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Pasif Tiimor Hedefli inorganik Ila¢ Nanotasiyicilarin Akciger
Saghkl ve Kanser Hiicreleri Uzerindeki Uzun Dénemli Etkisi

Long Term Effect of Passive Tumor Targeted Inorganic Drug
Nanocarriers on Lung Healthy and Cancer Cells

Onemli noktalar (Highlights)

7

% llag nanotasiyicilarin akciger saglhkl ve kanser hiicreleri iizerindeki uzun donem etkileri arastirilds. /
Long time exposure effect of drug nanocarriers was examined on lung healthy and cancer cells.

®

% Nanotaswicilar kanser hiicresi canliigi kisa inkiibasyon siirecinde etkin bir sekilde azaltti. |
The nanocarriers showed efficient reduction of cancer cell viability in short exposure time.

s Uzun inkiibasyon siirecinde, saglikly hiicreler diisiik diizeylerde ilag-aracilt sitotoksisite sergiledi. |
During prolonged exposure, the nanocarriers exhibited lower level drug-mediated cytotoxicity on healthy
cells.
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Bu calismada, pasif hedefli ila¢ nanotasiyicilarin insan akciger epitel BEAS-2B hiicreleri ve insan akciger kanser
A549 hiicreleri tizerindeki uzun dénem etkileri arastirildi. | This study examined long time exposure effect of
passively targeted drug nanocarriers on human lung epithelial BEAS-2B cells and human lung cancer A549 cells.

Tasarum ve Yontem (Design & Methodology)

Goriintiileme ve tedavi edici ozellikleri bir arada barindan ila¢ nanotagsiyicilari kullanildi ve hiicresel birikim,
sitotoksisite ve apoptoz iizerindeki etkileri arastirildi. / Drug nanocarriers combining imaging and therapy were
used and its cellular uptake, cytotoxicity and apoptotic effects were investigated.

Ozgiinliik (Originality)

Aktif hedefli muadillerine gére, pasif hedefli nanotaswyicilar tiimérlii dokularda daha yavas ve diisiik diizeyde ilag
birikimi sagladigindan kanserli hiicrelerin yaminda saglikh hiicrelerde uzun siire bu nanotasiyicilara maruz
kalmaktadw. | Tumor accumulation of passively targeted nanocarriers is generally more slowly and lower

compared to their active counterparts. Thus in addition to cancer cells, healthy cells are also exposed to these
nanocarriers at the same time.)

Bulgular (Findings)

Pasif hedefli nanotasiyicilar kanser hiicresi canliigini etkin bir sekilde azaltirken, 24 saatlik inkiibasyon siirecinde
saglhikh hiicreler tizerinde kayda deger bir etki goriilmedi. Ayrica, nanotasiyicilar A549 hiicrelerindeki apoptoz
seviyelerini onemli él¢iide artirirken, BEAS-2B hiicrelerinde 96 saat sonunda dahi apoptotik etki gostermedi. |
Passively targeted nanocarriers showed efficient reduction of cancer cell viability. This did not affect

internalization and viability of healthy cells in 24 h. Moreover, it was found that the nanocarriers considerable
increased the percent of apoptotic cells in A549 cells whereas showed no apoptotic effect in BEAS-2B cells in 96h.

Sonuc (Conclusion)

Bu sonuclar, pasif hedefli inorganik ila¢ nanotaswyicilarin, saglikl hiicreleri ihmal edilebilir diizeyde etkileyerek,
antikanser ila¢larin kemoterapdtik etkilerini artirmada umut verici oldugunu gostermektedir. | These results show
that passively targeted inorganic drug nanocarriers could be promising for enhancing the chemotherapeutic
effects of anticancer drugs, while producing negligible effects on healthy cells.
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oz

