Niemira et al., 2023).

Papiller tiroid kanseri lizerine yapilan caligmalarda, miR-150-5p ekspresyonunun timor
dokularinda normal tiroid dokusuna gore anlamli derecede daha diisiik oldugu gosterilmistir.
Chen ve arkadaglari, miR-150-5p'nin yeniden eksprese edilmesinin tiroid kanseri hiicrelerinde
proliferasyonu 6nemli 6lgiide azalttigini, hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdurdugunu ve
apoptozu artirdi@int  bildirmistir. Ayrica miR-150-5p'min asir1 ekspresyonunun hiicre
migrasyonunu ve invazyonunu baskiladigi, bunun sonucunda tiimor hiicrelerinin metastatik
potansiyelinin azaldig1 gosterilmistir. Calismada, bu etkinin hiicre proliferasyonu ve
sagkalimimi diizenleyen ¢esitli onkojenik sinyal yolaklarinin baskilanmasiyla iliskili oldugu
belirtilmistir. Benzer sekilde, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde yapilan aragtirmalar da
miR-150-5p'nin tiimdr baskilayici roliinii desteklemektedir. Lu ve arkadaglari, NSCLC
dokularinda miR-150-5p diizeylerinin belirgin sekilde azaldigini géstermistir. Arastirmacilar,
miR-150-5p'nin yeniden eksprese edilmesiyle tiimor hiicre proliferasyonunun yavasladigini,
koloni olusturma kapasitesinin azaldigini, hiicre migrasyonunun ve invazyonunun
baskilandigin1 bildirmislerdir. Ayrica miR-150-5p'nin apoptozu artirarak tiimor hiicrelerinin
canliligimi azalttig1 ve bu nedenle akciger kanserinde 6nemli bir tiimor baskilayict miRNA

olarak degerlendirilebilecegi ifade edilmistir (Chen et al., 2018; Lu et al., 2017).

Hematolojik malignitelere karst yapilan caligmalar, miR-150-5p'nin  6zellikle
hematopoietik kok hiicrelerin farklilagsmasi ve 16semi kok hiicre biyolojisinin diizenlenmesinde
kritik rol oynadigini gostermektedir. Jiang ve arkadaslari, akut miyeloid 16semi kok
hiicrelerinde miR-150-5p ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigini bildirmistir. Calismada
miR-150-5p'nin yeniden eksprese edilmesiyle 16semi kok hiicrelerinin kendini yenileme
kapasitesinin azaldigi, hiicre proliferasyonunun baskilandigi ve 16semik hiicrelerin
farklilagsmaya yonlendirildigi gosterilmistir. Ayrica deneysel hayvan modellerinde miR-150-5p
ekspresyonunun artirilmasinin timér olusumunu ve 16semik hiicre yiikiinii énemli Olciide
azalttig1 bildirilmistir (Jiang et al., 2012).

GBM'in kotli prognozunda glioma kok hiicrelerinin énemli rol oynadigi bilinmektedir.
Yapilan ¢alismalar, miR-150-5p ekspresyonunun glioma dokularinda ve hiicre hatlarinda
azaldigin1 ve bu miRNA'nin gliom hiicrelerinde tiimor baskilayici 6zellik gosterdigini ortaya

koymustur. miR-150-5p'nin agir1 ekspresyonunun gliom hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu

16

Zl'j turn|t|n Sayfa 42 /110 - Butunluk Gonderi Gonderi Kimligi  trn:oid:::1:3637959374



Z'l_.l turnitin Sayfa 43 /110 - Biitiinlik Gonderi Gonderi Kimligi ~ trn:oid:::1:3637959374

ve invazyonunu baskiladigi, buna karsilik diisiik ekspresyonunun tiimér progresyonuna katkida

bulundugu bildirilmistir (Sakr et al., 2016).

MiR-150-5pmin GBM'deki etkilerinin 6nemli bir kisminin Wnt/B-katenin sinyal yolu
tizerinden gerceklestigi  diisliniilmektedir. Wnt/B-katenin yolu, hiicre proliferasyonu,
farklilagmasi, anjiyogenez, invazyon ve kanser kok hiicre 6zelliklerinin siirdiiriilmesinde kritik
rol oynayan temel sinyal mekanizmalarindan biridir. Bu yolaktaki anormal aktivasyonun
glioma gelisimi ve kotii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir. Biyoinformatik analizler ve
fonksiyonel c¢aligmalar, miR-150-5p'nin B-katenin proteinini kodlayan CTNNBI1 geninin 3'-
UTR bolgesine baglanabildigini ve boylece Wnt/B-katenin sinyal aktivitesini baskilayabildigini
ortaya koymustur. CTNNBI1'in baskilanmasi sonucunda glioma hiicrelerinin proliferasyon
kapasitesi azalmakta, apoptoz artmakta ve tiimor kok hiicre 6zellikleri zayiflamaktadir. Ayrica
miR-150-5p'nin glioma kok hiicrelerinin kendini yenileme kapasitesini azaltarak tiimor
olusumunu baskiladig bildirilmistir (Tian et al., 2020). Glioma kok hiicrelerinin tedavi direnci
ve timor niikstindeki merkezi rolii goz Oniline alindiginda, miR-150-5pmin bu hiicre
popiilasyonu iizerindeki baskilayici etkisi terapotik acidan biiylik 6nem tasimaktadir. Wnt/B-
katenin sinyal yolunun inhibisyonu yoluyla gerceklesen bu etki, miR-150-5p'nin GBM

tedavisinde potansiyel bir molekiiler hedef olarak degerlendirilmesine yol agmustir.

Sonug olarak miR-150-5p, hiicre proliferasyonu, migrasyon, invazyon ve kanser kok hiicre
ozelliklerini diizenleyen onemli bir miRNA olup, 6zellikle GBM'de tiimor baskilayicr
fonksiyon gostermektedir. CTNNBI1/Wnt/B-katenin eksenini hedefleyerek glioma kok
hiicrelerinin 6zelliklerini baskilamasi, bu miRNA'y1 hem prognostik bir biyobelirtegc hem de
gelecekte gelistirilebilecek hedefe yonelik tedavi stratejileri agisindan umut verici bir molekiil

haline getirmektedir (Kalaimani et al., 2022).

2.5. OnkomiRNA ve Tiimér Progresyonu ile iliskisi
2.5.1. miR-21

miR-21, kanser hiicrelerinde yaygin olarak yiiksek oranda eksprese edilen miRNA'lardan
biri olup, bir¢ok kat1 tlimoérde ve hematolojik malignitede onkomiRNA olarak tanimlanmaktadir
(Krichevsky & Gabriely, 2009). 11k kez cesitli timdr dokularinda yiiksek diizeyde eksprese
edildiginin gosterilmesinden bu yana, miR-21'in hiicre proliferasyonu, apoptoz, invazyon,
metastaz, anjiyogenez, immiin kagis ve tedavi direnci gibi kanser gelisiminin hemen her
asamasinda gorev aldig1 ortaya konmustur (Pan et al., 2010). Ozellikle GBM (Gabriely et al.,
2008), meme (Yan et al., 2008), akciger (Zhang et al., 2010), kolorektal (Wu et al., 2017),
pankreas (Dillhoff et al., 2008), prostat (Li et al., 2009) ve hepatoseliiler karsinom (Liu et al.,
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2010) gibi agresif timorlerde miR-21 ekspresyonunun normal dokulara gére belirgin sekilde

arttig1 bildirilmektedir.

miR-21'"in onkojenik etkilerinin biiyiik 6l¢iide tiimor baskilayic1 genlerin ekspresyonunu
baskilamasiyla iliskili oldugu tespit edilmistir. miR-21'in dogrulanmis hedefleri arasinda PTEN
(Phosphatase and Tensin Homolog), Programmed Cell Death Protein 4 (PDCD4), Tropomyosin
1 (TPM1), Reversion-Inducing Cysteine-Rich Protein with Kazal Motifs (RECK), Sprouty
RTK Signaling Antagonist 2 (SPRY2) ve B-cell Translocation Gene 2 (BTG2) gibi bir¢ok timor
baskilayicit gen bulunmaktadir. Bu genlerin baskilanmasi sonucunda PI3K/Akt, MAPK/ERK,
TGF-B ve NF-«B sinyal yolaklar1 aktive olmakta; hiicre proliferasyonu artarken apoptoz
baskilanmakta, migrasyon ve invazyon kapasitesi ise belirgin sekilde ylikselmektedir

(Krichevsky & Gabriely, 2009).

GBM’de miR-21, en yiiksek diizeyde eksprese edilen miRNA'lardan biri olup timor
agresifligi ile dogrudan iligkilidir. Yapilan ¢alismada, GBM dokularinda ve glioma hiicre
hatlarinda miR-21 ekspresyonunun normal beyin dokusuna gore anlamli derecede arttigi
gosterilmistir (Pfeffer et al., 2015; Wu et al., 2013). miR-21'in asir1 ekspresyonu, PTEN ve
PDCD4 gibi tiimor baskilayici genlerin baskilanmasina bagli olarak PI3K/Akt sinyal yolunun
aktivasyonunu artirmakta, hiicre proliferasyonunu hizlandirmakta ve apoptozu inhibe
etmektedir. Ayrica kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesinin azalmasina neden olarak programlanmig
hiicre 6liimiinii baskiladigi, bunun sonucunda GBM hiicrelerinin kemoterapi ve radyoterapiye

kars1 daha direngli hale geldigi bildirilmistir (Papagiannakopoulos et al., 2008).

Ayrica RECK ve TPM1 genlerinin miR-21 tarafindan baskilanmasi sonucunda MMP-2 ve
MMP-9 aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Metalloproteinase). Bunun yaninda miR-21'in epitel-
mezenkimal gec¢is benzeri molekiiler degisiklikleri destekledigi ve tiimor kok hiicre
ozelliklerinin korunmasina katki sagladigr bildirilmektedir. Son yillarda yapilan bazi
caligmalar, miR-21'in yalnizca hiicre i¢inde degil, ayn1 zamanda eksozomlar araciligtyla tiimor
mikrogevresinin yeniden sekillendirilmesinde de 6nemli rol oynadigini ortaya koymustur (Iser

etal., 2017).

GBM kaynakli eksozomal miR-21'in en 0&nemli fonksiyonlarindan biri timor
mikrogevresinde immiin baskilanmanin olugsmasina katki saglamasidir. Eksozomlar araciligiyla
makrofajlara ve mikrogliyaya taginan miR-21'in bu hiicrelerde M2 benzeri immiinsiipresif
fenotipi destekledigi ve IL-10, TGF-f ile VEGF gibi immiin baskilayicit ve proanjiyojenik
faktorlerin iiretimini artirdigt gosterilmistir. Buna karsilik, antitiimdr immiin yanit1 destekleyen

sitokinlerin ekspresyonu azalmaktadir. Béylece GBM hiicreleri, eksozomal miR-21 araciligiyla
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tiimor lehine immiin tolerans olusturarak biiyiimelerini desteklemektedir (Musatova & Rubtsov,

2023).

Eksozomal miR-21 ayn1 zamanda anjiyogenezin diizenlenmesinde de Onemli rol
oynamaktadir. GBM hiicrelerinden salinan eksozomlarin endotelyal hiicreler tarafindan
alinmas1 sonucunda PI3K/Akt ve ERK sinyal yolaklarinin aktive oldugu, VEGF
ekspresyonunun arttigit ve yeni damar olusumunun hizlandig1 bildirilmistir. Artan
vaskiilarizasyon, tiimoriin oksijen ve besin ihtiyacini karsilayarak hizli biiytimesine katkida

bulunmaktadir (Lucero et al., 2020).

Bunun yaninda eksozomal miR-21'in tedavi direncinin gelisiminde de 6nemli gorevleri
bulunmaktadir. TMZ tedavisine direncgli GBM hiicrelerinden salgilanan eksozomlarin yiiksek
miktarda miR-21 igerdigi ve bu eksozomlarin TMZ'ye duyarli hiicrelere aktarilmasi sonucunda
alict hiicrelerde de ilag direnci gelistigi goOsterilmistir. Bu etkinin PTEN/PI3K/Akt ve
antiapoptotik sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile iliskili oldugu bildirilmektedir (Munoz et al.,
2014; Shi et al., 2010). Boylece eksozomlar, diren¢ fenotipinin tiimdr hiicreleri arasinda

yayilmasini saglayan dnemli biyolojik tasiyicilar olarak gorev yapmaktadir.

Son yillarda gelistirilen deneysel tedavi yaklagimlarinda da miR-21'in hedeflenmesi dikkat
cekmektedir. Anti-miR-21 oligoniikleotidleri, kilitli niikleik asit (KNA) inhibitorleri ve
eksozom temelli RNA tagima sistemleri kullanilarak miR-21 ekspresyonunun baskilanmasinin,
GBM hiicrelerinde proliferasyonu azalttigi, apoptozu artirdigi ve TMZ’ye duyarliligi yeniden
kazandirdig1 gosterilmistir (Singh et al., 2021). Ayrica terapdtik eksozomlar araciliiyla anti-
miR-21 molekiillerinin dogrudan tiimoér hiicrelerine tasimmasinin, kan-beyin bariyerini
asabilmesi nedeniyle gelecekte umut verici bir tedavi stratejisi olabilecegi diisiiniilmektedir

(Corsten et al., 2007).
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Tablo 1. MiRNA’lar ve hastaliklar {izerine etkileri

miRNA Hastahk/Kanser Biyolojik Etki Temel Hedef/Yolak
Tiiri
miR-142-3p  Hepatoseliiler RACI Gog ve invazyonu inhibe eder
karsinom
miR-142-3p  Servikal kanser FZD7 / Wnt-B-katenin Proliferasyon ve invazyonu baskilar
miR-142-3p NSCLC TGFBR1 Onkojenik etki gosterebilir
miR-142-3p GBM IL-6 Inflamasyon ve tiimor progresyonunu
baskilar

miR-150-5p  Papiller tiroid kanseri MUC4 ve iliskili yolaklar Proliferasyonu baskilar

miR-150-5p  Losemi Kok hiicre iliskili genler ~ Ldsemi kok hiicrelerini baskilar

miR-150-5p GBM CTNNBI (B-katenin) Wnt/B-katenin sinyalini baskilar

miR-150-5p  GBM hiicrelerinde CTNNB1/Wnt Kendini yenileme kapasitesini azaltir

miR-21 Meme kanseri PTEN, TPM1 Hiicre biiylimesini ve metastazi
destekler

miR-21 NSCLC PTEN, RECK Epitel-mezenkimal ge¢is, invazyon ve

metastazi artirir

miR-21 GBM PTEN / PI3K-AKT Hiicre proliferasyonunu, invazyonu ve
tedavi direncini artirir;  apoptozu
baskilar

miR-21 Kolorektal kanser PDCD4, PTEN Proliferasyon, invazyon ve metastazi
artirir

2.6. SN-38 ve Etopozid’in Antikanser Mekanizmalari

Kanser hiicreleri kontrolsiiz proliferasyon ve invazyon gibi 6zelliklerle tanimlanmaktadir.
SN-38 ve Etopozid antikanser ajanlari, hiicresel proliferasyonun kontrolsiiz artigin
engelleyerek hiicreyi apoptoza siiriiklemek iizere tasarlanan 6nemli molekiillerdir (Kashifa
Fathima et al., 2022). Topoizomeraz I ve II, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu sirasinda
DNA topolojisinin diizenlenmesinde gorev alan enzimlerdir. Bu nedenden dolay1r SN-38 ve
Etopozid DNA topoizomerazlarini hedefleyerek DNA hasarina ve hiicre 6liimiine yol agabilen
antikanser ajanlardir (Birandra K Sinha, 1995). Ayrica SN-38 ve Etopozid farkli enzimler
izerinde etkili olduklarindan dolay1 kombine tedaviler kanser ¢ogalmasini ve biiylimesini daha

giiclii bir sekilde baskilamaktadir.

20

ZI'j turn|t|n Sayfa 46 / 110 - Buttnluk Gonderi Gonderi Kimligi  trn:oid:::1:3637959374



Z'l_.l turnitin Sayfa 47 /110 - Biitiinlik Gonderi Gonderi Kimligi ~ trn:oid:::1:3637959374

2.6.1. DNA topoizomerazlar: Yapi ve fonksiyon

DNA replikasyonunda ¢ift sarmal yapinin ¢6ziilmesi ve replikasyon sonrasi yeniden sarmal
haline gelmesi gerekmektedir. Bu islevin saglanmasi igin gerekli olan enzimler DNA
topoizomeraz I ve II’dir. Topoizomeraz I, tek iplik kirilma ve yeniden baglanma siireglerini
baglatarak DNA sarmal yapilarini transkripsiyon i¢in hazir hale getirmektedir. Enzim, DNA
zincirinde gecici bir kesik olusturarak zincirlerin iist iiste sarilmalarin1 azaltir ve daha sonra
kesilen ipligi yeniden birlestirir. Bu mekanizma DNA replikasyonu ilerledik¢e sarmal sebebiyle

olusacak stresin giderilmesinde kritik rol oynamaktadir (Pourquier & Pommier, 2001).

Topoizomeraz I, ¢ift iplik kirilma ve yeniden baglanma mekanizmasiyla ATP bagiml
olarak caligmaktadir. DNA c¢ift sarmalin1 gegici olarak iki pargaya bolerek, diger bir DNA
segmentini bu kesikten gecirir ve ardindan yeniden sarmal olusturur. Bu enzim kromozom
ayrilmasi, replikasyonun sonlandirilmasi ve DNA sarmal yapisinin diizenlenmesi gibi

siireclerde zorunludur (Osheroff et al., 1991).

Topoizomeraz 1 ve II enzimleri birbirlerinin alternatifi degil, fonksiyonel olarak
tamamlayicilardir ve 6zellikle S ve G2/M fazlarinda koordineli sekilde caligmaktadirlar.
Topoizomeraz I replikasyon diiglimiiniin ilerlemesini kolaylastirirken, topoizomeraz II
replikasyon sonrasi kardes kromatitlerin ayrilmasinda kritik rol oynamaktadir (Sekil 3).
Hiicreler, bir topoizomerazin baskilanmasi durumunda digerinin ekspresyonunu artirarak
topolojik stresi telafi edebilir. Bu fonksiyonel iliski, topoizomeraz hedefli kemoterapilere karsi
gelisen direng mekanizmalarinin temelini olusturur. Kanser hiicrelerinde artmis proliferasyon
ve replikasyon stresi, topoizomerazlara olan bagimlilig1 artirarak bu enzimleri etkili antikanser
hedefleri haline getirmektedir (Pommier, 2012). Bu bilgiler dogrultusunda, GBM’de tedavi
direnci ve tiimor hiicrelerinin kacis mekanizmalarinin asilmasi amaciyla SN-38 ve etopozidin
kombinasyon halinde kullaniminin antikanser etkinligi artirabilecek potansiyel bir tedavi
yaklagimi oldugu 6ngoriilmekte ve bu kombinasyonun terapétik etkinliginin degerlendirilmesi

amaglanmaktadir.
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TOPOIZOMERAZ | TOPOIZOMERAZ II
(Tek iplik kirigs elusturur) (Cift iplik king: olusturur)

Topo | DNA'ya
baglanir.

Topo Il DNA'ya
baglanir ve iki ipligi
tutar.

@ : 1 Her iki ipligi de
Tek ipligi (Tyr kalintisi ‘ . . Tyr kalintilari
araciliiyla) keser ve | 5 @ e 3 araciigryla keser.
3’ ucuna baglanir. |

|

Diger DNA segmenti
kink bolgeden

Diger iplik, kirik geger.

Gegig sonrasi
= 1B iplikler yeniden
hizalanir.
iplik gegisi sonrasi !

kesilen iplik @ 5 o
. . tekrar birlestirilir.

f Topo | DNA'dan ?*, Topo Il DNA'dan
- aynlr m m ayrilir.

INIHIBITORLER (Topo I) iNIHIBITORLER (Topo II)

« rinotekan (SN-38 aktif metabolit) l . Doksor‘ublsln
- 5 » Etoposid
smigpoteliy « Bleomisin

‘ Enzime bagh DNA kiriklarin stabilize eder. * —+ Enzime bagh gift iplik kiriklarin stabilize eder.

bélgeden geger.

Sonug: Replikasyon garpisir —+ DNA hasari — Hiicre 6limi Sonug: DNA hasan yaniti aktive olur —+ Apoptoz

Sekil 3. DNA Topoizomeraz I ve II’nin fonksiyonlarina ait gorseldir. Topoizomeraz I inhibitorii olan SN-38 ve Topoizomeraz 11 inhibitorii
olan Etopozid antikanser ilaglarinin ¢aligma prensibini gostermektedir.

2.6.2. SN-38: etkin metabolit olarak molekiiler mekanizmalar

Hiicre proliferasyonu sirasinda DNA replikasyonunun saglikli bir sekilde ilerleyebilmesi
icin topoizomeraz I enzimi 6nemli bir rol oynar. Topoizomeraz I'in inhibisyonu proliferasyonu
baskilar ve DNA hasarina bagli hiicre 6liimiinii artirir (Pommier, 2006); bunun sonucunda baz1
timorlerde invazyonun ve metastatik potansiyelin azaldigi farkli ¢alismalarla gdsterilmistir
(Gokduman, 2016; Thomas & Pommier, 2019). Topoizomeraz I baskilayic1 ajanlar arasinda
SN-38’in etkisi rapor edilmistir (Fukuda et al., 1996; Tanizawa et al., 1994). SN-38, irinotekan
maddesinin aktif metaboliti olarak 1994 yilinda tanimlanmistir (Fernandez et al., 2025; Poujol
etal., 2007). Irinotekan, basta metastatik kolorektal kanser olmak iizere cesitli solid tiimdrlerin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapotik ajandir. Irinotekan viicuda alindiktan
sonra karacigerde karboksilesterazlar tarafindan 100-1000 kat daha gii¢lii metaboliti olan SN-
38’e doniiserek giiclii antikanser etki olusturmaktadir (Sekil 4) (Ramesh et al., 2010). Yukarida
da bahsettigim gibi, SN-38 topoizomeraz I enzimine gecici kovalent baglarla baglanarak
boliinmenin ilk evresi olan DNA replikasyon asamasinmi giiclii bir sekilde baskilamaktadir

(Kawato et al., 1991).
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Sekil 4. frinotekan’in karacigerde SN-38’e doniisiim mekanizmasi. Irinotekan, karacigerde basta karboksilesteraz-2 (CES-2) olmak iizere
karboksilesteraz enzimleri tarafindan hidrolize edilerek aktif metaboliti SN-38'e doniistiiriiliir. Olusan SN-38 daha sonra UGT1Al (uridin
difosfat glukuronozil transferaz 1Al) enzimi araciligiyla glukuronidasyona ugrayarak inaktif SN-38 glukuronid (SN-38G) metabolitine
g:)rrll(lillsrnmulur Bu metabolik doniisiim, SN-38'in biyoyararlanimini, terapotik etkinligini ve toksisite profilini belirleyen temel siireglerden

Yakin zamanda gergeklestirilen bir preklinik ¢alismada, glioblastomada metabolik ve
epigenetik direng mekanizmalarin1 hedeflemek amaciyla SN-38 ile hiicre dongiisii kontrol
noktast kinazi (CHK1) inhibitorii olan rabusertibin kombinasyon tedavisi degerlendirilmistir.
Calismada, SN-38'in topoizomeraz I-DNA kompleksini stabilize ederek DNA replikasyonu
sirasinda olusan tek zincir kiriklarinin ¢ift zincir DNA hasarina doniismesine neden oldugu ve
boylece DNA hasar yanitini aktive ettigi gosterilmistir. Buna karsilik, timor hiicrelerinin CHK 1
araciligiyla hiicre dongiistinii durdurarak DNA onarim mekanizmalarimi aktive ettigi ve bu
durumun SN-38'e kars1 direng gelisimine katki sagladigi belirtilmistir. Arastirmacilar bu direng
mekanizmasini ortadan kaldirmak amaciyla SN-38'i CHK1 inhibitorii rabusertib ile kombine
etmislerdir. Rabusertib uygulamasi sonucunda CHK 1 aktivasyonunun baskilandigi, DNA hasar
kontrol noktalarinin devre dis1 kaldig1 ve hasarli DNA'ya sahip glioblastoma hiicrelerinin hiicre

dongiisiine devam ederek apoptoza yonlendirildigi gosterilmistir (Chiou et al., 2025).

