POLITEKNIK DERGISI

JOURNAL of POLYTECHNIC

Journal of Polytechnic
POLITEKNIK
DERGISi

?’?N RTE AM'( J'{>

EMERGING ®
SOURCES
CITATION
INDEX
‘NpeyE®

ISSN: 1302-0900 (PRINT), ISSN: 2147-9429 (ONLINE)
@) oazi niversiresi URL: http://dergipark.gov.tr/politeknik

insan kolon kanseri hiicrelerine karsi
inorganik nanopartikiil-temelli ila¢c tasiyic
sistemlerin kullanilmasa: partikiil

[ AN ] (X )

biiyliklligliniin antikanser aktivitesine etkisi

Using inorganic  nanoparticle-based drug
delivery systems against human colon cancer
cells: effect of particle size on anticancer
activity

Yazar(lar) (Author(s)): Cenk DAGLIOGLU

ORCID: 0000-0002-3857-2317

Bu makaleye su sekilde atifta bulunabilirsiniz(To cite to this article): Daglioglu C., “insan kolon kanseri
hucrelerine kars1 inorganik nanopartikul-temelli ila¢ tasiyict sistemlerin  kullanmilmasi: partikil
biiyiikliigliniin antikanser aktivitesine etkisi”, Politeknik Dergisi, 23(1): 171-179, (2020).

Erisim linki (To link to this article): http://dergipark.gov.tr/politeknik/archive

DOI: 10.2339/politeknik.496351


http://dergipark.gov.tr/politeknik
http://dergipark.gov.tr/politeknik/archive

Politeknik Dergisi, 2020; 23(1) : 171-179 Journal of Polytechnic, 2020; 23 (1): 171-179

Insan Kolon Kanseri Hiicrelerine Kars1 Inorganik
Nanopartikiil-Temelli Ilag Tasiyic1 Sistemlerin

°e o/ oo (X

Kullanilmasi: Partikiil Biiyiikligliniin Antikanser
Aktivitesine Etkisi

Arastirma Makalesi / Research Article

Cenk DAGLIOGLU~*
Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Urla/izmir 35430, Tiirkiye

(Gelig/Received : 12.12.2018 ; Kabul/Accepted : 11.03.2019)
oz

Giinlimiiz nanopartikiil teknolojisi, 6zellikle kanser nanotip uygulamalarinda kullanilmak {izere istenilen boyut, sekil ve malzemeye
sahip nanopartikiil-temelli ilag tastyici sistemlerinin sentezine olanak saglamaktadir. Dolayistyla, partikiil boyutlarinin antikanser
aktivite tizerindeki etkisini anlamak, kanser tedavisinde yeni ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesine katkida bulunacaktir. Bu
nedenle, bu ¢aligmada, ilag tasiyici sistemler olarak iki farkl biiyiikliikteki inorganik temelli nanopartikiiller (~ 55 ve 314 nm)
kullanildi ve boyutlarinin hiicresel birikim, sitotoksisite ve apoptoz tizerindeki etkileri insan kolon kanseri Caco-2 ve HCT-116
hiicrelerine karg1 arastirildi. Elde edilen sonuglar, biiyiik nanopartikiillerle karsilagtirildiginda kii¢iik nanopartikiillerin her iki
kanser hiicresinde de hizli nanopartikiil birikimini destekledigini gosterdi. Kiigiik nanopartikiiller, biiyiik nanopartikiillere gore 48
saat i¢inde daha diisiik yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICso) degerleri ile kanser hiicrelerinde daha yiiksek sitotoksisite
sergiledi. Ote yandan, her iki nanopartikiil de 72 saate varan inkiibasyon siireleri sonras1 benzer ICso degerleri gosterdi. Ayrica,
kiiciik nanopartikiiller 24 saatte apoptotik hiicrelerin sayisini artirirken, bilyiik nanopartikiillerin 72 saatlik siire igerisinde apoptozu
indiikledigi belirlendi. Bu gozlemler, kiigiik boyutlu ilag tagima sistemlerinin, biiylik boyutlu ilag tagima sistemleri ile
kargilastirildiginda, insan kolon kanseri hiicrelerinde kemoterapoétik ilaglarin antikanser etkilerini artirmada daha verimli oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ilag tasima sistemleri, partikiil boyutu, kolon kanseri, Caco-2 hiicreleri, HCT-116 hiicreleri.