Ilag nanotastyicilari, kontrollii ve siirekli ilag salim ozellikleri ile kanser tedavisinde biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bu
nanotasiyicilar pasif veya aktif hedefli olarak ilag taginimi saglayabilmektedir, ancak aktif hedefli muadillerine gore, pasif hedefli
nanotastyicilar tiimorlii dokularda daha yavas ve diisiik diizeyde ilag birikimi sagladigindan kanserli hiicrelerin yaninda saglikls
hiicrelerde uzun siire bu nanotasiyicilara maruz kalmaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada, pasif hedefli ilag nanotasiyicilarin insan
akciger epitel BEAS-2B hiicreleri ve insan akciger kanser A549 hiicreleri lizerindeki uzun dénem etkileri arastirildi. Bunun ig¢in,
goruntiileme ve tedavi edici 6zellikleri bir arada barindan FesOs@SiO2(FITC)-DOX formiilasyonuna sahip ilag nanotastyicilari
kullanild1 ve hiicresel birikim, sitotoksisite ve apoptoz tizerindeki etkileri aragtirildi. Hiicresel alim ve sitotoksisite deneyleri, pasif
hedefli nanotastyicilarin kanser hiicresi canliliginin etkin bir sekilde azalttigini gosterirken, 24 saatlik inkiibasyon siirecinde saglikli
hiicreler lizerinde kayda deger bir etki gériilmedi. Ancak 96 saatlik uzun inkiibasyon siirecinde, sagliklt BEAS-2B hiicreleri makul
seviyelerde nanotasiyict alimi gergeklestirirken, A549 kanser hiicrelerine kiyasla diisiik diizeylerde ilag-aracili sitotoksisite
sergiledi. Ayrica, nanotasiyicilar A549 hiicrelerindeki apoptoz seviyelerini 6nemli 6l¢iide artirirken, BEAS-2B hiicrelerinde 96
saat sonunda dahi apoptotik etki gostermedi. Bu sonuglar, pasif hedefli inorganik ilag nanotasiyicilarin, saglikli hiicreleri ihmal
edilebilir diizeyde etkileyerek, antikanser ilaglarin kemoterapdtik etkilerini artirmada umut verici oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, pasif tiimor hedefleme, ila¢ nanotasiyicilar, BEAS-2B hiicreleri, A549 hiicreleri.

Long Term Effect of Passive Tumor Targeted
Inorganic Drug Nanocarriers on Lung Healthy and
Cancer Cells

ABSTRACT

Drug nanocarriers have shown great potential in cancer therapy, as they provide controlled- and sustained-release properties.
Nanocarriers can deliver drugs with passive or active targeting, but tumor accumulation of passively targeted nanocarriers is
generally more slowly and lower compared to their active counterparts. Thus in addition to cancer cells, healthy cells are also
exposed to these nanocarriers at the same time. In the light of this issue, this study examined long time exposure effect of passively
targeted drug nanocarriers on human lung epithelial BEAS-2B cells and human lung cancer A549 cells. For this reason,
Fes0:4@SiO2(FITC)-DOX formulated drug nanocarriers combining imaging and therapy were used and its cellular uptake,
cytotoxicity and apoptotic effects were investigated. Cellular uptake and cytotoxicity experiments demonstrated that passively
targeted nanocarriers showed efficient reduction of cancer cell viability. This did not affect internalization and viability of healthy
cells in 24 h. But after 96 h prolonged incubation time, non-tumoral BEAS-2B cells showed moderate level cellular uptake of
nanocarriers and exhibited lower level drug-mediated cytotoxicity as compared to A549 cancer cells. Moreover, it was found that
the nanocarriers considerable increased the percent of apoptotic cells in A549 cells, whereas showed no apoptotic effect in BEAS-
2B cells in 96 h. These results show that passively targeted inorganic drug nanocarriers could be promising for enhancing the
chemotherapeutic effects of anticancer drugs, while producing negligible effects on healthy cells.

Keywords: Cancer, passive tumor targeting, drug nanocarriers, BEAS-2B cells, A549 cells.

1. GIRiS (INTRODUCTION)

Inorganik nanotastyicilar sahip olduklari daha uzun kan
dolagimi, daha iyi ilag salimim kinetigi, gelismis
antikanser etkinligi ve diisiik yan etkileri gibi iistlin
ozellikleri sayesinde, geleneksel kanser tedavilerine karsi