Yakin zamanda yapilan bir baska calismada ise glioblastoma tedavisinde SN-38'in terapotik
etkinligini artirmak amaciyla transferrin reseptoriinii (TfR) hedefleyen bir peptit araciligiyla
SN-38 ve PARP inhibitorii rucaparibin birlikte tasindigi yeni bir konjugat gelistirilmistir.
Calismada, glioblastoma hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilen transferrin reseptorii
hedef alinarak konjugatin timor hiicrelerine reseptdr aracili endositoz yoluyla segici olarak
tasinmast amaclanmistir. Hiicre i¢ine alindiktan sonra konjugattan serbestlesen SN-38'in
topoizomeraz [-DNA kompleksini stabilize ederek DNA replikasyonu sirasinda olusan tek

zincir kiriklarinin ¢ift zincir DNA hasarina doniismesine neden oldugu gosterilmistir. Eszamanl
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olarak salinan rukaparib ise PARP enzimini inhibe ederek DNA tek zincir kiriklarinin onarimini
engellemis ve SN-38 tarafindan olusturulan DNA hasarinin daha da artmasina katki saglamistir

(Bataille Backer & Adesina, 2025).

Bu calisma kapsaminda, SN-38 aracili topoizomeraz I inhibisyonunu takiben tamir
mekanizmalarini baskilamak adina ikinci 6nemli enzim olan topoizomeraz II etopozid ile
hedeflenmis ve bir kombinasyon tedavisi kurgulanmistir. Ayrica, aktif hedeflendirme yoluyla
sagliklt hiicrelere zarar vermeden/kanser hiicresinde kontrolsiiz stres tetiklemeden hiicre

replikasyonunun durdurulmasi ve apoptozun indiiklenmesi hedeflenmektedir.
2.6.3. Etopozid: Topoizomeraz II inhibisyonu

Etopozid, Amerikan mayapple bitkisinde (Podophyllum peltatum) dogal bir polifenol olan
lignandan iiretilen podofilotoksinden tiiretilmis yar1 sentetik bir antikanser ajandur. i1k kez 1966
yilinda sentezlenmis ve kapsamli preklinik ve klinik degerlendirmelerin ardindan 1983 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan kanser tedavisinde kullanimi
onaylanmigtir (Sinkule, 1984). 1980’1l yillardan itibaren yiiriitiilen ¢ok sayida ¢alisma,
etopozidin temel etki mekanizmasinin DNA topoizomeraz Il enziminin inhibisyonu oldugunu
ortaya koymustur (Siddiqui et al., 2015). Etopozid, topoizomeraz [I-DNA kompleksini stabilize
ederek kalict DNA ¢ift iplik kiriklarinin olusumuna neden olur ve buna bagl olarak hiicresel
metabolizmanin farkli yonlerini etkileyen kapsamli bir DNA hasar yanitini tetikler. GBM’de
etopozid tedavisi klinik olarak giinlimiizde kullanilmaktadir. Radyoterapi tedavisinin yaninda
ek olarak kullanilir. Etopozid nispeten iyi tolere edilen bir kemoterapdtik ajandir. Ancak GBM
tedavisinde sag kalim siiresindeki etkinligi oldukc¢a diisiiktiir. Bu da alternatif tedavi
yontemlerinin gelismesine yol ag¢maktadir. Bu nedenlerden dolay1 antikanser tedavi
rejimlerinde genellikle karboplatin veya bleomisin gibi diger sitotoksiklerle kombine edilmistir

(Jang et al., 2025).

CD133 pozitif U251 glioblastoma kok benzeri hiicrelerinde gerceklestirilen bir ¢calismada,
Etopozid’in apoptotik yolaklar ve c¢oklu ilag direnci ile iligkili gen ekspresyonu tizerindeki
etkileri arastirilmistir. Topoizomeraz II inhibitérii olan Etopozid’in, DNA ¢ift zincir kiriklarini
artirarak DNA hasar yanitin1 aktive ettigi ve bunun sonucunda intrinsik apoptotik yolaklarin
uyarildig1 gosterilmistir. Tedavi sonrasinda antiapoptotik 6zellik gosteren BCL-2 ve BCL-XL
genlerinin  ekspresyonunda azalma gozlenirken, apoptotik hiicre Oliimiiniin  arttig1
belirlenmistir. Bununla birlikte, ¢oklu ilag direncinden sorumlu ATP-bagimli tagiyici proteinleri
kodlayan ABCG2 (BCRP) ve ABCBI1 gibi diren¢ genlerinin ekspresyonunda degisiklikler

meydana geldigi ve etopozidin glioblastoma kok hiicrelerinin kemoterapiye verdigi yanit1 bu
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mekanizmalar {izerinden etkileyebilecegi bildirilmistir. Arastirmacilar, Etopozidin yalnizca
DNA hasar1 olusturarak sitotoksik etki gostermedigini, ayn1 zamanda apoptozu diizenleyen ve
ila¢ direnci gelisiminde rol oynayan molekiiler yolaklar1 da modiile ettigini ortaya koymustur

(Jin et al., 2010).

Franceschi ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen Faz II klinik ¢aligmada ise, cerrahi
rezeksiyon ve radyoterapi sonrasinda tekrarlayan yiiksek dereceli glioma hastalarinda
karboplatin ve etopozid kombinasyonunun etkinligi ve giivenilirligi degerlendirilmistir.
Calismaya 25 glioblastoma ve 5 anaplastik astrositom olmak iizere toplam 30 hasta dahil
edilmistir; hastalara dort haftada bir {i¢ giin siireyle intravendz karboplatin ve etopozid
uygulanmigtir. Etopozid’in topoizomeraz II enzimini inhibe ederek DNA c¢ift zincir kiriklari
olusturmasi, karboplatinin ise DNA zincirleri arasinda ¢apraz baglar meydana getirerek DNA
replikasyonunu ve transkripsiyonunu baskilamasi nedeniyle iki ajanin sinerjistik antitimor etki
olusturabilecegi ongoriilmiistiir. Tedavi sonucunda hastalarin %20'sinde tam yanit, %10'unda
parsiyel yanit ve %40'inda stabil hastalik elde edilmis, toplam hastalik kontrol oran1 %70 olarak
bildirilmistir (Franceschi et al., 2004).

Calismada ilk kez elde edilen veriler dogrultusunda, kan-beyin bariyerini gegebilen
biyoteknolojik antikanser ajanlara iligkin literatiirdeki ve klinikteki eksikligin tamamlanmasi
hedeflenmektedir. Bunun yani sira, mikrogevreye salinan onkogenik ve tiimor baskilayici
miRNA profillerinin analiziyle antikanser yanitin ve kanser hiicreleriyle miicadelenin

izlenebilirligi ile etkinligi bu ¢aligsma dahilinde ortaya konacaktir.
2.7. SN-38 ve Etopozid’in Kombine Uygulamalar:

GBM, CNS WHO derece 4 olarak siniflandirilan agresif bir tiimordiir ve hastalarin
sagkalim siiresi kisadir. Bundan dolay1 uygulanan tedaviler, kombinasyonlar veya adjuvan
tedavi secenekleriyle birlestirilerek uygulanmaktadir. SN-38, giiclii topoizomeraz I inhibitori
olmas1 nedeniyle tek basina belirgin antikanser aktivite gostermekle birlikte, kombine
kemoterapi yaklagimlarinda ¢ok daha etkili bir terapdtik profile sahiptir (Price et al., 2024;
Roger Stupp et al., 2005). Kombine tedavilerde SN-38’in temel avantaji, DNA replikasyonu
sirasinda olusturdugu yiiksek diizeyde replikasyon stresi ve tek iplik DNA kiriklarinin diger
sitotoksik ajanlar tarafindan olusturulan hasarlarla sinerjik bigimde birikmesidir (Voigt et al.,
1998). Ozellikle DNA tamir mekanizmalarini hedefleyen veya DNA sentezini baskilayan
ajanlarla birlikte kullanildiginda, SN-38’in neden oldugu topoizomeraz [-DNA kompleksinin
stabilizasyonu, onarimi neredeyse imkansiz olan ¢ift iplik kiriklarina doniiserek hiicresel 6liim

sinyallerini kuvvetlendirir (Pommier, 2006).
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Etopozid, topoizomeraz II inhibitérii olarak DNA ¢ift iplik kiriklar1 olusturma kapasitesi
sayesinde kombine kemoterapi protokollerinin temel bilesenlerinden biri haline gelmistir.
Etopozid’in kombine tedavilerdeki etkinligi, 6zellikle topoizomeraz II’nin replikasyon ve
kromozom ayrilmasi iizerindeki roliine dayanmaktadir. Etopozid, topoizomeraz I
inhibitorleriyle birlestirildiginde hiicresel DNA tamir kapasitesini agan bir stres yaratir ve
apoptotik yanit1 gii¢lendirir (Montecucco & Biamonti, 2007). Son ¢alismalar, etopozidin diger
antikanser ajanlarla kombinasyonunun bazi modellerde etkinligi artirabildigini gdstermistir.
Literatiirde irinotekanin aktif metaboliti SN-38’in etkisinden yararlanan irinotekan temelli
rejimlerin sisplatin (Negoro et al., 2003), karboplatin (Schmittel et al., 2006) veya bleomisin
(Wang et al., 2024) gibi antikanser ajanlarla birlikte farkli malignitelerde degerlendirildigi
bildirilmistir.

Levitt ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, tekrarlayan over kanserinde
topotekan ve etopozid kombinasyonunun klinik etkinliginin yani sira, her iki ilacin farklh
uygulama siralarmin antitimor etkileri in vitro olarak da arastirilmistir. Calismada A2780,
SKOV-3 ve OVCAR-3 over kanseri hiicre hatlar1 kullanilmis; apoptoz, hiicre dongiisti dagilima,
sitotoksik etki ve topoizomeraz Ila ekspresyonu degerlendirilmistir. Apoptotik hiicre orani
propidyum iyodiir (PI) ile boyanmis hiicrelerde akis sitometrisi kullanilarak analiz edilmis,
hiicre dongiisti degisiklikleri ise DNA igerigi analizleriyle belirlenmistir. Elde edilen bulgular,
topotekan ve Etopozid’in eszamanli uygulanmasinin sinirl apoptotik etki olusturdugunu, buna
karsin ilaclarin ardisik uygulanmasinin antitimor etkinligi belirgin sekilde artirdigini
gostermistir. En yliksek apoptotik aktivite, hiicrelerin 6nce topotekan ile ii¢ giin siireyle tedavi
edilmesi, ardindan 24 saat ilagsiz bekletilmesi ve sonrasinda {i¢ giin etopozid uygulanmasi ile
elde edilmistir. Bu tedavi protokoliinde tiim hiicre hatlarinda sub-G0/G1 fazindaki apoptotik
hiicre popiilasyonunda belirgin artis gozlenmis ve hiicre canliliginda en fazla azalma bu grupta
saptanmistir. Arastirmacilar, kombinasyon tedavisindeki iistiin etkinligin topoizomeraz Ila
ekspresyonundaki degisiklikten ziyade, hiicre dongiisii kinetigi ve ilaglarin uygulanma
zamanlamasina bagl olarak gelisen sinerjistik DNA hasari ile iliskili oldugunu bildirmistir

(Levitt et al., 2005).

Oizumi ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bagka bir calismada da topoizomeraz I
inhibitorii SN-38 ile topoizomeraz II inhibitorii Etopozid’in insan akciger kanseri hiicrelerinde
olusturdugu apoptotik yanit ve bu yanitin Bcl-2 ailesi proteinleri, kemoterapi duyarliligi ve p53
durumu ile iligkisi aragtinnlmigtir. Calismada iki kiiciik hiicreli akciger kanseri ve dort kiiciik

hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattt kullanilmistir. Arastirmada hiicre canliligi
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mikrokiiltiir tetrazolyum testi ile degerlendirilirken, apoptotik hiicre orani, Bcl-2 ve Bax protein
ekspresyonlari akis sitometrisi ile analiz edilmis, ayrica hiicre hatlarinin p5S3 mutasyon durumu
ile ila¢ duyarlilig1 arasindaki iligki incelenmistir. Elde edilen bulgular, hem SN-38 hem de
Etopozid uygulamasini takiben apoptotik hiicre oraninin zamana bagli olarak anlamli diizeyde
arttigini gostermistir. Apoptozun indiiklenmesine eslik eden en 6nemli molekiiler degisiklik,
antiapoptotik Bcl-2 protein ekspresyonunda belirgin azalma olmasidir. Buna karsin,
proapoptotik Bax protein diizeyinde anlaml1 bir degisiklik saptanmamis, apoptotik yanitin esas
olarak Bcl-2'nin baskilanmasiyla iligkili oldugu bildirilmistir. Ayrica kiigiik hiicreli akciger
kanseri hiicrelerinin, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerine gore hem SN-38'e hem
de etopozide daha yiiksek duyarlilik gosterdigi, buna paralel olarak bu hiicrelerde apoptotik
hiicre oraninin daha fazla arttig1 ve Bcl-2 ekspresyonundaki azalmanin daha belirgin oldugu
belirlenmistir. Bunlara ek olarak, hiicre hatlarinin p53 mutasyon durumu ile apoptotik yanit
veya kemoterapi duyarlilig1 arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir. Bu bulgular, SN-38 ve
Etopozid’in apoptotik hiicre dliimiinii artirirken antiapoptotik Bcl-2 diizeylerini baskiladigini
gostermesi bakimindan, glioblastoma hiicrelerinde elde edilen BAX/BCL-2 dengesi, kaspaz
aktivasyonu ve antiproliferatif etkinlik bulgularinin degerlendirilmesi agisindan 6nemli bir

literatiir destegi saglamaktadir (Oizumi et al., 2002).

Tabata ve arkadaglarmin yaptigi calismada, topoizomeraz 1 inhibitorii SN-38 ile
topoizomeraz II inhibitorii etopozid (VP-16)'in insan kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC-3 ve NSCLC-5) hiicrelerindeki apoptotik etkileri ve bu siirecte NF-«B sinyal yolu ile
26S proteazomun rolii arastirilmistir. Elde edilen bulgular, hem SN-38 hem de etopozid
tedavisinin DNA hasarin1 takiben NF-kB aktivasyonunu artirdigini ve bu aktivasyonun
apoptotik hiicre Oliimiinden Once gergeklestigini gostermistir. Arastirmacilar, proteazom
inhibitori MG-132 ile IxkBa'nin yikimini engelleyerek NF-xB aktivasyonunu belirgin sekilde
baskilamis ve buna bagli olarak apoptozun da azaldigin1 gostermistir. Molekiiler analizlerde her
iki ilacin da mitokondriden sitokrom c salinimini artirdigi, bunun sonucunda prokaspaz-9'un
aktive oldugu, ardindan efektor kaspaz-3 ve kaspaz-7'nin aktive olarak PARP parcalanmasini
indiikledigi gosterilmistir. Bu degisikliklerin hem kontrol hiicrelerinde hem de NF-«B aktivitesi
baskilanmis hiicrelerde benzer sekilde gerceklesmesi, apoptotik mekanizmanin biiytlik Slgiide
mitokondri aracili intrinsik yol lizerinden ilerledigini gostermistir. Hiicre dongiisii analizlerinde
ise SN-38 ve etopozid uygulamasinin hiicrelerin 6nemli bir kismin1 S/G2+M fazinda
durdurdugu, ancak ila¢ uygulamasindan sonra MG-132 verilmesinin bu hiicre dongiisii arrestini
azaltt1g1 ve buna karsilik apoptotik hiicre oranini belirgin sekilde artirdig1 saptanmistir (Tabata
et al., 2001).
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Bu tez calismasi kapsaminda, direngli T-98 ve direngsiz U373 GBM hiicre hatlari
kullanilarak, eksozomlara yiiklenmis SN-38 ve etopozid antikanser ilaglarmin kombine
etkilerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Caligmada, bu ajanlarin hiicre canliligi, olusan
oksidatif stres, apoptoz ve hiicresel yanitlar lizerindeki etkilerinin yani sira, onkomiR olan miR-
21 ile tiimor baskilayict miR’lerden ise miR-142-3p ve miR-150-5p ekspresyon profillerindeki
degisikliklerin incelenmesi amaglanmaktadir. Boylece, eksozomlar ‘Truva at1’ gibi kullanilarak
antikanser ilaglarin kanserli hiicrelerden gizlenerek tasinmasini saglayacaktir. Bu yontem
sayesinde kanser hiicrelerinin antikanser ilaclara karsi  gelistirilebilecek  direng
mekanizmalarindan kagarak toksisite olusturmasi saglanacaktir. Calismadan elde edilen
verilerin eksozom temelli ila¢ tasima yaklasimlarina iligskin literatiire katki saglamasi
beklenmektedir. Ayrica antikanser yanitin mikrogevreye salinan onkogenik ve tiimor baskilayici
miRNA profilinin degerlendirilmesi, kanser hiicreleriyle miicadelenin izlenebilir ve etkinliginin

degerlendirilebilir olmasi tezimle birlikte gergeklestirilecektir.
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3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calisma kapsaminda GBM hiicre hatlarindan T-98 ve U373 kullanilmistir. Hiicrelerin
temini Bilecik Seyh Edebali Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali'ndan
(Bilecik, Tiirkiye) saglanmistir. Azot tankinda kriyotiipler icerisinde stoklanmais hiicreler hizlica
¢ozdiiriilmiis ve 15 ml’lik falkonlara alinarak {izerlerine 2’ser ml hiicre medyumu eklenmistir.
Falkonlar hi¢ bekletilmeden 5 dakika siireyle 1500 rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi
olusan silipernatant uzaklastirilarak hiicreler medyumla siispanse edilmistir. Hiicre medyumu
icerigi: %83 Dulbecco modifiye besiyeri ortami (DMEM), %15 fetal bovin serum (FBS) ve %1
antibiyotik (penisilin, streptomisin ve amfoterisin B) olusmaktadir. Siispanse edilen hiicreler,
25 cm?lik flasklara (Corning, ABD) ekilerek inkiibasyon icin etiive birakilmistir (PHCBI,
MCO-170AC-PE, %5 COg; 37°C). Hiicreler yeterli yogunluga ulasana kadar her giin kontrol
edilmistir. 3 glinde bir medyumlarin tazelemesi yapilmistir. Flaskin %85°1 hiicrelerle
kaplaninca, hiicreler Tripsin-Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisiyle (%0,25 tripsin-
%0,02 EDTA) kaldirilarak, 75 cm?’lik flasklara (Corning, ABD) aktarilmistir. Yeni flasklar
tekrar inkiibasyona almarak (%5 COz; 37 °C) hiicre cogaltma islemi tekrarlanmistir.
Flasklardaki hiicreler ELISA testleri i¢in 96 kuyucuklu plaklara, Western Blot ve PCR analizleri
icin uygun flasklara aktarilmistir (Genc et al., 2025).

3.2. Eksozom izolasyonu

Eksozom (Exo) elde edilen T-98 ve U373 hiicreleri 150 cm?'lik flaskta %70 yogunluga
ulastiktan sonra, flask Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) ile ii¢ kere yikanarak ortamdan
FBS kalintis1 uzaklastirilmistir ve 0,2 uM nanopore filtresiyle filtrelenmistir. Hiicreler 48 saat
boyunca FBS olmayan medyumda bekletilmistir. 48.saatin sonunda flask icerisinde bulunan
sivi aliarak 10 dakika boyunca 300 g’de santrifiij edilmistir. Filtrelenen siipernatantlar, Exo-
spin (Thermo Sci, Kat. No. 4478359) ticari eksozom izolasyon kitinde belirtilen adimlara tabi
tutulmustur. Kisaca, kit icerisine eklenen tampon siipernatantlara eklenerek gece boyunca 4
°C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnekler 14000 g’de 1 saat santrifiij edilerek siipernatantlar
izolasyon kolonlarindan gegirilmistir (Marqués-Garcia & Isidoro-Garcia, 2016). Prosediiriin

sonunda pelet alinarak deney boyunca kullanilmak iizere -20 °C'de muhafaza edilmistir.
3.3. Eksozom Karakterizasyonu

Her gruptaki izole edilmis eksozomlarin karakterizasyonu, Bilecik Seyh Edebali
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari'ndan (BARUM) hizmet alinarak SEM ve zeta
potansiyeli analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica sonuglar Western Blot (CD63) analizi ile

dogrulanmistir (Genc et al., 2025; Midekessa et al., 2020; Sokolova et al., 2011).
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3.3.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Eksozomlarin taramali elektron mikroskobu ile karakterizasyonu i¢in, 6ncelikle izole edilen
eksozom silispansiyonu uygun tasiyici yiizeye damlatilarak yaklasik 10-20 dakika yiizeye
adsorbe olmasi saglanmistir. Ardindan numuneler %24 glutaraldehit ile oda sicakliginda
yaklasik 30 dakika fikse edilmistir ve PBS ile birka¢ kez yikanmistir. Fiksasyonu takiben
numune, artan konsantrasyonlarda etanol serisinden (%30, %350, %70, %90 ve %100)
gecirilerek her basamakta yaklagik 10 dakika bekletilmek suretiyle dehidre edilmistir.

