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Bu ¢alismanin amaci bor nitriir (BN) nanoparcaciklarinin floresan bir boya olan rodamin 123 (Rd) ile
etiketlenmesi ve biyogériintilleme amach kullaniminin in vitro ortamda arastirilmasidir. Oncelikli
olarak, rodamin 123 etiketi bor nitriir nanopargaciklarina glutaraldehid ¢apraz baglayicisi araciligiyla
baglanarak BN-Rd nanopargaciklari iiretilmis ve SEM, UV-goriinir bolge spektroskopisi, MTT hiicre
proliferasyon testi, 151k mikroskobu ve floresan mikroskobu analizleri ile karakterize edilmistir.
Sitotoksik olmayan konsantrasyonlardaki BN-Rd nanoparcaciklar: insan prostat kanseri hiicreleri
(PC-3) ile insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK-293) tizerine uygulanmis ve hiicreler floresan
mikroskobu altinda incelenerek BN-Rd'nin biyogériintilleme potansiyeli in vitro ortamda
arastirllmistir. Sonug olarak, SEM analizlerinde ~40 nm boyuta sahip oldugu belirlenen BN ve BN-Rd
30 pg/ml ve lizerindeki konsantrasyonlarda sitotoksik etki gdstermistir. Isik mikroskobu altinda
incelenen nanoparcgacik uygulanmis hiicre morfolojileri MTT sonuglarini destekler nitelikte
bulunmustur. Her iki hiicre hatt1 lizerine de uygulanan BN-Rd’nin 10 pg/ml konsantrasyonda
hiicreler ile etkilesime gectigi ve hiicrelerin in vitro ortamda floresan mikroskobu altinda 1s1ma yaptig1
gozlenmistir. Bu calismadan elde edilen bulgular 15181nda rodamin 123 floresan boyasi ile etiketli bor
nitriir nanopargaciklarinin biyogériintileme uygulamalarinda kullanim potansiyeli ortaya
konmustur.

Anahtar Kelimeler: Bor Nitriir Nanoparcaciklari, Rodamin 123, Biyogdrtintiileme

Abstract

The aim of this study is to label boron nitride (BN) nanoparticles with a fluorescent dye, rhodamine
123 (Rd), and to investigate its use for bioimaging in vitro condition. First, BN-Rd nanoparticles were
produced by binding rhodamine 123 tag to boron nitride nanoparticles via glutaraldehyde crosslinker
and characterized by SEM, UV-visible spectroscopy, MTT cell proliferation test, light microscope and
fluorescence microscope analyses. BN-Rd nanoparticles at non-cytotoxic concentrations were applied
on human prostate cancer cells (PC-3) and human embriyonic kidney cells (HEK-293) and the
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bioimaging potential of BN-Rd was investigated in vitro by examining the cells under fluorescence
microscopy. As a result, BN and BN-Rd, which were determined to have a size of ~40 nm in SEM
analysis, showed a cytotoxic effect at concentrations of 30 pg/ml and above. The nanoparticle-treated
cell morphologies examined under a light microscope was found to support MTT results. It was
observed that BN-Rd, at a concentration of 10 pg/ml applied on both cell lines interacted with the
cells and the cells fluoresced under a fluorescence microscope in vitro. In the light of the findings
obtained from this study, the potential use of boron nitride nanoparticles labeled with rhodamine 123
fluorescent dye in bioimaging applications has been revealed.

Keywords: Boron Nitride Nanoparticles, Rhodamine 123, Bioimaging

1. Giris

Biyolojik goriintilleme olarak da bilinen
biyogoriintilleme, hastaliklarin teshisinde ve
tedavisinde  siklikla  kullanilan  biyolojik
bilesenlerin  takip  edilmesine = dayanan
noninvazif bir tekniktir [1,2]. Hareket solunum
gibi yasamsal faaliyetleri etkilemeden hiicre ici
yapilarin veya canlilardaki dokularin ii¢ boyutlu
olarak gozlemlenmesini saglamaktadir [3]. Son
yillarda, oldukga verimli yeni floresan problarin
gelistirilmesi ve buna paralel olarak mikroskobi
tekniklerinin daha yiliksek seviyeye ulasmasi,
biyogorintilleme alaninda goriintii kalitelisini
arttirildig tist diizey teknolojilerin iiretilmesini
saglamistir [1]. Ornek olarak, floresan boyalarla
etiketli nanotasiyicilarin canli sistemlerde ve
hiicre modellerinde taginiminin takip edilmesine
dayanan floresan biyogoriintiileme, yeni bir
akim olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ozellikle
farkli problarlarla etiketlenmis ve ligandlarla
hedefe ydnlendirilmis nanotasiyicilarin kanserli
dokunun goriintiilenmesinde kullanimi rutin
olarak arastirilan konularin basinda gelmektedir