Using Inorganic Nanoparticle-Based Drug Delivery
Systems against Human Colon Cancer Cells: Effect of
Particle Size on Anticancer Activity

ABSTRACT

Today’s nanoparticle technology enables the synthesis of nanoparticle-based drug delivery systems with desired size, shape, and
materials especially for the applications of cancer nanomedicine. Thereby, understanding impact of particle sizes on anticancer
activity will contribute to development of new drug delivery systems in cancer therapy. For this reason, in this study, two different
sized nanoparticles (with ~55 and 314 nm) were used as drug delivery systems and the effects of their size on the cellular uptake,
cytotoxicity and apoptosis were investigated against the human colon carcinoma Caco-2 and HCT-116 cells. The results
demonstrated that small nanoparticles promoted fast nanoparticle accumulation in both cancer cells in comparison to large particles.
Small nanoparticles exhibited higher cytotoxicity in cancer cells with lower half maximal inhibitory concentration (ICso) values
than large nanoparticles in 48 h. On the other hand, both nanoparticles showed similar 1Cso values after 72 h prolonged exposure.
Moreover, it was found that small nanoparticles increased the number of apoptotic cells in 24 h, whereas large nanoparticles induced
apoptosis when exposure time increased to 72 h. These observations show that small sized drug delivery systems could be more
efficient for improving the anticancer effects of chemotherapeutic drugs against human colon carcinoma as compared to large sized
drug delivery systems.

Keywords: Drug delivery systems, particle size, colon cancer, Caco-2 cells, HCT-116 cells.

1. GIRiS (INTRODUCTION) gibi ozellikleri sayesinde kanser arastirmalarinda ¢ok
fazla ¢aligmada on plana ¢ikmustir [1-5]. Giiniimiize
kadar gelistirilen ¢ok sayidaki ilag tastyici sistemleri
arasinda, manyetik Ozellige sahip inorganik-temelli
nanopartikiiller ayni anda hem diyagnostik hem de
terapotik uygulamalarda kullanilabilmeleri agisindan
iimit vericidir. Bu partikiillerin, sentezlerinin kolaylig1 ve

Son zamanlarda ilag tasiyici sistemler; timor belgelerini
hedefleyebilme, diisiik ¢oziiniirliige sahip antikanser
ilaglarin biyoyararlanimlarini artirma, sistemik toksisi-
teyi engelleme ve ¢oklu ila¢ direngliligini elimine etme
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cesitli hiicre-spesifik hedefleme, goriintilleme ve
terapdtik  fonksiyonlarin  sisteme kolayca entegre
edilebilmesinden dolay1 akilli nano ilag tastyicilar olarak
kullanilmalar1 miimkiin hale gelmistir [6-7]. Son
zamanlarda tasiyici sistemlerin boyutlarinin intratiiméral
birikime ve antikanser aktiviteye etkisine odaklanan ¢ok
sayida ¢alisma mevcuttur [8]. Ciinkii tiimorlii bolgelerde
olusan anormal biyo-bariyerlerin tistesinden gelmek igin,
sentezlenen nanopartikiil boyutlarinin karakterizasyonu,
tagtyic1 sistemlerin antikanser etkinligini anlama ve
kapasitelerini gelistirme acisindan c¢ok biiyiilk dneme
sahiptir. Nanopartikiillerin boyutu hiicre zarina baglanma
kabiliyetlerini belirlerken, ayrica tastyici sistemlerin
yiizeyleri kanser hiicreleri tarafindan asir1 ifade edilen
reseptorlere spesifik ligandlarla modifiye edilerek aktif
olarak hiicrelerle nanopartikiiller arasindaki etkilesim
oranlar1  artirilabilmektedir  [9]. Bu  sayede,
nanopartikiiller araciligiyla kanser hiicrelerinin i¢indeki
ilag konsantrasyonlar1 artirtlirken, antikanser ilaglarin
normal hiicrelere kars1 olusturabilecegi sistemik toksisite
de minimize edilmektedir.

Viicudun koruma mekanizmalar1 arasinda yer alan ve
nanopartikiillerin ~ temizlenmesinden sorumlu olan
retikiiloendotelyal sistem (RES) {izerinde yapilan
calismalarda, 10 ila 100 nm arasinda degisen caplardaki
nanopartikiillerin ~ bir yandan RES tarafindan
alikonulmasi 6nlenebilirken, diger taraftan daha uzun
kan dolasim siirelerine sahip olduklar1 gosterilmistir [10].
Fakat yapilan c¢aligmalar incelendiginde, aym
boyutlardaki nanopartikiillerin antikanser aktiviteleri
lizerinde belirgin ortiigmeler saptanamamustir, ¢linkii her
timor tipinin sahip oldugu 6zgiin patolojik 6zellikleri
yaninda ayni timdr igindeki farkli bolgelere karsida
farkli 6nemli davramiglar gozlemlenmistir [11-13].
Bundan dolay1 tek bir boyuta indirgenen nanopartikiil
tasarimlari biitlin kanser tiplerine karsi en etkili yaklagim
olmayabilir. Bu nedenle nanopartikiil tasariminin ilgili
tam lokasyona ve kosullara (primer veya metastatik
timor, timor evresi ve agresiflik, konak¢i organ,
bolgesel vaskiiler 6zellikler ve hemodinami gibi) gore
dizayn edilmesi gerekmektedir. Bunun yani sira
nanopartikiil boyutu tasiyici sistemlere ilag yiikklenmesi
ve salinimi da etkilemektedir. Daha kiigiik partikiillerin
yilizey alani/hacim orami daha biiyiik oldugundan ilag
salinim hizlar1 daha yiiksel olurken, biiyiik partikiiller
sahip olduklar biiyiik ¢ekirdek yapilar1 sayesinde daha
fazla ilag yiiklemesine olanak saglarken daha yavas bir
ila¢ salinim karakteri gosterirler [14-15].