*Sorumlu Yazar (Corresponding Author)
e-posta : cenkdaglioglu@iyte.edu.tr

etkili bir ila¢ tagima yontemi olarak ortaya ¢ikmaktadir
[1-2]. Bu tagiyicilar arasinda manyetik 6zellige (FezOa)
sahip nanotastyicilar, ayn1 anda hem diyagnostik hem de
terapotik uygulamalarda kullanilabilmesi ve terapotik
fonksiyonlarin tagiyicilara kolayca entegre
edilebilmesinden dolay1r biyomedikal uygulamalarda
iimit verici olmaktadir [3-4]. Ayrica bu tastyicilar artmig
gecirgenlik ve alikonma (EPR) etkileri sayesinde tiimor
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bolgelerinde yiiksek miktarlarda birikebilirken ayni
zamanda tasidiklar1 antikanser ilaglarin antitiimoral
etkinliklerini de kayda deger diizeylerde
artirabilmektedir [5]. Artmus gegirgenlik ve alikonma
(EPR: enhanced permeability and retention) etkisi, bir
pasif hedefleme formudur ve gesitli boyutlardaki
nanotasiyicilarin - (genellikle 10-100 nm) timor
dokularinda, saglikli dokularda miimkiin olmayan
sekilde birikmesi sonucu olugur [6]. Nanotasiyicilar bu
benzersiz Ozellikleri sayesinde, antikanser ajanlarin
tiimor hiicrelerine taginimini mimkiin kilmaktadir. Bu
sayede, nanotastyicilar araciliftyla kanser hiicrelerinin
icindeki ila¢ konsantrasyonlar1 artirilirken, normal
hiicrelere kars1 meydana gelebilecek olan toksik etki de
minimize edilmektedir. Ancak, uzun siireli maruz kalma
stirelerinde, nanotasiyicilarin organizma {zerindeki
etkileri hala dokularda potansiyel birikimleri gibi soru
isaretleri barindirmaktadir [7]. Bu nedenle, uzun siireli
ilag nanotasiyici uygulamalar1 oncesi saglikli hiicreler
iizerinde meydana gelebilecek muhtemel birikim ve
toksik etkilerin belirlenmesine ihtiyag¢ vardir. Boylece bir
yandan istenmeyen sistemik reaksiyonlar elimine
edilebilirken, diger taraftan kullanilmasi gereken en
uygun ilag  nanotastyict  konsantrasyonlar1  da
belirlenebilir. Bu baglamda bu ¢aligmanin amact ilag
nanotasiyicilara uzun siireli maruz kalan saglikh
hiicrelerin, ayni siirecteki kanserli hiicrelerle birlikte,
yanitlarint  degerlendirmektir. Bunun igin, nano-
formiilasyonu daha onceki ¢aligmalarimizda gelistirilen
ve fizikokimyasal olarak da karakterize edilen, bir pasif
hedefleme formu olan artmig gegirgenlik ve alikonma
(EPR) etkisi i¢in sentezlenen FezOs@SiO2(FITC)-DOX
multifonksiyonel nanotasiyicilart kullanildi [8-9]. Pasif
hedefli bu nanotastyicilarin insan akciger epitel BEAS-
2B hiicreleri ve insan akciger kanser A549 hiicreleri
iizerindeki uzun donemli etkileri, gdstermis olduklari (1)
hiicresel alim; (2) floresan goriintiileme; (3) sitotoksik ve
(4) proapoptotik etkileri aragtirilarak karsilastirildi.

2. MALZEME VE YONTEM (MATERIAL AND
METHOD)

2.1. Malzeme (Materials)

3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolyum bromid
(MTT) ve tripsin Sigma-Aldrich Chemicals ’dan, %10
fetal bovin serumu (FBS), streptomisin, penisilin, L-
glutamik asit, DMEM besiyeri Gibco Life technologies
’den temin edilmistir. Kullanilan diger tiim kimyasallar
analitik safliktadir ve denemeler boyunca ultra saf su
kullanilmagtir.

2.2. Hiicre Kiiltiirii (Cell Cultures)

Insan akciger epitel BEAS-2B ve insan akciger kanser
A549 hiicre hatlar1 Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii,
Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Arastirma ve
Uygulama Merkezinden temin edildi. Kanser hiicreleri,
10% (v/v) fetal bovin serumu (FBS), 100 pg/mL
streptomisin, 100 U/mL penisilin ve 2 mM L-glutamik
asit iceren DMEM besiyeri i¢inde kiiltiire edildi. Kiiltiir,

steril kosullar altinda 37 °C de, %5 CO; ihtiva eden

inkiibatorde gerceklestirildi.