[4]-

Floresin, rodamin, fikobiliprotein, yesil floresan
proteini ve porfirin gibi farkli floroforlarin
biyogoriitilleme amagh kullanimi yaygin olarak
kabul gérmektedir [5]. Florofor tiplerinden biri
olan rodamin 123 505 nm’de absorpsiyon ve 525
nm’de de floresan 1s1ma yapmasi sebebiyle
kimya, biyoloji ve tip gibi farkl alanlarda
kullanilmaktadir. Nispeten toksisitesinin diisiik
olmasi, ucuz olmas, ticari olarak kolay tedarik
edilebilmesi, yliksek kuantum verimi, noninvazif
olarak tespit edilebilir olmasi, hiicre zarim

kolayca gegebilmesi, hiicre i¢i metabolik
yolaklar1  etkilememesi ve mitokondride
birikerek hiicreyi boyamas1 gibi sebepler,

rodamin boyasini biyogoériintiiliime ve ilag
aktarimi gibi c¢alismalarda tercih edilir hale
getirmistir [6,7].

Nanopargaciklar bir¢ok fiziksel ve kimyasal
tstiin  6zelliklere sahip olmas1 sebebiyle
ilag/antioksidant madde aktarimindan
biyogoriintiilemeye kadar genis alanda kullanim
potansiyeline sahiptirler [7,8,9]. Aktarimi
yapilmak istenen etken madde porlu yapidaki
nanomalzemelere  daha verimli  sekilde
yliklenebilirken ytzeylerinde bulundurduklari
yliksek orandaki serbest atomlar, fonksiyonel
gruplarin kovalent olarak baglanmasina olanak
saglamaktadir. Nanoparcaciklarin  boyutlari
ayarlanabilmekte ve ylizey modifikasyonlar ile
nanopargaciklara istenilen ozellikler
kazandirilabilmektedir [7,10]. Pasif hedefleme,
tlimorlii  bolgedeki  hiicreler  arasindaki
mesafenin normal dokudaki hiicrelere oranla
daha agik olmasi ve buna bagl olarak tiimorlii
dokunun 40-200 nm araligindaki nano-yapilara
daha gecirgen olmasi olarak tanimlanmaktadir.
Tiimoérli dokuda pasif hedefleme ile 10-100 kat
daha fazla nanopargacik birikimi oldugu
gozlenmistir [11,12].

Dogal olarak bulunmayan bor nitriir, bor ve
azotun bir araya getirilmesiyle sentetik olarak
tiretilmektedir. Beyaz karbon veya beyaz grafit
olarak da isimlendirilen bor nitriiriin Kkristal
yapisi karbona benzemektedir. Ustiin kimyasal,
elektriksel ve 1s1l 6zelliklere sahip bir bilesik olan
bor nitriir, elektrik-elektronik endiistrisinden
seramik endiistrisine kadar bir ¢ok alanda
kullanilmaktadir [13,14]. Diinya bor
rezervlerinin  %73’lnii elinde bulunduran
tilkemizde %36’s1 cam, %31’i seramik, %9u
temizlik-deterjani, %7’si tarim, %4’ tutkal ve
%14’1 diger alanlar [15] olmak iizere kullanilan
borun katma degeri daha yiiksek, biyomedikal
alaninda da kullanilabilen iriinlere
doniistiiriilmesi tilke ekonomisi i¢in oldukca
o6nemlidir. Bor nitriir nanopargaciklar1 tizerine
yapilan arastirma sayist c¢alisilan  diger
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nanomalzemelere oranla oldukca geride
kalmistir. Buna ragmen son yillarda bor ve
tirevlerinin  kullanmldigi ilag aktarimi ve
biyogoriintileme gibi farkh  alanlardaki
arastirmalar ilgi cekmeye baslamistir [16-18].

Literatiirdeki mevcut c¢alismalarla, kalsiyum
fosfat [19], silika [20], karbon [21], glimiis [22],
jelatin-metakrilol [23] gibi farkl
nanomalzemelerin  biyogoriintiileme amach
kullanim potansiyeli ortaya konmustur. Ayrica,
bor nitriir nanopullar1 [24], bor nitriir nano
yapraklari [25] ve bor nitriir nanotiipleri [7] gibi

farkli morfolojilere sahip bor nitriir tiirevlerinin
biyogoriintiileme uygulamalarinda
kullanilanilecegi belirtilmektedir. Bugiine kadar
yapilan ¢alismalarda, rhodamin 123 floresan
boyasiyla etiketlenmis bor nitrir
nanokirelerinin biyogériintiileme potansiyeli
arastirllmayan konular arasindadir. Yaptigimiz
bu ¢alismada, rodamin 123 floresan boyasi ile
etiketlenen bor nitriir nanopargaciklarinin (BN-
Rd) biyogoriintilleme amagh kullanimi in vitro
ortamda ilk defa arastirilmistir. Boylece bor
triinlerinin katma degeri daha yiiksek alanlarda
kullanim potansiyeli ortaya konmustur (Sekil 1).