Bu bilgiler 1s1ginda bu ¢aligmada, ilag tasiyict sistemleri
olarak 100 nm’den kiigiik ve biiyiik olmak iizere iki farkli
biiyiikliikteki nanopartikiillerin (~ 55 ve 314 nm) insan
kolon kanseri Caco-2 ve HCT-116 hiicrelerine Karsi
gostermis olduklar1 antikanser aktiviteleri arastirildi.
Bunun igin, yapist daha Onceki ¢aligmalarimizda
gelistirilen ve fizikokimyasal olarak karakterize edilen
bir  antikanser ilag  tasiyict sistem  olan
Fe304@SiOz(FITC)-BTN/DOX multifonksiyonel
nanopartikiil formiilasyonlar1 kullamldi [16-18]. Tlgili
nanopartikiillerin, antikanser etkinlikleri, iki farkli insan

kolon kanseri hiicrelerine karst gostermis olduklar: (1)
hiicresel alim, (2) floresan goriintiileme, (3) sitotoksik ve
(4) proapoptotik etkileri arastirilarak 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, RPMI-1640 besiyeri Gibco Life
technologies *den temin edilmistir. Kullanilan diger tim
kimyasallar analitik safliktadir ve denemeler boyunca
ultra saf su kullanilmistir.

2.2. Hiicre Kiiltiirii (Cell Cultures)

Caco-2 ve HCT-116 (insan kolon karsinoma) 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 igeren RPMI-

1640 besiyeri icinde kiiltiire edildi. Kiiltiir, steril kogullar

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

gerceklestirildi.

2.3. Nanopartikiil-Temelli flac Tasiyien Sistemlerin
Sentezi ve Karakterizasyonu (Synthesis and
Characterization of Nanoparticle-Based Drug
Delivery Systems)

Fes04@SiOz(FITC)-BTN/DOX nanopartikiil
formiilasyonuna sahip ilag tasiyict sistemleri kaynakga
16 ve 17 de tarif edildigi gibi daha Onceki
caligmalarimizda sentezlendi. Bunun igin ilk olarak
demir oksit (FesOs) gekirdek yapist Fe*?/Fe*® tuzlarmin
ortak ¢oktiiriilmesi yontemiyle sentezlendi. Bu asamada
farkli boyutlarda nanopartikiil elde etmek icin ¢ekirdek
yapi farkli konsantrasyonlarda (0.1 ve 0.6 mL) oleik asit
ile kaplanarak stabilize edildi. Nanopartikiillerin
biyouyumluluk kazanmasi ve ayrica fizikokimyasal
metodlarla yiizeylerinin fonksiyonellestirilebilmesi igin,
demir oksit ¢ekirdek, silika polimeri ile kaplandi. Bu
amag i¢in sol-jel kimyasindan yararlanildi ve tetraetil
ortosilikat (TEOS) ile demir oksit ¢ekirdek kaplanarak
Fe304@SiO; nanopartikiil yapisi olusturuldu. Daha sonra
nanopartikiillerin hiicre tarafindan alindigimmin optik
olarak izlenebilmesi i¢in, Fe3sO0s@SiO, nanopartikiil
yapisina floresan 6zelligine sahip floresin izotiyosiyanat
(FITC) enkapsiile edildi. Enkapsiilasyon sayesinde,
nanopartikiillerin fotokimyasal stabilitesini artirmasi
saglandi. Bu iglemler sonrasinda, in vivo ve in vitro
kosullarda takip edilebilen, silika manyetik-floresan
[Fes0.@SiO2(FITC)] nanopartikiilleri olusturuldu. Daha
sonra nanopartikiil ylizeylerinin biyotin (BTN) ile
esterifikasyonu saglanarak, aktif timor hedefleme
ozelligi kazandirildi. Son adimda ise, model bir
antikanser ilag olarak doksorubisin (DOX), amin-
fonksiyonel nanopartikiil yiizeyine schiff-bazi kimyasi
ile baglanarak Fe304@SiO2(FITC)-BTN/DOX
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formiilasyonuna sahip ilag¢ tastyici sistemlerinin sentezi
gerceklestirildi (Sekil 1). Nanopartikiillerin fizikokim-
yasal karakterizasyonlari, dinamik 151k  sagilim
spektrometresi (DLS), zeta-potensiyeli Ol¢imii, X-
isinlan difraksiyon analizi (XRD), Fourier doniisiimli
kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ve elektron mikroskobu
teknikleri (SEM, STEM ve EDX) ile gergeklestirildi [16-
18].