@ Dehidrasyon sonrasi numuneler kurutma islemine tabi tutulmustur. Kuruyan 6rnekler iletkenlik
kazandirmak amaciyla ince bir altin/paladyum tabakasi ile kaplanmistir. Son asamada
numuneler ZEISS/Supra 40 VP SEM cihazinda diisiik hizlandirma voltaj1 altinda (genellikle 1—
5 kV) incelenerek eksozomlarin morfolojik 6zellikleri ve yaklasik boyut dagilimlar

degerlendirilmistir (Sokolova et al., 2011).
3.3.2. ZETA potansiyeli

Eksozomlarin yiizey ytikii ve koloidal stabilitesinin belirlenmesi amaciyla zeta potansiyeli
analizi gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, izole edilen eksozomlar 6ncelikle uygun bir tampon
cozeltide (saf su) seyreltilerek Ol¢clim i¢in uygun konsantrasyona getirilmistir. Numunede
agregasyonu onlemek amaciyla hafif bir vorteks uygulanmistir. Hazirlanan 6rnekler, partikiil
ylizey yiikiinli 6lgmeye yonelik Dinamik Isik Sagilimi prensibine dayalt MALVERN/NANO-
ZS zeta potansiyel dl¢iim cihazina (Malvern, Worcestershire, Ingiltere) 6zel kapiler hiicrelere
dikkatlice aktarilmistir. Olgiimler genellikle 25 °C’de gergeklestirilmistir ve her numune igin
en az ui¢ tekrar alinarak ortalama deger hesaplanmistir. Elde edilen zeta potansiyeli degerleri,
eksozomlarin yiizey yiikiinii (genellikle negatif) ve siispansiyon stabilitesini degerlendirmek
icin kullanmilmistir; yliksek mutlak zeta potansiyeli daha stabil sistemlere isaret etmektedir
(Midekessa et al., 2020). Bu analiz, eksozomlarin biyofiziksel 6zelliklerinin belirlenmesinde

onemli bir parametre olarak raporlanmistir.
3.3.3. Western blot

T-98 ve U373 GBM hiicrelerinden elde edilen eksozomlardaki toplam protein igerigini
belirlemek i¢cin BCA Protein Tayin Kiti (Thermo Fisher Scientific, Kat. # 23225) kullanilarak
spektrofotometrik dl¢limler yapilmistir. Esit miktarda protein (kuyu basina 50 pg) SDS-PAGE
jellerine uygulanmistir ve Bio-Rad Mini-PROTEAN ® Tetra Cell elektroforez cihazi
kullanilarak ayristirilmistir. Elektroforezden sonra proteinler yari kuru transfer cihazi (Bio-Rad,
Hercules, CA, ABD) araciligiyla nitroseliilloz membranlara (NC) aktarilmistir. Transfer i¢in

@ asagidaki sirayla bir sandvi¢ diizenegi olusturulmustur: siinger, filtre kagidi, jel, nitroseliiloz
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membran, filtre kagidi ve silinger (katottan anoda). Aktarim sonrasinda, membranlar bloke
edilmistir ve daha sonra TBS-T'de (0,1% Tween 20 iceren Tris tamponlu salin) %5 (a/h) yagsiz
stitte seyreltilmis birincil antikorlarla 4 °C'de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Kullanilan
ana antikor CD-63 (1:1000) idi. Primer i¢in uygun ikincil antikorlar %35 siit tozunda
seyreltilmistir (Fare Karsit1 ikincil Antikor: 1/5000) ve membranlar bu antikorlarla 1 saat isleme
tabi tutulmustur. Membranlar kemiliiminesan konjugat (ECL) ile muamele edilmistir. Bant
goriintiileri SYNGENE G: Box Chemi XRQ goriintiileme cihazi aracilifiyla elde edilmistir.
Elde edilen goriintiilerdeki bant yogunluklari ImageJ2 kullanilarak 6l¢iilmiistiir ve analiz ii¢ kez

tekrarlanmistir (Cinar et al., 2026).

3.4. SN-38 ve Etopozid Antikanser Ilaclarnin GBM Kaynakh (T-98 ve U373)

Eksozomlara Kapsiile Edilmesi

Exo + SN-38 (10 pg/mL), Exo + Etopozid (10, 25 pg/mL), Exo, SN-38 ve Etopozid
kombine tedavi gruplar1 (Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 + Etopozid 25
pg/mL) birer elektroporasyon kiivetinde PBS ile 500 pL'lik nihai hacme kadar karistirilmistir.
Karisim 500 V'de 1 ms siireyle tek desarjla elektroporasyona tabi tutulmustur. Siispansiyon,
elektroporasyondan sonra 15 dakika boyunca 4°C'de inkiibe edilerek, ila¢ difiizyonunu ve
gozenek kapanmasimi desteklemek icin 37°C'de 1 saat inkiibasyona devam edilmistir. Son
olarak, karisim ekstra eksozomal yapilara sabitlenen Etopozid ve SN-38’in armdirilmasi i¢in
100 kDa ultrafiltrasyon tiiplerinde iki kez (4000 g, 30 dakika) santrifiijlenmistir (Zeng et al.,
2023).

3.5. In vitro Uygulama

MTT, immiinofloresan boyama, RT-qPCR ve ELISA testleri i¢in tiim hiicreler uygun hiicre
biiytime kaplarina alinarak ¢ogalmalari saglandi.

3.5.1. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

MTT testi icin 96 kuyucuklu plateler kullanild1 (n=8). SN-38, etopozid monoterapileri ve
kompleks tedavi gruplarinin hepsi her iki hiicre hattinda da (T-98 ve U373) MTT testine tabi
tutulmustur. MTT testleri deney uygulandiktan sonra 24. ve 72.saatlerde gergeklestirilmistir.
MTT sonuglarina goére Western Blot, RT-qPCR ve ELISA testlerinde kullanilacak gruplar
belirlenmistir;

o Kontrol,

o SN-38 10 pg/mL,

o Etopozid 10 pg/mL,

o Etopozid 25 pg/mL,
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Exo + SN-38 10 pg/mL,

Exo + Etopozid 10 pg/mL,

Exo + Etopozid 25 pg/mL,

Exo + SN-38 + Etopozid 10 ug/mL
Exo + SN-38 + Etopozid 25 pug/mL
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ELISA testleri icin 96 kuyucuklu platelerde bulunan hiicre siispansiyonlar1 tedaviden

sonraki 72. saatte toplanarak Eppendorf tiiplerinde -80 °C’de saklanmistir (n=3). Western Blot

analizi i¢in grup sayist kadar 75 cm?’lik flasklara hiicreler ekilmistir ve %85 hiicre yogunluguna

ulagana kadar hiicrelere tedavi uygulanmistir. 72.saatte flasklardaki hiicreler tripsin-EDTA ile

kaldirilarak 5 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiijlenmistir. Siipernatant atilarak pelet protein

izolasyonu i¢in islemlere tabi tutulmustur.

MTT analizi disinda gerceklestirilen tiim analizlerde, 72 saatlik tedavi sonrasinda elde

edilen 6rnekler kullanilmistir. Bu siire, eksozomlarin hiicreler tarafindan internalize edilmesi,

eksozom igerisindeki SN-38 ve etopozid ilaglarinin salinmasi ve ilaglarin hiicresel diizeyde

biyolojik etkilerini tam olarak gdsterebilmesi géz dniinde bulundurularak secilmistir.

Tablo 2. Deney gruplari

T-98 GBM Hiicre Hatt1

U373 GBM Hiicre Hatti

Kontrol,

Kontrol,

SN-38 10 pg/mL,

SN-38 10 pg/mL,

Etopozid 10 pg/mL,

Etopozid 10 pg/mL,

Etopozid 25 ug/mL,

Etopozid 25 ug/mL,

Exo + SN-38 1 ug/mL,

Exo + SN-38 1 ug/mL,

Exo + Etopozid 10 pg/mL,

Exo + Etopozid 10 pg/mL,

Exo + Etopozid 25 pg/mL,

Exo + Etopozid 25 pg/mL,

Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL

Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL

Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL

Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL

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

Calismanin  hiicre  canliligim1  test

etmek icin,  3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum bromiir iceren MTT maddesi ile (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA)

degerlendirme yapilmistir. MTT testi ile sitotoksisiteyi belirlemek i¢in 1 ml PBS i¢inde 5 mg

7 turnitin

Sayfa 59 /110 - Butlnlik Génderi

33

Gonderi Kimligi  trn:oid:::1:3637959374



z'l_.l turnitin Sayfa 60 /110 - Biitiinlik Gonderi Gonderi Kimligi ~ trn:oid:::1:3637959374

MTT tozu olacak sekilde karisim hazirlanarak 0,20 um’lik steril filtreden (Corning, Wiesbaden,
Almanya) gecirilmis ve dis yiizeyi aliminyum folyo ile kaplandiktan sonra +4 °C’de
kullanilacagi zamana kadar bekletilmistir. Tedavi uygulandiktan sonra 96 kuyucuklu hiicre
platelerinde hiicrelerin ortam sivilar ¢ekildikten sonra, daha 6nceden hazirlanmis olan MTT
solisyonu her kuyucuga uygulanarak 4 saat 37 °C’de %5 CO: igeren ortamda tekrar
inkiibasyona birakilmistir. MTT maddesinin uygulanmasi sonucu olusan formazan kristallerini
¢oziiniir duruma getirmek icin 99,4 ml dimetilsiilfoksit (DMSO), 0,6 ml (HCIl) ve 10 g
sodyumlaurilsiilfat (SDS) iceren karisimdan 100 ul/kuyucuk olacak sekilde ilave edilmistir. Bu
islemin ardindan absorbans (optik yogunluk) spektrofometrede (nQuant, Bad Friedrichshall,
Biotek) 570 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir (n=8) (Sensoy Giin et al., 2025).

3.7. immiinofloresan Boyama Analizi

Apoptoz analizi, ApoDETECT Annexin V-FITC Kiti (Thermo Sci. Kat. No: 331200)
kullanilarak Annexin V-FITC/PI boyama ydntemiyle gergeklestirilmistir. Her 6rnek i¢in 1 x
10°—1 x 10°¢ hiicre kullanilmistir ve hiicreler 400 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklagtirildiktan sonra hiicre peleti soguk PBS (pH 7,0) ile yikanmistir ve dikkatlice yeniden
siispanse edilmistir. Hiicreler tekrar 400 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirilmistir. Baglanma tamponu, deiyonize su ile seyreltilerek 1X konsantrasyonda (10
mM Hepes/NaOH, pH 7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl.) hazirlanmistir. Hiicre peleti 190 pL
1X baglanma tamponu igerisinde yeniden siispanse edilmistir ve tizerine 10 uL Annexin V-
FITC eklenerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan hiicreler
baglanma tamponu ile yikanmistir ve 400 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklagtirildiktan sonra hiicre peleti 190 pL 1X baglanma tamponu icerisinde yeniden siispanse
edilmistir. Daha sonra, 20 pg/mL konsantrasyondaki stok propidyum iyodiir (PI) ¢ozeltisinden
10 pL eklenerek hiicreler boyanmistir. Boyanan hiicrelerin goriintiileri 20x biiyiitme altinda
calisan bir immiinofloresan mikroskobu kullanilarak elde edildi (ZEISS Primovert, Carl Zeiss,

Almanya). Analizler li¢ bagimsiz tekrar halinde gergeklestirildi (Genc et al., 2025).
3.8. RT-qPCR Analizi
3.8.1. Genetik materyal elde edilisi

Toplanan hiicre vasatindan eksozomal miRNA izolasyonu, RNA izolasyonu, eksozomal
cDNA sentezi ve hiicresel cDNA sentezi islem asamalar1 sirasiyla uygulanmistir (Lv et al.,

2013).
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3.8.2. Eksozomal miRNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirii stipernatantlar1 300 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicresel artiklarindan
arindirilmistir. Ardindan siipernatant 2000 % g’de 20 dakika santrifiij edilerek apoptotik
cisimcikler uzaklastirilmistir. Elde edilen berrak silipernatanta iiretici protokoliine uygun
hacimde Total Exosome Isolation Reagent eklenmistir ve karigim homojenize edilerek 4 °C’de
gece boyunca inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon sonras1 érnekler 10.000 x g’de 60 dakika
santrifiij edilerek eksozom peletleri elde edilmistir. Peletler PBS ile yeniden siispanse edilerek
sonraki analizler i¢in hazirlanmistir. Eksozomal miRNA izolasyonu, iiretici firmanin (Thermo
Fisher Scientific) talimatlarma uygun olarak saglanan ticari kitler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kisaca, elde edilen eksozom peletleri uygun lizis tamponu ile parcalanarak
RNA izolasyonuna hazir hale getirilmistir. Lizis sonrasi orneklere fenol/kloroform igeren
ayirma soliisyonu eklenmistir ve vorteks ile homojenizasyon saglanmigtir. Faz ayrimi igin

@ ornekler 12.000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki sulu faz dikkatlice alinarak yeni
tiiplere aktarilmistir ve RNA nin ¢oktiiriilmesi amaciyla %100 etanol eklenmistir. Elde edilen
karisim, silika membran bazli spin kolonlara aktarilmistir ve {iretici protokoliine uygun sekilde
yikama tamponlari ile yitkanmigtir. Son asamada RNA RNaz icermeyen su ile eliie edilmistir.
Izole edilen toplam RNA igerisinde 6zellikle kiiciik RNA fraksiyonlar: (miRNA) korunacak
sekilde islem gerceklestirilmistir (Manna et al., 2018).

3.8.3. Toplam RNA (hiicre kaynakl) izolasyonu

e Hiicrelerden elde edilen toplam RNA izolasyonu, Qiagen RNA izolasyon kiti (Qiagen,

Hilden, Almanya; Kat. # 74104) kullanilarak gerceklestirilmistir. Pelet halinde tiipiin dibine

coken hiicrelere 1 mL Qiazole soliisyonu ilave edilmistir ve oda sicakliginda 5 dakika

bekletilmistir. Daha sonra her bir Eppendorf'a 200 ul kloroform ilave edilmistir. Tiipler 15

saniye boyunca calkalanmistir ve 2-3 dakika boyunca tekrar oda sicakliginda bekletilmistir.

Bekletilen 6rnekler 12.000'de 15 dakika boyunca +4 °C'de santrifiij edilmistir. En iist kisimda
duran renksiz s1v1 baska bir tiipe aktarilmistir. Aktarilan tiiplerin i¢ine 1:1 oraninda etanol ilave
edilerek 5 saniye boyunca diisiik ayarda vortekslenmistir. Orneklerden 700 pL aliarak RNeasy
@ kolonlarina konulmustur ve kapagi kapatilarak oda sicakliginda 15 saniye 8.000 g'de iki kez
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast 6rneklerin iizerine 700 pl RW1 soliisyonu eklenmistir.
Kolonunun kapagi kapatilmistir ve 15 saniye 8.000 g'de tekrar santrifiijlenmistir. 500 ul RPE
@9 kolonlara eklenerek 15 saniye boyunca 8.000 g'de santrifiij edilmistir. Ikinci kez 500 pl RPE
kolonlara eklenerek 2 dakika 8.000 g’de santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonra RNeasy
@ kolonuna yeni bir 1,5 ml’lik tiip yerlestirilerek 30-50 pul RNase icermeyen su eklenmistir. Son
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santrifiij islemi 8.000 g'de 1 dakika boyunca gergeklestirilmistir. Tiiplerde kalan RNA’lar cDNA

sentezi i¢in isleme alinmistir (Gecili et al., 2026).
3.8.4.Eksozom ve hiicre kaynakli RNA’lardan cDNA sentezi
Eksozomal cDNA sentezi i¢cin Qiagen miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)

kullanilarak {iretici firmanin Onerdigi protokol dogrultusunda gerceklestirilmistir. RNA
orneklerinin miktarlar1 ve safliklar1 NanoDrop spektrofotometresi ile degerlendirildikten sonra,
her reaksiyon icin toplam 10 pL hacminde reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Reaksiyon
karisimi; 2 pL 5% miRCURY RT Reaction Buffer, 1 uL Enzyme Mix, uygun miktarda RNA
ornegi ve RNaz igcermeyen su ilave edilerek toplam hacim 10 pL'ye tamamlanmistir. Hazirlanan
karisimlar hafifge vortekslendikten ve kisa siire santrifiij edildikten sonra termal dongii cihazina
yerlestirilmistir. Ters transkripsiyon reaksiyonu 42°C'de 60 dakika gerceklestirildikten sonra
enzim inaktivasyonu amaciyla 95°C'de 5 dakika inkiibe edilmistir ve ardindan 6rnekler 4°C'de
bekletilmistir. Elde edilen cDNA ornekleri analiz edilinceye kadar —20 °C'de muhafaza
edilmistir ve hedef miRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen RT-

qPCR analizlerinde sablon olarak kullanilmistir (Genc et al., 2025).

Hiicre kaynakli toplam RNA’larin cDNA sentezi, kullanilan kit prosediiriine uygun sekilde
gerceklestirilmistir (ECO-TECH Biotechnology, 2X SYBR Green qPCR Master Mix). Her
grup icin bir cDNA tiipii etiketlenmistir ve her 0,2 ml’lik tiipiin igerisine 2 pl genomik DNA
wipeout buffer 7x soliisyonu, 3 pl 6rnek RNA ve 9 pl niikleaz icermeyen su eklenerek total
hacim 14 pl’ye tamamlanmistir. Tiipler 2 dakika boyunca 42 °C’de tutularak tekrar buza
konulmustur. Sonra, 1 pl reverse transkripsiyon master mix, 4 pl Quantscript RT buffer 5x, 1 ul
RT primer mix ve bir 6nceki asamada hazirlanan 14 pl’lik 6rnek eklenerek son hacim 20 pl
olarak hazirlanmistir. Ornekler termal dongii (Thermo Fisher Scientific, SimpliAmp Thermal
Cycler) cihazina yerlestirilmistir. 15 dakika 42 °C’de ve 3 dakika 95 °C’de 1s1 ile cDNA
olusumu gerceklestirilmigtir. Siire sonunda 6rnekler cihazdan alinarak RT-qPCR islemi i¢in
kullanilmustir (Gecili et al., 2026).

3.8.5.Gen ekspresyonu

Eksozomlardan elde edilen cDNA 6rneklerinde RNU, miR-21, miR-150-5p ve miR-142-3p
ekspresyon diizeyleri (Tablo 3), FAM floresan boyasi ile igsaretlenmis TagMan™ MicroRNA
Assay kullanilarak RT-qPCR yontemi ile belirlendi. Amplifikasyon reaksiyonlari, her 6rnek i¢in
ti¢ teknik tekrar halinde toplam 20 pL reaksiyon hacminde hazirlandi. Her reaksiyon karigima:
10 uL TagMan™ Universal PCR Master Mix (2x), 1 pL FAM isaretli TagMan™ miRNA Assay
(20%), 2 uLL. cDNA ve 7 pL niikleaz igcermeyen sudan olusturuldu. RT-qPCR analizleri gergek
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zamanli PCR cihazinda, 95°C'de 10 dakika baslangi¢c denatiirasyonu sonrasinda 40 dongii
boyunca 95°C'de 15 saniye denatiirasyon ve 60°C'de 60 saniye birlesme/uzama kosullarinda
gerceklestirildi. Floresan sinyalleri her dongiiniin uzama basamaginda FAM kanalindan
kaydedildi. Elde edilen Ct degerleri referans gen olarak kullanilan U6 snRNA ile normalize
edilerek “Ct ve “2Ct yontemleri kullanildi ve relatif miRNA ekspresyon diizeyleri 244
yontemi ile hesaplandi (Schmittgen et al., 2008).

Hiicre kaynakli elde edilen cDNA 6rneklerindeki BAX, Bcel-2, Bel-xL, Kaspaz-3, p53, p21
ve GAPDH gen ekspresyon seviyeleri (Tablo 3’te), ClearPeak 2x SYBR Master Mix
kullanilarak LightCycler® 96 ile RT-qPCR ile analiz edildi. Hiicreler 3 tekrar halinde incelendi.
Tiim gen bolgelerinin tavlama sicaklig1 60 °C idi. Gen ekspresyon seviyeleri (2 ~4¢Y) olarak

belirlendi (Genc et al., 2025).

Tablo 3. Gen primer dizilim listesi

Gen Forward Reverse
RNU 5’CTCGCTTCGGCAGCACA3’ 5’AACGCTTCACGAATTTGCGT3’
mir-21 5’GCCGCTAGCTTATCAGACTGATGT3’ 5’GTGCAGGGTCCGAGGT 3’
miR-150-5p  5’GTCCCCCAGGCCTGTACC3’ 5’CTCCCCATGGCCCTGTCT 3’
miR-142-3p  5’"GGGGGTGTAGTGTTTCCTA3’ 5’CAGTGCGTGTCGTGGA 3°
GAPDH 5’GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3° 5" GAAGATGGTGATGGGATTTC 3’
Kaspaz-3 5'AGCGAATCAATGGACTCTGGA 3’ 5'TTCCCTGAGGTTTGCTGCAT 3’
p21 5" GACCTGTCACTGTCTTTGTAC 3’ 5" CTCTCATTCAACCGCCTAG 3’
pS3 5" CCACCATGAGCGCTGCTCA 3’ 5" GCAGGGGAGGGAGAGATG 3’
BAX 5'TTCATCCAGGATCGAGCAGG 3’ 5" GGAAAAAGACCTCTCGGGGG 3’
Bel-2 5" CCTGTGGATGACTGAGTACC 3’ 5" GAGACAGCCAGGAGAAATCA 3’
Bel-xLL 5’ GCAGGTATTGGTGAGTCGGATCGC 3’ 5 CACAAAAGTATCCCAGCCGCCG 3’

3.9. ELISA Analizleri

Tedavi sonrasi toplanan hiicre kiiltiir siispansiyonlarindan, laktat dehidrogenez (LDH),
malondialdehit (MDA), katalaz (CAT), kaspaz-3 (Cas-3), kaspaz-9 (Cas-9) ve interlokin (IL-
1B, IL-10, IL-6) seviyelerinin belirlenmesi icin ELISA kitleri kullanildi. Ornekler n = 3 olacak
sekilde kit icerisinden ¢ikan platelere eklendi. 1 saat boyunca 36 °C’de inkiibe edildi. Daha
sonra kit prosediiriine uygun sekilde deney gerceklestirildi. LDH (Feiyue Bio, FY-EH1908),
MDA (Sunred, DZE201121372), KAT (BT Lab, SH0023), Kaspaz-3 (Sunred, DZE201120970),
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Kaspaz-9 (Sunred, DZE201120969) IL-1p (Feiyue Bio, FY-EH1444), IL-10 (Feiyue Bio, FY-
EH31875), IL-6 (Feiyue Bio, FY-EH31865). Her numunenin optik yogunlugu 450 nm'de
olgiildii. Kit igerisinde bulunan standart ¢ozeltiler iiretici protokoliine uygun olarak 1:2 oraninda
seri diliisyon seklinde hazirlanarak numunelerle ayni kosullarda analiz edildi. Elde edilen
standart absorbans degerleri kullanilarak standart egri olusturuldu ve numunelere ait

konsantrasyonlar bu standart egri esas alinarak hesaplandi (Geng et al., 2024).
3.10. Iistatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, deneysel gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi amaciyla
IBM Statistical Package for the Social Sciences (IBM SPSS Statistics) Version 20.0 (IBM
Corp., Armonk, NY, USA) yazilim: kullanilarak gerceklestirilmistir. Birden fazla bagimsiz
grubun karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (One-Way Analysis of Variance; One-
Way ANOVA) uygulanmistir. Tiim analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak
kabul edilmistir. Elde edilen sonuclar ortalama =+ standart sapma (Mean + Standard Deviation;
Ortalama + SD) olarak ifade edilmistir. Grafiklerin hazirlanmasi ve verilerin gorsel sunumu i¢in
GraphPad Prism Version 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) programi

kullanilmastir.
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4. SONUCLAR

4.6. Eksozom Izolasyonu ve Karakterizasyonu

Elde edilen T-98 ve U373 GBM kaynakli eksozomlar SEM, zeta potansiyeli ve Western

Blot yontemleri ile karakterize edildi.