Glutaraldehid
baglh BN

Bor nitriir
nanopagacigi (BN)

Capraz baglayic Rodamin 123
glutaraldehid . o %8,
e
0 0 AL
PP )G §
H H a -

araciligiyla Rodamin 123

_ 525 nm

BN'ye glutaraldehid
525 nm'de 1sima yapan

baglanmasi (BN-Rd) BN-Rd

Sekil 1. Bor nitriir nanopargaciklarina rodamin 123 etiketinin baglanmasi ve biyogoriintiileme
amach kullanimi.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

insan embriyonik bébrek hiicreleri (HEK-293)
Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI’dan ve insan prostat
kanseri hiicreleri (PC-3) Dog¢. Dr. Harika
ATMACA’dan temin edilmistir. Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM) besiyeri, fetal sigir
serumu (FBS) ve tripan mavisi Gibco
firmasindan, esansiyel olmayan aminoasit
Capricorn firmasindan, antibiyotik/antimikotik
Biological Industries firmasindan, glutaraldehid
ve MTT boyas1 (thiazolyl blue tetrazolium
bromide) Sigma firmasindan, dimetil stilfoksit
(DMSO) Merck firmasindan, tripsin Biowest
firmasindan ve bor nitriir nanopargaciklari (40-
50 nm) Nanokar firmasindan satin alinmistir.

2.2. BN nanopar¢acigina
baglanmasi

Ticari bir firmadan satin alman BN
nanopargaciklari (10 mg/ml) deiyonize su (d-su)
icerisinde slispanse edilmistir. Siispansiyona
glutaraldehid (%0,1) ve rodamin 123 (100
pug/ml) eklendikten sonra soliisyon Kkaristirici
tizerinde 40°C sicaklikta 200 rpm doniis hizinda

rodamin 123

72 saat karistirilmistir. Reaksiyon sonunda,
karisitm  15.000 rpm’de  santrifiijlenerek
nanopargaciklar dibe ¢oktiiriilmiis ve serbest
haldeki baglanmayan rodamin kalintilari
slipernatanla birlikte ortamdan
uzaklastirilmistir. Daha sonra, nanopargacik
pelleti iki defa daha d-su ile yikanmistir. Yikama
islemi sirasinda nanopargaciklari sivi ortamdan
ayirmak icin, santrifiij islemi tekrar edilmistir.
Son yikamadan sonra elde edilen
nanopargaciklar 37°C sicakliktaki bir ettivde bir
gece bekletilerek kurutulmustur. Elde edilen toz
haldeki nanopargaciklar karanlk bir ortamda
oda sicakliginda kullanilincaya kadar ependorf
tiip icerisinde muhafaza edilmigtir.
Nanopargaciklar deneylerde kullanilmadan énce
d-suigerisinde slispanse edilerek (1 mg/ml) stok
soliisyon hazirlanmis ve 5 dk sonikatérde
tutularak homojenizasyon saglanmistir.

2.3. BN/BN-Rd nanoparg¢aciklarinin floresan
mikroskobunda gériintiilenmesi

BN-Rd'nin 1s1ma yapip yapmadigini belirlemek
icin yapilan bu analizde, cam bir lam {izerine
yayllan bir miktar stok soliisyon hig¢bir islem
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yapilmadan direk olarak floresan mikroskobu
altinda goriintilenmistir.

2.4. UV-goriniir bolge spektroskopisi
BN ile Rd arasindaki etkilesimi gosterebilmek

icin ultraviyole goriniir bolge (UV-GB)
spektroskopisi analizi yapilmistir (Thermo
Scientific Evolution 201). d-su igerisinde

seyreltilen BN ve BN-Rd nanopargaciklari kiivet
icerisine aktarilarak 250-400 nm araligindaki
floresan spektrumda incelenmistir.