Sekil 1. FesO4@SiO2(FITC)-BTN/DOX nanopartikiil-temelli
ilag tasiyici sistemlerinin sematik gosterimi. Nanopartikiillerin
¢ekirdek-kabuk yapisi (beyaz ¢ekirdek-gri kabuk) taramali-
gecirimli elektron mikroskobu (STEM) araciligiyla elde edildi.
Gri silika kabuk igerisine FITC enkapsiilasyonu saglandi.
Nanopartikiillerin yiizeyindeki kirmizi kiireler antikanser ilag
doksorubisini (DOX), mavi kiireler hedefleme ajani biyotini
(BTN) temsil etmektedir. (Schematic representation of
nanoparticle-based drug delivery systems Fe3Os@SiO2(FITC)-
BTN/DOX. *The core-shell structure of the nanoparticle (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 nanoparticles. Red
circles represent the chemotherapeutic agent doxorubicin
(DOX), whilst blue circles represent targeting agent biotin
(BTN)

2.4. Hiicresel Alm Deneyleri

Analysis)

Farkli  boyutlardaki  Fe3s04@SiO2(FITC)-BTN/DOX
nanopartikiillerinin, Caco-2 ve HCT-116 Kkanser
hiicrelerini hedefleme potansiyelleri floresan
mikroskopu kullanilarak arastirildi.

Mikroskobik goriintileme igin, Caco-2 ve HCT-116
hiicreleri 100.000 hiicre/mL yogunlugunda 6 kuyulu
plakalarda 10 pg/mL nanopartikiil konsantrasyonunda 4
ve 12 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
hiicreler; nanopartikiillere enkapsiile edilen FITC ig¢in
yesil kanalda, nanopartikiillere konjuge edilen ilag i¢in
kirmiz1 kanalda, hiicre ¢ekirdek boyasi DAPI i¢in mavi
kanalda ve hiicre genel goriintiisii i¢in aydinlik alanda
floresan mikroskobu altinda optik olarak izlendi.
Nanopartikiillerin hiicresel alimi, Olympus 1X71 floresan
mikroskobu kullanilarak goriintiilendi. Tlgili gériintiilerin
fotograflart CCD kamera kullanilarak ¢ekildi ve ImagelJ
programu kullanilarak analiz edildi.

(Cellular Uptake

2.5. Nanopartikiil-Temelli ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin
Sitotoksik Etkileri (Cell Viability Analysis of
Nanoparticle-Based Drug Delivery Systems)

Farkli  boyutlardaki Fe304@SiO2(FITC)-BTN/DOX

nanopartikiillerinin, Caco-2 ve HCT-116 Kkanser

hiicreleri iizerinde gdsterdikleri sitotoksisite, MTT

yontemi kullanilarak belirlendi.

Sitotoksisite ¢aligmalar1 igin, Caco-2 ve HCT-116
hiicreleri 10.000 hiicre/mL yogunlugunda 96 kuyulu
plakalarda 0.1 / 1.0 / 10 / 50 / 100 / 200 pg/mL
nanopartikiil konsantrasyonlartyla 24 / 48 ve 72 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 santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildiktan
sonra her bir kuyucukda olusan formazan kristalleri 150
pL DMSO igerisinde ¢ozildi ve 570 nm deki
absorbanslar1 mikroplaka okuyucu aracilifiyla okunarak
“yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonlar1’” (ICsg)
belirlendi. 1Csq degerleri GraphPad Prism 7.0 yazilimi ile
hesaplandi.

2.6. Nanopartikiil-Temelli Tlac Tasiyic1 Sistemlerin
Pro-apoptotik Etkileri (Proapoptotic effects of
Nanoparticle-Based Drug Delivery Systems)

Farkli boyutlardaki Fes04@SiO2(FITC)-BTN/DOX
nanopartikiillerinin, Caco-2 ve HCT-116 kanser
hiicreleri tizerinde gosterdikleri pro-apoptotik etkileri
hiicre ¢ekirdek morfolojileri araciligiyla, DAPI boyama
yontemiyle, Olympus IX71 floresan mikroskobu
kullanilarak optik olarak analiz edildi.