2.3. Nanotasiyicilarin Sentezi ve Karakterizasyonu
(Synthesis and Characterization of Nanocarriers)

Fe:0.@SiOx(FITC)-DOX  formiilasyonuna  sahip
inorganik nanotasiyicilar kaynakga 8 ve 9 de tarif edildigi
gibi daha onceki ¢aligmalarimizda sentezlendi. Bunun
icin ilk olarak demir oksit (FesOs) cekirdek yapisi
Fe*?/Fe*® tuzlarmin ortak coktiiriilmesi yontemiyle
sentezlendi. Nanotagiyicilarin biyouyumluluk ve stabilite
kazanmasi, ayrica fizikokimyasal metodlarla
yiizeylerinin fonksiyonellestirilebilmesi i¢in, demir oksit
cekirdek, silika polimeri ile kaplandi. Bu amag i¢in sol-
jel kimyasindan yararlanildi ve tetractil ortosilikat
(TEOS) ile demir oksit ¢ekirdek kaplanarak Fes04@SiO-
yapisi olusturuldu. Daha sonra nanotastyicilarin hiicre
tarafindan alindiginin optik olarak izlenebilmesi igin,
Fe30.@SiO; yapisina floresan 6zelligine sahip floresin
izotiyosiyanat (FITC) enkapsiile edildi. Enkapsiilasyon
sayesinde, nanotastyicilarin fotokimyasal stabilitesini
artirmasi saglandi. Bu islemler sonrasinda, in vivo ve in
vitro kosullarda takip edilebilen, silika manyetik-floresan
[FesO.@SiO,(FITC)] nanotastyict yapist olusturuldu.
Son adimda ise, model bir antikanser ilag olarak
doksorubisin  (DOX), amin-fonksiyonel nanotasiyici
yiizeyine  schiff-bazi  kimyast ile  baglanarak
Fe304@SiOz(FITC)-DOX formiilasyonuna sahip pasif
hedefli ilag nanotasiyicilart sentezlendi (Sekil 1).
Nanotagtyicilarin  fizikokimyasal —karakterizasyonlart,
dinamik 1s1k sag¢ilim spektrometresi (DLS), zeta-
potensiyeli 6l¢iimii, X-1s1nlar1 difraksiyon analizi (XRD),
Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ve
elektron mikroskobu teknikleri (SEM, STEM ve EDX)
ile gergeklestirildi.

Fe304@SiO2(FITC)-DOX formiilasyonuna sahip

nanotastyicilarin sematik gosterimi.
Nanotastyicilarin  ¢ekirdek-kabuk yapisi (beyaz
cekirdek-gri kabuk) taramali-gecirimli elektron
mikroskobu (STEM) araciligryla elde edildi. Gri
silika kabuk igerisine FITC enkapsiilasyonu
saglandi. Nanotasiyicilarin yiizeyindeki kirmizi
kiireler antikanser ilag doksorubisini (DOX) temsil
etmektedir. (Figure 1. Schematic representation of
nanocarriers  with  Fes04@SiO2(FITC)-DOX
formulation. *The core-shell structure of the
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nanocarriers (white core-gray shell) was obtained
from the scanning transmission electron
microscopy (STEM). The FITC label (the contrast
agent) encapsulated in the grey shell of the
nanocarriers.  Red  circles represent  the
chemotherapeutic agent doxorubicin (DOX).)

2.4. Hiicresel

Analysis)
Fes0.@SiO2(FITC)-DOX nanotagiyicilarinin, akciger
epitel BEAS-2B ve akciger kanser A549 hiicrelerini
hedefleme  potansiyelleri ~ floresan ~ mikroskopu
kullanilarak aragtirildi.

Mikroskobik goriintilleme i¢in, BEAS-2B ve A549
hiicreleri 100.000 hiicre/mL yogunlugunda 6 kuyulu
plakalarda 10 pg/mL nanotastyici konsantrasyonunda 4 /
12 ve 24 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
hiicreler; nanotastyicilara enkapsiile edilen FITC ig¢in
yesil kanalda, nanotasiyicilara konjuge edilen ilag igin
kirmiz1 kanalda, hiicre ¢ekirdek boyasi DAPI i¢in mavi
kanalda ve hiicre genel goriintiisii i¢in aydinlik alanda
floresan mikroskobu altinda optik olarak izlendi.
Nanotasiyicilarin hiicresel alimi, Olympus IX71 floresan
mikroskobu kullanilarak gériintiilendi. ilgili goriintiilerin
fotograflart CCD kamera kullanilarak ¢ekildi ve ImagelJ
programi kullanilarak analiz edildi.

Alm Deneyleri (Cellular Uptake

2.5. inorganik 1ila¢ Nanotasiyicilarin  Sitotoksik
Etkileri (Cell Viability Analysis of Inorganic Drug
Nanocarriers)

Fe304@SiOz(FITC)-DOX nanotastyicilarinin, akciger
epitel BEAS-2B ve akciger kanser A549 hiicreleri
lizerinde gosterdikleri sitotoksisite, MTT ydntemi
kullanilarak belirlendi.