2.5. Taramal1 elektron mikroskobu analizi

BN ve BN-Rd nanopargaciklarinin morfolojileri
ve boyutlar1 taramali elektron mikroskobu
(SEM) (Carl Zeiss 300VP) kullanilarak
incelenmistir. Analiz i¢in toz haldeki BN veya
BN-Rd nanopargaciklar: cam bir yiizey lizerine
yayilmis ve direk olarak elektron
mikroskobunda incelenmistir. SEM goriintiileri
lizerinde rastgele secilen en az 200 farkl

nanopar¢acigin  boyutu Image] programi
kullanilarak odl¢iilmiis ve 6l¢climlerin ortalamasi
alinarak nanopargaciklarin boyutlar1

belirlenmistir. Ayrica, element kompozisyonuna
bagl olarak BN nanoparcaciklarinin varligini
dogrulamak icin enerji dagilmh X-1s1n1 (EDX)
spektroskopisi kullanilmigtir.

2.6. Hiicre Kkiiltiirii calismalar:

Bu calismada ozellikle insan kaynakli hiicre
hatlari tercih edilmis olup, kanser modeli olarak
insan prostat kanseri hiicreleri (PC-3) ve normal
hiicre modeli olarak epitel hiicresi olan insan
embriyonik  bobrek hiicreleri (HEK-293)
kullanilmistir. Her iki hiicre tipi de %10 FBS, %1
antibiyotik/antimikotik ve %1 esansiyel
olmayan aminoasitleri iceren besiyerinde
(DMEM-10) 37°C’de %5 COz ortaminda tutularak
biyiitiilmuslerdir. Her deney Oncesinde,
tripsinizasyon islemi ile toplanan hiicreler tripan
mavisi ile boyanarak hiicre canlihig: belirlenmis
ve hiicre canliligl1 %90'1n altinda olan kiiltiirler
deneylere dahil edilmemistir. Hiicre sayimi
Neubauer sayim kabi kullanilarak yapilmistir.

2.7. MTT hiicre proliferasyon testi

BN ve BN-Rd nanopargaciklarinin hiicreler
lizerindeki sitotoksik etkisi MTT hiicre
proliferasyon testi kullanilarak belirlenmistir.
Tiripsinizasyon islemi ile toplanan ve sayimi
yapilan hiicreler DMEM-10 besiyeri icerisinde
seyreltilerek siispansiyon haline getirilmistir.
Hiicre slispansiyonu 96-kuyulu test

mikroplakasinin ~ her  kuyucuguna  1x10¢4
hiicre/kuyu (100 pl) olacak sekilde eklenmistir.
Hiicreleri iceren plaka 37°C’de %5 CO2 igeren
inkiibatorde 24 saat bekletildikten sonra
kuyulardaki besiyeri uzaklastirilarak, DMEM-10
icerisinde seyreltilen BN veya BN-Rd (5-40
pug/ml) soliisyonundan 100 pl eklenmistir.
Kontrol gurubu hiicrelerini iceren kuyulara
sadece 100 pl DMEM-10 besiyeri eklenmistir.
Tekrar inkiibatore yerlestirilen mikroplakalar
24 ve 48 saat olmak tlizere 2 farkli zaman
araliginda test edilmek {izere inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyon zamani sonunda
herbir kuyucuga 10 pl tetrazolyum boyasi (5
mg/ml) eklenmis ve mikroplaka 2 saat daha
inklibatéorde bekletilmistir. Siire sonunda
kuyulardaki besiyeri uzaklastirilmis ve olusan
formazan kristalleri 100 pl DMSO igerisinde
¢ozlinmiistiir. Kuyularin absorbans1 570 nm, 690
nm (arka plan) dalga boylarinda 6l¢tilmiis ve 570
nm’de dlgiilen absorbans degerinden 690 nm’de
olciilen absorbans degeri ¢ikarilmasiyla elde
edilen degerler hiicre canliligi hesaplamalarinda
kullanilmigtir. Nanopargacik uygulanan
gruplardaki hiicre canliligi, kontrol grubu ile
oranlanarak “%” cinsinden hesaplanmistir.

2.8. Hiicrelere BN/BN-Rd uygulanmasi ve
151k/floresan mikroskobunda gériintiileme

Sitotoksisite sonuglarina bagl olarak belirlenen
uygun nanoparg¢acik konsantrasyonlar1 (10 ve
20 pg/ml), 12-kuyulu plaka icerisinde biiytitiilen
hiicrelere uygulanmistir. Her bir kuyuya 1 ml
DMEM-10 Dbesiyeri icerisinde seyreltilen
hiicreler (1x105 hiicre/ml) eklenmis ve plaka bir
gece inkiibatorde tutulmustur. Ertesi giin
kuyulardaki eski besiyeri DMEM-10 igerisinde
seyreltilen BN veya BN-Rd nanopargacik
soliisyonlar1 ile yer degistirilmistir. Kontrol
kuyularindaki besiyeri 1 ml DMEM-10 ile yer
degistirilmistir. Inkiibatérde 24 saat bekletilen
hiicreler inkiibasyon sonunda iki defa 1 ml steril
PBS ile yikanmis ve hiicrelere tutunmayan
nanoparg¢aciklarin kuyulardan uzaklastirilmasi
saglanmistir. Taze besiyeri eklenen hiicreler
floresan mikroskobu (Olympus, 1X53) altinda
incelenmistir. Ayrica, nanoparg¢acik uygulanmis
hiicreleri morfolojik a¢idan incelemek i¢in 151k
mikroskobu (Olympus, CKX53) kullanilmistir.