Eksozomlarin morfolojik 6zelliklerini ve boyutlarini belirlemek i¢in SEM analizi yapildi.
Stub iizerinde bulunan eksozom 6rnegi 100.000 kat biiylitmede bir ZEISS Supra 40 VP
Taramali Elektron Mikroskobu (Oberkochen, Almanya) kullanilarak incelendi ve temsili
mikrograflar Sekil 6'da sunuldu. SEM goriintiilerinde, eksozomlarin, diizgiin dagilim ve
minimum agregasyon ile kiiresel veya yar1 kiiresel bir morfoloji sergiledigi gézlemlenmistir.
Bu goriintii elde edilen eksozomlarin basarili bir sekilde dagilimmi ve kararliligini
gostermektedir. T-98 eksozomlarinin boyutu, literatiirle uyumlu olarak 50.60 nm ile 126.8 nm
arasinda tespit edildi. U373 eksozomlarinin boyutu literatiirle uyumlu olarak 42.17 nm ile 113.1
nm arasinda tespit edildi (Yeni et al., 2023).

Sekil 6. T-98 ve U373 eksozomlarinin SEM goriintiisiidiir. A. T-98 GBM hiicre hattindan izole edilen eksozomlarin SEM goriintiisii.
Eksozomlarin kiiresel morfolojiye sahip oldugu ve yaklasik 50-126 nm ¢ap araliginda dagilim gosterdigi belirlenmistir. Gortintii tizerinde
temsilci partikiillerin ¢aplari sirastyla 76.02 nm, 87.75 nm, 92.77 nm, 126.8 nm ve 50.6 nm olarak 6l¢iilmiistiir. B. U373 GBM hiicre hattindan
izole edilen eksozomlarm SEM goériintiisii. Eksozomlarm kiiresel morfolojiye sahip oldugu ve yaklasik 42-113 nm ¢ap araliginda dagilim
gosterdigi belirlenmistir. Goriintii lizerinde temsilci partikiillerin ¢aplari sirasiyla 51.30 nm, 79.23 nm, 113.1 nm, 105.8 nm ve 42.17 nm olarak
olgiilmiistiir (Goriintiiler 50.000x biiyiitmede elde edilmistir. Olgek cubugu 200 nm'dir).

Eksozomlara ait zeta potansiyeli, MALVERN Nano-ZS Zetasizer (Malvern, Ingiltere)
kullanilarak degerlendirildi ve bulgular Sekil 7'de gosterildi. Eksozomlar ortalama +5,01 mV
sapma ile sirastyla (A: T-98) -16,7 mV’lik ve (B: U373) -16,6 mV’lik ortalama zeta potansiyeli
ve bu degerde belirgin bir tepe noktas1 gosterdi. Bu durum tutarli bir ylizey yiik dagilimini isaret
etmektedir. Yiksek negatif zeta potansiyeli, eksozomlar arasinda 6énemli elektrostatik itme
sergiledigini, agregasyonu engelledigini ve sulu siispansiyonda koloidal stabilite sagladigini
gostermektedir. £30 mV'yi asan zeta potansiyeli degerleri, kararli bir sistemin gostergesidir. Bu
nedenle, tespit edilen -16,7 mV ve -16,6 mV kararli ve iyi dagilmis eksozomlar elde edildigini

gostermektedir.
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A Zeta Potental Distribution
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Sekil 7. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin zeta potansiyel sonuglaridir. A: T-98 GBM eksozomlarinin
zeta potansiyel sonucunu gostermektedir. B: U373 GBM eksozomlariim zeta potansiyel sonucunu gostermektedir. Eksozomlarin ortalama
ylizey yiikii —16,6 + 5,01 mV olarak belirlenmistir.

CD63 protein seviyelerinin Western blot sonuglar1 Sekil 8'de gdsterilmistir.
Eksozomlarin yiizey belirteclerinden CD63’lin Western blot ile tespit edilmesi, eksozomal

yapinin bozulmadigi ve proteinlerin stabil kaldigini gostermektedir.
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Sekil 8. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin Western blot sonuglaridir. (A: T-98, B:
U373) Goriintiide CD63 protein seviyeleri bulunmaktadir.

4.7. SN-38 ve Etoposid Antikanser Ilaclarimin GBM Kaynakh Eksozomlara Kapsiile

Edilmesi Sonucu Karakterizasyon Analizi

Olusturulan Exo + SN-38 + Etopozid komplekslerinin karakterizasyonu SEM ve zeta
potansiyeli testleri ile gerceklestirildi.

Yiikleme sonrast eksozomlarin morfolojik 6zelliklerini ve boyutlarini belirlemek icin SEM
analizi yapildi. Stub iizerinde bulunan eksozom 6rnegi 100.000 kat biiyiitmede bir ZEISS Supra
40 VP Taramal1 Elektron Mikroskobu (Oberkochen, Almanya) kullanilarak incelendi ve temsili
mikrograflar Sekil 9'da verilmistir. SEM goriintiilerinde, yilikleme sonrasi eksozomlarin,
diizgiin dagilim ve minimum agregasyon ile kiiresel veya yari kiiresel bir morfoloji sergiledigi
gozlemlenmistir. Bu goriintii elde edilen eksozomlarin basarili bir sekilde dagildigini ve
elektroporasyon islemi esnasinda hasar almadigini gostermektedir. Eksozomlarin boyutlarinda
meydana gelen degisimlerin sebebi olarak SN-38 ve Etoposid ilaglarinin eksozomlarin igerisine

girerek boyutlarinda degisime neden oldugu diisiiniilmektedir.

Sekil 9. flaglarm yiiklenmesinden sonra T-98 ve U373 GBM eksozomlarinin morfolojik 6zelliklerini ve boyutlarim belirlemek igin elde
edilen SEM goriintiisidiir. A: T-98 GBM kaynakli eksozomlarn ilag yiikleme sonrasindaki goriintiisiidiir. B: U373 GBM kaynakh
eksozomlarin ilag yiikleme sonrasindaki goriintiisiidiir. Eksozomlarin boyutlar1 51.47 nm ile 156,2 nm arasinda degismektedir. Goriintiiler
50.000x biiyiitmede elde edilmistir. Olgek gubugu 200 nm'dir.
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T-98 GBM kaynakli eksozomlarin kararliligini test etmek icin zeta potansiyeli testi
gergeklestirildi. Exo + SN-38 + Etopozid’e ait sonuglar Sekil 10’da gosterildi. Exo + SN-38 +
Etopozid ortalama +7,01 mV sapma ile -20,2 mV'lik bir ortalama zeta potansiyeli ve bu degerde
belirgin bir tepe noktasi1 gosterdi. Bu durum tutarl bir yiizey yiik dagilimini isaret etmektedir.
Yiiksek negatif zeta potansiyeli, eksozomlar arasinda onemli elektrostatik itme sergiledigini,

agregasyonu engelledigini ve sulu siispansiyonda koloidal stabilite sagladigin1 gostermektedir.

Zeta Potential Distribution

QGO0 - - =< == = s tme s e e ee et mn e mne ettt meseeeaeenenaeannan e seeas
Parametre Deger 500
Zeta Potansiyeli -20,2 (P—
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Kondiktivite 0.0188 P/ . W 8 | N W——
(mS/cm) : 1\
5 0 + ‘ N 1
Sonug Iyi -100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)
[———— Record 2040:2 1 Record 2041:2 2 Record 2042: 2 3]
Pik Ortalama (mV) Alan (%) Standart Sapma (mV)
1 -20,2 %100 7,01
2 0,00 0 0
3 0,00 0 0

Sekil 10. GBM hiicrelerinden izole edilen eksozomlara SN-38 ve Etoposid kombine antikanser ilag yiiklemesi sonrasi olusan zeta
potansiyel sonuglaridir. Eksozomlarin ortalama yiizey yiikii -20,2 + 5,01 mV olarak belirlenmistir.

4.8. MTT Analizi

MTT testi, canli hiicrelerde mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesine bagl
olarak tetrazolyum tuzunun formazan kristallerine indirgenmesi esasina dayanan giivenilir ve

yaygin olarak kullanilan kolorimetrik bir yontemdir.

T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38, Etopozid monoterapisi ve Exo + SN-38 +
Etopozid kombinasyonlarinin 24. ve 72. saatlerdeki canliliklart MTT yontemi ile

degerlendirildi. Tiim analizlerde kontrol grubu 100 olarak kabul edildi.

Sekil 11-A’ya gore direngli T-98 GBM hiicre hattinin 24. saat ve 72. saat sonundaki MTT
analizi sonuclarina gore, SN-38 ve Etopozid monoterapi gruplari kontrol grubuna gore
degerlendirildi. 24 saatin sonunda SN-38 10 pg/mL, Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi
gruplarinda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p>0.05). 72 saatin sonunda ise,
Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 kontrole gore (~%20) istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gosterdi (p<0.05). Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi
gruplari ise kontrol grubu ve monoterapi gruplart ile kiyaslandi. 24 saatin sonunda Exo + SN-
38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari, hem kontrol grubuna (~%30)
hem de monoterapi gruplarina oranla (~%12) istatistiksel olarak anlaml bir azalma gosterdi
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(p<0.05). 72 saatin sonunda ise, Exo + SN-38 10 ug/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL
tedavi gruplari, hem kontrol grubuna (~%40) hem de monoterapi gruplarina oranla (~%18)
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdi (p<0.01). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25
pg/mL tedavi gruplari, 24 saat ve 72 saat sonunda hem kontrol grubuna hem de Exo + SN-38
10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarina kiyaslandi. 24 saat sonuglarina
gore, T-98 hiicrelerinde Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplari hem
kontrol grubuna (~%37) hem de Exo kombine gruplarina oranla (~%11) istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gosterdi (p<0.01). 72 saat sonuglarinda Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25
pg/mL tedavi gruplari, hem kontrol grubuna (~%350) hem de Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo +
Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarina (~%13) oranla istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma

gosterdi (p<0.001).

Sekil 11-B’ye gore direngsiz U373 GBM hiicre hattinin 24 saat ve 72 saat sonundaki MTT
analizi sonuclarina gore, SN-38 ve Etopozid monoterapi gruplari kontrol grubuna gore
degerlendirildi. 24 saatin sonunda SN-38 10 pg/mL, Etopozid 10 pg/mL kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemistir (p>0.05). Etopozid 25 pg/mL tedavi grubu
kontrol grubuna gore (~%20) istatistiksel olarak anlamli azalma goéstermistir (p<<0.05). 72 saatin
sonunda SN-38 10 pg/mL, Etopozid 10 pg/mL ve Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplari kontrol
grubuna kiyasla (~%23) istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir (p<<0.05). Exo + SN-
38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari ise kontrol grubu ve monoterapi
gruplari ile kiyaslandi. 24 saatin sonunda Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25
pg/mL tedavi gruplari, hem kontrol grubuna (~%30) hem de monoterapi gruplarina oranla
(~%10) istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdi (p<0.05). 72 saatin sonunda Exo + SN-
38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari, hem kontrol grubuna (~%35)
hem de monoterapi gruplarina oranla (~%16) istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdsterdi
(p<0.01). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari, 24 saat ve 72 saat sonunda
hem kontrol grubuna hem de Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi
gruplarina kiyaslandi. 24 saat sonuglarina gére, U373 hiicrelerinde Exo + SN-38 + Etopozid 10
ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplari hem kontrol grubuna (~%42) hem de Exo kombine
gruplarina oranla (~%9) istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdi (p<0.01). 72 saat
sonuglarinda Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari, hem kontrol grubuna
(~%51) hem de Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 ng/mL tedavi gruplarina

(~%18) oranla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdsterdi (p<0.001).
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Bu bulgular, hem T-98 hem de U373 GBM hiicrelerinde Exo aracili ilag uygulamasinin tekli
tedavilere kiyasla hiicre canliligini daha belirgin bi¢cimde azalttigin1 ve SN-38 ile Etopozid’in
Exo aracili kombine kullaniminin, 6zellikle 72 saatlik uygulama sonunda, hiicre canliligini en

yiksek diizeyde baskilayan tedavi yaklagimi oldugunu gostermektedir.

A
MTT Analizi 24 sa. MTT Analizi 72 sa.
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Sekil 11. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38 ve Etopozid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid

kombinasyonlarinin hiicre canlilig: iizerine etkileri. (A) T-98 ve (B) U373 hiicrelerinde 24 ve 72 saatlik tedavi sonrasinda MTT yontemi ile

3 hiicre canlilig1 degerlendirilmistir. Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar, kontrol grubuna gore her iki

o hiicre hattinda da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrole gore en etkili azalma Exo + Sn + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi
gruplarmda gozlemlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.

4.9. immiinofloresan Boyama Analizleri

Apoptoz sirasinda plazma membranindaki asimetrinin bozulmasi, normalde plazma
membraninin sitoplazmik yiizeyinde bulunan fosfatidilserinin (PS) i¢ yapraktan dis yiizeye
translokasyonuna neden olur. Annexin V hiicre ylizeyinde agiga ¢ikan PS'ye yiiksek afinite

gosterir ve bu nedenle apoptotik hiicrelerin tespitinde kullanilabilir. Apoptozun ileri evrelerinde
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ve nekroz sirasinda plazma membran biitiinliigiiniin bozulmasi, propidyum iyodiiriin (PI) hiicre
icine girmesine ve niikleer DNA'ya baglanmasina olanak saglar. Buna ek olarak, ¢ekirdeklerin
ve niikleer morfolojinin goriintiilenmesi amaciyla kullanilan DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol), hiicre ¢ekirdeginde bulunan DNA'min 6zellikle A-T agisindan zengin bdlgelerine
baglanarak mavi floresans olusturur. Bu 6zellik sayesinde DAPI boyamasi, hiicre ¢ekirdeginin
gorsellestirilmesine ve apoptoz sirasinda meydana gelen niikleer yogunlasma, niikleer

parcalanma ve ¢ekirdek morfolojisindeki degisikliklerin degerlendirilmesine olanak saglar. Bu

@ @ nedenle, Annexin V-FITC ve Pl ile ¢ift boyama; canli hiicrelerin (Annexin V-FITC—/PI-), erken

apoptotik hiicrelerin (Annexin V-FITC+/PI-), ge¢ apoptotik hiicrelerin (Annexin V-
FITC+/PI+) ve nekrotik hiicrelerin (Annexin V-FITC—/PI+) ayirt edilmesi amaciyla
kullanilmigtir. DAPI boyamasi ise hiicre ¢ekirdeklerinin ve apoptotik siire¢ sirasinda meydana
gelen niikleer morfolojik degisikliklerin destekleyici olarak degerlendirilmesi amaciyla

kullanilmastir.

Floresan mikroskopi altinda, Annexin V-FITC pozitif hiicreler yesil, PI pozitif hiicreler ise
kirmizi floresans gostermistir. Bununla birlikte, hiicre ¢ekirdeklerinin goriintiillenmesi ve
niikleer morfolojinin degerlendirilmesi amaciyla DAPI boyamasi kullanilmis ve ¢ekirdekler
mavi floresans ile goriintiilenmistir. T-98 (A) ve U373 (B) hiicrelerinin SN-38 ve Etopozid
monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid kombinasyonlariyla
72 saatlik muamelesi sonrasinda elde edilen sonuglar Sekil 12A ve B'de gosterilmistir. Tedavi
gruplarinda, gec apoptoz ve nekrozla iligkili belirgin morfolojik degisikliklerin yani sira, DAPI
boyamasi ile apoptotik hiicre Sliimiiniin karakteristik ozellikleri olan niikleer yogunlasma,
niikleer parcalanma ve c¢ekirdek morfolojisinde bozulmalar goézlenmistir. Bu bulgular,
apoptozla iligkili BAX ve BCL-2 proteinlerinin ekspresyon diizeylerinde gozlenen
degisikliklerle uyumludur. Sonug olarak, elde edilen veriler eksozom aracili SN-38, Etopozid
ve SN-38 + Etopozid kombinasyonlarinin T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde apoptotik hiicre

Oliimiini artirdigini gostermektedir.
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A DAPI Annexin V (FITC) Pl Birlestirilmis
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B DAPI Annexin V (FITC) Pl Birlestirilmis
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Sekil 12. T-98 (A) ve U373 (B) hiicrelerinde SN-38 ve Etopozid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid
kombinasyonlarmnin 72 saatlik uygulama sonrasinda Annexin V-FITC/PI ve DAPI boyamalar ile apoptotik hiicre 6liimiiniin degerlendirilmesi.
Annexin V-FITC pozitif hiicreler yesil, PI pozitif hiicreler kirmiz1 ve DAPI ile boyanan hiicre gekirdekleri mavi floresans gostermektedir.
Tedavi gruplarinda Annexin V-FITC ve PI pozitifligindeki artis, apoptotik ve nekrotik hiicre liimiiniin arttigini gosterirken, DAPI boyamasi
ile apoptotik hiicrelerde niikleer yogunlasma ve morfolojik degisiklikler gézlenmistir. (a: Kontrol, b: Exo + SN-38 10 pg/mL, c: Exo + Etopozid
10 pg/mL, d: Exo + Etopozid 25 pg/mL, e: Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL, f: Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL).

4.10. RT-qPCR Analizleri
T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde 72 saatin sonunda hiicre siispansiyonlar1 ve hiicreler
toplanarak eksozomal miRNA ve total RNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir. Daha sonra tiimor
e baskilayic1 ve onkomiR olarak miR-142-3p, miR-150-5p ve miR-21 gen seviyeleri, ayrica
apoptotik yolakta gorev alan bazi 6nemli genlerin (BAX, Bcl-2, Bel-xL, p53, p21 ve Kaspaz-
3) ekspresyon seviyeleri RT-qPCR ile tespit edilmistir.

4.10.1. Eksozomal miR-142-3p gen seviyelerinin sonuclari

Timor baskilayici 6zellik gosteren miR-142-3p’nin GBM hiicrelerinde proliferasyon ve
timor progresyonuyla iligkili molekiiler yolaklarin diizenlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir. Bu dogrultuda, uygulanan tedavilerin miR-142-3p ekspresyonu iizerindeki

° etkisini degerlendirmek amaciyla (A) T-98 ve (B) U373 GBM hiicrelerine Exo + SN-38 10
pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL, Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine
tedavileri uygulanmustur.

Sekil 13-A’da T-98 GBM hiicrelerinin eksozomal miR-142-3p sonuglar1 verilmistir. Sekil
13-B’de U373 GBM hiicrelerinin eksozomal miR-142-3p sonuglar1 verilmistir. Sonuglarda
kontrol grubu 1 olarak kabul edilmis ve tedavi gruplar1 bu orana gore kiyaslanmistir. Her iki

o hiicre hattinda da Exo + SN-38 10 ug/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari,
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kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermemistir (p>0.05). Exo + SN-38 +
Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol grubuna hem de Exo + SN-38 10 pg/mL
ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarina kiyaslanmistir. Exo + SN-38 + Etopozid
10 pg/mL doz grubu kontrole gore ve tedavi gruplarina kiyasla her iki hiicre hattinda da
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi
grubu T-98 ve U373 hiicrelerinde kontrole gore yaklasik sirastyla %40 ve %37 artis gostermistir
(p<0.05). Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 ng/mL tedavi gruplarina gore ise
bu artis yaklasik olarak sirasiyla %18 ve %17 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 13. Eksozoma yiiklii SN-38 ve Etopozid tedavilerinin GBM hiicrelerinde eksozomal miR-142-3p ekspresyon diizeyine etkisi. (A)
T-98 ve (B) U373 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL ile Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL
tedavi gruplarinin eksozomal miR-142-3p ekspresyon diizeyleri RT-qPCR yontemi ile degerlendirilmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL
tedavi grubunda miR-142-3p ekspresyonu, kontrol grubuna gore T-98 ve U373 hiicrelerinde sirasiyla yaklasik %40 ve %37 oraninda artis
gostermistir. Ayni tedavi grubunda, Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL gruplarina kiyasla miR-142-3p ekspresyonunda
strastyla yaklasik %18 ve %17 oraninda artis gézlenmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.10.2. Eksozomal miR-150-5p gen seviyelerinin sonuc¢lari

Timor baskilayict 6zellik gdsteren miR-150-5p’nin, GBM gelisimi ve progresyonunda rol
oynayan hiicresel siireclerin diizenlenmesinde 6nemli bir miRNA oldugu bilinmektedir. Bu
dogrultuda, eksozom aracilt SN-38 ve Etoposid tedavilerinin eksozomal miR-150-5p
ekspresyon diizeyi lizerindeki etkisi incelenmistir. Sonuglar Sekil 13’te sunulmustur.

