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OZET

Vitis vinifera Ekstrakt1 (Uziim Cekirdegi) ile Sentezlenen Altin
Nanopartikiillerinin in Vitro Antikanser Etkilerinin ve Kolon Kanseri
Hiicrelerine Kars1 Gemsitabin ile Birlikte Kullanimlarinin Arastirilmasi

Kolon kanseri, diinyada kadin ve erkeklerde gozlenen en yaygin kanser tiirlerinden
biri olup, dnlenmesi ve tedavisi ile ilgili ¢dzlim arayislar1 halen devam etmektedir.
Mevcut kanser tedavilerinde karsilagilan problemleri ¢ozmek adina yenilikei
teknolojilerden biri olan nanoteknoloji, istenen 6zellikleri elde etmek i¢in ¢ok cesitli
organik ve inorganik malzemeler kullanarak nanopargaciklarin tasarlanmasini ve
karakterize edilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu calismada, Vitis vinifera (liziim
cekirdegi) ekstrakti kullanilarak altin nanopartikiillerin (Vv-AuNP) biyosentezi ve
HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri iizerine tek basina ve Gemsitabin ile birlikte
kullanimmin in vitro sitotoksik ve apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi
amaglanmstir. Vitis vinifera (iizim ¢ekirdegi) sulu ekstrakti kullanilarak sentezlenen
altin nanopartikiillerin karakterizasyonu UV-goriiniir spektrofotometre (UV-vis) ve
taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak gergeklestirilmistir. HT-29
hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (0-400pug/mL) hazirlanmis Vv-AuNP’lerle ve 200
pug/ml sabit dozda Gemsitabin ile birlikte 72 saat boyunca muamele edilmistir.
Sentezlenen Vv-AuNP’lerin ve Gemsitabinle kombinasyonunun HT-29 hiicreleri
tizerine sitotoksik etkileri BrdU hiicre proliferasyon testi ile apoptoz iliskili Kaspaz-3
protein seviyeleri ise Western blot yontemi ile degerlendirilmistir. Artan
konsantrasyona bagli olarak Vv-AuNP’lerin kontrol grubuna kiyasla kolon kanseri
hiicrelerinde hiicre Sliimiinii arttirdiglr gézlenmistir. Vv-AuNP’lerin 200 pg/ml ve
tizeri dozda kullanildiginda hiicre canliliginda %50°den fazla azalma oldugu,
Gemsitabin ile birlikte kullaniminda ise daha diisiik Vv-AuNP dozunda kombine
etkide artis oldugu gorilmiistiir. Artan Vv-AuNP dozlarinda Kaspaz-3
aktivasyonunun arttig1 kombine kullanimda bu apoptotik etkinin daha belirgin
oldugu bulunmustur. Bu calismada {iziim ¢ekirdegi ekstrakti ile sentezlenmis Vv-
AuNP’lerin Gemsitabin ile birlikte kullaniminin sinerjistik bir etki olusturdugu ve
kolon kanseri tedavisi i¢in alternatif bir terapodtik ajan olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Altin Nanopartikiil, Gemsitabin, HT-29, Kolon Kanseri, Vitis
Vinifera



ABSTRACT

Investigation of In Vitro Anticancer Effects of Gold Nanoparticles Synthesized
with Vitis vinifera Extract (Grape Seed) and Their Combined Use with
Gemcitabine Against Colon Cancer Cells

Colon cancer is one of the most common types of cancer observed in men and
women in the world, research to improve prevention and treatments remains
ongoing. Nanotechnology, one of the innovative technologies to solve the problems
encountered in current cancer treatments, makes it possible to design and
characterize nanoparticles using a wide variety of organic and inorganic materials to
obtain the desired properties. In this study, it was aimed to perform biosynthesis of
gold nanoparticles using Vitis vinifera (grape seed) extract and to evaluate cytotoxic
and apoptotic effects of gold nanoparticles (Vv-AuNP) Gemcitabine co-
administration on HT-29 human colon cancer cells in vitro. The characterization of
gold nanoparticles synthesized using the aqueous extract of Vitis vinifera (grape
seed) was performed using UV-visible spectrophotometer (UV-vis) and scanning
electron microscope (SEM). HT-29 cells were treated with increasing concentrations
of Vv-AuNPs (0-400pg/ml) and combination with at a fixed dose of 200 pg/ml
Gemcitabine for 72 hours. The cytotoxic effects of synthesized Vv-AuNPs and their
combination with Gemcitabine on HT-29 cells were determined by BrdU cell
proliferation test and Caspase-3 protein levels associated with apoptosis were
determined by Western blot. . It was observed that Vv-AuNPs induced a significant
increase of cell death in colon cancer cells compared to control group in dose
dependent manner. It was observed that the use of Vv-AuNPs at a dose of 200 pg/ml
and above decreased cell viability by more than 50%, and increased combined effect
when Gemcitabine co-administration at lower Vv-AuNP dose. It was found that
Caspase-3 activation was increased at increasing Vv-AuNP doses, and this apoptotic
effect was more pronounced when Gemcitabine co-administration. In this study, it
has been shown that the use of Vv-AuNPs synthesized with grape seed extract
together with Gemcitabine has a synergistic effect and can be used as an alternative
therapeutic agent for colon cancer treatment.

Keywords: Colon Cancer, Gemcitabine, Gold Nanoparticle, HT-29, Vitis Vinifera



1. GIRIS

Kanser; meydana gelisi, gelisimi ve olusturdugu etki bakimindan her bir
hasta icin oldukg¢a fazla cesitlilik gosteren, karmasik bir yapiya sahip hastalik olarak
tanimlanabilir. Kanser hiicrelerde, koklii metabolik ve davranigsal farklilagimlar
meydana getiren ¢ok asamali bir siireci kapsar. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ¢ok
hizli bir sekilde ve zamansiz olur. Kanser hiicrelerinin hizla ¢ogalip, yayilmasi
sonucunda, kanserin meydana geldigi bolgeden daha uzaktaki dokular bile

etkilenebilir (Merlo ve ark., 2006).