2.9, istatiksel analizler

Bu ¢alismada yer alan tiim deneyler birbirinden
bagimsiz {i¢ tekrar halinde gerceklestirilmis ve
cizilen grafiklerde bu deneylerden elde edilen
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verilerin ortalamasi, hesaplanan standart
sapmalar ile birlikte gosterilmistir. MTT canlilik
testi sonuglar1 bir istatistik programi (Minitab
17) kullanilarak analiz edilmis ve gruplar
arasindaki farklar Two-way ANOVA ile test
edilmistir (p<0.05).

3. Bulgular
3.1. Rodamin 123 bagh BN nanoparcaciklari

Reaksiyon sonunda baglanmayan rodamin 123
boya kalintilar1 d-su ile yikama islemi sonucu
uzaklastirilmis ve sentezlenen BN-Rd toz halinde
oda sicakliginda saklanmistir. Toz haldeki BN
beyaz renkte gozlenirken, BN-Rd acik pembe
renkte gozlenmistir (Sekil 2). Gerektiginde toz
haldeki nanoparcaciklar d-su ile karistirilmis
(Img/ml) ve sonikatéorde 5 dk tutularak
siispanse  hale getirilmistir. ~ Siispansiyon
icerisindeki nanopargaciklarin lazer

isaretleyicisi ile elde edilen goriintiisii Sekil 2’de
gosterilmigtir. Floresan mikroskobu
goriintiilerine goére kontrol grubunda i1sima
gozlenmez iken, BN-Rd nanopargacik
aglomeratlarinda kuvvetli 1s1ma goézlenmistir
(Sekil 2). Yikama islemi yapilmasi ve
nanoparg¢aciklarin  etrafinda ¢ok  kuvvetli
sinyaller gozlenmesi sebebiyle rodamin 123
boyasinin BN'’ye baglandig1 sonucuna
varilmaktadir. Ayrica d-su icerisinde silispanse
edilerek hazirlanan ve oda sicakliinda 6 aya
kadar bekletilen BN-Rd stok soliisyonu
aktivitesini korumus ve sinyal giiciinde kayip
gozlenmemistir. Bekleme stiresi sonunda, BN-Rd
dibe ¢oktiiriildiigiinde, hem BN-Rd'nin renginde
hem de silipernatantin renginde degisiklik
gozlenmemistir. Bu durum, Rd ile BN arasinda
glutaraldehid aracili kovalent bag olusumuna
isaret etmektedir.

Sekil 2. Floresan mikroskobu goriintiileri; A) BN ve B) BN-Rd. Toz formundaki nanopargaciklar
gorintiiler icerisinde sag list kosede, siispansiyon icerisinde dagilmis nanopargaciklarin lazer
isaretleyicisi goriintiisii sekil icerisinde altta gosterilmistir.

3.2. UV-goriiniir bolge spektroskopisi

Rodamin 123 boyasinin BN nanopargaciklarina
baglandigi UV-GB spektroskopisi analizi ile
dogrulanmistir. Rd’'nin UV-GB
spektroskopisinde 500 nm dalga boyunda pik
verdigi daha 6nceki calismalarda belirtilmistir
[26]. Yaptigimiz ¢alismada da Rd 500 nm dalga
boyunda net bir pik sergilemistir. BN’de 500 nm
civarinda bir pik goriilmez iken BN-Rd’'de 450
nm’ye dogru ufak bir kayma ile Rd spesifik piki
gozlenmistir (Sekil 3). BN-Rd’'de gozlenen Rd
pikinin ¢ok keskin olmamasinin sebebi BN’ye
baglanan Rd konsantrasyonun diisiik olmasidir.