Sekil 14-A’da T-98 GBM hiicrelerinin eksozomal miR-150-5p sonuglar1 verilmistir. Sekil 14-
B’de U373 GBM hiicrelerinin eksozomal miR-150-5p sonuglar1 verilmistir. Sonuglarda kontrol
grubu 1 olarak kabul edilmis ve tedavi gruplar1 bu orana gore kiyaslanmistir. Her iki hiicre
hattinda da Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari, kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermemistir (p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid
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10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol grubuna hem de Exo + SN-38 10 ug/mL ve Exo +

Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarina kiyaslanmigtir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL

doz grubu kontrole gore ve tedavi gruplarina kiyasla her iki hiicre hattinda da istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubu T-98 ve U373
hiicrelerinde kontrole gore yaklasik sirasiyla %35 ve %42 artig gostermistir (p<0.05). Exo +

° SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 ug/mL tedavi gruplarina gore ise bu artig yaklasik
strastyla %19,5 ve %14,52 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 14. Eksozoma yiiklii SN-38 ve Etoposid tedavilerinin GBM hiicrelerinde eksozomal miR-150-5p ekspresyon diizeyine etkisi. (A)
T-98 ve (B) U373 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL ile Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL
tedavi gruplarinin eksozomal miR-150-5p ekspresyon diizeyleri RT-qPCR yontemi ile degerlendirilmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL
tedavi grubunda miR-150-5p ekspresyonu, kontrol grubuna gore T-98 ve U373 hiicrelerinde sirasiyla yaklasik %35 ve %42 oraninda artis
gostermistir. Ayni tedavi grubunda, Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL gruplarina kiyasla miR-150-5p ekspresyonunda
sirastyla yaklasik %19,5 ve %14,52 oraninda artig gézlenmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.10.3. Eksozomal miR-21 gen seviyelerinin sonu¢lari

OnkomiRNA olarak tanimlanan miR-21’in GBM gelisimi ve progresyonunda énemli rol
oynadig1; hiicre proliferasyonunu, apoptozdan kagisi ve tiimor hiicrelerinin invaziv 6zelliklerini
destekleyen ¢esitli molekiiler yolaklarin diizenlenmesine katki sagladigi bilinmektedir. Tedavi
sonrasinda miR-21 ekspresyonunda goézlenen azalma, onkomiRNA aracili tiimoér ilerletici
mekanizmalarin baskilanmasi ve tedaviye bagli timor baskilayict yanitin desteklenmesi
acisindan degerlendirilebilir. Bu dogrultuda, tez calismasi kapsaminda eksozom aracilit SN-38

ve Etoposid tedavilerinin eksozomal miR-21 ekspresyon diizeyi lizerindeki etkisi incelenmistir.
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Sekil 15-A’da T-98 GBM hiicrelerinin eksozomal miR-21 sonuglar1 verilmistir. Sekil 15-

B’de U373 GBM hiicrelerinin eksozomal miR-21 sonuglar1 verilmistir. Sonuglarda kontrol

grubu 1 olarak kabul edilmis ve tedavi gruplar1 bu orana gore kiyaslanmigtir. Her iki hiicre

o hattinda da Exo + SN-38 10 ug/mL ve Exo + Etopozid 10 pg/mL tedavi gruplari, kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermemistir (p>0.05). U373 hiicre hattindaki

Exo + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubu kontrole gore yaklasik %29 azalma gdstermistir

(p<0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol grubuna hem

° de Exo + SN-38 10 ug/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarina kiyaslanmistir.
Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL doz grubu kontrole gore kiyasla her iki hiicre hattinda da

istatistiksel olarak sirasiyla %31 ve %33 azalma gozlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-38 +

Etopozid 25 pg/mL tedavi grubu T-98 ve U373 hiicrelerinde kontrole gore yaklasik sirasiyla

a %38 ve %45 azalma gostermistir (p<0.01). Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25
pg/mL tedavi gruplarina gore ise bu azalma yaklasik sirasiyla %10 ve %17,91 olarak tespit
edilmistir.
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Sekil 15. Eksozoma yiiklii SN-38 ve Etopozid tedavilerinin GBM hiicrelerinde eksozomal miR-21 ekspresyon diizeyine etkisi. (A) T-98
ve (B) U373 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL ile Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi
gruplarmin eksozomal miR-21 ekspresyon diizeyleri RT-qPCR yontemi ile degerlendirilmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi
grubunda miR-21 ekspresyonu, kontrol grubuna gére T-98 ve U373 hiicrelerinde sirasiyla yaklasik %38 ve %45 oraninda azalma gostermistir.
Ayni tedavi grubunda, Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL gruplarmna kiyasla miR-21 ekspresyonunda sirasiyla yaklasik
%10 ve %17,91 oraninda azalma gézlenmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.10.4. Hiicresel BAX gen seviyesinin analiz sonuc¢lari

Bax, Bcl-2 ve Bcel-xL, hiicrenin mitokondri zarinda lokalize olup hiicrenin yasayip
yasamayacagina karar veren Bcl-2 protein ailesinin iiyelerindendir. Bu proteinler kendi
aralarinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik olarak iki gruba ayrilir. Aralarindaki denge, hiicrenin
apoptoza gidip gitmeyecegini belirlemede 6nemli bir belirtegtir.

BAX, pro-apoptotik bir protein olarak hiicrede 6lim sinyallerinin olusmasiyla birlikte
mitokondrinin dig membraninda birikir ve burada por olusumunu indiikler. Bu porlarin
olusmasi, mitokondriden sitokrom c¢’nin sitoplazmaya salinmasina neden olur. Sitokrom c’nin
salimimi, kaspaz-3 aktivasyonunu tetikleyerek apoptotik hiicre oliimiiniin geri doniisiimsiiz

asamasini baglatir ve hiicrenin apoptoza yonelmesine neden olur.

72 saatlik tedavi siiresi sonrasinda elde edilen BAX seviyeleri Sekil 16’da verilmistir.

Sonuglarda kontrol grubu 1 olarak kabul edilmis ve tedavi gruplar1 bu orana gore kiyaslanmaistir.

Sekil 16-A’ya gore T-98 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 ug/mL ve Exo + Etopozid 10
png/mL tedavi gruplari kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
Ancak Exo + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubunda kontrol grubuna gore yaklasik %75 artis
gozlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol
grubu ile hem de Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari ile
kiyaslanmistir. Kontrol grubuna kiyasla sirastyla %156 ve %203 artarak istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.01). Tedavi gruplarina kiyasla ise sirastyla %43,8 ve %70,2 oraninda

artis gozlemlenmistir.

Sekil 16-B’ye gore U373 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL tedavi grubu kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05). Ancak Exo + Etopozid 10 ve
25 pg/mL tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore sirastyla yaklasik %86 (p<0.05) ve %153
(p<0.01) oraninda artis gozlemlenmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi
gruplar1 hem kontrol grubu ile hem de Exo + SN-38 10 ng/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 ng/mL
tedavi gruplar ile kiyaslanmistir. Kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %190 (p<0.01) ve %250
(p<0.001) artarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedavi gruplarina kiyasla ise

strastyla %55 ve %88,2 seklinde artis gozlemlenmistir.
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Sekil 16. Exo + SN-38 ve Exo + Etopozid tedavilerinin T-98 (A) ve U373 (B) GBM hiicrelerinde BAX gen diizeyleri iizerine etkisi. Exo
+ SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarinda BAX ekspresyonu hem kontrol grubuna gére hem de diger tedavi gruplarina kiyasla
iki hiicre hattinda da istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak degerlendirilmistir.

4.10.5. Hiicresel Bcl-2 ve Bel-xL gen seviyelerinin analiz sonuclari

Bcl-2 ve Bel-xL, hiicrede anti-apoptotik etki gosteren ve BAX aktivitesini dengeleyen
onemli proteinlerdir. Bu proteinler, BAX’a baglanarak onun aktivasyonunu ve mitokondri dis
membraninda por olusumunu inhibe eder. Bdylece mitokondriden sitokrom c¢ salinimi
engellenir. Sitokrom c saliniminin baskilanmasi, kaspaz aktivasyonunun 6nlenmesine ve sonug

olarak apoptotik hiicre 6liimiiniin baskilanmasina yol agar.

Bcl-2 ve Bel-xL gen diizeyleri Sekil 17 ve 18’de verilmistir. Bel-2 gen seviyeleri 72 saatlik

tedavi sonrasinda T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde anlamli bir azalma gdstermistir.

Sekil 17-A’ya gore T-98 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 ug/mL ve Exo + Etopozid 10
pg/mL tedavi gruplari kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).
Ancak Exo + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubunda kontrol grubuna gore yaklasik %25 azalma
gozlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol
grubu ile hem de Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari ile
kiyaslanmistir. Kontrol grubuna kiyasla Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL sirastyla %32
(p<0.05) ve %46 (p<0.01) azalarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedavi gruplarina

kiyasla ise sirasiyla %20,9 ve %37,2 seklinde azalma gozlemlenmistir.

Sekil 17-B’ye gore U373 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10
pg/mL tedavi gruplar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

Exo + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubunda kontrol grubuna gore yaklasik %24 azalma
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gozlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol
grubu ile hem de Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar ile
kiyaslanmistir. Kontrol grubuna kiyasla Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL sirastyla %36
(p<0.05) ve %50 (p<0.01) azalarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedavi gruplarina

kiyasla ise sirasiyla %24,7 ve %41,2 oraninda azalma gozlemlenmistir.
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Sekil 17. Exo + SN-38 ve Exo + Etopozid tedavilerinin T-98 (A) ve U373 (B) GBM hiicrelerinde Bcl-2 gen diizeyleri iizerine etkisi.
Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarinda Bcel-2 ekspresyonu hem kontrol grubuna gore hem de diger tedavi gruplarina
kayasla iki hiicre hattinda da istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak degerlendirilmistir.

Bcl-xL gen seviyeleri 72 saatlik tedavi sonrasinda T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde anlamli

bir azalma gostermistir.

Sekil 18-A’ya gore T-98 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10
ve 25 pg/mL tedavi gruplari kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 hem kontrol grubu ile hem
de Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari ile kiyaslanmustir.
Kontrol grubuna kiyasla Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL sirasiyla %37 ve %41
azalarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Tedavi gruplarina kiyasla ise

strastyla %18,2 ve %23,4 oraninda azalma gézlemlenmistir.

Sekil 18-B’ye gore U373 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL tedavi grubu kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05). Exo + Etopozid 10 ve 25
pg/mL tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore sirasiyla yaklasik %29 ve %32 azalma
gozlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol
grubu ile hem de Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari ile
kiyaslanmistir. Kontrol grubuna kiyasla Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL sirastyla %45
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e ve %352 oraninda azalarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<<0.01). Tedavi gruplarina

kiyasla ise sirasiyla %20,2 ve %32,4 oraninda azalma gdzlemlenmistir.
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Sekil 18. Exo + SN-38 ve Exo + Etopozid tedavilerinin T-98 (A) ve U373 (B) GBM hiicrelerinde Bel-xL gen diizeyleri tizerine etkisi.
Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarinda Bcl-xL ekspresyonu hem kontrol grubuna gore hem de diger tedavi gruplarna
e kiyasla iki hiicre hattinda da istatistiksel olarak anlamli azalma gdstermistir. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak degerlendirilmistir.

4.10.6. Hiicresel kaspaz-3 gen seviyesinin analiz sonuclari

Kaspaz-3, apoptotik siirecin ilerleyen asamalarinda hiicresel bilesenlerin pargalanmasindan
sorumlu olan temel efektdr kaspazlardan biridir. Mitokondriden sitokrom c¢ saliniminin
ardindan apoptosom kompleksi olusur ve bu kompleks kaspaz-9’un aktivasyonunu saglar. Aktif

olan kaspaz-9, inaktif prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 formuna doniistiiriir. Aktif kaspaz-3,

hiicresel proteinlerin pargalanmasin1 ve apoptotik hiicre Sliimiiniin ilerlemesini saglayarak
apoptozun 6nemli biyokimyasal gostergelerinden biri olarak kabul edilir. Bu nedenle kaspaz-3
diizeylerindeki artig, apoptotik siirecin aktivasyonunun ve hiicresel par¢calanmanin énemli bir
gostergesidir.

72 saatlik deney sonunda analiz edilen Kaspaz-3 gen diizeyleri Sekil 19°da verilmistir. Sekil
19-A’ya gore T-98 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25
pg/mL tedavi gruplari kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).
Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari hem kontrol grubu ile hem de Exo +
SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 ug/mL tedavi gruplari ile kiyaslanmistir. Kontrol
grubuna kiyasla Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL sirasiyla %36 ve %45 artarak

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Tedavi gruplarina kiyasla ise sirastyla %16,2

ve %23,9 oraninda artig gézlemlenmistir.
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Sekil 19-B’ye gore U373 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10
png/mL tedavi gruplari kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).
Exo + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubunda kontrol grubuna gore yaklasik %44 artig
gozlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol
grubu ile hem de Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari ile
kiyaslanmistir. Kontrol grubuna kiyasla Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL sirastyla %58
ve %75 oraninda artarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01). Tedavi gruplarina

kiyasla ise sirasiyla %9,7 ve %23,6 oraninda artig gézlemlenmistir.
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Sekil 19. Exo + SN-38 ve Exo + Etopozid tedavilerinin T-98 (A) ve U373 (B) GBM hiicrelerinde Kaspaz-3 gen diizeyleri lizerine etkisi.
Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarinda Kaspaz-3 ekspresyonu hem kontrol grubuna gére hem de diger tedavi gruplarina
kiyasla iki hiicre hattinda da istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak degerlendirilmistir.

4.10.7. Hiicresel p53 ve p21 gen seviyelerinin analiz sonug¢lari

p53 ve p21, hiicre dongiisiiniin kontrolii ve DNA hasarina kars1 gelisen hiicresel yanitin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan molekiiler belirteclerdir. DNA hasar1 veya hiicresel stres
kosullarinda p53 proteini aktive olarak p21 geninin transkripsiyonunu uyarir. p21 proteini ise
siklin bagimli kinazlar1 (CDK) inhibe ederek hiicre dongiisiiniin, 6zellikle G1/S ge¢isinin
durdurulmasini saglar. Bu nedenle p53 ve p21 ekspresyonundaki degisimler, hiicre dongiisiiniin
durmasi ve apoptotik yanitin degerlendirilmesinde 6nemli molekiiler gostergeler olarak kabul

edilmektedir.

72 saatlik deney siiresi sonunda analiz edilen p53 ve p21 gen diizeyleri Sekil 20 ve 21°de

verilmistir.
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Sekil 20-A’ya gore T-98 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 ug/mL ve Exo + Etopozid 10
png/mL tedavi gruplari kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).
Ancak Exo + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubu kontrole gore yaklasik %28 artarak istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari
hem kontrol grubu ile hem de Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi
gruplari ile kiyaslanmistir. Kontrol grubuna kiyasla Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 png/mL
strastyla %36 (p<0.05) ve %62 (p<0.01) artarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tedavi

gruplarma kiyasla ise sirastyla %6,3 ve %26,6 oraninda artis gézlemlenmistir.

Sekil 20-B’ye gore U373 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10
ug/mL tedavi gruplar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).
Exo + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubunda kontrol grubuna gore yaklasik %37 oraninda artig
gbzlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol
grubu ile hem de Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari ile
kiyaslanmistir. Kontrol grubuna kiyasla Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 png/mL sirasiyla %59
ve %72 oraninda artarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01). Tedavi gruplarina

kiyasla ise sirasiyla %16,1 ve %25,5 oraninda artig gdzlemlenmistir.
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Sekil 20. Exo + SN-38 ve Exo + Etopozid tedavilerinin T-98 (A) ve U373 (B) GBM hiicrelerinde p53 gen diizeyleri iizerine etkisi. Exo
+ SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarinda p53 ekspresyonu hem kontrol grubuna gore hem de diger tedavi gruplarina kiyasla iki
hiicre hattinda da istatistiksel olarak anlaml artis gostermistir. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak degerlendirilmistir.

Sekil 21-A’ya gore T-98 GBM hiicrelerinde tedavi gruplari kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).
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Sekil 21-B’ye gore U373 GBM hiicrelerinde Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid
10 ve 25 pg/mL ve Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL tedavi gruplari1 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL
tedavi gruplar1 hem kontrol grubu ile hem de Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25
pg/mL tedavi gruplari ile kiyaslanmistir. Kontrol grubuna kiyasla Exo + SN-38 + Etopozid 25

pg/mL %25 oraninda artarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Tedavi

Gonderi Kimligi  trn:oid:::1:3637959374

gruplarma kiyasla ise %10,7 oraninda artis gdzlemlenmistir.
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Sekil 21. Exo + SN-38 ve Exo + Etopozid tedavilerinin T-98 (A) ve U373 (B) GBM hiicrelerinde p21 gen diizeyleri iizerine etkisi. T-98
GBM hiicrelerinde tedavi gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmemistir. U373 GBM hiicrelerinde Exo +
SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubunda p21 ekspresyonu hem kontrol grubuna gore hem de diger tedavi gruplarina kiyasla istatistiksel
olarak anlaml artis gostermistir. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 olarak degerlendirilmistir.

4.11. ELISA Analiz Sonuclari

72 saatlik tedavi sonrasi hiicre slispansiyonlar1 topland1 ve LDH, MDA, KAT, IL-18, IL-6,
IL-10, kaspaz-3 ve kaspaz-9 metabolitlerinin 6l¢iimii i¢in ELISA kitleri kullanildi. Sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirildi.

4.11.1. LDH protein seviyesinin sonuclari

LDH, hiicrelerde glikoz metabolizmasi ve enerji iiretiminde rol oynayan onemli bir
enzimdir. Hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmas1 sonucunda sitoplazmik LDH’nin hiicre
disina salinmasi, hiicresel hasarin ve hiicre 6liimiiniin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Bu nedenle, hiicre kiiltiirii siipernatantindaki yiliksek LDH diizeyleri, hiicre membran

biitlinliigiiniin bozuldugunu ve hiicre canliliginin azaldigini1 gostermektedir.
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72 saatlik deney sonunda analiz edilen LDH seviyeleri Sekil 22°de verilmistir (A: T-98 ve
B: U373).

° Sekil 22-A’ya gore, SN-38 10 pug/mL, Etopozid 10 ve 25 pg/mL monoterapileri kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo +

Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol grubu hem de monoterapi gruplar ile
kiyaslanmistir. Exo + Sn 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kontrole gore sirasiyla
yaklasik olarak %180 (p<0.05), %230 ve %231 (p<0.01) oraninda artmistir. Monoterapi
gruplarina gore ise sirayla yaklasik olarak %75, %100 ve %106 oraninda artmistir. Exo + SN-
38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplari kontrol grubuna ve Exo + SN-38 10
pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplartyla kiyaslanmistir. Exo + SN-38 +
Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplarinda kontrole gore
sirastyla yaklasik olarak %250 (p<0.01) ve %340 (p<0.001) oraninda artis goézlemlenmistir.

Tedavi gruplarina gore sirastyla yaklasik olarak %6,06 ve %33,33 oraninda artmustir.

Sekil 22-B’ye gore, SN-38 10 pg/mL, Etopozid 10 ve 25 pg/mL monoterapileri ve Exo +

SN-38 10 pg/mL tedavi grubu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 hem kontrol grubu hem de monoterapi
gruplar ile kiyaslanmistir. Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kontrole gore sirasiyla yaklasik
olarak %130,8 ve %169,25 oraninda artmistir (p<0.05). Monoterapi gruplarina gore ise sirastyla
yaklasik olarak %42,86 ve %66,67 oraninda artis gdzlemlenmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10
ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplar1 kontrol grubuna ve Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo +

Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL
ve Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplarinda kontrole gore sirasiyla yaklasik olarak
%230 (p<0.01) ve %292,31 (p<0.001) oraninda artmistir. Tedavi gruplarina gore ise sirastyla
yaklagik olarak %22,86 ve %45,71 oraninda artmistur.
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Sekil 22. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38 ve Etopozid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid
kombinasyonlarinin LDHA {iizerine etkileri. (A) T-98 ve (B) U373 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda ELISA yontemi ile LDHA
degerlendirilmistir. Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari, kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda da
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrole gore en etkili artis Exo + Sn + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplarinda
gbzlemlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.

4.11.2. Katalaz ve MDA protein seviyeleri sonug¢lari

Tedavi sonrasi oksidatif hasar diizeyindeki degisimleri degerlendirmek amaciyla KAT ve
MDA diizeyleri analiz edilmistir. MDA, serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonu
sonucunda olusan ve hiicresel oksidatif hasarin 6énemli bir gostergesi olarak kabul edilen toksik
bir son iriindiir. KAT serbest radikalleri ve o6zellikle hidrojen peroksiti detoksifiye ederek
hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan 6nemli bir antioksidan enzimdir. MDA diizeylerindeki
artis ise hiicrelerde lipid peroksidasyonunun ve buna bagli oksidatif hasarin arttiginm
gostermektedir. Bununla birlikte, siddetli veya kronik oksidatif stres kosullarinda antioksidan
savunma sisteminin yetersiz kalmasi sonucunda KAT aktivitesinde azalma goriilebilmektedir.
Bu nedenle, yiiksek KAT aktivitesi genel olarak giiclii bir antioksidan savunma kapasitesini

yansitirken, KAT diizeylerindeki azalma oksidatif stresin artisina isaret etmektedir.

72 saatlik deneyin sonunda analiz edilen KAT ve MDA seviyeleri Sekil 23 ve 24°te
verilmistir (A: T-98 ve B: U373).

Sekil 23-A’ya gore, SN-38 10 pg/mL, Etopozid 10 ve 25 pg/mL monoterapileri kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo +
Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol grubu hem de monoterapi gruplar ile
kiyaslanmistir. Exo + Sn 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kontrole gore sirasiyla
yaklasik olarak %36 (p<0.05), %44 (p<0.05) ve %64 (p<0.01) oraninda azalma

gozlemlenmistir. Monoterapi gruplarina gore ise sirayla yaklasik olarak %23,81, %33,33 ve
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%57,14 oraninda azalmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplari
kontrol grubuna ve Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplariyla
kiyaslanmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi
gruplarinda kontrole gore sirasiyla yaklasik %70 ve %78 oraninda azalma gdzlemlenmistir

(p<0.01). Tedavi gruplarina gore sirasiyla yaklasik %56,25 ve %65,63 oraninda azalmistir.

Sekil 23-B’ye gore, SN-38 10 pg/mL, Etopozid 10 ve 25 pg/mL monoterapileri kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo +
Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol grubu hem de monoterapi gruplar ile
kiyaslanmistir. Exo + Sn 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kontrole gore sirasiyla
yaklasik olarak %37,18 %43,59 ve %47,44 oraninda azalma gozlemlenmistir (p<0.05).
Monoterapi gruplarina gore ise sirasiyla yaklasik %30, %37,14 ve %41,43 oraninda azalmistir.
Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplar1 kontrol grubuna ve Exo +
SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Exo + SN-
38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplarinda kontrole
gore sirastyla yaklasik %67,88 ve %67,22 oraninda azalma gézlemlenmistir (p<0.01). Tedavi

gruplarma gore sirasiyla yaklasik %38,90 ve %37,63 oraninda azalmaistir.
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Sekil 23. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38 ve Etopozid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid
kombinasyonlarmin KAT {izerine etkileri. (A) T-98 ve (B) U373 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda ELISA yoéntemi ile KAT
degerlendirilmistir. Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 ug/mL tedavi gruplari, kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda da
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur. Kontrole gore en etkili azalma Exo + Sn + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplarinda
gbzlemlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.

Sekil 24-A’ya gore, SN-38 10 ug/mL, Etopozid 10 ve 25 pg/mL monoterapileri ve Exo +
Sn 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 pg/mL kombine tedavi gruplar1 kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exo + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubu hem kontrol
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grubu hem de monoterapi gruplari ile kiyaslanmistir. Exo + Etopozid 25 pg/mL kontrol grubuna
gore yaklasik %186 oraninda artti1 gozlemlenmistir (p<0.05). Monoterapi gruplarina gore ise
yaklasik %84,96 oraninda artmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi
gruplar1 kontrol grubuna ve Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi
gruplaryla kiyaslanmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 + Etopozid 25
pg/mL tedavi gruplarinda kontrole gore sirastyla yaklasik %336,05 ve %446,51 oraninda artis
gozlemlenmistir (p<0,01). Tedavi gruplarina gore sirasiyla yaklasik %50 ve %88 oraninda

artmigtir.