Kanser cesitleri arasinda bilhassa kolon kanseri, hem kadin hem de
erkeklerde goriilebilen en yaygin kanser tiirlerinden biridir. Birgok iilkede yapilan
aragtirmalarda, Oliime neden olan hastaliklar siralamasinda kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci sira da yer almaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
yapilan arastirmalarda, yilda yaklasik 150.000 yeni vaka tespit edildigi ve hastalarin
yaklasik iigte birinin kansere bagli nedenlerden 6ldiigii belirtilmektedir. Ulkemizde
Saglik Bakanlig: istatistiklerine gore kolon kanseri tiim kanserler icinde %6.2
goriilme sikligr ile dordiincii sirayr almaktadir. Kanser tedavisinde 6liim oranini
azaltmak ve sagkalimi artirmak i¢in cerrahi yontemler, radyoterapi, kemoterapi,
hormon tedavisi ve yeni tedavi yontemlerinden immiinoterapi, gen tedavisi,
anjiyogenez inhibitorleri ve sinyal ileti sistemi inhibitorleri kullanilmaktadir

(Tanriverdi, 2015).

Kanser tedavilerinde siklikla karsilasilan bazi sorunlar bulunmaktadir.
Bunlar; tiimor karsiti ajanlarmin nonspesifik sistemik dagilimi, kanserli bolgeye
ulagan diisiik ila¢ konsantrasyonlari, tolere edilemeyen sitotoksitite, terapdtik
yanitlar1 gorlintiilemedeki giicliikler ve ¢oklu ilag direnci gelisimi olarak
siralanabilir. Belirttigimiz bu sorunlara ¢6ziim {iretecek yenilik¢i teknolojilerin

gelisimi acil ve 6nemli bir ihtiya¢ haline gelmistir (Misra ve ark., 2010)

Nanoteknoloji, 1-100 nm biiytikliiglindeki nanopartikiilerin  iiretimi,
karakterizasyonu ve kullanimin1 kapsayan bir teknolojidir. Birgok teknolojik

gelisme, istenen Ozellikleri elde etmek icin c¢ok g¢esitli organik ve inorganik



malzemeler kullanarak nanopargaciklarin tasarlanmasini ve karakterize edilmesini
miimkiin kilmaktadir (Albrecht ve ark., 2006). Nanopartikiilleri bitkiler kullanarak
sentezlemek yesil sentez olarak bilinir ve son zamanlardaki gelismelere konu
olmustur. Altin nanopartikiiller yiiksek biyouyumluluk sergiler ve bu nedenle
goriintiileme, ilag dagitimi, gen dagitimi dahil olmak iizere c¢ok c¢esitli tibbi
uygulamalara sahiptir. Tibbi kullanim i¢in yeterli optik Ozelliklere sahip altin
nanopartikiillerin sentezlenmesine yonelik mevcut yontemler, sulu ve organik

ortamlarda iiretimi icerir (Khademi-Azandehi ve Moghaddam, 2015).

Altin nanopartikiillerin, 6zellikle kanser tedavisi ve gorilintiilemesinde
kullanilabilirliklerinin aragtirllmasi son zamanlarda giindemde Onemli bir yer
edinmistir. Bu tercih edilmenin énemli nedeni altinin kimyasal yapis1 olarak bir soy

metal olmas1 ve toksik olmayan karakteristige sahip olmasidir (Tan ve ark., 2012).

Yapmis oldugumuz calismanin amaci; Vitis vinifera (liziim c¢ekirdegi)
ekstrakti kullanarak hazirlana altin nanopartikiillerin tek basmna ve Gemsitabin ile
kombine kullaniminin HT-29 kolon kanseri hiicreleri lizerine sitotoksik etkilerini

arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Vitis vinifera (Uziim Cekirdegi) Ekstrakt1 Genel Ozellikleri

Uziim, tarihgesi MO 5000°li yillara kadar uzanan yeryiiziinde kiiltiirii yapilan
en eski tiirlerden olup, asmagiller (Vitaceae) ailesinin Vitis cinsinden, sarilgan bir
yapiya sahip bir bitki tiiriidiir. Uziimiin ilk olarak dogdugu cografya, Anadolu’nun da
icinde bulundugu, Kiiciik Asya ve Kafkasya’y1 da i¢ine alip kapsayan bolgedir.
Uziimiin yaklasik 15000 den fazla ¢esidi oldugu diisiiniilmekte olup, bunlarin 1200
den fazla ¢esidi Anadolu da yetisebilmektedir, bu da diger meyve tiirleri ile
kiyaslandiginda, tiziimiin diger meyvelere oranla oldukca yiiksek bir ¢esitlilige sahip
oldugunu gosterir. Misirlilar 6000 yildan fazla siiredir beslenme amaciyla iiziimii
tiiketmisler ve eski antik yunan filozoflar: tiziimiin farkli kisimlarinin, insan sagligim
iyilestirme de pozitif yonde etkisi oldugunu belirtmiglerdir. Bunu da tiziimiin hemen
hemen biitiin kisimlarinda bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyal

aktiviteler gosterdigini baz alarak one stirmiiglerdir (IsmailE ve ark., 2014).

Uziim ¢ekirdegi ekstraktinin, kimyasal maddeler sebebiyle karaciger ve
bobrekte meydana gelen toksisiteye karsi koruma sagladigi, karaciger dokusunda
bel-x ekspresyonunu yiikselttigini ve hem nekrotik hem de apoptotik karaciger
hiicrelerinin 6liimiinii antagonize ettigi belirtilmistir (Ray ve ark., 2001; Ray ve ark.,

2001; Ray ve ark., 2000).

Uziim ¢ekirdeginin yapisinda, yapilarda fenol halkasi bulunan ve en basit
fenolik bilesik olan fenolden olusan ikincil metabolitlerden olan, fenolik bilesenler
biyolojik etkin madde olarak bulunur. Temeli bitkisel kaynaklara dayanan
caligmalara bakildiginda, fenolik bilesikler genel olarak iki grupta siniflandirilabilir.
Bunlar fenolik asitler ve flavonoidlerdir. Fenolik asitler ise kendi iginde
hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Flavonoidler
difenilpropandan meydana gelmislerdir ve bitkisel fenoliklerin en dnemli grubudur.
Flavonoidlerin biyolojik sistemdeki yararli etkileri serbest radikaldeki elektronlar
transfer etmelerine, metal katalizorleri selatlamalarina ve oksidazlari inhibe

etmelerine baghdir (Cos ve ark., 1998; Ferrali ve ark., 1997).