Zamana bagimli apoptoz caligmalari igin, Caco-2 ve
HCT-116 hiicreleri 100.000 hiicre/mL yogunlugunda 6
kuyulu  plakalarda ICsp  konsantrasyonlarindaki
nanopartikiillerle 24 / 48 ve 72 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi fosfat tamponlu ¢dzelti (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 arttirlldi ve akabinde tekrardan ii¢ defa PBS
ile yikandi. Son olarak her bir kuyu 5 pL 1 mg/mL
yogunlugundaki DAPI ¢ozeltisi ile boyandi. Boyama
sonrasi hiicre c¢ekirdekleri floresan mikroskobu altinda
optik olarak incelendi ve yogunlagmis veya parcalanmis
cekirdekli hiicreler apoptotik hiicreler olarak kabul
edildi. Gorintiiler ImageJ programu 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. Nanopartikiil-Temelli fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin
Sentezi ve Karakterizasyonu (Synthesis and
Characterization of Nanoparticle-Based Drug
Delivery Systems)

flag tastyict sistemlerinin demir oksit (FesOs) gekirdek
yapisi [Fe*? + 2Fe*3 + 80OH— = Fe304 + 4H,0] kimyasal
reaksiyon formiiliine gore kaynakca 16 da gosterildigi
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gibi sentezlendi. Bu agamada inorganik c¢ekirdek yapisi
farkli konsantrasyonlarda (0.1 ve 0.6 mL) oleik asit ile
kaplanarak sentez sirasinda nanopartikiillerin biyiikligi
diizenlendi. Nanopartikiil biiyiikliikleri, manyetit gekir-
dek iizerinde oleat iyonlarinin artan konsantrasyonlarda
kemisorbsiyonuna bagli olarak, artan miktarda oleik asit
ile diizenli olarak artti. 0.1 mL oleik asit ile kaplanan
FesOsnanopartikiillerinin hidrodinamik ¢ap1 yaklasik 5 +
1 nmiken 0.6 ml oleik asit ile kaplanan nanopartikiillerin
cap1 yaklasik 19 = 7 nm olarak belirlendi. Daha sonra
silika polimeri ile kaplanan nanopartikiillere optik olarak
izlenebilmesi igin floresan o6zelligine sahip FITC
enkapsiile edildi ve [Fes04@SiO(FITC)] nanopartikiil
yapist olusturuldu. Son olarak sirasiyla nanopartikiil
yiizeyine bir aktif hedefleme ajan1 olarak biyotin (BTN)
ve model bir antikanser ilag olarak doksorubisin (DOX)
konjuge  edilerek  Fes0.@SiO,(FITC)-BTN/DOX
formiilasyonuna sahip nanopartikiil-temelli ilag tasiyici
sistemleri sentezlendi. Hizla béliinen kanser hiicreleri,
ozellikle hizli biiylimelerini siirdiirebilmek icin belirli
vitaminlere asir1 ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle vitamin
alimmma  katilan  reseptorler, kanserlesen hiicre
yiizeylerinde agirt miktarda ifade edilmeye baslamaktadir
[19]. Bu reseptor artislar sayesinde, vitamin-baglantili bu
tiir ilag tagima sistemleri daha yiiksek afinitede timor
hiicrelerini aktif olarak hedefleyebilmektedir. Hedefleme
ajami ve ilag konjugasyonu adimlari  sonrasi
nanopartikiillerin hidrodinamik ¢aplar1 sirastyla yaklasik

3.2. Nanopartikiil-Temelli Ila¢ Tasiyic1 Sistemlerinin
Hiicresel Al (Cellular Uptake Analysis of
Nanoparticle-Based Drug Delivery Systems)