Sekil 24-B’ye gore, SN-38 10 pg/mL, Etopozid 10 ve 25 ng/mL monoterapileri ve Exo +
Sn 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplar1 kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL
kombine tedavi gruplar1 kontrol grubuna ve Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25
pg/mL tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38
+ Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplarinda kontrole gore sirasiyla yaklasik %143,90 ve %213.,41
oraninda artis gdzlemlenmistir (p<0,01). Tedavi gruplarina gore sirasiyla yaklasik %40,85 ve

%80,99 oraninda artmastir.

A MDA Protein Seviyesi B MDA Protein Seviyesi
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Sekil 24. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38 ve Etopozid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid
kombinasyonlarinin MDA iizerine etkileri. (A) T-98 ve (B) U373 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda ELISA yontemi ile MDA
degerlendirilmistir. Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 png/mL tedavi gruplari, kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda da
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrole goére en etkili artiy Exo + Sn + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplarinda
gbzlemlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.
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0 4.11.3. IL-1p, IL-6 ve IL-10 protein seviyelerinin sonuclari
@ IL-1B, IL-6 ve IL-10, basta bagisiklik sistemi hiicreleri olmak iizere ¢esitli hiicreler

tarafindan iretilen ve hiicreler arasi iletisimi saglayan onemli sitokinlerdir. Bu molekiiller
bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde, hiicre i¢i ve hiicreler aras1 homeostazin siirdiiriilmesinde
onemli rol oynamaktadir. Sitokinler, fonksiyonlarina bagli olarak proinflamatuar veya

antiinflamatuar etkiler gosterebilmektedir.

IL-1B, inflamatuar yanitin baglatilmasinda rol oynayan en Onemli proinflamatuar
sitokinlerden biridir. Inflamasyonun baslatilmasinda rol oynayan &nemli faktdrlerden biri,
hiicresel ortamda yabanci olarak algilanan maddelerin varligidir. Bu tiir uyaranlarin makrofajlar
tarafindan tanimmasi, IL-1f iiretimini ve salmimini tetiklemekte; IL-1f ise diger bagisiklik
hiicrelerine sinyal gondererek yabanci etkenlerin ortadan kaldirilmasina yonelik inflamatuar
yanit1 baslatmaktadir. IL-6 ise hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar 6zellik gosterebilen
pleiotropik bir sitokindir. Bununla birlikte, 6zellikle inflamatuar siireclerde IL-1p ile benzer
sekilde hareket ederek inflamasyonun siirdiiriilmesine ve artmasina katkida bulunabilmektedir.
Buna karsilik IL-10, 6nemli bir antiinflamatuar sitokin olarak proinflamatuar sitokinlerin
iiretimini baskilamakta ve asir1 bagisiklik yanitin1 sinirlandirmaktadir. Bu 6zellik sayesinde
inflamatuar yanitin kontrol altina alinmasina, doku hasarinin azaltilmasina ve iyilesme ile doku

onarimi siireglerinin desteklenmesine katki saglamaktadir.

oa Sekil 25-A’ya gore, SN-38 10 pg/mL ve Etopozid 10 pg/mL monoterapileri kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Ancak Etopozid 25 pg/mL monoterapi
grubunda kontrole gore yaklasik %26,09 oraninda azalma gozlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-

38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1t hem kontrol grubu hem de
monoterapi gruplari ile kiyaslanmistir. Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL

tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore sirastyla yaklasik %26,52, %28,26 ve %30,87 oraninda
azalma gozlemlenmistir (p<0.05). Monoterapi gruplarina gore ise sirasiyla yaklasik %15,50,
%17,50 ve %20,50 oraninda azalmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine
tedavi gruplar1 kontrol grubuna ve Exo + SN-38 10 pug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL

tedavi gruplartyla kiyaslanmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 +
Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplarinda kontrole gore sirasiyla yaklasik %43,48 ve %56,52
oraninda azalma gozlemlenmistir (p<0.01). Tedavi gruplarina goére sirasiyla yaklagik %13,33

ve %33,33 oraninda azalmistir.

o a Sekil 25-B’ye gore, SN-38 10 ng/mL ve Etopozid 10 ve 25 pg/mL monoterapileri kontrole
° gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo +
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Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplart hem kontrol grubu hem de monoterapi gruplar ile
kiyaslanmistir. Exo + SN-38 10 pug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplarinin
kontrol grubuna gore sirasiyla yaklasik %35,71, %37,29 ve %38,75 oraninda azaldig:
gozlemlenmistir (p<<0.05). Monoterapi gruplarina gore ise sirasiyla yaklasik %25, %26,83 ve
%28,54 oraninda azalmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplari
kontrol grubuna ve Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplariyla
kiyaslanmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi
gruplarinda kontrole gore sirasiyla yaklasik %50 ve %57,14 oraninda azalma gézlemlenmistir

(p<0,01). Tedavi gruplarina gore sirastyla yaklasik %17,65 ve %29,41 oraninda azalmistir.

A IL-1B Protein Seviyesi B IL-1B Protein Seviyesi
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Sekil 25. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38 ve Etopozid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid
kombinasyonlarinin IL-1p iizerine etkileri. (A) T-98 ve (B) U373 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda ELISA yontemi ile IL-1B
degerlendirilmistir. Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari, kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda da
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur. Kontrole gore en etkili azalma Exo + Sn + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplarinda
gbzlemlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.

Sekil 26-A’ya gore, SN-38 10 pg/mL ve Etopozid 10 ve 25 pg/mL monoterapileri, Exo +
SN-38 10 pug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine
tedavi gruplari kontrol grubuna ve Exo + SN-38 10 pug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL
tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pug/mL ve Exo + SN-38 +
Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplarinda kontrole gore sirastyla yaklasik %32.84 ve %38,81
oraninda azalma gozlemlenmistir (p<0.05). Tedavi gruplarina gore sirasiyla yaklasik %15,09

ve %22,64 oraninda azalmistir.

Sekil 26-B’ye gore, SN-38 10 ug/mL ve Etopozid 10 ve 25 pg/mL monoterapileri, Exo +
SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 ve Exo + SN-38 + Etopozid

10 pg/mL kombine tedavi grubu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
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(p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL kombine tedavi grubu kontrol grubuna ve Exo +
SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Exo + SN-
38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi grubunda kontrole goére yaklasik %33,33 oraninda azalma

gozlemlenmistir (p<<0,05). Tedavi gruplarina gore yaklasik %19,23 oraninda azalmistir.

A IL-6 Protein Seviyesi B IL-6 Protein Seviyesi
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Sekil 26. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38 ve Etopozid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid
kombinasyonlarmnin IL-6 {izerine etkileri. (A) T-98 ve (B) U373 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda ELISA yontemi ile IL-6
degerlendirilmistir. Kontrole gore istatistiksel olarak en etkili azalma Exo + Sn + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplarinda
gbzlemlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.

Sekil 27-A’ya gore, SN-38 10 ug/mL ve Etopozid 10 pg/mL monoterapi gruplar1 kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Ancak Etopozid 25 pg/mL monoterapi
grubunda kontrole gore yaklasik %125 oraninda artis gbzlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-38
10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 kontrol grubu ve monoterapi
gruplartyla kiyaslanmistir. Kontrole gore sirasiyla yaklasik %208,33 (p<0.05), %300 ve
%383,33 (p<0.01) oraninda artis gozlemlenmistir. Monoterapi gruplarina gore ise sirasiyla
yaklasik %37,04, %77,78 ve %114,81 oraninda artmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL
ve Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplari kontrole ve Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo
+ Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Kontrole gore sirasiyla yaklasik
%491,67 ve %575 oraninda artis gdzlemlenmistir (p<0.001). Tedavi gruplarina gore sirasiyla
yaklasik 9%22.,41 ve %39,66 oraninda artmistir.

Sekil 27-B’ye gore, SN-38 10 pg/mL ve Etopozid 10 pg/mL monoterapi gruplar kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05). Ancak Etoposid 25 pg/mL monoterapi
grubunda kontrole gore yaklasik %84,21 oraninda artig gézlemlenmistir (p<0.05). Exo + SN-
38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 kontrol grubu ve monoterapi
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gruplartyla kiyaslanmistir. Kontrole gore sirastyla yaklasik %110,53 (p<0.05), %136,84 ve
%178,95 (p<0.01) oraninda artis gozlemlenmistir. Monoterapi gruplarina gore ise sirasiyla

yaklasik %14,29, %28,57 ve %51,43 oraninda artmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve

Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplar kontrole ve Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo +
Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Kontrole gore sirasiyla yaklasik
%226,32 ve %263,16 oraninda artis gozlemlenmistir (p<0.001). Tedavi gruplarina gore
sirastyla yaklasik %16,98 ve %30,19 oraninda artmistir.

IL-10 Protein Seviyesi
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Sekil 27. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38 ve Etopozid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid

kombinasyonlarmnin IL-10 iizerine etkileri. (A) T-98 ve (B) U373 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda ELISA yontemi ile IL-10

a degerlendirilmistir. Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari, kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda da

0 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrole gore en etkili artis Exo + Sn + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplarinda
gbzlemlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.

4.11.4. Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 protein seviyelerinin sonuclari

Kaspaz-3 ve kaspaz-9, apoptotik hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan
proteolitik enzimlerdir. Yiiksek diizeyde oksidatif stres ve/veya onarilamayan DNA hasari

sonucunda mitokondriden sitokrom c¢ salinmaktadir. Salinan sitokrom c, Apaf-1 ile birleserek

apoptozom kompleksini olusturmakta ve bu kompleks kaspaz-9'un aktivasyonunu

tetiklemektedir. Aktif olan kaspaz-9, yliriitiicli kaspazlardan biri olan kaspaz-3'ii aktive ederek

apoptotik siireci baglatmaktadir. Kaspaz-3 aktivasyonu ile hiicresel proteinlerin ve DNA'nin
parcalanmasi, hiicresel yapilarin bozulmasi ve nihayetinde hiicre membran biitiinliigiiniin kayb1
gergeklesmektedir. Bu siireclerin sonucunda programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz

meydana gelmektedir.

72 saatlik deney siiresi sonunda analiz edilen Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 seviyeleri Sekil 28 ve

29’da verilmistir.
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Sekil 28-A’ya gore, SN-38 10 ug/mL ve Etopozid 10 pg/mL monoterapi gruplar1 ve Exo +
SN-38 10 nug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 ug/mL ve Exo + SN-38 +
Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplari, kontrol grubu ve Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid
10 ve 25 pg/mL tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Kontrole gore sirasiyla yaklasik %315,38 ve
%376,92 oraninda artig gbzlemlenmistir (p<<0,05). Tedavi gruplarina gore sirastyla yaklagik
%63,64 ve %87,88 oraninda artmustir.

Sekil 28-B’ye gore, SN-38 10 pg/mL ve Etopozid 10 pg/mL monoterapi gruplart ve Exo +
SN-38 10 nug/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05). Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 +
Etopozid 25 pg/mL tedavi gruplari, kontrol grubu ve Exo + SN-38 10 ug/mL, Exo + Etopozid
10 ve 25 pg/mL tedavi gruplanyla kiyaslanmistir. Kontrole gore sirastyla yaklasik %342
(p<0.05) ve %562 (p<0.01) oraninda artis gozlemlenmistir. Tedavi gruplarina gore sirastyla
yaklasik %50,34 ve %125,17 oraninda artmastir.

Kaspaz-3 Protein Seviyesi
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Sekil 28. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38 ve Etopozid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etopozid ve SN-38 + Etopozid
kombinasyonlarinin Kaspaz-3 iizerine etkileri. (A) T-98 ve (B) U373 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda ELISA yontemi ile Kaspaz-3
degerlendirilmistir. Kontrole gore istatistiksel olarak en etkili artis Exo + Sn + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi gruplarinda
gbzlemlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.

Sekil 29-A’ya gore, SN-38 10 pg/mL ve Etopozid 10 pg/mL monoterapi gruplari ve Exo +
SN-38 10 pg/mL tedavi grubu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplar1 kontrol grubu ve monoterapi
gruplariyla kiyaslanmigtir. Kontrol grubuna gore sirasiyla yaklagik %165,67 ve 9%228,36
oraninda artmistir (p<0.05). Monoterapi gruplarina gore ise sirasiyla yaklasik %54,78 ve

%91,30 oraninda artmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 + Etopozid 25
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a pg/mL tedavi gruplari, kontrol grubu ve Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25
pg/mL tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Kontrol grubuna gore sirasiyla yaklasik %398,51 ve
%589,55 oraninda artig gbzlemlenmistir (p<<0,01). Tedavi gruplarina gore sirastyla yaklasik
%387,64 ve %138,20 oraninda artmistir.

Sekil 29-B’ye gore, SN-38 10 pg/mL ve Etopozid 10 pg/mL monoterapi gruplari ve Exo +

SN-38 10 pg/mL tedavi grubu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). Exo + Etopozid 10 ve 25 pug/mL tedavi gruplar1 kontrol grubu ve monoterapi
gruplartyla kiyaslanmistir. Kontrol grubuna gore sirasiyla yaklasik %252,83 ve %320,75
oraninda artmistir (p<0.05). Monoterapi gruplarina gore ise sirastyla yaklasik %70 ve %102,2
oraninda artmistir. Exo + SN-38 + Etopozid 10 pg/mL ve Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL

tedavi gruplari, kontrol grubu ve Exo + SN-38 10 pg/mL, Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL
tedavi gruplariyla kiyaslanmistir. Kontrole gore sirastyla yaklasik %604 ve %882 oraninda artig

gozlemlenmistir. Tedavi gruplarma gore sirasiyla yaklasik %57,85 ve %120,18 oraninda

artmistir.
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Sekil 29. T-98 ve U373 GBM hiicrelerinde SN-38 ve Etoposid monoterapileri ile eksozom aracili SN-38, Etoposid ve SN-38 + Etopozid

kombinasyonlarmnin Kaspaz-9 iizerine etkileri. (A) T-98 ve (B) U373 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda ELISA yontemi ile Kaspaz-9

o degerlendirilmistir. Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 ug/mL tedavi gruplari, kontrol grubuna gore her iki hiicre hattinda da

@ istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrole gore istatistiksel olarak en etkili artis Exo + Sn + Etopozid 10 ve 25 pg/mL kombine tedavi
gruplarmda gézlemlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.
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5. TARTISMA

GBM, eriskinlerde goriilen en agresif primer santral sinir sistemi tiimorlerinden biridir.
Giliniimiizde standart tedavi yaklagimi, cerrahi rezeksiyonun ardindan radyoterapi ve TMZ
kemoterapisini icermektedir (R. Stupp et al., 2005). Ancak bu tedavi yaklasimina ragmen
hastalikta yeniden tekrarlama orani oldukga yiiksektir. Ayrica, KBB’nin etkin ila¢ gecisini
sinirlandirmasi ve  GBM’nin heterojen yapis1i tedavi basarisin1 kisitlayarak sagkalimi
azaltmaktadir (Rabah et al., 2023). Bu nedenle son yillarda GBM tedavisinde daha etkili ve
hedeflendirilmis yeni antikanser ajanlarin gelistirilmesine yonelik calismalar giderek
artmaktadir (Bae et al., 2024). SN-38, irinotekanin aktif metaboliti olan gii¢lii bir antikanser
ajandir. DNA replikasyonu sirasinda DNA sarmalinin agilmasini saglayan topoizomeraz I
enzimini inhibe ederek sitotoksik etkisini gostermektedir. Bununla birlikte, SN-38'in tek basina
klinik kullanimi heniiz s6z konusu degildir; glinlimiizde daha ¢ok deneysel arastirmalarda
degerlendirilmektedir (Yang et al., 2023). Etopozid ise topoizomeraz II inhibitorii olarak etki
gosteren ve basta akciger kanseri olmak tizere ¢esitli hematolojik maligniteler ile germ hiicreli
tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan énemli bir sitotoksik ajandir (B. K. Sinha,
1995). Bu nedenle calismada, topoizomeraz enzimleri iizerindeki sinerjik etki gosterecegi

diisiiniilerek SN-38 ve Etopozid’in kombinasyonu kullanilmistir.

Eksozomlar, diisik  immiinojenite = ve  toksisite  sergilemeleri,  biyolojik
uyumluluklari, proteinler, lipitler, DNA, kiiclik miidahale edici riboniikleik asit (siRNA),
mRNA, miRNA ve ¢esitli sinyal molekiilleri de dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik olarak aktif
yukler icermeleri ve kaynak hiicreye 0zgii yiizey bilesenlerini kismen koruyabilmeleri
nedeniyle antikanser ilaglarin tasinmasinda umut vadeden dogal nanotasiyicilardir (Gutierrez-
Millan et al., 2021). Ozellikle timér hiicresi kaynakli eksozomlarm homotipik hiicresel
etkilesimlerinden yararlanilmasi, terapotik yiiklerin koken aldiklari tiimor hiicrelerine

tasinmasini kolaylastirabilecek bir sistem olarak degerlendirilmektedir (Qiao et al., 2020).

Bu dogrultuda tez calismamda, T-98 ve U373 glioblastoma hiicrelerinden izole edilen
otolog eksozomlara SN-38 ve Etopozid’in tekli ve kombine olarak yiiklenmesinin antikanser
etkinligi, apoptotik belirtecler, inflamatuar yanit, oksidatif stres gostergeleri ve eksozomal
miRNA ekspresyonlari lizerinden kapsamli olarak degerlendirilmistir.

Calismadan elde edilen bulgular, eksozom aracili SN-38 ve Etopozid uygulamalarinin T-98
ve U373 glioblastoma hiicrelerinde hiicre canlilifi ve hiicresel homeostaz iizerinde belirgin
degisikliklere neden oldugunu gostermistir. Ozellikle MTT sonuglarinda gozlenen hiicre

canliligindaki azalma ve LDH diizeylerindeki de§isimler, eksozom aracili ilag uygulamalariin
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GBM hiicrelerinde belirgin bir sitotoksik yanit olusturdugunu diisiindiirmektedir. Bununla
birlikte, tedavi gruplarinda MDA diizeylerinde gozlenen artis ve KAT aktivitesindeki azalma,
uygulamalarin hiicresel antioksidan savunma kapasitesini etkileyerek oksidatif stres olusumuna
katkida bulunabilecegini gdstermektedir. Ozellikle eksozomla SN-38 ve Etopozid’in birlikte
uygulandig1 gruplarda oksidatif stres gostergelerinde gozlenen daha belirgin degisimler, iki
topoizomeraz inhibitoriinlin birlikte kullaniminin hiicresel stres yanitin1 giiglendirebilecegini
diistindiirmektedir. Buna paralel olarak, kaspaz-3 ve kaspaz-9 diizeylerinde go6zlenen
degisimler, eksozom aracili SN-38 ve Etopozid uygulamalarinin mitokondriyal hasar ile iliskili
intrinsik apoptotik yolaklar1 etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. BAX, Bcl-2 ve Bel-xL gibi
apoptotik ve hiicresel yasam sinyallesmesinde rol alan belirteclerde meydana gelen

degisiklikler de bu apoptotik yanitin degerlendirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

Calisgmanin bir diger 6nemli bulgusu, eksozom kaynakli miRNA ekspresyonlarinda
tedaviye bagh degisikliklerin ortaya konulmus olmasidir. miR-21, miR-142-3p ve miR-150-5p
ekspresyonlarinda gozlenen degisimler, SN-38 ve Etoposid uygulamalarinin yalnizca hiicresel
canlilik, oksidatif stres ve apoptotik yanit tizerinde degil, ayn1 zamanda hiicreler arasit molekiiler
iletisimde rol oynayan eksozomal miRNA profili {izerinde de etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ozellikle miR-21'in PTEN, PDCD4, RECK ve TIMP3 gibi hiicre
proliferasyonu, apoptoz ve invazyonla iliskili hedeflerle; miR-142-3p'nin RAC1, FZD7/Wnt-
B-katenin ve TGF-B sinyal yolaklariyla; miR-150-5pmin ise CTNNBI1/B-katenin aracili
stireclerle iliskilendirilmis olmasi, bu miRNA'lardaki tedaviye bagli degisimlerin GBM
hiicrelerinin proliferatif, apoptotik ve invaziv 6zelliklerinin diizenlenmesi agisindan biyolojik
onem tasiyabilecegini diisiindiirmektedir. Eksozomal miRNA'larin tedavi sonrasinda degisim
gostermesi, bu molekiillerin yalnizca tedavi yanitinin bir gostergesi degil, ayn1 zamanda
tedaviye bagli hiicresel yeniden programlanmanin potansiyel aracilarindan biri olabilecegini de

diistindiirmektedir.

Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, eksozom aracili SN-38 ve Etopozid
uygulamalarinin GBM hiicrelerinde yalnizca dogrudan sitotoksik etki olugturmakla kalmayip,
oksidatif stres, mitokondriyal homeostaz, mitofaji, apoptotik hiicre 6liimii ve eksozomal
miRNA diizenlenmesi ile iligkili ¢oklu hiicresel mekanizmalar1 etkileyebilecegi
diisiiniilmektedir. Ozellikle SN-38 ve Etopozid’in sirasiyla topoizomeraz I ve topoizomeraz
ITI'yi hedeflemesi sonucunda olusan DNA hasarinin, oksidatif stres ve mitokondriyal islev
bozuklugu ile apoptotik yanit1 giiclendirebilecegi one siiriilebilir. Eksozomlarin bu ajanlarin

hiicre i¢ine taginmasini kolaylagtirmasi ise soz konusu etkilerin daha belirgin hale gelmesine
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katkida bulunmustur. Sonug¢ olarak, elde edilen veriler eksozom temelli SN-38 ve Etopozid
uygulamalarinin GBM hiicrelerinde sitotoksisiteyi artirirken oksidatif stres ve mitokondriyal
yanitlari etkileyebildigini, intrinsik apoptotik mekanizmalar1 uyarabildigini ve buna eslik eden
eksozomal miRNA profilinde degisikliklere yol agabildigini gostermektedir. Bu ¢oklu biyolojik
yanit, eksozom aracili SN-38 ve etopozid uygulamalarinin GBM tedavisinde arastirilmaya

deger potansiyel bir yaklagim oldugunu desteklemektedir.
5.6. T-98 ve U373 GBM Hiicre Hatlan

Bu calismada GBM modeli olarak T-98 ve U373 hiicre hatlarinin tercih edilmesinin temel
nedeni, her iki hattin da literatiirde uzun yillardir yaygin sekilde kullanilan, iyi karakterize
edilmis ve birbirini tamamlayan molekiiler 6zelliklere sahip insan kaynakli GBM hiicre hatlar1
olmasidir. T-98 hiicre hatti, 61 yasinda niiks glioblastomali bir erkek hastadan elde edilmis olup
hizli proliferasyon, DNA hasar1 yapan ajanlara kars1 direng ve mezenkimal benzeri fenotip ile

karakterize edilmektedir (Arthurs et al., 2020).