Uziim ¢ekirdeginin yapisinda bulunan fenolik bilesikler, tanenler, katesin,
kumarinler ve gallik asit esterlerinin antimikrobiyal etkiye sahiptirler. Fenolik
bilesikler bitkilere, bocek ve organizmalara karst antimikrobiyal madde olarak
koruma saglamaktadir. Tanenler, basit fenoller ve fenolik asitler de antimikrobik
etkiye sahiptir. Tanenlerin mikrobiyal enzimler ve hiicre proteinleri ile olusturduklari

komplekslerden dolay1 antimikrobiyal etkileri meydana ¢ikmaktadir (Cowan, 1999).

Yapilan arastirmalarda yara iyilesmesinde tiziim ¢ekirdegi ekstraktinin pozitif
yonde &nemli bir katkismin oldugu gdzlemlenmistir. Uziim g¢ekirdegi serbest
radikallerin artmasina etki etmesi sebebiyle, yara ¢evresindeki patojen bakterilerin
temizlenmesine katki saglayip, zarar goren damarlarin yenilenmesine yardimci

olarak yara iyilesmesine pozitif katkis1 oldugu belirtilmistir (Khanna ve ark., 2002).

Uzun yillardan bu yana Avrupa ve Amerika’da besin takviyesi olarak
kullanilmakta olan iiziim ¢ekirdegi U.S. Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan GRAS kategorisinde yer almaktadir. Uziim ¢ekirdeginin ideal doz olarak
alinmas1 gereken giinlik miktar1 100 mg ile 300 mg arasinda degismekte olup,
giinimiize kadar yapilan in vivo c¢alismalarda iiziim ¢ekirdeginin insan sagligi
tizerinde herhangi bir olumsuz etkisinin oldugu gériilmemistir. Bayanlarda 6zellikle
hamilelik doneminde ve dogum sonrasi ¢ocugun anne siitii ile beslendigi donemlerde
lizim ¢ekirdeginin kullanilmasinin kontrendike oldugu belirtilmistir (Kar ve ark.,

20006).
2.2. Nanopartikiiller

Metal, yar1 iletken, seramik, organik molekiiler topluluk, kompozit ya da
polimerik malzemeler nanopartikiillerin meydana gelmesinde rol oynayan

malzemelerdir.

Ilerleyen dénemlerde teknolojinin gelismesiyle ortaya cikacak yeniliklerle
birlikte; atom, molekiil ve nano kiime boyutlarinda, nano yapilarin organize edilmesi,
aygitlara doniistiiriilmesi, malzemenin ve yiizeylerin tasarlanmasi ve islenmesi

tizerine ilerlemelerin olacagi ve yeni buluslarin ortaya ¢ikacagi 6n goriilmektedir.



Nanopartikiiller boyutlarindaki farkliliklar sebebiyle, elektronik, mekanik,
manyetik, yapisal ve optik Ozelliklerinde farklililk gdsterirler. Farklilik
gostermelerinin nedenleri; yliksek yiizey-hacim oranlar1 ve nano boyutlu yapilarda
meydana gelen kuantum alan etkileridir. Bir maddenin, nanopartikiillerin sahip
olduklar1 bu 6zellikleri gdsterebilmesi i¢in genellikle 100 nm ya da daha kiigiik
boyutta bir yapiya sahip olmasi gerekmektedir (Biger, 2008).

Canli organizmalar, siklikla 10 pm ¢apina sahip hiicrelerden meydana
gelirler. Ayn1 zamanda, hiicre parcalar1 hiicrelere gore ¢ok daha kiiclik yapidadir.
Hiicre pargalar1 genellikle mikron alt1 boyutundadir. Hiicre pargalarindan daha kiigiik
yapida olani ise, tipik boyutu sadece 5 um olan, en kiigiik insan yapim
nanopartikiillerin boyutlar1 ile kiyaslanabilen proteinlerdir. Boyutun bu basit sekilde
kiyaslanmasi nanoparcaciklari, ¢ok fazla parazit olugturmadan hiicresel makinede
casusluk yapmamizi saglayacak cok kiiclik problar olarak kullanma diisiincesini

ortaya ¢ikartir (Taton, 2002).

Nanopargcaciklar biiyiik gogunlukla nano-biyomateryalin ¢ekirdegini meydana
getirir. Ayn1 zamanda molekiiler montaj i¢in uygun bir ylizey olarak kullanilabilir.
Nanopargaciklar, polimerik yada inorganik malzemelerden olusabilir. Ayni zamanda,
bir tabaka veya bir zar ile kapli nano-vezikiil seklinde de bulunabilirler.
Nanopargcaciklarin sekli genellikle kiireseldir ancak silindirik sekilde ya da plakaya
benzer sekilde veya diger sekiller de goriilebilir. Boyut ve boyut dagilimi, bazi
durumlarda 6nem arz edebilir. Ornegin hiicresel bir zarin bir gdzenek yapisindan
gecilmesi gerektiginde. Malzeme Ozelliklerinin kontroliinii saglamak i¢in kuantum
boyutlu etki mekanizmalar1 kullanildiginda, boyut ve boyut dagilimi son derece
kritik bir 6nem tasiyabiliyor. Ortalama bir parc¢acik boyutunun siki bir kontrolii ve
dar bir boyut dagilimi, ¢ok genis bir dalga boyu araliginda dar 151k yayan ¢ok etkili
fliioresan problart meydana getirmesini saglar. Bu durum, ¢ok sayida ve iyi diizeyde
ayirt edici renklere sahip biyobelirteglerin olusturulmasima olanak saglar (Tunca,

2015).