Farkli  boyutlardaki Fe3s04@SiO,(FITC)-BTN/DOX
nanopartikiillerinin  Caco-2 ve HCT-116 kanser
hiicrelerini hedefleme potansiyellerinin arastirilmasi i¢in
aydinlik alan ve floresan mikroskop goriintiileri ¢ekildi
(Sekil 3). Nanopartikiillerin hiicresel lokalizasyonlari,
floresan goriintiilerine karsilik gelen aydinlik alan
goriintiilerinin karsilastirilmasiyla elde edildi. Hiicresel
alim takip etmek i¢in hiicre gekirdegi ayrica DAPI ile
boyandi. Her iki boyuttaki nanopartikiiliin zamana
bagimli olarak artan oranlarda kanser hiicrelerini
hedefleyebildigi, fakat kiigiik nanopartikiillerin Caco-2
hiicrelerindeki hiicre ici floresan yogunluklarinin, biiyiik
nanopartikiillerle karsilastirildiginda, daha yiiksek
oldugu belirlendi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasi kiigiik
partikiillerin Caco-2 hiicre i¢i yogunluklar1 biiyiik
partikiillere oranla daha yiiksekken, 12 saatlik
inkiibasyon sonrasi bilyiik partikiillerin hiicre i¢i birikim
yogunluklarinin kiigiik partikiillerin seviyesine ulastig
belirlendi. HCT-116 kanser hiicrelerinde ise, her iki
boyuttaki nanopartikiil de zamana bagiml olarak benzer
hiicre i¢i yogunluklara ulasirken, 12 saatin sonunda,
Caco-2 hiicreleri ile karsilagtirildiginda, daha fazla hiicre
ici partikiil birikim verimi elde edildi. Bu sonuglar,
Fe304@SiOx(FITC)-BTN/DOX formiilasyonuna sahip
ila¢ tasiyict sistemlerinin Caco-2 ve HCT-116 kolon

55+ 7 ve 314+ 39 nm olarak belirlendi (Sekil 2). kanseri hiicrelerine basarili  bir sekilde niifuz
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Sekil 2. (A) 0.1 mL oleik asit stabilize ve (B) 0.6 mL oleik asit stabilize Fes04@SiO2(FITC)-BTN/DOX nanopartikiillerinin
boyut-dagilim grafikleri. ( Size distribution of (A) 0.1 mL and (B) 0.6 mL oleic acid stabilized Fes0s@SiO2(FITC)-

BTN/DOX nanoparticles)
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edebildigini, fakat Caco-2 hiicreleri ile  tasiyict sistemlerinin timdr tipine gore tasarlanmasi
karsilastirildiginda, HCT-116 hiicrelerine kars1 her iki gerekliligini vurgulamaktadir.

boyuttaki nanopartikiiliin de yiiksek afiniteye sahip
oldugunu gostermektedir. Elde edilen bu sonuglar, ilag

Sekil 3. Caco-2 ve HCT-116 hiicrelerinin (A) kiiciik ve (B) biiyiik boyuttaki nanopartikiiller ile 4 ve 12 saatlik inkiibasyonlari
sonrast hiicresel alim floresan mikroskobu goriintiileri. Siitunlar igin sirastyla: (1) Caco-2 ve HCT-116 hiicrelerinin
aydinlik alan goriintiileri; (2) hiicre i¢indeki nanopartikiillerin yesil floresan goriintiileri; (3) hiicre igine tasiman
doksorubisinin kirmizi floresan goriintiileri; (4) DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdeklerinin mavi floresan goriintiileri; (5)
nanopartikiil, ilag ve DAPI floresan goriintiilerinin iist {iste birlestirilmesi; (6) aydinlik alan, nanopartikiil, ilag ve DAPI
goriintiilerinin st Giste Ortiistiiriilmesi. ( Fluorescence microscopy images of Caco-2 and HCT-116 cells after incubation
with (A) small and (B) large nanoparticles for 4 and 12 h. The nanoparticles 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 nanoparticles; (3) fluorescence images of DOX; (4) the stained nuclei of cells with DAPI,
(5) the merger of nanoparticles, DOX and DAPI; and (6) overlay of bright-field images and fluorescence images)
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3.3. Nanopartikiil-Temelli flac Tasiyic1 Sistemlerin
Sitotoksik Etkileri (Cell Viability Analysis of
Nanoparticle-Based Drug Delivery Systems)

Farkli boyutlardaki Fes04@SiO2(FITC)-BTN/DOX na-
nopartikiillerinin Caco-2 ve HCT-116 kanser hiicreleri
iizerinde nasil bir sitotoksik etki gosterdigini incelemek
icin, zamana bagimli MTT hiicre proliferasyonu analizi
yapildi. Bunun i¢in, kanser hiicrelerine 24 / 48 ve 72 saat
boyunca artan konsantrasyonlarda (0.1-200 pg/mL) na-
nopartikiiller uygulandi. Fes04@SiO2(FITC)-BTN/DOX
nanopartikiilleri, Caco-2 hiicreleri ile karsilagtirildiginda,
HCT-116 hiicrelerine karst ilk 48 saatlik siirecte daha
disiik ICso degeri ile daha giiclii bir sitotoksik etki
sergiledi. Ote yandan, nanopartikiiller 72 saatlik inkiibas-
yon sonrast her iki hiicrede de benzer ICsp degerleri ile
yakin sitotoksik etki gosterdi. Kiigiik partikiiller, biiyiik