0,45

0,40

0,35

Absorbans

0,30

0,25

0,20
000 ——

300 350 400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)

N

Sekil 3. UV-goriniir bolge spektroskopisi
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3.3. Taramali elektron mikroskobu ile
morfoloji ve boyut analizi

SEM analizlerinde nanopargaciklarin boyut ve
morfojileri incelenmis ve EDX analizi ile B ve N
elementlerinin varligl dogrulanmistir.
Fotograflar lizerinde Image] programu ile yapilan
Olciimlere baghh olarak BN ve BN-Rd’nin
boyutlari sirasiyla 40,09 + 5,16 nm ve 40,01 *
3,55 nm olarak belirlenmistir (Sekil 4). Rodamin
123 baglanmasiyla nanopargacik boyutunda
kayda deger bir degisim g6zlenmemistir. EDX

karakteristik elementler bor ve azotun yanisira
tuz kaynakli sodyuma ve nanoparcaciklarin
yaylldigi cam yiizeyden kaynakl silisyuma
rastlanmistir. SEM analiz sonuglar1 ticari
firmanin belirttigi boyutu teyit eder nitelikte
bulunmustur. Nanopargacik morfolojisi diizgiin
olmayan kiireciklerin olusturdugu aglomeratlar
olarak gézlenmistir. Ornek toz halde incelendigi
icin BN/BN-Rd aglomeratlarinin goérildigi
diistiniilmekte olup, in vitro ¢alismalarda d-su
icerisinde siispanse edilen stok soliisyonu

.. ol sonikasyon islemi uygulanarak homojenize
analizinde bor nitriiriin yapisinda bulunan niKasy 3 Ve )
edimistir.
A 40 b=40,09£5,16 nm B 35 b=40,01£5,55 nm
35 6226 30 =200

@ @

s, 30 > 25

© ©

n 25 0 5

x 20 x

§ 45 § 15

5 10 S 10

o 5 5

32 36 40 44 48 52 56
Pargacik Boyutu (nm)

32 36 40 44 48 52 56
Pargacik Boyutu (nm)

Sekil 4. SEM analizi. Image] programinda 6l¢iilen nanopargaciklarin boyut dagilimini gésteren
histogram grafikleri; A) BN ve B) BN-Rd. SEM gériintiileri; C) BN ve D) BN-Rd nanopargaciklari. Sekil
icerisindeki 6l¢ek barlar1 200 nm uzunluga es degerdir. (b: boyut; 6=6rneklem sayis1)

3.4. MTT hiicre proliferasyon testi

Farkli  konsantrasyonlarda (5-40 pg/ml)
hazirlanan BN ve BN-Rd nanoparg¢aciklar1 PC-3
ve HEK-293 hiicrelerine ayr1 ayr1 uygulanmistir.
BN ve BN-Rd nanoparcaciklari her iki hiicre hatt
canliligl lizerinde de konsantrasyona bagh bir
etki gosterirken, inkiibasyon zamani hiicre
sitotoksisitesi iizerinde etki gostermemistir
(Sekil 5). Ozellikle, 24 saatlik inkiibasyon
sonunda yiiksek konsantrasyonlarda (30 ve 40
pg/ml) hiicre canliligl %50’nin altina digmiistiir.
Bu konsantrasyonlarda, BN BN-Rd’ye oranla

daha fazla sitotoksisite sergilemistir. BN 30
pg/ml konsantrasyonda PC-3 hiicre canlihigini
24’lncii saat sonunda %17’ye diisiiriirken, BN-
Rd uygulamasi sonunda hiicre canhligi %35
olarak belirlenmistir. HEK-293  hiicreleri
tizerinde de benzer sekilde BN (30 pg/ml)
uygulanan grupta hiicre canhlhign = %27
hesaplanirken, BN-Rd (30 pg/ml) uygulanan
grupta hiicre canliligl %47 olarak belirlenmistir.
Ayn1  hiicrelere 40 pg/ml nanopargacik
uygulandiginda 24 saat sonundaki hiicre canlilig1
BN grubunda %5 iken BN-Rd grubunda %35
olarak dl¢iilmiistir.
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Sekil 5. MTT Hiicre canlilik testi. BN ve BN-Rd’'nin 5-40 pg/ml konsantrasyon araliginda; A) PC-3
hiicreleri, B) HEK-293 hiicreleri lizerindeki etkisi.

3.5. BN/BN-Rd uygulanan hiicrelerde 1s1k
mikroskobu ile morfoloji analizi

Sitotoksisite testi uygulanan PC-3 ve HEK-293
hiicreleri 151k mikroskobu ile goriintiilenerek
nanopargaciklarin hiicre morfolojisi tizerindeki
etkileri incelenmistir (Sekil 6 A ve B). MTT
proliferasyon testini destekler nitelikte bulgular
elde edilmis olup, hi¢cbir uygulamaya maruz
birakilmamis kontrol grubu hiicreleri ile
kiyaslandiginda 10 ve 20 pg/ml BN ve BN-Rd
hiicre morfolojilerinde kayda deger bir degisime
neden olmamistir. Diger yandan 30 ve 40 pg/ml

HEK-293
Kontrol

nanoparc¢acik  uygulanan gruplarda hiicre
morfolojileri gozle goriilebilir oranda degisime
ugramistir. Ozellikle BN (30 pg/ml) uygulanmis
gruplarda hiicre morfolojilerindeki degisim daha
yogun gozlenirken, BN-Rd (30 pg/ml) uygulanan
gruplarda hiicre biitlinliigiinii devam ettiren bazi
hiicre kiimelerinin varligi dikkat ¢ekmektedir.
Sonug olarak, BN uygulanmis hiicrelerde BN-Rd
uygulanmis hiicrelere oranla daha fazla

morfolojik degisim gozlenmistir.