Akcigerler, nanopartikiillerin insan viicudundaki en O6nemli giris ve hedef

organidir. Inhalasyon yapilmasi ile akcigerlere alman partikiiller, pariyetal plevraya



kadar ulagir. Kisa boyutlu ya da sarmal yapiya sahip olanlar makrofajlar tarafindan
cevrelenerek yok edilir. Ancak yiiksek boy-en oranina sahip nanotiibler asbest lifleri
gibi stomalar ¢evresinde toplanarak birikirler. Makrofajlar, bu lifsi yapilar1 nedeniyle
nanotiibleri fagosite edemez ve ortama mezotel hiicreleri tarafindan proinflamatuvar,

genotoksik, mitojenik mediatdrler salinir (Donaldson ve ark., 2010).

Bu siirecin meydana gelmesinde oOzellikle partikiil boyutlar1 6nem
tagimaktadir. Partikiil boyutu 100 nm’ den daha kii¢iik olan nanopartikiillerin hava ve
stivida daha fazla biriktikleri, epitel hiicreleri, lenfatikler, kan, sinir sistemi ve
sekonder hedef organlara daha fazla gegctikleri, biiylik partikiillerin ise karacigerin
eliminasyonu nedeniyle hedef organlara ulasamadigi yapilan calismalarda ortaya

konmustur (Oberdorster, 2010).

2.2.1. Nanopartikiillerin Sentezi

2.2.1.1. Kimyasal Sentez

Nanopartikiil sentezlenmesinde kullanilan yontemler; asagidan yukariya
olarak isimlendirilen “Bottom up” ve yukaridan asagiya olarak isimlendirilen “Top
Down” olarak belirtilmistir. Top down olarak adlandirilan yontemde, disaridan
uygulanan kimyasal yada mekaniksel islemler ile enerji verilen malzeme nano
boyuta parcalanmaktadir. Bu parcalanma islemi bu yontemlerin temelini olusturur.
Bottom up olarak adlandirilan yontemlerinde ise, asindirma yada mekanik &gtitme
gibi fiziksel islemler esas alinmaktadir. Bu teknikler ayn1 zamanda yiiksek enerjili
ogitme veya yliksek hiz degirmenleri olarak da tanimlanmaktadir. Ciinkii bu
yontemlerde, klasik 0Ogiitme islemlerine oranla c¢ok yiiksek miktarda enerji
harcanmaktadir. Bottom up yaklasimina dahil yontemler de; atomik veya molekiiler
boyuttaki yapilar1 kimyasal reaksiyonlar ile biiyiiterek partikiil olusumunun meydana
gelmesi  olarak  tanimlanmaktadir. Kullanilan polimer baz alindiginda,
biyouyumluluk, par¢alanma davranisi, uygulama yolu, ilacin istenilen salim profili,
biyomedikal uygulama tipi polimer secime bakildiginda, ilk yillarda monomerlerin
¢esitli ortamlarda in situ polimerizasyonuna dayanmaktadir. ilerleyen yillarda, tam

olarak karakterize edilmis Onceden sentezlenmis polimer veya dogal



makromolekiillerin dispersiyonlarina dayali yontemler gelistirilmistir (Coskungay,

2017).

2.2.1.2. Biyolojik Sentezi

Metal nanopartikiillerin de kullanilan klasik sentez metodlar1 karmagik bir
yapida ve maliyet olarak da yiiksek olmaktadir. Bununla birlikte, nanopartikiillerin
sentezlenmesi ve stabilize edilmesinde kullanilan kimyasal ayiraglar toksik bir
yapidadir bu yiizden olusan atiklar doganin kirlenmesine sebep olmaktadir.
Biyosentez ise klasik sentez yontemlerine kiyasla daha basit ve daha az maliyetli
olmakla birlikte zehirli madde kullanimi gerektirmez. Biyomedikal ve farmakolojik
uygulamalara daha uygun yapida, ticari liretime daha yatkindir. Bu sebeplerden

dolay1 daha siklikla biyolojik yaklasimlar {izerinde ¢alisilmaktadir.

Biyosentez, biyolojide canli organizmalardaki kimyasal asamalar1 belirten
terimdir ve enerji kullanilarak gergeklestirilen bu siirecler sonucunda basit yapidaki

maddelerden daha kompleks yapidaki {irlinler meydana gelmesini saglar.

Biyosentezin nanoteknolojideki tanimina baktigimizda ise; bitki ekstrakti,
mikroorganizma, mantar, maya, alg, viriis vb. canli organizmalar1 kullanarak
nanotanecik sentezlemektir. Metal nanotaneciklerde kullanilan klasik sentez
yontemleri; karmagik bir yapida ve ¢ok maliyetli olmasi, zehirli madde kullanimi
gerektirmesi, farmakolojik ve biyomedikal uygulamalara uygun olmamasi gibi
birgok dezavantaj igermektedir. Yesil kimya olarak da adlandirilan biyosentez

yontemi metal nanopartikiillerin sentezlenmesinde kullanilmaktadir (Yildiz, 2011).

Biyosentez siklikla tercih edilen bir yontem durumuna  gelmistir. Bir

tepkimenin ya da bir metaryalin yesil olarak tanimlanabilmesi i¢in;

* Giivenli olma
e Sadece bir tek tepkime basamagindan olusmasi
* Tepkime sonucunda atik olugsmamast

* Elde edilmesinde yenilenebilir hammaddelerin kullanilmasi



* (evreye zarar vermiyor olmasi

¢ Uriin ayristirilmasinin kolay olmasi

* %100 verimle tepkimenin gerceklesmesi  kosullarin1i  saglamasi
gerekmektedir.

Tepkimelerin birgcogunda bu kosullarin tiimiinii saglamak olduk¢a zordur.

Bitkilerin yapisinda zehirli kimyasallar bulunmadigi ve dogal siirlama
maddeleri bitkiler tarafindan direkt olarak sentezlenebildigi i¢in nanopartikiil
sentezde bitkilerin kullanilmasi iyi bir secenektir. Altin ve giimiis nanopartikiiller
bitki 6ziitlerinin sentezi ile elde edilmektedir. Bitkinin yani sira mantar, maya ve
bakteri gibi canlilardan da nanopartikiiller sentezlenmektedir. Cok hiicreli ve ¢oklu
kiiltiirel organizmalar hiicre i¢i ve hiicre dis1 inorganik nanopartikiiller iiretebilirler

(Mohanpuria ve ark., 2008; Vithiya, 2011).