sonuglarini desteklerken ilgili nanopartikiil formiilasyon-
larinin HCT-116 kanser tiiriine karst daha yiiksek
sitotoksik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir
(Sekil 4). Biiyiik partikiiller daha uzun inkiibasyon
stireleri sonrasi kiiglik partikiillerin gosterdigi sitotoksik
degerlere ulagmaktadir. Bunun nedeni olarak, kiigiik
partikiillerin hiicresel alim verimliliklerinin daha yiiksek
oldugundan bahsedebilecegimiz gibi, kiigiik partikiillerin
ylizey alani/hacim orami biyiik partikiillere gére daha
bliyilk oldugundan ila¢ salinim hizlart daha yiiksel
olmaktadir, fakat biiytik partikiiller sahip olduklar1 biiyiik
¢ekirdek yapilari sayesinde daha fazla ilag yiiklemesine
olanak saglarken daha yavas bir ila¢ salinim karakteri
gosterdiklerinden sitotoksik etkileri ancak zamana
bagiml olarak artis gostermektedir [14-15]. Benzer bir
sekilde daha dnce yaptigimiz ¢aligmalarda da, ilag tagima
sistemleri  olarak  tasarladigimiz  nanopartikiiller,

Cizelge 1. Farkli boyutlardaki FesOs@SiO2(FITC)-BTN/DOX nanopartikiil formiilasyonlarinin Caco-2 ve HCT-116
hiicrelerindeki 24 / 48 ve 72 saatlik ICso degerleri. Degerler lic bagimsiz denemenin ortalama +SS'sin1 temsil
etmektedir. (The ICso values of different sized FesOs@SiO2(FITC)-BTN/DOX nanoparticles in Caco-2 and HCT-
116 cells when incubated for 24 /48 and 72 h. Values represent the mean + SD of three independent experiments)

24 saat 48 saat
72 saat
Hiicreler Nanopartikiiller (ng/mL)
Kiigiik NP’ler 3253+ 103.6 £ 9.3
34.5 81.9+9.9
Caco-2
Biiyiik NP’ler 531.2+ 274.7 £ 20.7
48.8 98.7+5.3
Kiigiik NP’ler 2714 + 95.3 +13.9
22.3 68.8 + 4.6
HCT-116
Biiyiik NP’ler 380.7 + 167.2+12.4
35.7 92.5+6.8

partikiiller ile karsilastirildiginda, her iki kolon kanseri
tiirline kars1 ilk 48 saatlik siiregte daha sitotoksik etki
gosterirken, 72 saate varan inkiibasyonlar sonrasi her iki
partikiilde benzer ICsp degerleri sergiledi (Cizelge 1).
Bu sonuglar, ilag tasiyict sistemlerin  hiicresel alim

biyokimyasal profilleri birbirlerinden farkli olan gesitli
kanser hiicrelerine kars1 degisen oranlarda sitotoksik etki
sergilemistir [16-18,20-21].
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Sekil 4. Farkli boyutlardaki FesOs@SiO2(FITC)-BTN/DOX nanopartikiil formiilasyonlarinin Caco-2 ve HCT-116 hiicreleri
iizerinde gosterdigi (A) 24, (B) 48 ve (C) 72 saatlik antikanser aktiviteleri. K: kiiciik nanopartikiiller B: biiyiik
nanopartikiiller. Her bir kolon ti¢ bagimsiz denemenin ortalama +SS’sin1 temsil etmektedir. (Anticancer activities of
different sized Fe304@SiO2(FITC)-BTN/DOX nanoparticles against Caco-2 and HCT-116 cells after (A) 24, (B) 48
and (C) 72 of growth. K: small and B: large nanoparticles. Each column represents the mean + SD of three independent

experiments)

3.4. Nanopartikiil-Temelli ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin
Pro-apoptotik Etkileri (Proapoptotic effects of
Nanoparticle-Based Drug Delivery Systems)