Sitotoksisite ¢aligmalar1 i¢in, BEAS-2B ve A549
hiicreleri 10.000 hiicre/mL yogunlugunda 96 kuyulu
plakalarda 0.1 /1.0 /10 / 50 / 100 / 200 pg/mL
nanotasiyici konsantrasyonlartyla 24 / 48 / 72 ve 96 saat
boyunca inkiibe edildi. Bu inkiibasyonlardan sonra,
hiicreler 0.5 mg/mL MTT igeren ortamda 4 saat inkiibe
edildi ve ardindan plakalar 1800 rpm de 10 dakika
boyunca santrifijj edildi. Stipernatant uzaklastirildiktan
sonra her bir kuyucukda olusan formazan kristalleri 150
pL DMSO igerisinde ¢oziildi ve 570 nm deki
absorbanslart mikroplaka okuyucu araciligiyla okunarak
“yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonlari’” (ICsg)
belirlendi. 1Csq degerleri GraphPad Prism 7.0 yazilimi ile
hesaplandi.

2.6. inorganik ila¢ Nanotagiyicilarin Pro-apoptotik
Etkileri (Proapoptotic effects of Inorganic Drug
Nanocarriers)

Fes04@SiOz(FITC)-DOX nanotagtyicilarinin, akciger
epitel BEAS-2B ve akciger kanser A549 kanser hiicreleri
iizerinde gosterdikleri pro-apoptotik etkileri hiicre
¢ekirdek morfolojileri araciligiyla, DAPI boyama
yontemiyle, Olympus IX71 floresan mikroskobu
kullanilarak optik olarak analiz edildi.

Zamana bagimli apoptoz calismalar1 igin, BEAS-2B ve
A549 hiicreleri 100.000 hiicre/mL yogunlugunda 6

kuyulu  plakalarda ICsp  konsantrasyonlarindaki
nanotagtyicilarla 48 / 72 ve 96 saat boyunca inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrast fosfat tamponlu ¢ézelti (PBS)
ile yikanan hiicreler 10 dakika boyunca % 4
paraformaldehit ile fikse edildi, ardindan ii¢ defa PBS ile
yikandi. Hiicreler daha sonra 10 dakika boyunca % 0.1
Triton-X ile muamele edilerek hiicre membranin
gecirgenligi arttirildi ve akabinde tekrardan ii¢c defa PBS
ile yikandi. Son olarak her bir kuyu 5 pL 1 mg/mL
yogunlugundaki DAPI c¢ozeltisi ile boyandi. Boyama
sonrast hiicre g¢ekirdekleri floresan mikroskobu altinda
optik olarak incelendi ve yogunlagmis veya parcalanmig
cekirdekli hiicreler apoptotik hiicreler olarak kabul
edildi. Gorintiiler ImageJ programi araciligiyla analiz
edildi.

2.7. istatistiksel Analiz (Statistical Analysis)

Tim veriler, ortalama + standart sapma (SS) olarak
verildi. Istatiksel analizler Student's t testi kullanilarak
Microsoft Excel yazilimi araciligiyla yapildi. P <0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3. SONUCLAR VE TARTISMA (RESULTS AND
DISCUSSION)

3.1. Inorganik ila¢ Nanotastyicilarin Hiicresel Alimi
(Cellular Uptake Analysis of Inorganic Drug
Nanocarriers)

Fe30.@SiO2(FITC)-DOX nanotastyicilarinin BEAS-2B
ve AS549 hiicrelerini hedefleme potansiyellerinin
aragtirilmasi i¢in aydinlik alan ve floresan mikroskop
gorintilleri  ¢ekildi.  Nanotasiyicilarin  hiicresel
lokalizasyonlari, floresan goriintiilerine karsilik gelen
aydinlik alan goriintiilerinin karsilagtirilmasiyla elde
edildi. Hiicresel alimi takip etmek i¢in hiicre ¢ekirdegi
ayrica DAPI ile boyandi. Nanotastyicilar zamana bagiml
olarak artan oranlarda AS549 kanser hiicrelerini
hedefleyebilirken, aym sekilde hiicre i¢i kirmizi floresan
yogunluklarindan anlasildigi iizere artan oranlarda ilag
yiiklemesi de gergeklestirdi. Saglikli akciger epitel
BEAS-2B hiicrelerinde ise zamana bagimli olarak 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda, kanser hiicreleri ile
karsilagtirildiginda, ihmal edilebilecek diizeylerde
nanotagiyict alimi gergeklesti (Sekil 2). Bu sonuglar,
Fe304@SiOx(FITC)-DOX inorganik nanotasiyicilarin
A549 akciger kanseri hiicrelerine basarili bir sekilde
niifuz edebildigini, ancak saglikli akciger epitel BEAS-
2B  hiicrelerine karsi 24 saatlik uzun inkiibasyon
stirecinde dahi hiicresel alim yoniinde bir etki
gostermedigi dogrulamaktadir. Elde edilen bu sonuglar,
daha once raporladigimiz ve aktif olarak hedeflendirilen
inorganik nanotastyicilarin  saglikli hiicreler yerine
kanser hiicrelerini daha yiiksek afinitede
hedeflendirdigini  gosterdigimiz  calismamizi  da
desteklemektedir [10]. Jung ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan diger bir ¢alismada ise hedefleme ajani olarak
biyotinin kullanildigi nanotasiyicilar ile A549 kanser
hiicrelerinin yarim saatlik siire igerisinde aktif olarak
hedeflendirilebildigi gosterilmistir. Fakat aktif hedefli bu
nanotasiyicilarin saglikli hiicreler iizerinde
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gosterebilecegi potansiyel etkileri arastirmaya dahil  3.2. inorganik ila¢ Nanotasiyicilarin  Sitotoksik
edilmemistir [11]. Bu sonuglar pasif hedefli Etkileri (Cell Viability Analysis of Inorganic Drug
nanotagtyicilarin - tiimdr mikrogevresine verimli  bir Nanocarriers)