2.3. Altin Nanopartikiilii

Krizoterapi adi verilen altin ve altin tuzlarmmin hastaliklarin tedavisinde
kullaniminin ge¢misi antik ¢aglara kadar uzanmaktadir. Altin1 antik kiiltiirlerde ¢igek
hastalig, sifiliz, deri tlseri, kizamik gibi hastaliklarin tedavisinde kullanmislardir.
Gliniimiize tip alaninda ortaya ¢ikan umut verici gelismelerle birlikte; tiimor
olusumunu engelleyen, anti-mikrobiyal, anti-malaryal ve anti-HIV &zelliklerine

sahip ¢esitli organogold kompleksleri ortaya konulmustur (Tan ve ark., 2012).

Son yirmi yilda nanoboyutlardaki materyaller kullanilarak yapilan ¢aligmalar
bilim insanlar1 tarafindan fazlaca tercih edilmeye baslanmistir. Altin
nanopartikiillerin  (AuNP) kendilerine has kimyasal ve fiziksel yapilan
bulundugundan, vyapilan c¢alismalarda en yaygin olarak tercih edilen
nanomateryallerden biridir. Altin nanopartikiillerinin bu 6zellikleri son yillarda
AuNP iizerine yapilan caligmalarin ve akademik yaymnlarin hizli bir sekilde

artmasindan da anlasilmaktadir. (Lu ve ark., 2012).

Altin nanopartikiillerin, 6zellikle kanser tedavisi ve gorilintiilemesinde

kullanilabilirliklerinin aragtirllmasi son zamanlarda giindemde oOnemli bir yer



edinmistir. Bu tercih edilmenin 6nemli nedeni altinin kimyasal yapis1 olarak bir soy

metal olmasi ve toksik olmayan karakteristige sahip olmasidir (Tan ve ark., 2012).

Altiin kimyasal yapis1 olarak soy metal olmasi ve non-toksik ozellik
gostermesi sebebiyle, ila¢ hedefleme ve kontrollii salim alanlarinda, diger
nanoteknolojik yapilara kiyasla altin nanopartikiiller ¢cok 6zel bir yer kaplamaktadir

(Conner ve ark., 2005).

Altin nanopartikiillerin (AuNP) yapisinin kolay sentezlenebir olmasi ve yiizey
modifikasyonlari, ayarlanabilir ¢ekirdek boyutu ve sekli, optik 6zellikleri sebebiyle
goriintilleme ajanlari, ilag tasiyicilar ve teranostik ajanlari olarak bilim adamlari
tarafindan ilgi merkezi olmustur (Kim ve Jon, 2012). Altin nanopartikiillerinin
giinimiizde ki en biiyiikk odak noktasi koruyucu ve islevsel ligandlar {izerindedir.
Bunun sebebi nanopartikiillerin yiizey islevselliginin potansiyel uygulamalar igin
oldukca fazla 6nem tasimaktadir. Cok sayida durumda, AuNP’lerinin aktiviteleri
zarar gormeden yiizeylerine tamamlayict DNA zincirleri, antikorlar, enzimler ve bazi

polimerler kolay bir sekilde konjuge edilebilir (Lu ve ark., 2012).

AuNP konjugeleri, yiikseltilmis baglanma ilgisi ve sistematik¢e belirli hiicre
ve dokulara tasindiginda secici hedefleme gibi kendine has ozelliklere sahiptirler.
Bununla birlikte, AuNP’lerle konjuge ilaclarin tasinimi, timor odaklarini hedef
alirken yiiksek serpilme yilizdesine sahiptir. Bu sebepden dolayi, tedavi i¢in ihtiyag
olan timor engelleyici ilag dozajin1 azaltma ve saglikli dokulardaki toksisite
seviyesini azaltarak daha diisiik yan etkisi olusmasin1 saglamaktadir (Ajnai ve ark.,

2014).

Altin nanopartikiilleri ¢ok diisiik oranda sitotoksik etki gdstermeleri
sebebiyle, hiicre icine yonlendirildiklerinde saglikli hiicrelere zarar vermezler
(Lasagna-Reeves ve ark., 2010; Suhukla ve ark., 2005). Altin nanopartikiiller,
kaplama ajanlarinin higbiriyle etkilesim gostermemesi sebebiyle, tek katmanda

hidrofobite ve yiik gibi yiizey Ozelliklerinin ayarlanmasina imkan tanimaktadir

(Ghosh ve ark., 2008).



AuNP’leri, oligoniikleotit biyomolekiillerine basitce baglanan tiyol (-SH)
grubu ile etkilesim gostererek c¢ekirdeksel hedefleme olarak adlandirilan; gen
taginmasi, antisens terapi gibi uygulamalarda segici 0Ozellik gostermektedir.
Hedeflenen nanopartikiiller tasidiklari ilag¢ yiiklerini hiicre i¢i etkilesimle (pH,
glutasyon) veya disaridan verilen uyarimlarla (1s31ma) hedef doku ve hiicrelere

aktarmaktadir (Han ve ark., 2006; Hong ve ark., 2006; Polizzi ve ark., 2007).

Altin nanopartikiilleri, antikanser ajanlar basta olmak tizere birgok ilag, ligand
ve terapOtik Ozellik gosteren biyomolekiillerle rahatlikla etkilesime girip
baglanabilme Ozelligiklerine sahiptirler. Altin nanopartikiillerin meydana getirdigi
biyomolekiiler, ylizey modifikasyonlar1 sayesinde yapilarin in vivo farmakokinetik,

biyodagilim ve sirkiilasyon siirelerini yiikseltebilmektedir (Pissuwan ve ark., 2011).

Nanopartikiil yiizeyine ilistirilen ligandlar, membran reseptorleriyle etkilesim
gostererek nanopartikiillerin hiicre zarindan gegerek stoplazmaya dogru ilerlemesini
saglar. Bu sebeple partikiillerin hiicre zarindan gecisinde bir nanopartikiil
yiizeyindeki ligand sayisi ¢ok 6nemli bir yer saglar. Normal sartlarda 2 nm ¢apinda
kabul edilen AuNP yiizeyine 100 molekiil ligand baglanabilmektedir (Ghosh ve ark.,
2008).