Farkli  boyutlardaki  Fe3s04@SiO2(FITC)-BTN/DOX
nanopartikiillerinin Caco-2 ve HCT-116 kanser hiicreleri
izerinde gosterdigi 24 / 48 ve 72 saatlik apoptotik
etkileri, floresan mikroskobu altinda yogunlasmis veya
pargalanmis ¢ekirdekli hiicreler incelenerek arastirildi.
Sekil 5. de gorildigi tlzere Fes04@SiO2(FITC)-
BTN/DOX nanopartikiilleri, Caco-2 hiicreleri ile
karsilagtirildiginda, HCT-116 hiicrelerine karsi daha
yiiksek diizeyde apoptoz indiiksiyonu gergeklestirdi.
Biiyiik partikiiller Caco-2 hiicrelerine kars1 ancak 72
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saatlik siire¢ sonunda kayda deger bir apoptotik etki
gosterirken, HCT-116 hiicrelerinde kii¢iik partikiillerle
benzer oranlarda bir apoptotik etki sergiledi. Bu sonuglar
gostermektedir ki, Fe304@SiO2(FITC)-BTN/DOX
nanopartikiilleri HCT-116 kanser hiicrelerine daha hizli
bir sekilde kemoterapétik ajan yiiklemesi saglamakta ve
bu sayede DOX-aracili apoptoz oranlarin1 Caco-2 kanser
hiicrelerine oranla ayni zaman dilimi icerisinde daha
yukart seviyelere tasimaktalardir. Bununla birlikte,
nanopartikiil boyutlart HCT-116 kolon kanser tiiriine
kars1 apoptotik aktiviteyi etkilemezken, Caco-2 kanser
tiiriinde ise hiicresel alim diizeyleri daha yiiksek olan
kiigiik nanopartikiillerin daha yiiksek oranlarda apoptotik
etki sergiledigi goriilmiistiir.
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Sekil 5. Caco-2 ve HCT-116 hiicrelerinin (A) kiigiik ve (B) biiyiik boyuttaki nanopartikiiller ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar1
sonras1 apoptotik cekirdeklerinin floresan mikroskobu gériintiileri. {1k satirlar nanopartikiil uygulanmayan kontrol hiicreleri
ve cekirdeklerini gostermektedir. Oklarla gosterilen apoptotik hiicreler niikleer par¢alanma ve daha parlak mavi floresans
gostermektedir. Stitunlar i¢in sirastyla: (1) Caco-2 ve HCT-116 hiicrelerinin aydinlik alan goriintiileri; (2) DAPI ile boyanan
hiicre ¢ekirdeklerinin mavi floresan goriintiileri; (3) aydinlik alan ve DAPI goriintiilerinin st iiste Ortiistiirilmesi.
(Apoptosis analysis of Caco-2 and HCT-116 cells treated with small (K) and large (B) nanoparticles for 24, 48 and 72 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. For columns: (1) bright-field images; (2) the stained nuclei of cells with DAPI; (3) overlay

of bright-field images and fluorescence images of DAP

4. GENEL DEGERLENDIRME (CONCLUSION)

Bu caligmada, iki farkli biiyiikliikteki nanopartikiil-
temelli ila¢ tasiyici sistemlerin, insan kolon kanseri
Caco-2 ve HCT-116 hiicrelerine karst gdstermis
olduklar1 antikanser aktiviteleri arastirildi. Bunun igin
nanopartikiil boyutlarinin kolon kanseri hiicrelerine kars1
gostermis olduklar1 hiicresel birikim, sitotoksisite ve
apoptoz lzerindeki etkileri karsilastirildi. Hiicresel alim
deneyleri ile her iki boyuttaki nanopartikiiliin zamana
bagimli olarak artan oranlarda kanser hiicrelerini
hedefleyebildigi, fakat kiiciik nanopartikiillerin Caco-2
kanser hiicreleri tarafindan alim kapasitelerinin biiyiik
nanopartikiillere oranla daha yiiksek oldugu belirlendi.
Ote yandan, her iki hiicre tiiriinde de ilk 48 saat icinde
kii¢iik nanopartikiiller, bilyiik nanopartikiillere gore daha
diigiik yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonu (1Cso)

N
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degerleri ile daha yiiksek sitotoksisite sergilerken, 72
saate varan inkiibasyon siireleri sonrast iki farkli
boyuttaki nanopartikiilde benzer ICso degerlerine ulasti.
Pro-apoptotik ¢aligmalarda, nanopartikiil boyutlart HCT-
116 kolon kanser tiiriine kars1 apoptotik aktiviteyi kayda
deger bir oranda etkilemezken, Caco-2 kanser tiiriinde ise
hiicresel alim diizeyleri ile paralel dogrultuda kiigiik
nanopartikiiller daha yiiksek oranlarda apoptotik aktivite
sergiledi. Bu sonuglar gostermektedir ki, nanopartikiil
boyutlart HCT-116 kolon kanseri tiiriine karsi antikanser
aktiviteyi ¢ok fazla etkilemezken, Caco-2 kanser tiiriinde
ise, nanopartikill boyutlarina gore hiicresel alim
seviyeleri degismekte ve bu durum hiicre ici ilag
konsantrasyonlarini etkiledigi igin paralelinde antikanser
aktivitede etkilenmektedir. Sonug¢ olarak bu goézlemler,
kiiciik boyutlu ilag tagima sistemlerinin, biiyiik boyutlu
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ilac tagima sistemleri ile karsilastirildiginda, insan kolon
kanseri hiicrelerinde kemoterapdtik ilaglarin antikanser
etkilerini  artirmada  daha  verimli  oldugunu
gostermektedir.
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