U373 hiicre hatt1 ise T-98’¢ kiyasla farkli bir molekiiler profil sunmasi nedeniyle calismaya
dahil edilmistir. U373 hattt hem p53 hem de PTEN genlerinde mutasyon tasiyan ve kolajen
matriksler iizerinden en yliksek invazyon oranlarim1 gosteren glioma hatlarindan biri olarak
tanimlanmistir (Memmel et al., 2014). Sonug olarak, T-98 ve U373 hiicre hatlarinin bir arada
kullanilmasi, GBM'nin klinik olarak bilinen genetik ve fenotipik heterojenitesini in vitro
ortamda kismen yansitma imkani1 sunmaktadir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda T-98 ve

U373 GBM hiicre hatlar tercih edilmistir.
5.7. GBM Kaynakh Eksozomlarin Karakterizasyonu

Literatiir incelendiginde, eksozomlarin kanser kaynakli veya saglkli hiicrelerden
izolasyonu yapilmaktadir. Eksozom izolasyonlar1 ii¢ farkli yontemle yapilsa da kit tabanh
kimyasal izolasyon verim agisindan digerlerine gore daha {istiin olmaktadir. Ayrica elde edilen
eksozomlarin karakterizasyonu NTA, zeta potansiyeli, Western blot, SEM ve TEM, MS/MS ve
QTOF ile de gergeklestirilmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda tez ¢calismasi kapsaminda 6ncelikle
her iki hiicre hattindan eksozomlar izole edilmis ve elde edilen eksozomlarin karakterizasyonu
SEM, zeta potansiyeli analizi ve Western blot yontemi ile gergeklestirilmistir. Kanser
hiicrelerinden elde edilen eksozomlar, SEM ile yapilan karakterizasyonda sekil ve boyut
acisindan incelenmektedir. Masoumeh E.D. ve arkadaslari, 2023 yilinda yaptiklar1 GBM
caligmasinda kanser kaynakli eksozomlarin 98,25-105,9 nm olarak tespit edildigini
bildirmislerdir (Eliyasi Dashtaki et al., 2023). Benzer sekilde, Ramazan R. ve arkadaslarinin

kanser kaynakli eksozom ¢alismasinda izole edilen eksozomlarin ¢apinin 95 nm oldugunu rapor
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etmislerdir (Rezaei et al., 2021). Genc ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢calismada T-98 ve
U373 hiicrelerinden eksozomlar izole edilmis ve karakterizasyonlar1t SEM ile dogrulanmaistir.
Calismalarinda eksozom boyutlarini 70-227 nm arasinda tespit etmislerdir. Bulgular ¢alismada
elde edilen eksozom goriintiilerini desteklemektedir (Genc et al., 2023). Calisma verilerimiz T-
98 ve U373 hiicrelerinin eksozom boyutlarinin 89,7 nm (50,60-126,8 nm araliginda) ve 77,63

nm (42,17-113,1 nm araliginda) oldugunu gostermektedir.

Zeta potansiyeli analizinde ise T-98 ve U373 kaynakli eksozomlarin sirasiyla ortalama -16,7
mV ve -16,6 mV yiizey yiikiine sahip oldugu belirlenmistir. Her iki 6rnekte de tek ve belirgin
bir pik elde edilmesi, eksozom popiilasyonunun homojen bir yiizey yiikii dagilim1 sergiledigini
gostermektedir. Ayrica eksozomal yiizey belirteglerinden CD63 proteininin Western blot
yontemi ile dogrulanmasi, izole edilen eksozomlarin protein yapilarint korudugunu
gostermektedir. Midekessa ve arkadaslarinin eksozomlarin izolasyonu ve karakterizasyonu
hakkinda yaptiklar1 bir arastirmada zeta potansiyeli testlerinin £30 mV aralifinda degistigi
tespit edilmistir. Ayrica yine ayni ¢alismanin devaminda Western blot analizi gerceklestirilmis
ve CD63, CD81, CD9, HSP70 proteinlerinin varli§i dogrulanmistir. (Midekessa et al., 2020).
Soodeh S. ve arkadaglarinin U87 kaynakli eksozomlarin zeta potansiyelini
degerlendirdiklerinde -22,16 ve -18,27 mV olarak gostermislerdir (Salarpour et al., 2019).

Belirtilen bulgular ¢alismamizdaki zeta potansiyeli icin elde ettigimiz verilerle korelasyon

gostermektedir.

Karakterizasyonu tamamlanan eksozomlara elektroporasyon yontemi kullanilarak SN-38
ve Etoposid yiiklenmistir (Liang et al., 2020). ila¢ yiikleme isleminin eksozomal yapiy1
etkileyip etkilemedigini degerlendirmek amaciyla SEM ve zeta potansiyeli analizleri tekrar
edilmistir. SEM goriintiilerinde, ilag yiiklemesi sonrasinda da eksozomlarin kiiresel/yar1 kiiresel
morfolojisini korudugu, diizglin dagilim gosterdigi ve belirgin agregasyon olusmadigi
gozlenmistir. Salarpour ve arkadaslar1 US87 hiicrelerine paklitaksel (PTX) yiiklenmis
eksozomlarin SEM goriintiilerini ve zeta potansiyel testlerini elde etmislerdir. Yiikleme 6ncesi
ve sonrast boyut degisiminde anlamli bir fark olmadigi ve yiiklemenin basarili oldugu
dogrulanmistir. Bu bulgular verilerimizle kiyaslandiginda dogrudan uyusmaktadir (Liang et al.,
2020; Salarpour et al., 2019).

Eksozomlarm kaynaklandiklar1 hiicrenin membran yapisim1 koruyarak hedef hiicrelerle
yuksek biyouyumlulukta etkilesime girebilmeleri, onlar1 ilag tagima sistemleri agisindan 6nemli
adaylar haline getirmektedir. Ozellikle tiimdr kaynakli eksozomlarin koken aldiklari timdr

hiicrelerine yonelik dogal hedeflenme egilimi gdstermesi nedeniyle antikanser ajanlarin segici
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olarak tiimor dokusuna tasinmasinda Onemli avantajlar saglayabilecegi bildirilmektedir
(Stoorvogel et al., 2002). Bu dogrultuda calismamda, tiimor kaynakli otolog eksozomlarin SN-
38 ve Etoposid i¢in biyolojik bir tastyici olarak kullanilmasiyla, "Truva at1" etkinligi
saglanmistir. Boylece SN-38 ve Etopozid’in terapotik etkinliklerinin artirilabilecegi
distiniilmektedir. Literatlir incelendiginde, bu yaklagima benzer calismalar bulunmaktadir.
Ormnegin, Feldman ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada HT1080 ve HeLa
hiicrelerinde elde edilen eksozomlara doksil kemoterapétik ajan yiiklenerek terapétik etkinligi
degerlendirilmistir. Elde ettikleri sonuglara gore, HT1080 ve HeLa hiicrelerine kars1 doksil
yuklii eksozomlarin terapotik etkinliginin doksil monoterapisine oranla daha yiiksek oldugu

bildirilmistir (Feldman et al., 2018).
5.8. Sitotoksisite Analizlerinin (MTT ve LDH) Degerlendirilmesi

Tedavi uygulandiktan 24 ve 72 saat sonra canlilik analizi i¢in MTT testi yapildi (Ghasemi
et al., 2021). Direngli T-98 GBM hiicrelerinde gergeklestirilen MTT analizinde, en belirgin

sitotoksik etkinin Exo + SN-38 + Etopozid kombinasyonunda gozlendigi tespit edilmistir.

Sitotoksik etkinin zamanla arttifi ve 72. saatte hiicre canlilifindaki azalmanin yaklasik
%350'ye ulasarak istatistiksel olarak en yiiksek anlamlilig1 gosterdigi belirlenmistir. Salarpour
ve arkadaslar1 tarafindan U87 ve T-98 hiicreleri iizerinde PTX yiiklii U87 eksozomlarin
terapotik etkinligi degerlendirilmis ve elde ettikleri sonuglara gore PTX yiiklii eksozomlarin 24.
ve 48. saatlerde PTX monoterapisine oranla daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi tespit
edilmistir (Salarpour et al., 2019). Ayrica Hashemi ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada dogal
oldiiriicii hiicrelerden (NKC) elde edilen eksozomlara doksorubisin yiliklenmis ve meme kanseri
hiicre hatlarinda etkinligi degerlendirilmistir. Elde ettikleri sonuglarda eksozomlara yiikli
doksorubisinin, doksorubisin monoterapisine oranla canlilik oranlarinda daha yiiksek sitotoksik

etki gosterdigi tespit edilmistir (Hashemi et al., 2024).

MTT sonuglarin dogrulugunu tasdiklemek amaciyla sitotoksisite analizlerinden elde
edilen sonucglar, LDH testi ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. LDH, hiicrelerde glikoz
metabolizmas1 ve enerji liretiminde rol oynayan oOnemli bir enzimdir. Hiicre membran
biitlinliigliniin bozulmas1 sonucunda sitoplazmik LDH’nin hiicre disimna salinmasi, hiicresel
hasarin ve hiicre 6liimiiniin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, hiicre kiiltiiri
siipernatantindaki yiiksek LDH diizeyleri, hiicre membran biitiinliigliniin bozuldugunu ve hiicre

canliliginin azaldigin1 géstermektedir (Jurisic et al., 2015; Magesh et al., 2006).

T-98 ve U373 hiicrelerinde 72. saat sonunda gergeklestirilen LDH analizinde, en yiiksek

sitotoksik etkinin Exo + SN-38 + Etopozid kombinasyonlarinda gozlendigi belirlenmistir.
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Kombine tedavi gruplar1 hem kontrol grubuna hem de eksozom aracili monoterapi gruplarina
kiyasla LDH salintmini anlamli diizeyde artirmustir. Ozellikle Exo + SN-38 + Etopozid 25
pg/mL grubunda LDH seviyesinin kontrole gore yaklasik %340 ve %292,31 oraninda artis
gostererek en yliksek degere ulastigi belirlenirken, eksozom aracili monoterapilere gére bu oran
yaklasik %33 ve %45,71 olarak tespit edilmistir. Geng ve arkadaslariin yaptiklar bir calismada
TMZ ilact T-98 hiicrelerinden elde edilen ve daha sonra polimerle genisletilen eksolimerlere
yliklenmis ve T-98 hiicrelerine uygulanmistir. Sitotoksisite analizleri i¢in MTT ve LDH testleri
uygulanmig, MTT seviyelerinin TMZ yiiklii ekzolimerlerde serbest TMZ oranina goére azaldigi
tespit edilmistir. LDH seviyelerinin ise monoterapiye oranla gelistirilen tedavilerde artis
gosterdigi belirlenmistir (Geng et al., 2021). Yongxin Z. ve arkadaslarinin akciger, HeLLa, MCF-
7, PC3 kanserlerinde yaptiklar1 calismada sisplatin ve 5-FU uyguladiklarinda antikanser
etkinligine bagli olarak 3-8 giin arasinda yiiksek antikanser etki tespit ettiklerini rapor
etmislerdir. Ayrica, bu etkinlige bagl olarak LDH seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla yiiksek

oranda arttig1 rapor edilen veriler arasindadir (Zhang et al., 2017).
5.9. Oksidatif Stres Belirteclerinin (KAT ve MDA) Degerlendirilmesi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), kronik inflamasyon ve DNA hasari, birbirini tetikleyerek
hiicresel yenilenme kapasitesini baskilayan ve apoptotik/nekrotik 6liime yol acan temel
etmenlerdir. Kanser hiicrelerinde tedavi kaynakli ROS birikiminin antioksidan savunma sistemi
tarafindan dengelenememesi sonucu apoptotik siiregler tetiklenir. Eger olugan hiicresel hasar

onarilamazsa, hiicre 6liimii gergeklesir (Waris & Ahsan, 2006).

Tedavi sonrasi oksidatif hasar diizeyindeki degisimleri degerlendirmek amaciyla KAT ve
MDA diizeyleri analiz edilmistir. MDA, serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonu
sonucunda olusan ve hiicresel oksidatif hasarin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilen toksik
bir son iirlindiir. KAT serbest radikalleri uzaklastirarak hiicreleri oksidatif hasara kars1 koruyan
onemli bir antioksidan enzimdir. MDA diizeylerindeki artis ise hiicrelerde lipid
peroksidasyonunun ve buna bagli oksidatif hasarin arttigini1 gostermektedir (Ayala et al., 2014).
Bununla birlikte, siddetli veya kronik oksidatif stres kosullarinda antioksidan savunma
sisteminin yetersiz kalmasi sonucunda KAT aktivitesinde azalma goriilebilmektedir. Bu
nedenle, yiiksek KAT aktivitesi genel olarak giiclii bir antioksidan savunma kapasitesini
yansitirken, KAT diizeylerindeki azalma oksidatif stresin artigina isaret etmektedir (Ighodaro &
Akinloye, 2018).

T-98 ve U373 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda analiz edilen KAT seviyelerine gore,

° Exo + SN-38 10 pg/mL ve Exo + Etopozid 10 ve 25 pg/mL tedavi gruplari, kontrol grubuna
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gore her iki hiicre hattinda da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Exo + Sn + Etopozid 10
ve 25 pg/mL gruplarinda eksozom aracili monoterapilere gore her iki hiicre hattinda da sirasiyla
%65,63 ve %37,63 azalma meydana gelmistir KAT seviyelerini destekleyen MDA
bulgularinda ise T-98 hiicrelerine uygulanan Exo + SN-38 + Etopozid 25 ug/mL grubu eksozom
aracili monoterapilere oranla %88 artis gdsterirken, bu degisim U373 hiicrelerinde %80,99°dur.
Yu ve arkadaslarinin HFL-1 hiicrelerinden elde edilmis erastin yiiklii FA isaretli eksozomlarin
MDA-MB-231 hiicrelerindeki etkinligi degerlendirildi. Hiicrelerde MDA seviyelerinin
antikanser tedaviyle birlikte asir1 arttifi, KAT gibi 6nemli bir antioksidan olan glutatyon
seviyelerinin ise azaldig tespit edilmistir (Yu et al., 2019). Najm A.M. ve arkadaslarinin meme
kanseri iizerinde oksidatif stres belirteclerinin roliinii arastirdiklar1 bir ¢aligmada ise kontrol
grubuna goére MDA diizeyinin arttigini, KAT diizeylerinin ise anlamli olarak azaldigini
bildirmislerdir (Najm et al., 2019).
5.10. inflamasyon Belirteclerinin (IL-1p, IL-6 ve IL-10) Degerlendirilmesi

Antikanser tedavilere bagli gelisen hiicresel stres ve hasar, inflamatuar sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna neden olarak ¢esitli sitokinlerin salinimini diizenlemektedir. Bu sitokinler
arasinda IL-1PB, IL-6 ve IL-10 tiimor mikrogevresinin sekillenmesinde ve bagisiklik yanitinin
diizenlenmesinde kritik rol oynayan temel bilesenlerdir. Sitokinler, fonksiyonlarina bagli olarak

proinflamatuar veya antiinflamatuar etkiler gosterebilmektedir (Kany et al., 2019).

IL-1B, inflamatuar yanitin baglatilmasinda rol oynayan en oOnemli proinflamatuar
sitokinlerden biridir. Uyaranlarin makrofajlar tarafindan tanmmasi, IL-1f iiretimini ve
salinimin1 tetikler. Uretilen IL-1B diger bagisiklik hiicrelerine sinyal gondererek yabanci
etkenlerin ortadan kaldirilmasina yonelik inflamatuar yaniti baslatmaktadir. IL-6 ise hem
proinflamatuar hem de antiinflamatuar 6zellik gostererek ¢ift yonlii hareket eden bir sitokindir.
Buna karsilik, IL-10 6nemli bir antiinflamatuar sitokin olarak proinflamatuar sitokinlerin
iiretimini ve asirt bagisiklik yanitin1 baskilamaktadir. Bu 6zellik sayesinde inflamatuar yanitin
kontrol altina alinmasina, doku hasarinin azaltilmasina ve iyilesme ile doku onarimi

siireclerinin desteklenmesine katki saglamaktadir (Kany et al., 2019).

T-98 hiicrelerinde IL-1p analizinde Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL grubunda IL-1B
seviyesi kontrole gore yaklasik %57,14 azalirken, eksozom aracili monoterapilere gore ise
%29,41 azalma gdstermistir. U373 hiicrelerinde IL-1f seviyesi, Exo + SN-38 + Etopozid 25
pg/mL grubunda kontrole gore %57,14 oraninda azalma gosterirken, tedavi grubunda %29,41

azalma go6zlemlenmistir. Elsea R.C. ve arkadaslarinin akciger kanserinin Etopozid,
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doksurubisin ve 5-FU antikanser ilaglar1 ile tedavi edilmesi lizerine yaptig1 ¢calismada IL-1[3

seviyesinde artig tespit ettiklerini bildirmislerdir (Elsea et al., 2008).

IL-6 seviyeleri incelendiginde, Exo + SN-38 + Etopozid 25 pug/ml grubunda, eksozom
aracili monoterapilere oranla degisim T-98 hiicreleri i¢in %22,64 oraninda saptanirken, bu oran
U373 hiicreleri i¢in %19,23 oranma diismiistiir. Pu S.Y. ve arkadaslarinin prostat kanseri
hiicrelerinde ilag direnci ve apoptoz lizerindeki etkilerini inceledikleri bir ¢alismada IL-6
seviyesindeki anlamli azalmanin prostat kanseri iizerinde etkili bir sinyal yolag: olabilecegini
one siirmiislerdir (Pu et al., 2004). Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/ml grubunun inflamatuar
etkinligini IL-10 seviyelerinin asir1 yiikselmesi ise tedaviyle birlikte artan ROS aktivitesine
kars1 giiclii antiinflamatuar etkinlik sagladigi distiniilmektedir (Luan et al., 2017). IL-10
seviyeleri her iki hiicre hattinda benzerdir. T-98 hiicrelerinde kontrole gore Exo + SN-38 +
Etopozid 10 pg/ml ve Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/ml gruplarinda sirastyla %22,41 ve
%39,66 artis meydana gelirken, U373 hiicrelerinde ise sirastyla %16,98 ve %30,19 oraninda
artis tespit edilmistir. Shirzad ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada, menstriiel kok
hiicrelerden elde ettikleri eksozomlara doksorubisin yiiklenmis ve yiikli eksozomlarin meme
kanseri hiicrelerindeki etkinligi degerlendirilmistir. Calismada IL-1B ve IL-10 seviyeleri
incelenmis, ilag yiikli eksozomlarin IL-1P seviyelerini baskiladigi, IL-10 seviyelerini ise
yukselttigi tespit edilmistir. Bu durum doksorubisin kaynakli inflamasyonun hafifletilmesinde
eksozomlarin roliinii ortaya koymaktadir. Eksozomlarin diisiik immiinojene bilgisi ve literatiir
aragtirmalar1 sonucunda, ¢aligmamizda elde edilen veriler dogrulanmistir (Shirzad et al., 2024).
IL-10 seviyelerindeki yiiksek artis miktarlari, tedavi sonrasinda antiinflamatuar yanitin
desteklendigini gostermektedir. Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, kullanilan eksozom
temelli tedavi yaklasiminin GBM i¢in immiin sistemden kagis agisindan 6nemli bir potansiyele
sahip olabilecegi ongdriilmektedir (Stevens Barron et al., 2023).

5.11. Apoptotik Belirteclerin (p53, p21, Bax, Bcl-2, Bel-xL, Kaspaz-3 ve Kaspaz-

9) Degerlendirilmesi

Yapilan RT-qPCR ve ELISA analizleri sonrasinda p53, p21, BAX, Bcl-2, Bcl-xL, kaspaz-3
ve kaspaz-9 seviyeleri tespit edilmistir.

T-98 hiicrelerinde p53 seviyelerinin en yiiksek oldugu grup Exo + SN-38 + Etopozid 25
pg/mL olarak belirlenmistir. Bu grup kontrole %62 oraninda artis gosterirken, eksozom aracili
monoterapilere gore yaklasik %26,6 artig gostermistir. U373 hiicrelerinde ise kontrole gore en
fazla artis yine Exo + SN-38 + Etopozid 25 ng/mL grubunda meydana gelirken, eksozom aracil

monoterapilere gore %25,5 artis tespit edilmistir. P21 seviyelerinde kontrole gore artis tespit
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edilmis, ancak istatistiksel olarak anlamlilik bulunmazken U373 hiicrelerinde Exo + SN-38 +

Etopozid 25 pg/mL grubunda artig kontrole gore anlamlidir.

Sato ve arkadaslari, farkli p53 statiisiine sahip tic GBM hiicre hattini (yabani tip p53 tasiyan
A172, mutant p53 tastyan T-98G ve p53 statiisii farkli YKG-1) etopozid ile muamele ederek,
DNA hasarmin duyarlt bir belirteci olan YH2AX fosforilasyonunu hiicre dongiisii faz1 ve
apoptoz indiiksiyonuyla iliskilendirmistir. Bu ¢alismada, Etoposid uygulamasi sonrasinda her
ii¢ hiicre hattinda da hiicre dongiisiiniin tiim fazlarinda YH2AX artis1 gozlenmesine ragmen,
hiicre hatlar1 arasinda tedaviye karst belirgin farkliliklar ortaya ¢ikmustir (Sato et al., 2009).
Calismamizda kullanilan T-98 hiicre hattinin da mutant p53 statiisline sahip olmasi, Sato ve
arkadaslarinin T-98G hiicrelerinde goézlemledigi p53 gen yamitimi destekler niteliktedir.
Eksozom aracili SN-38 ve Etopozid kombinasyonu (25 pg/mL) sonrasinda T-98 hiicrelerinde
p53 seviyesinin kontrole gore artmasi, hiicrelerde belirgin bir DNA hasar1 sinyalinin
tetiklendigini gostermektedir. Caligmadaki bulgular hiicre hattina 6zgili bir molekiiler temele

dayandigini gostermektedir.

Bu noktada, p21 artiginin anlamliliga ulasmamasinin hiicresel dongiiyii nasil etkiledigi
sorusu Oonem kazanmaktadir. P21, hiicre dongiisiinii durdurarak hiicreye DNA onarimi igin
zaman taniyan bir siklin bagimli kinaz inhibitoérii olmasinin yani sira, kaspaz aktivasyonunu
baskilayan anti-apoptotik bir isleve de sahiptir. Dolayisiyla p21'in beklenen diizeyde artmamasi,
DNA hasarinin dogrudan apoptotik sinyal yolaklarin1 (BAX, PUMA, kaspaz kaskadi gibi)
tetikledigini diisindlirmektedir. Nitekim Sato ve arkadaslarinin c¢alismasinda da benzer
sonuglar gozlemlenmistir. Bu bulgu, tez calismasi kapsamindaki sonuglara gore p53 artisina
ragmen p21'de anlaml degisiklik gdzlenmeyen T-98 hiicrelerinin, hiicre dongiistinii durdurup
onarim silirecine yonelmek yerine apoptotik hiicre 6liimiine yonelmis olabilecegi yoniindeki

yorumumuzu literatiir temelinde desteklemektedir (Sato et al., 2009).