Zubarev ve ark. yapmis olduklar1 calismada, sentezledikleri 2 nm ¢apindaki
altin nanopartikiillerinin yiizeyine 70 ¢ift paklitaksel antikanser ilag molekiilii

baglanmistir (Gibson ve ark., 2007).
2.3.1. Altin Nanopartikiillerin Kimyasal ve Mekanik Ozellikleri

Altin nanopartikiilleri ¢cok iyi diizeyde bir kimyasal ve mekanik stabilite
gosterirler. Ayrica altin nanopartikiillerin 4°C' de karanlik bir ortamda saklanmasi
kararli kalma siiresini artirdig1 tespit edilmistir. Kimyasal indirgeme islemi sirasinda
reaksiyon karigimina ilave edilen iyonik olmayan fluorosurfaktant ile, 2 ile 11 pH
araligindaki bir seviyede 30 giin siiresince dayanabilen daha kararli AuNP’lerin elde
edilmesine imkan saglanmaktadir (Li ve ark., 2012). Altin nanopartikiillerin tek
tabakali PEG gibi baglayicilar kullanilarak islevsellestirilmesiyle, kararlilik daha da

in



basitlestirilebilir. Altin nanopartikiilleri biiyiik ylizey alanlarina sahip olmasi
sebebiyle, kararliliga ilave olarak, kanser hedefleme gruplarinin yada ilaglarin
kendisine baglanmasini saglayacak, c¢ok sayida baglayict barindirma ozelligine

sahiptir (Yetisgin ve Giiney, 2017).

2.3.2. Altin Nanopartikiillerinin Sentezi

Altin nanopartikiillerin sentezi i¢in glinlimiize kadar ¢ok sayida degisik
yontem gelistirilmis ve birgok farkli yoOntem istiine calisilmaktadir. Altin
nanopartikiillerinin sentezlenmesinde farkli kimyasal ve fiziksel metodlarda
kullanilabilinir fakat bu metodlar maddi olarak daha yiiksek maliyetli hem de doga
icin daha tehlikeli kimyasallarin kullanimini gerektirecegi icin ¢evre dostu degildir.
Bitkiler, alg, bakteri ve fungi gibi canlilarin kullanilmasiyla elde edilen altin
nanopartikiiller ve buna benzer biyolojik metotlardan faydalanilarak yapilan sentez
islemi daha az maliyetli, toksik olmayan ve ¢evre dostu yontemlerdir (Srinath ve Rai,

2015).

AuNP sentezinde ilk kullanilan metot 1951 yilinda Turkevich ve arkadaglar
tarafindan gelistirilmistir (Lu ve ark., 2012). Turkevich metodu ismiyle bilinen bu
sistemde, altin nanopartikiiller HAuCl4 bilesiginin kaynar su icerisinde sodyum sitrat
ile indirgenmesiyle hazirlanmaktadir (Lu ve ark., 2012). Turkevich metodun da,
sitrat hem anyonik dengeleyici hem de indirgeyici ajan olarak kullanilir. Altin-sitrat
oraninin ayarlanmasi ile partikiil ¢ap1 birka¢c nm ile birka¢ yliz nm arasinda
degistirilebilir. Genellikle, ortama daha az sodyum sitrat eklenerek daha biiyiik
boyutta partikiiller tiretilmesi saglanir. Diigiik verimlilige sahip olmasini ve suyu
cozlicii olarak kullanmasmmi bu yoOntemin en biliylik dezavantajlart olarak

gosterebiliriz (Tan ve ark., 2012).

AuNP sentezinde kullanilan bir diger yaygin yontem ise 1857 yilinda
Faraday’in iki fazli sisteminden esinlenilerek Brust ve ark. (1994), tarafindan
gelistirilmistir. AuCl4, iki fazli sistemde alkan tiyollerinin varliginda sodyum
borhidriir (NaBH4) tarafindan indirgenmesiyle gergeklesir. Bu altin nanopartikiiller

alkan tiyoller ile kapaklandiginda olduk¢a kararlidirlar. Bununla birlikte, tamamen
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kurutulabilir ve organik ¢oziiciiler icinde yeniden dagimik hale gelebilir (Lu ve ark.,
2012). Bu metot ile sentezlenen partikiillerin ¢ekirdek boyutu 1.5 nm ve 5 nm
arasinda farklilik gosterir. Bu boyut degisikligi altin-tiyol oraninin degistirilmesi ile

kontrol edilebilir (Tan ve ark., 2012).

2.3.2.1. Altin Nanopartikiilerinin Yesil Sentezi

Nanoteknoloji alani, modern malzeme bilimlerinde en aktif aragtirma
alanlarindan biridir. Nanoteknoloji, giinden giine gelisim gdsteren, insan yasaminin
tiim alanlarinda etki yaratan ve yasam bilimlerinde, 6zellikle biyomedikal cihazlarda
ve biyoteknolojide artan heyecan duygusu yaratan bir alandir. Son zamanlarda,
kimyasal siireclerin ve liriinlerin tasariminda, gelistirilmesinde ve uygulanmasinda
insan saglig1 ve cevre i¢in tehlikeli maddeleri azaltmay1 veya ortadan kaldirmay1
amaclayan yesil kimya gittikce dnem kazanmaktadir. Yesil kimyanin 12 ilkesine
uymak i¢in, bir¢ok aragtirma geleneksel toksik kimyasallar yerine dogal malzemeler
kullanarak, zararli kimyasallarin ve c¢oziiciilerin kullanimindan kaginmaya veya

kullanim miktarlarin1 azaltmaya ¢alismistir (Parida ve ark., 2011).

Altin nanopartikiiller yiliksek biyouyumluluk sergiler ve bu nedenle
goriintiileme, ilag dagitimi, gen dagitimi dahil olmak iizere c¢ok c¢esitli tibbi
uygulamalara sahiptir. Tibbi kullanim i¢in yeterli optik Ozelliklere sahip altin
nanopartikiillerin sentezlenmesine yonelik mevcut ydntemler, sulu ve organik
ortamlarda tiretimi igerir. Her altin nanopargacik her tibbi uygulamada kullanilamaz.
Ornegin, goriintiileme igin uygun biiyiikliikteki nanoparcaciklar fototermal terapi ile

uyumsuzdur.