sekilde lokalize olabildigi gosterirken, aktif hedefleme  Fg,0 +@Si0,(FITC)-DOX nanotastyicilarinin BEAS-2B
araciligy ile tiimor hiicrelerinin nanotastyicilart alimi e A549 hiicreleri iizerinde nasil bir sitotoksik etki
hizlandirilabilmektedir. gosterdigini incelemek i¢in, zamana bagimli MTT hiicre

DAPI

BEAS-2B NP.ler ilag Birlesim Ortiisme

B .. v
A549 NP.ler ilag DAPI Birlesim Ortiisme

| ..

c ..

Sekil 2. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin (A) 4, (B) 12 ve (C) 24 saatlik inkiibasyonlar1 sonrast hiicresel alim floresan mikroskobu
goriintiileri. Siitunlar i¢in sirastyla: (1) BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin aydinlik alan goriintiileri; (2) hiicre igindeki
nanotastyicilarin yesil floresan gériintiileri; (3) hiicre i¢ine tagiman doksorubisinin kirmizi floresan goriintiileri; (4) DAPI
ile boyanan hiicre ¢ekirdeklerinin mavi floresan goriintiileri; (5) nanotastyici, ilag ve DAPI floresan goriintiilerinin {ist iiste
birlestirilmesi; (6) aydinlik alan, nanotastyic, ilag ve DAPI goriintiilerinin tist Giste ortistiriilmesi. (Figure 2. Fluorescence
microscopy images of BEAS-2B and A549 cells after (A) 4, (B) 12 and (C) 24 h nanocarriers incubations. The nanocarriers
were observed as green fluorescence, DOX was observed as red fluorescence and DAPI was observed as blue fluorescence.
For columns: (1) bright-field images; (2) fluorescence images of nanocarriers; (3) fluorescence images of DOX; (4) the
stained nuclei of cells with DAPI; (5) the merger of nanocarriers, DOX and DAPI; and (6) overlay of bright-field images
and fluorescence images.)
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proliferasyonu analizi yapildi. Bunun i¢in, hiicrelere 24 /
48 /72 ve 96 saat boyunca artan konsantrasyonlarda (0.1-
200 pg/mL) inorganik nanotagiyicilar uygulandi. Saglikli
BEAS-2B hiicreleri ile karsilastirildiginda, A549 kanser
hiicreleri ilk 24 saatlik siirecte yaklasik sekiz kat daha
diisiik I1Cso degerleri ile ¢ok giiclii bir sitotoksik etkiye
maruz kaldi. Ote yandan, 96 saatlik inkiibasyon sonrasi
dahi her iki hiicrenin sergiledigi ICso degerleri benzer
araliklarda sitotoksik etkiler gostermeye devam etti.
Daha da onemlisi, BEAS-2B hiicrelerinin 72 saatten
sonra yakin ICso degerleri gdstermesi, ilgili inorganik
tagtyicilarin sitotoksik etkilerinin zamana bagimli olarak
sinirlt kaldigini gostermektedir (Tablo 1). Bu sonugclar,
nanotasiyicilarin hiicresel alim sonuglarini desteklerken
ilgili nanotasiyict formiilasyonlarmin, saglikli akciger
hiicreleriyle  karsilastirildiginda,  akciger  kanser
hiicrelerine karst ¢ok daha yiiksek bir sitotoksik
potansiyele sahip oldugunu goéstermektedir (Sekil 3).
Benzer bir gekilde daha 6nce yaptigimiz ¢alismalarda da,
rasyonel olarak dizayn edilen inorganik ilag
nanotagtyicilarinin, antikanser ajanlarmn  terapotik
etkilerini tiimdr tiirevli gesitli kanser hiicre hatlarina karsi
yiiksek degerlere tasidigi gosterilmistir [12-15]. Bu
sonuglarla paralel bir sekilde Nair ve arkadaslar
tasarladiklart pasif hedefli nanotasiyicilarin 1 mM’lik
yiiksek konsantrasyonlarda (karsinoma hiicrelerini
etkileyen dozlarin ¢ok {iistii bir konsantrasyonda) dahi
sagliklt mezenkimal kdk hiicreler (MSCs) iizerinde kabul
edilebilir diizeylerde etki gosterdigini belirlemislerdir
[16].
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3.3. Inorganik ila¢ Nanotasiyicilarin Pro-apoptotik
Etkileri (Proapoptotic effects of Inorganic Drug
Nanocarriers)