Sekil 6. [sik mikroskobu ile hiicre morfolojisi analizi. BN ve BN-Rd’'nin 10-40 pg/ml konsantrasyon
araliginda; A) PC-3 hiicreleri, B) HEK-293 hiicreleri tizerindeki etkisi.
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3.6. BN/BN-Rd uygulanan hiicrelerin floresan
mikroskobunda goriintiilenmesi

MTT hiicre proliferasyon testi ve morfoloji
analizi  bulgularina dayanarak belirlenen
konsantrasyonlardaki (10 ve 20 pg/ml) BN ve
BN-Rd nanopargaciklar1 PC-3 ve HEK-293
hiicrelerine  uygulanmis ve bir giinliik
inklibasyon sonrasinda hiicre Kkiiltlirlerinden
cekilen floresan mikroskobu goriintiileri Sekil
7'de verilmistir. Hi¢bir uygulamaya maruz
birakilmamis kontrol grubu ve BN uygulanmis
gruplarda 1s1ma gozlenmez iken BN-Rd
uygulanan gruplarda her iki hiicre hattinda da
1Isima gozlenmistir. Yapilan hiicre kiltiri
denemelerinde inkiibasyon siiresinde dibe
¢coken ve hiicrelere baglanmayan
nanopargaciklarin yanls pozitif sonu¢ vermesini
onlemek amaciyla floresan  mikroskobu
analizlerinden once hiicreler iki defa PBS ile

A

Kontrol

10 pg/ml

HEK-293
hiicre hatti

20 pg/mi

Kontrol T

PC-3
hiicre hatti

20 pg/mi

yikanmis ve son olarak kuyulara taze besiyeri
eklenmistir. Buna gore elde edilen sinyallerin
hiicre icerisine girmis veya hiicrelere baglanmis

nanopargaciklardan kaynaklandigi
soylenebilmektedir.  Floresan = mikroskobu
gorintillerine  goére 10 pg/ml  BN-Rd
konsantrasyonunda  daha  yogun 1s1ma

gozlenmistir. Bu sonuglara bagl olarak ileride
yapilmasi planlanan in vivo denemelerde daha
diisiik konsantrasyon olan 10 pg/ml BN-Rd
tercih edilecektir. Goriintiiler incelendiginde bu
konsantrasyonda insan prostat kanseri PC-3
hiicrelerinde insan epitel hiicresi HEK-293
hiicrelerine  oranla daha yogun 1s1ma
gozlenmistir. Bu farkin sebebinin, kanserli hiicre
membraninin yiiksek gecirgenliginden [27] veya
kanserli hiicreler arasindaki boslugun daha
genis olmasindan [9,10] kaynaklandig1 yorumu
yapilabilir.

BN

Sekil 7. Floresan mikroskobu analizi. BN ve BN-Rd'nin 10 ve 20 pg/ml konsantrasyon araliginda; A)
PC-3 hiicreleri, B) HEK-293 hiicreleri tizerindeki etkisi. Sekil icerisindeki 6l¢cek barlar1 100 pm
uzunluga es degerdir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Yapilan ¢alismada, biyogoriintileme amacgh
kulanilmak tizere bor nitriir nanoparcaciklari
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rodamin 123 floresan boyasi ile etiketlenmis ve
iiretilen nanoparcaciklar in vitro ortamda
enstriimental analizler ve hiicre kiiltiiri
calismalari ile karakterize edilmistir. Elde edilen
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sonuclar in vivo ¢alismalar icin limit vaat edici
niteliktedir.

Rodamin 123 floresan boyasi glutaraldehit
capraz baglayicl ajani ile basarili sekilde bor

nitriir nanoparcaciklarina kovalent olarak
baglanmistir. SEM analizlerine gore
fotograflanan nanoparcacik boyutu ticari

firmanin belirttigi sekilde yaklasik 40 nm olarak

belirlenmistir. Rodamin 123 baglanmasiyla
nanopar¢acitk  boyutunda  bir  degisiklik
gozlenmemistir.  Literatiirde, nanoparcacik

biiytikliigiintin ve seklinin hiicre icerisine giriste
ve hiicreden uzaklastirilmasinda 6nemli rol
oynadigi belirtilmektedir [28]. Buna gore, kii¢iik
(~50 nm) boyutlu ve kiiresel sekilli
nanopargaciklarin (cubuksu sekilli
nanopargaciklara gore) hiicre igerisine daha hizl
ve yliksek konsantrasyonda alindig
bildirilmektedir [28,29]. Bu sonuglara gore
calismamizda kullandigimiz yaklasik 40 nm
boyuta sahip ve kiiresel sekilli BN
nanopargaciklarinin biyogériintiileme i¢in ideal
boyuta ve sekle sahip oldugu sonucuna
varilabilir.