Geleneksel sentez yontemleri farkli boyutlarda altin nanoparcaciklar iiretir,
ancak zararli ylizey tiirlerinin bulunmadigi ve fizyolojik kosullar altinda
kiimelenmeye neden olan tibbi olarak kabul edilemez nanopartikiiller tiretir (pH 7.4).
Nanopartikiilleri bitkiler kullanarak sentezlemek yesil sentez olarak bilinir ve son
zamanlardaki gelismelere konu olmustur (Khademi-Azandehi ve Moghaddam,

2015).
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2.3.3. Altin Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar

Organik olmayan nanopartikiiller ve bunlarin organik bilesenlerle olan
hibritleri, kendilerine daha biiyiik boyutlu partikiil ve materyallerden ayiran spesifik
optik, fiziksel, kimyasal ve elektronik ozellikler igerirler (Kim ve Jon, 2012).
Ozellikle AuNP’leri bu nanopartikiiller icerisinde; toksisitesinin diisiikliigii,
biyouyumlulugu, boyutunu belirleyebilmesi ve ylizey modifikasyonlar1 gibi
ozellikleri sebebiyle biyoteknoloji ve tip alaninda siklikla tercih sebebi olmustur.
Bilhassa kanser tedavisinde altin nanopartikiilleri ila¢ tasiyici olarak kullanilmakta
ve gelistirilmesi yoniinde ¢alisilmaktadir. Bununla birlikte dolagimda uzun yarilanma
omrii bulunmasi sebebiyle biyosensor ve goriintiileme ajanlar1 olarak kullanimi da
giderek yayginlagsmaktadir. Au nanopartikiilleri géz hastaliklarinin tedavisinde,
tedavi edici maddelerin retina altindaki kisimlara taginmalarinda etkin rol oynadig:
icin Ozellikle etkin kullanilmaktadir. AuNP’leri, 6zellikle kanser tedavi ilaglarinin
taginmasinda tlimorli hiicreleri hedef almaktadir. Bu sayede, kemoterapinin yan
etkileri gibi normal hiicrelerde olusan olumsuz etkiler bu yontemle olusmamaktadir

(Ajnai ve ark., 2014; Tan ve ark., 2012).
2.4. Kanser

Kanser; olusumu, gelisimi ve meydana getirdigi etki bakimindan her bir
hasta icin oldukg¢a fazla farkliliklar gosteren, yapisi karmasik bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir. Kanser hastaligi hiicrelerde, koklii metabolik ve davranigsal
degisiklikler meydana getiren ¢ok asamali bir siirectir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmast
cok hizli bir sekilde ve zamansiz olur ve bu ¢ogalmanin sonucunda olustugu

bolgeden daha uzaktaki dokulara bile etki ederler (Merlo ve ark., 2006).

Kanser, hiicrenin biiylimesi ve hiicre mitozunu kontrol eden hiicre genlerinin
mutasyonu veya normal olmayan aktivasyonu sonucunda meydana gelmektedir

(Guyton ve Hall, 2001).

Kanser, ciddi bir 6liim sebebi olmakla birlikte, yi1lda yaklagik on milyondan

fazla kisiye taninin kondugu ciddi bir hastaliktir. Kanser baslangicta belirli bir
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bolgede baslayip, viicuttaki diger bolgelere hizla yayilma egilimi gosterir boylece
kanseri tedavi edilemez bir duruma gelir. Kanser hastaliginda baz1 tedavi yontemleri
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bunlar; kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
miidahale olarak siralanabilir. Gilinlimiizda kullanilan kanser tedavilerinde oldukga
fazla karsilasilan problemler; anti-timor ajanlarinin nonspesifik sistemik dagilima,
timor bolgesine wulasan yetersiz ilag konsantrasyonlari, tolere edilemeyen
sitotoksitite, terapotik yanitlar1 goriintiilemedeki giigliikkler ve coklu ilag direnci
gelisimidir. Bu karsilagilan problemleri ortadan kaldirmak i¢in yenilikgi

teknolojilerin gelisimesi acil ve 6nemli bir gereksinimdir (Misra ve ark., 2010).

Biitiin kanser hiicrelerinde ortak iki 6zellik bulunur;

* Normal olmayan hiicre ¢ogalmasini tanimlayan; hiicre biliylimesi ve
boliinmesi,
* Kanserli hiicrelerin viicudun saglikli béliimlerine yayilmasi ve istilasin

(metastazi) engelleyen normal sinirlamalardaki anormallikler (Klug ve ark.,

2011).

Kanserli hiicre ile normal hiicre arasinda ciddi farkliliklar bulunmaktadir.
Kanserli hiicre, olmasi1 gereken hiicre biiyiime sinirina uygun hareket etmez. Boyle
olmasinin sebebi normal hiicrelerin biiylimesi i¢in gerekli biiyiime faktorlerine
kanserli hiicrelerin ihtiyacinin olmamasidir. Kanser hiicreleri, normal hiicrelere
kiyasla birbirlerine daha az baglanirlar. Bu nedenden dolayr kanserli hiicrelerin
dokular arasinda dolagsmaya yatkinligir bulunur. Kanserli hiicreler kan dolagimina
katilarak viiclidun heryerine dagilabilirler, bdylelikle sayillamayacak kadar yeni
kanser odaklart meydana getirebilirler. Baz1 kanser hiicreleri tarafindan anjiyogenik
faktorleri iiretilebilir. Bu faktorler kanser iginde biiyiiylip gelisen ¢ok sayida damar
olusturarak, kanserin biiyiimesi i¢in gerekli olan besin maddelerini temin ederler

(Guyton ve Hall, 2001).