Fe30.@SiO(FITC)-DOX nanotastyicilarinin, BEAS-2B
ve A549 hiicreleri lizerinde gosterdigi 48 / 72 ve 96
saatlik apoptotik etkileri, floresan mikroskobu altinda
yogunlagmis veya pargalanmig ¢ekirdekli hiicreler
incelenerek arastirildi. Sekil 4. de goriildigi {izere
inorganik nanotasiyicilar, A549 kanser hiicrelerine karsi
zamana bagimli olarak yiikselen diizeylerde apoptoz
indiiksiyonu  gergeklestirdi.  Saglikh ~ BEAS-2B
hiicrelerinde ise nanotastyicilar 96 saatlik siire¢ sonunda
dahi kayda deger bir apoptotik etki gosteremedi. Bu
sonuclar gostermektedir ki, inorganik nanotasiyicilar,
A549 kanser hiicrelerine zamana bagimli olarak artan
oranlarda kemoterapétik ajan yiiklemesi saglamakta ve
bu sayede DOX-aracili apoptoz oranlarimi daha yukari
seviyelere tagimaktadir. BEAS-2B hiicrelerinin ayni
zaman dilimi icerisinde hiicresel alim diizeyleri kanser
hiicrelerine gore ¢ok diisiikk seviyelerde kaldigi igin,
nanotastyicilarn  yeterli  bir  apoptotik  etki
sergileyemedigi goriilmiistiir. Park ve arkadaslar
tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise BEAS-2B
epital hiicreleri iizerinde ticari olarak satin alinan
titanyum dioksit nanotasiyicilarinin etkileri arastirilmig
ve ilgili partikiiller ila¢ igermedikleri halde artan
konsantrasyonlarda uygulanmalar1 sonrast DAPI boyali
hiicre ¢ekirdeklerinde artan oranlarda yogunlasmalara
sebep olmustur [17], yine benzer sonuglar Kim ve
arkadaslar1 tarafindan raporlanan giimiis nanotastyicilar
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1HkLL
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Sekil 3. Fe304@SiO2(FITC)-DOX nanotagtyicilarinin BEAS-2B ve A549 hiicreleri izerinde gosterdigi (A) 24, (B) 48, (C) 72
ve (D) 96 saatlik sitotoksisite sonuglari. Her bir kolon {i¢ bagimsiz denemenin ortalama +SS’sin1 temsil etmektedir.
(Figure 3. Cytotoxic effects of Fes04@SiO2(FITC)-DOX nanocarriers against BEAS-2B and A549 cells after (A) 24,
(B) 48, (C) 72 and (C) 96 h of growth. Each column represents the mean + SD of three independent experiments.)
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Tablo 1. Fes04@SiO2(FITC)-DOX nanotastyicilarinin BEAS-2B ve A549 hiicrelerindeki 24 / 48 / 72 ve 96 saatlik ICso degerleri.
Degerler pg/mL cinsindendir ve {i¢ bagimsiz denemenin ortalama +SS'sin1 temsil etmektedir.