Ote yandan, U373 hiicrelerinde Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL grubunda p21 artisinin
kontrole gore anlamli bulunmasi, bu hiicre hattinda p53-p21 ekseninin T-98'e kiyasla daha
islevsel kalmis olabilecegine isaret etmektedir. Bu farklilik, Sato ve arkadaslariin yabani tip
p53 tasiyan A172 hiicrelerinde gozlemledigi fonksiyonel p53-p21 yanitiyla kavramsal olarak
paralellik gdstermektedir. Sato ve arkadaslar1 da ¢alismalarinin sonucunda glioblastoma hatlari
arasinda olusan yanit gesitliligi nedeniyle tedavinin hastaya 6zgili olarak kisisellestirilmesi
gerektigini vurgulamistir. Ayrica bununla birlikte, mevcut ¢alisma bu bilinen mekanizmayi tekli
ajan uygulamasinin 6tesine tasiyarak, eksozom aracili SN-38 ve Etoposid kombinasyonunun

bu paterni giiclendirdigini ve dolayisiyla eksozom tabanli tasiyici sistemlerin mutant p53
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tagityan direngli glioblastoma hiicrelerinde apoptoza yonlendirme potansiyelini artirabilecegini

gostermesi bakimindan literatiire 6zgiin bir katki sunmaktadir (Sato et al., 2009).

Ayrica Wang Y. ve arkadaslarinin insan akciger kanseri hiicre hatt1 H1299 {izerinde
Etopozid ve sisplatin antikanser uygulamasiyla p53 ve p21 genlerinin ekspresyonlarini
incelemislerdir. Calismanin bulgularinda 6zellikle sisplatine kiyasla Etoposid tedavisinden
sonra p53 seviyesinin de p21 seviyesinin de anlamli olarak arttig1 rapor edilmistir (Wang et al.,

1998).

BAX gen diizeyleri T-98 ve U373 hiicrelerinde analiz edilmistir. T-98 hiicrelerinde Exo +
SN-38 + Etopozid 25 pg/mL dozu kontrole gore %203 artarken, eksozom aracilt monoterapilere
gore %70,2 artmistir. U373 hiicrelerinde BAX seviyeleri T-98’e gore daha yiiksektir. Yine en
yliksek grup Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL grubunda tespit edilmistir.

Bcl-2 seviyelerinde her iki hiicre hattinda da kontrole gore her grupta azalma
gozlemlenmigtir. En yiiksek degisim oranini her iki hiicre i¢in de Exo + SN-38 + Etopozid 25
pg/mL grubu vermistir. T-98 i¢in %37,2 olarak tespit edilirken, U373 i¢in bu oran %41,2 olarak

belirlenmistir.

Bu veriler, ¢alisma kapsamindaki sonuglara goére apoptotik dengenin kombinasyon
tedavisiyle belirgin bi¢cimde pro-apoptotik yone kaydigimi gostermektedir. Bu bulgu, GBM
hiicrelerinde apoptozun molekiiler temelini Bax/Bcl-2 orami {izerinden inceleyen oOnceki
caligmalarla dogrudan ortiismektedir. Hanif ve arkadaslariin yaptig1 bir calismada NA-2 ve
TMZ kombinasyonu U87 glioblastoma hiicrelerinde incelenmistir; iki ajanin birlikte
uygulanmasinin tekli uygulamalara kiyasla biiyiime inhibisyonunu ve apoptozu anlaml 6lgiide
artirdig1, bu kooperatif apoptoz indiiksiyonunun ise artmis Bax/Bcl-2 oran1 ve aktif Kaspaz-3
ekspresyonuyla iligkili oldugu gosterilmistir (Hanif et al., 2014). Suzuki K. ve arkadaslari meme
kanseri ve fibroblast hiicreleri lizerinde 5-FU ve 5-DFUR kullanilarak Bax, Bcl-2 ve p53
ekspresyon diizeylerini degerlendirmislerdir. Bulgulara gore 5'-DFUR/5-FU tedavisi, 6zellikle
pS3 negatif meme kanseri hiicrelerinde Bax artis1 ve Bcl-2 azalmasi yoluyla mitokondriyal
apoptotik yolu aktive ederek hiicre 6liimiinii artirdigini ve hiicrelerin kemoterapiye daha duyarl

hale gelmesinin 6nemli gostergelerinden biri oldugunu bildirmislerdir (Suzuki et al., 1999).

Bax:Bcl-2 oraninin glioblastoma hiicrelerinde apoptotik kararin belirleyicisi oldugu, bu
iliskinin ters yonden de gosterildigi Das ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ortaya konmustur.
U87MG hiicrelerinde TMZ uygulamasi Bax:Bcl-2 oranmni artirarak apoptozu tetiklerken,
hiicrelerin deksametazon ile 6n muamelesi bu orani diisiirmiis ve apoptozu belirgin bigimde

azaltmistir. Bu ¢alisma, Bax:Bcl-2 oraninin yalnizca apoptozla iliskili bir gosterge olmadigini,

78

Z"—'I turnitin | savfa104/110- Butinlik Gonderi Gonderi Kimligi trn:oid:::1:3637959374



itin  sayfa 105/ 110- Batiinlik Gonderi Gonderi Kimligi  trn:oid:::1:3637959374
e v liik Gond d lig d

ayn1 zamanda bu oranin farmakolojik olarak ydnlendirilebilir, tedavi yanitini dogrudan
belirleyen islevsel bir mekanizma oldugunu ortaya koymaktadir (Das et al., 2004). Calismada
gbzlenen belirgin Bax artist ile Bel-2'nin her iki hiicre hattinda da en yiiksek oranda azalmasi
(T-98 i¢in %37,2, U373 icin %41,2), bu literatiirle birlikte degerlendirildiginde, eksozom aracili
kombinasyon tedavisinin Bax:Bcl-2 oranini giiclii bicimde apoptoz yoniine kaydirdigini ve bu
kaydirmanin doz bagimli olarak arttigini diisiindiirmektedir. Ayrica Bcl-xL'nin de 6zellikle
yliksek doz gruplarinda baskilanmig olmasi, yalnizca Bcel-2'nin degil, ayni zamanda Bcl-xL'nin
de apoptotik direncin ortadan kaldirilmasinda hedef alindigim1 gostermekte olup, bu durum
tedavimizin tek bir anti-apoptotik proteine degil, Bcl-2 ailesinin birden fazla iiyesine es zamanli

etki ederek daha kapsamli bir apoptotik yanit olusturduguna isaret etmektedir.

Tez caligmas1 kapsaminda T-98 hiicrelerinde Kaspaz-3 diizeyinin Exo + SN-38 + Etopozid
25 pg/mL grubunda kontrole gore %376,92, eksozom aracili monoterapilere gore %87,88
oraninda anlamli artis gostermesine karsin, Kaspaz-9'un yalnizca kombinasyon gruplarinda (10
ve 25 ug/mL) hem kontrole hem de diger tedavilere kiyasla anlamli bi¢imde artmasi, intrinsik
apoptotik yolagin sirali1 ve doza bagli bir aktivasyon paterni izledigini diisiindiirmektedir. Bu
bulgu, TMZ-duyarli (U887 MG) ve TMZ-diren¢li (U887 MG-R) GBM hiicrelerinde
enzalutamidin apoptotik etkisini inceleyen gilincel bir ¢alismayla dogrudan ortiismektedir
(Chang et al., 2022). Bu ¢alismada, enzalutamid uygulamasiin her iki hiicre hattinda da
Kaspaz-8'e kiyasla Kaspaz-9 aktivitesini belirgin bigimde daha fazla artirdig1 gosterilmis ve bu
bulgu, hiicre 6liimiiniin ekstrinsik degil intrinsik yolak tizerinden gergeklestiginin kanit1 olarak
sunulmugstur. Ayni calismada, Kaspaz-9 aktivasyonu: proapoptotik Bax proteininde artis,
mitokondriyal membran potansiyelinde kayip, sitokrom c'nin sitozole salinimi ve ardindan
Kaspaz-3 ile Kaspaz-6'min kademeli aktivasyonu izlenmistir. Arastirmacilar, Kaspaz-3'iin
Kaspaz-9'un asag1 akis hedefi oldugunu ve sitokrom c aracili Kaspaz-9 aktivasyonunun Kaspaz-

3 aktivitesini tetikledigini rapor etmislerdir (Chang et al., 2022).

Bu mekanistik siralama, elde edilen bulgularla birlikte yorumlamak i¢in degerli bir ¢erceve
sunmaktadir. Enzalutamid ¢aligmasinda oldugu gibi, T-98 hiicrelerinde de Kaspaz-3'iin Kaspaz-
9'un apoptoz zincirinde hedeflenerek islev gérmesi beklenir; bu nedenle Kaspaz-9'un diisiik doz
ve monoterapi gruplarinda anlamli artis gostermemesi, apoptozomun (sitokrom c-Apaf-1-
prokaspaz-9 kompleksinin) bu kosullarda heniliz yeterli diizeye gelmedigini, dolayisiyla
baglatici basamagin tam olarak devreye girmedigini diisiindlirmektedir. Buna karsin,
kombinasyon gruplarinda (10 ve 25 pg/mL) Kaspaz-9'un anlamli artisi, mitokondriyal hasarin

apoptozom olusumu i¢in gerekli esigi astigin1 ve bunu takiben Kaspaz-3'iin giiclii bigimde
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aktive edildigini gostermektedir. Bu yorum, Chang ve arkadaslarinin ¢alismasinda tanimlanan
Bax artis1, mitokondriyal membran potansiyeli kaybi, sitokrom ¢ salinimi, Kaspaz-9
aktivasyonu ve Kaspaz-3 aktivasyonu seklindeki dogrusal apoptotik zincirle rtligmektedir

(Chang et al., 2022).

Ayrica, her iki ¢alismada da dikkat ¢ekici bir ortak nokta bulunmaktadir: Chang ve ark.,
enzalutamidin TMZ-direngli U87 MG-R hiicrelerinde de Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 aktivasyonunu
tetikleyebildigini gostermistir; bu, direngli glioblastoma hiicrelerinin dahi intrinsik apoptotik
makine bakimindan tamamen islevsiz olmadigini, uygun doz ve kombinasyon stratejileriyle bu
yolagin yeniden aktive edilebilecegini ortaya koymaktadir (Chang et al., 2022). Bu bulgu,
calismamizda T-98 hiicrelerinde de yiiksek doz eksozom aracili kombinasyon tedavisiyle hem
Kaspaz-9'un hem de Kaspaz-3'lin anlamli bi¢gimde aktive edilebildigini gostermemizle
paralellik tagimakta ve eksozom aracili SN-38 + Etopozid kombinasyonunun, tek basina yeterli
mitokondriyal hasar1 olusturamayan monoterapilerin aksine, intrinsik apoptotik yolagin tam ve

siral1 aktivasyonunu saglayabilecek bir esige ulastigini desteklemektedir.
5.12. Annexin V/FITC-DAPI immiinofloresan Boyama Degerlendirmesi

Calismamda, T-98 ve U373 GBM hiicre hatlarinda eksozom kaynakli kombinasyon
tedavilerinin apoptotik etkisi, tedaviden 72 saat sonra DAPI-Annexin V-PI boyamasi ile
degerlendirilmistir. T-98 hiicrelerinde Exo + Etopozid 25 pg/ml ile Exo + SN-38 + Etopozid 10
ve 25 ug/mL gruplarinda, U373 hiicrelerinde ise Exo + Etopozid 10 ug/ml grubunda dahi
Annexin V ve PI 1simalarinda kontrole kiyasla anlamli artis saptanmistir. Doza bagli olarak
artan bu 1s1ma paterni, uygulanan tedavilerin hiicreleri erken ve gec¢ apoptotik evrelere
yonlendirdigine isaret etmektedir. Bu bulgu, U87 MG hiicrelerinde O6-benzilguanin ve TMZ
yuklii PEG ile liposomal nanotasiyici sistemini degerlendiren literatiirdeki bir caligmayla
ortlismektedir. 72 saatlik muameleden sonra Annexin V-FITC/PI ile boyanan hiicrelerde ilag
yiiklii liposomlarla muamele edilen grubun biiyiik kisminin geg¢ apoptotik evrede veya 6lii hiicre
popiilasyonunda yer aldigi, bu etkinin saf ilag kombinasyonuna kiyasla anlamli derecede

yuksek oldugu bildirilmistir (Hegde et al., 2024).

Hiicre hatlar1 arasindaki bu fenotipik doz-yanit farkinin Otesine gegerek altta yatan
molekiiler mekanizmay1 ortaya koymak amaciyla, ¢calismamizin 6zgiin katkisini olusturan
eksozomal miRNA profili ¢ikarilmis ve TMC'nin diizenlenmesinde rol alan miRNA
seviyelerinin tedavi ile degisimi incelenmistir.

5.13. GBM Kaynakh Eksozomal miRNA Seviyelerinin (miR-142-3p, miR-150-5p

ve miR-21) Degerlendirilmesi
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Tedaviden sonra toplanan eksozomlarda RT-qPCR ile miRNA seviyeleri incelenmistir.
Tiimor baskilayict miR-142-3p seviyesi Exo + SN-38 + Etopozid kombinasyonlarinda kontrole
gore T-98 hiicrelerinde %40, U373 hiicrelerinde %37 oraninda artmis; benzer sekilde miR-150-
5p seviyesi Exo + SN-38 + Etopozid 25 pg/mL grubunda T-98'de %35, U373'te %42 artis
gostermistir. Buna karsilik, onkomiR niteligindeki miR-21 ekspresyonu ayni kombinasyon
gruplarinda, 6zellikle 25 pg/mL dozunda hem kontrole hem de eksozom aracili monoterapilere

kiyasla en diisiik seviyelere gerilemistir.

miR-142-3p'nin tiimor baskilayici rolii, mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozomal miR-
142-3p'nin biiylime faktorii bagimsiz 1'i (GFI1) hedefleyerek glioma hiicrelerinin agresifligini
ve M2 tipi timdr iligkili mikroglia infiltrasyonunu baskiladigini gosteren caligmada ortaya
konmustur (Chen et al., 2025). Daha yakin tarihli bir ¢alismada ise M1 tipi polarize
makrofajlardan salgilanan eksozomal miR-142-3p'nin yliksek hareketlilik grubu kutusu 1
(HMGBI) aracili PD-1/PD-L1 kontrol noktasini diizenleyerek GBM hiicre biiyiimesini
baskiladig1 ve apoptozu tetikledigi, miR-142-3p susturuldugunda ise M1 eksozomlariyla
muamele edilen GBM hiicrelerinde proliferasyonun arttig1 ve apoptozun azaldigi bildirilmistir
(Wei et al., 2025). Bu bulgu, bizim g¢alismamizda miR-142-3p artisinin gozlendigi ayni
gruplarda (Exo + SN-38 + Etopozid) Annexin V/PI 1simasinin da artmis olmasiyla mekanistik
olarak ortiismekte; miR-142-3p yiikselisinin apoptotik yanitin bir pargasi olabilecegi yorumunu

giiclendirmektedir.

miR-150-5p'nin GBM'ye 6zgii literatiiri sinirli olmakla birlikte, farkli kanser tiirlerinde
tiimor baskilayict etkinligi tutarh bicimde raporlanmistir. Kolorektal kanserde miR-150-5p'nin
VEGFA/VEGFR?2 ve alt akis Akt/mTOR sinyal yolagin inaktive ederek hiicre proliferasyonu,
migrasyon, invazyon ve anjiyogenezi baskiladig1 ve tiimdr baskilayici bir molekiil olarak islev
gordiigi gosterilmistir. Bu kanser tiirlinde tutarli bi¢imde gozlenen tiimor baskilayict etki,
caligmamizda kombinasyon tedavisiyle miR-150-5p'de gozlenen artisin kanser tiirtinden
bagimsiz, genellenebilir bir antitiimdr mekanizmaya isaret edebilecegini diisiindiirmektedir (Xu

etal., 2025).

miR-21'in GBM hastaligindaki roliine dair literatiir, calisma bulgularimin tersinden
degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Glioma iliskili makrofajlardan (GAM) salgilanan
eksozomlarin miR-21 agisindan zenginlestigi ve miR-21'in GAM eksozomlarinda en bol
bulunan miRNA tiirii oldugu, miR-21 seviyesi ile GBM malignitesi arasinda pozitif bir iligki
bulundugu, miR-21'in tiimdr baskilayici programlanmis hiicre 6liimii 4 proteinini (PDCD4)

hedefleyerek onkojenik etkilerini gosterdigi Chuang ve arkadaglarinin yaptigi calisma ile
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bildirilmistir (Chuang et al., 2019). Shi ve arkadaglarinin yaptig1 bir bagka ¢alismada ise beyin
omurilik s1vis1 kaynakli eksozomal miR-21 seviyelerinin de glioma hastalarinda kétli prognoz

ve timor niiksii ile iligkili oldugu saptanmigtir (Shi et al., 2015).

Bu caligmalarin ortak bulgusu, miR-21'in GBM TMC’de hem tiimdr hiicreleri hem de
stromal hiicreler arasinda bir onkojenik sinyal molekiilii olarak islev gormesidir. Bizim
calismamizda Exo + SN-38 + Etopozid kombinasyonunun miR-21 seviyesini doza bagli olarak
baskilamasi, literatiirde tanimlanan bu onkojenik eksende bir "tersine ¢evirme" etkisine isaret
etmekte ve kombinasyon tedavisinin antitimor etkinliginin yalnizca dogrudan sitotoksisite ile
degil, timor mikrogevresinin molekiiler diizenlenmesi {izerinden de gergeklestigini

desteklemektedir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda, T-98 ve U373 glioblastoma hiicre hatlarindan izole edilen otolog
eksozomlarin SN-38 ve etopozid ile tekli ve kombine olarak yiiklenmesinin antikanser etkinligi
kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. SEM goriintiileme, zeta potansiyeli analizi ve CD63
belirteci Western blot dogrulamasi, her iki hiicre hattindan da yapisal biitlinliigii korunmus,
homojen yiizey yiikiine sahip eksozomlarin basariyla izole edildigini gostermis;
elektroporasyon yontemiyle gerceklestirilen ilag¢ yiiklemesinin eksozomlarin morfolojik ve
fiziksel Ozelliklerini bozmadigr dogrulanmistir. MTT ve LDH analizleri, Exo + SN-38 +
Etopozid kombinasyonunun her iki hiicre hattinda da 25 pg/mL dozunda, kontrol grubuna ve
eksozom aracili monoterapilere kiyasla en yliksek sitotoksik etkiyi gosterdigini ortaya koyarak
eksozom aracili tasinmanin SN-38 ve Etopozid’in terapdtik etkinligini artirdigini ve iki ajanin

kombine kullaniminin sinerjistik bir sitotoksik etki olusturdugunu desteklemistir.

Oksidatif stres gostergeleri incelendiginde, kombinasyon tedavisi grubunda o6zellikle 25
pg/mL dozunda KAT aktivitesinde belirgin azalma ve MDA seviyelerinde belirgin artis tespit
edilmis, bu durum tedaviyle indiiklenen oksidatif hasarin antioksidan savunma kapasitesini
astigin1 ve hiicre Oliimiine katkida bulunan mekanizmalardan biri oldugunu gdostermistir.
Inflamatuar yanit agisindan, kombinasyon tedavisi proinflamatuar sitokinler olan IL-1p ve IL-
6 diizeylerini baskilarken antiinflamatuar sitokin IL-10 diizeylerini belirgin bi¢imde artirmistir;
bu bulgu eksozom aracili ila¢ taginmasinin immiinojenik olmayan bir profil sergiledigini ve
tedavi sonrasi olusan inflamatuar yanitin kontrol altina alinmasina katki sagladigini ortaya

koymustur.

Apoptotik belirtecler bakimindan, p53, BAX, Bcl-2, Bcl-xL, kaspaz-3 ve kaspaz-9
seviyelerindeki degisimler, Exo + SN-38 + Etopozid kombinasyonunun intrinsik mitokondriyal
apoptotik yolagi doza bagl ve sirali bir sekilde aktive ettigini gdstermistir. T-98 hiicrelerinde
p53 artisina ragmen p21'de anlamli degisim gozlenmemesi, mutant p53 statiisiine bagh olarak
hiicrelerin hiicre dongiistiniin durdurulmasindan ziyade dogrudan apoptoza yoneldigine isaret
ederken, U373 hiicrelerinde p21 yanitinin korunmus olmasi hiicre hatlar1 arasindaki molekiiler
heterojenitenin tedavi yanitini nasil sekillendirdigini ortaya koymustur. Annexin V/PI boyamasi
bu bulgular1 destekleyerek kombinasyon gruplarinda erken ve ge¢ apoptotik hiicre oraninin
belirgin bicimde arttifin1 géstermistir. Tez ¢alismasinin 6zgilin katkisini olusturan eksozomal
miRNA analizinde ise, timér baskilayict miR-142-3p ve miR-150-5p seviyelerinin
kombinasyon tedavisiyle arttig1, buna karsilik onkojenik miR-21 seviyesinin doza bagl olarak

baskilandigi belirlenmis; bu bulgu kombinasyon tedavisinin antitiimdr etkisinin yalnizca
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dogrudan sitotoksisite iizerinden degil, ayni zamanda tiimér mikrogevresinin molekiiler
diizeyde yeniden sekillendirilmesi yoluyla da gergeklestigini gostermistir.

Elde edilen tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, otolog GBM eksozomlarinin SN-38
ve Etoposid icin etkili bir "Truva at1" tastyici sistemi olarak islev gordiigii ve 6zellikle bu iki
ajanin kombine kullaniminin, tekli tedavilere kiyasla hem T-98 hem de U373 hiicre hatlarinda
sitotoksisiteyi artirdigi, apoptotik yolaklar1 giiclii bigimde aktive ettigi, oksidatif stresi
yukselttigi, inflamatuar yaniti diizenledigi ve timdr baskilayict miRNA ekspresyonunu
desteklerken onkojenik miRNA ekspresyonunu baskiladigi sonucuna varilmigtir. Bu bulgular,
direncli ve heterojen bir tiimor tiiri olan GBM'nin tedavisinde eksozom temelli, kombine ilag
tagima stratejilerinin umut verici bir yaklasim sunabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte,
bu calisma in vitro kosullarda gergeklestirilmis olup, kan-beyin bariyerini ge¢is etkinligi ve in
vivo biyodagilim gibi parametreler degerlendirilmemistir; ayrica miRNA bulgular ekspresyon
diizeyinde smirli kalmis olup hedef gen dogrulama g¢alismalar1 gerceklestirilmemistir. Bu
dogrultuda, elde edilen bulgularin klinik 6ncesi in vivo GBM modellerinde dogrulanmasi,
eksozomlarin KBB gegis kapasitesinin aragtirilmasi ve miR-142-3p, miR-150-5p ile miR-21'in
hedef genleri iizerinden mekanistik olarak derinlemesine incelenmesi, bu c¢alismanin

gelecekteki uzantilart olarak dnerilmektedir.
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