Hiicre canlii1 testlerine gore 20 pg/ml esik
degeri olarak bulunmus olup bu
konsantrasyonun {izerinde hiicre canlilig1
%>50’nin altina diiserken bu konsantrasyon ve
altinda hiicre canlihg1 %60-70 civarinda tespit
edilmistir. Literatiirde 10 pg/ml lizerindeki bor
nitriir nanotiiplerinin tetrazolyum tuzlar ile
etkileserek MTT test sonuglarini
etkileyebilecegini ve hatali sonug¢ verecegi
tartisilmaktadir [30]. Bu durum, hiicrelerin 151k
mikroskobunda olduk¢a saghkl go6zlendigi
konsantrasyonlarda (5-20 pg/ml), MTT testinde
hiicre canhliginin  %60-%70 gibi diisiik
sayilabilecek bir degerde 6l¢iilmesinin sebebini
aciklamaktadir. Isik mikroskobu altinda yapilan
morfoloji analizi de MTT hiicre canlilig1 testini
destekler nitelikte olup, 20 pg/ml tzerindeki
konsantrasyonlarda hiicre morfolojisinde gozle
goriilebilir degisimler go6zlenmistir. Benzer
sekilde, baska bir calismada da MTT testi
sonuglarina gore bor nitriir nanotiiplerinin HEK-
293 hiicreleri tizerinde 20 pg/ml tzerindeki
konsantrasyonlarda sitotoksik oldugu ve hiicre
morfolojisinde degisimlere yol a¢tigi rapor
edilmistir [31]. Yaptigimiz MTT hiicre canlilig
analizlerine goére 30 pg/ml ve 40 pg/ml BN
konsantrasyonlarinin sitotoksik etki gosterdigi
15tk mikroskobu  goriintilleri  ile  de
dogrulanmistir. Bu c¢alismada, elde ettigimiz
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bulgular dogrultusunda 10 pg/ml ve 20 pg/ml
konsantrasyonlar hiicrelere uygulanarak BN-
Rd’'nin  biyogoriintileme  uygulamalarinda
kullanim potansiyeli arastirilmigtir.

BN-Rd uygulanan PC-3 ve HEK-293 hiicrelerinde
floresan mikroskobu altinda 151ma goriilmistiir.
BN-Rd (10 pg/ml) uygulanan prostat kanseri
hiicre tipi olan PC-3 hiicrelerinin saglkl epitel
hiicre tipi olan HEK-293 hiicrelerine oranla daha
yogun 1s1ma yaptigl gosterilmistir. Bu bulgular
kanserli hiicre zariin daha gecirgen olmasi veya
timor dokusunun normal dokuya gore daha
fazla gecirgen olmasi durumu ile aciklanabilir.
Yapilan calismalarda BN nanoparcaciklarinin
hiicre igerisine endositoz yoluyla girebildigi
bilinmektedir [18,32]. Tiimdr dokusunun yiiksek

gecirgenligine  dayanan pasif hedefleme
yonteminde 40-200 nm araligindaki
nanoparg¢aciklar tercih edilmektedir [9,10].
Calismamizda kullanilan nanopargacik

boyutunun (40 nm) pasif hedefleme (dolayisiyla
biyogoriintiilme) icin uygun oldugu
gorilmektedir.

Sonu¢ olarak in vitro ortamda en uygun
konsantrasyon olarak belirlenen 10 pg/ml BN-
Rd konsantrasyonunun in vivo testler ve klinik
calismalarla desteklenmesi ve bor nitrir
nanoparg¢aciklarinin biyogdriintiileme amagh
kullanim potansiyelinin daha ayrintili olarak
arastirllmasi  gerekmektedir. Katma degeri
ylksek bor drilinlerinin saghk alaninda
kullanimi, zengin bor yataklarina sahip
iilkemizin ekonomisine katki saglayacaktir.

Tesekkiir

Bu ¢alismanin én deneme siirecine katki saglayan izmir
Ozel Yeseren Fen Lisesi 6gretmenlerinden Adil CAN’a ve
dgrencisi Idil Bilge TUN( a tesekkiir ederim.
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