(Table 1. The ICso values of FesO4@SiO2(FITC)-DOX nanocarriers in BEAS-2B and A549 cells when incubated for 24 /48 /72

and 96
Hiicreler 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
BEAS-2B 1538.0 £ 78.9 652,9 +34.1 327.3+269 306.1 = 25.8
A549 189.1 £ 15.3 98.8+11.3 583+124 412+5.6

h. Values represent the mean + SD of three independent experiments in png/mL.)

ile yaptiklart calismada da elde edilmistir [18]. Bu titanyum ve giimiis nanotastyicilari ile
sonucglar gostermektedir ki silika kapli demir karsilastirildiginda, kabul edilebilir diizeylerde toksisite
nanotagtyicilart saglikli BEAS-2B hiicreleri iizerinde,  gdstermektedir.

Kontrol BEAS-2B DAPI Ortiisme

5

72 s,

96 s @
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Sekil 4. BEAS-2B ve A549 hiicrelerinin nanotastyicilar ile 48, 72 ve 96 saatlik inkiibasyonlar1 sonrasi apoptotik ¢cekirdeklerinin
floresan mikroskobu goriintiileri. {1k siitun nanotastyict uygulanmayan kontrol hiicrelerinin aydinlik alan goriintiileri
ve DAPI boyali ¢ekirdeklerinin mavi floresan goriintiilerini gostermektedir. Oklarla gosterilen apoptotik hiicreler
niikleer pargalanma ve daha parlak mavi floresans gostermektedir. Sonraki siitunlar (1) nanotasiyict uygulanan
hiicrelerin aydinlik alan goriintiileri; (2) DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdeklerinin mavi floresan goriintiileri; (3) aydinlik
alan ve DAPI goriintiilerinin {ist iiste Ortlistiiriilmesi; (4) hiicre i¢indeki nanotastyicilarin yesil floresan goriintiileri; (5)
hiicre igine taginan doksorubisinin kirmizi floresan goriintiileri ve (6) nanotastyict, ilag ve DAPI floresan goriintiilerinin
st iiste birlestirilmesidir. (Figure 4. Apoptosis analysis of BEAS-2B and A549 cells treated with nanocarriers for 48,
72 and 96 h, by fluorescence microscopy. Untreated cells served as control cells. Morphological changes of cell nuclei
stained with DAPI were observed under fluorescence microscopy and arrows indicated apoptotic cells present nuclear
fragmentation and brighter blue fluorescence. The first column: bright-field images and DAPI stained nuclei of the
control cells. The other columns: (1) bright-field images; (2) the stained nuclei of cells with DAPI; (3) overlay of
bright-field images and fluorescence images of DAPI; (4) fluorescence images of nanocarriers; (5) fluorescence images
of DOX; and (6) the merger of nanocarriers, DOX and DAPI.)
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4. GENEL DEGERLENDIRME (CONCLUSION)

Bu c¢aligmada, pasif hedefli Fes04@SiO2(FITC)-DOX
ilag nanotastyicilarinin insan akciger epitel BEAS-2B
hiicreleri ve insan akciger kanser AS549 hiicreleri
iizerinde gostermis oldugu wuzun donem etkileri
arastirildi. Bunun i¢in nanotasiyicilarin saglikli ve kanser
hiicrelerine karsi farkli inkiibasyon siireglerinde
gostermis oldugu hiicresel birikim, sitotoksisite ve
apoptotik etkileri karsilagtirildi. Hiicresel alim deneyleri
ile nanotasiyicilarin zamana bagimli olarak artan
oranlarda A549 kanser hiicrelerini hedefleyebildigi, fakat
saglikli BEAS-2B hiicrelerinde artan inkiibasyon
stireclerinde dahi hiicresel alim kapasitelerinin ¢ok diisiik
diizeylerde kaldig1 belirlendi. Ote yandan, sitotoksisite
deneyleri, pasif hedefli nanotasiyicilarin A549 kanser
hiicrelerinin canliliginin etkin bir sekilde azalttigim
gosterirken, 96 saatlik artan inkiibasyon siirelerinde
saglikli BEAS-2B hiicreleri diisiik diizeylerde ilag-aracili
sitotoksisite  sergiledi. Pro-apoptotik calismalarda,
nanotastyicilar A549 hiicrelerindeki apoptoz seviyelerini
6nemli 6l¢iide artirirken, BEAS-2B hiicrelerinde 96 saat
sonunda dahi bir apoptotik etki gésteremedi. Bu
sonuglar, pasif hedefli inorganik ilag nanotastyicilarin,
saglikli hiicreleri etkilemeden, antikanser ilaglarin
kemoterapotik etkilerini artirma potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir, fakat nanotasiyicilarin uzun
sireli kan dolasiminda kalmas: halinde, saglikli
hiicrelerin de belirli diizeylerde etkilenebilecegi goz
ontinde bulundurulmalidir.
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