2.4.1. Hiicre Dongiisii ve Karsinogenez

Hiicre homeostazinin saglanmasi; hiicre c¢ogalmasmin gergeklesmesi,

11



bliylimenin sona ermesi ve apoptoz ile gerceklesir (Cabadak, 2008). Hiicre dongiisii;
bir hiicrenin boliinmeye baslamasiyla, bu boliinmeyi izleyen bir sonraki hiicre
boliinmesine kadar gecen silirede, hiicrede meydana gelen gecici morfolojik
degisikliklerin ve biyokimyasal aktivitelerin goriildiigii stlirece denilmektedir
(Canpolat, 2016). Boliinmenin meydana geldigi evre hiicre dongiisiinde oldukga kisa
bir evredir. iki béliinme arasinda kalan aralik yani déngiiniin geri kalan ksimi
interfaz evresi olarak adlandirilir. Hiicrenin aktif oldugu interfaz evresi DNA’nin
replike edildigi (S), sentez fazindan onceki (G1) ve sonrasindaki faz (G2) olmak
izere 3 faz1 meydana getirir. G| fazinda aktif olarak biiylime gerceklestikten sonra S
evresinde gerekli enzimler sentezlenir ve DNA replikasyonundan sonra G2 fazinda
boliinme icin gerekli hazirliklar yapilarak béliinme evresinin sonunda (M) hiicre
siklusu tamamlanmis olur (Kasap ve ark., 2010). Bu siklusta hiicrenin uyarilmasi ve
biliylime gergeklesir ve mitozdan sonra hiicre dongiliden ¢ikarak dinlenme fazi olan G
fazinda bekler. Hiicre dongiistinde ¢esitli kontrol noktalarinda siklusun devam edip
etmeyecegine karar verilir. Bu kontrol gecisleri G1-S gecisinde, G2-M ge¢isinde ve
metafaz- anafaz gecisinde bulunur. Dongii i¢indeki olaylar1 kontrol altinda tutan ¢ok
sayida ve kompleks etkilesimler bulunur. Hiicre bdliinmesinin kontroliiniin
bozulmasina, bu siklusun diizenlenmesinde meydana gelen hatalar neden olur. Bu

kontrol yerlerinde meydana gelen degisimler kanserin meydana gelmesine neden

olabilir (Cabadak, 2008).

Karsinojenez; bir viicut hiicresinin genetik ve epigenetik degisimler
sonucunda meydana gelen kanser hiicresine doniisiim asamalariin biitiinii olarak
tanimlanmaktadir. Karsinogenezi ¢evresel toksik maddeler, beslenme bozukluklari,
iyonize radyasyon, immiin sistem anomalileri gibi faktorler baslatabilmektedir (Geng

ve Hacivekiroglu, 2017).

2.4.2. Kanser Olusumuna Neden Olan Etkenler

Kanser hiicrelerinde genler ya mutasyona ugrar ya da uygun olmayan sekilde
ifade edilir. Genlerin mutasyona ugrama olasilig1 belli baz1 kimyasal maddelerle,

fiziksel ve biyolojik faktorlerin etkisiyle birkag¢ kat daha artmaktadir. Bu faktorlerden
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bazilari;

e X-gimlari,, gama isinlart ve ultraviyole isinlar kanser olusumuna zemin
hazirlar. Bu 1smlarin etkisi altindaki doku hiicrelerinde meydana gelen
iyonlar yiiksek derecede reaktif olduklarindan, DNA zincirini kopararak
bircok mutasyonun olusmasina sebep olurlar.

* Baz belirli tipteki kimyasal maddelerin mutasyon meydana getirmeye biiyiik
yatkinligr vardir. Farkli tiirdeki anilin boya tiirevlerinin kansere neden
olduklar1 ¢cok uzun siire 6nce kesfedilmistir.

* Fiziksel olarak dokular1 tahris edici maddeler de kanseri meydana
getirebilmektedir. Tahris edici maddeye temas ile dokuda olusan harabiyet
hizli bir mitotik ¢ogalma meydana getirerek zamanla kanserli doku
olusturabilmektedir.

* Birgok ailede kansere yakalanma kalitsal olarak meydana gelmektedir.
Kansere kalitsal olarak yatkin olan ailelerin genomlarinda mutasyona ugramis
gen bulunmaktadir. Bu sebepten kalitsal yatkinligi bulunan kisilerde, kanser
gelismeye baslamadan Once diger kisilere oranla ¢cok daha az sayida ilave
mutasyon meydana gelmesi kanseri olusturmak i¢in yeterli olmaktadir.

* Laboratuvar hayvanlarinda yapilan arastirmalarda bazi kanser tiplerinin
meydana gelmesine bellirli viriis tiplerinin sebep oldugu anlasilmistir. Bunu
iki farkl sekilde agiklamak miimkiindiir: DNA viriisleri 6rneginde, viriise ait
olan DNA zinciri direkt olarak kromozomlardan birine yerlesir. Boylece
mutasyon olusturarak kanser olusmasini saglar. RNA viriisleri 6rneginde ise
bu viriislerin bazilar1 blinyelerinde ters transkriptaz enzimi bulundururlar. Bu
enzim DNA’nin RNA’dan kopyalama yapmasina neden olur. Daha sonra
kopyalanan gen hayvan hiicre genomuna kendini yerlestirerek kanserin

olusmasina sebep olur (Guyton ve Hall, 2001).

2.5. Kolon Kanseri

Sindirim sistemi viicuda alinan besin maddelerinin islenerek sindirilmesini ve

olusan atik maddelerin viicut disina atilmasinda gorev alir. Kolon sindirim sisteminin
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onemli bir parcasidir. Kolon veya rektumda yani kalin bagirsagin kisimlarinda
gelisen kanser tipi kolorektal kanser (ayni zamanda kolon kanseri, rektal kanser,
bagirsak kanseri olarak da bilinmektedir) olarak adlandirilir. Kolon kanseri; kolonun
icini ddseyen hiicrelerde bir mutasyon meydana geldigi zaman ortaya cikar.
Mutasyonlar, bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesine sebep olurlar. Bu
mutasyonla kontrolsiiz sekilde biiyiiyen hiicreler daha sonra kalin bagirsak igindeki
saglikli dokuyu ve viicudun diger bolgelerindeki hiicreleri etkileyerek kanserin
yayilmasina sebep olurlar. Kolon kanserinin pek ¢ok ¢esidi olmasina ragmen (Orn;
leiomyosarkom, lenfoma, melanoma, noroendokrin tiimorler) en yaygin olani
adenokarsinomlardir. Kolon kanseri, kolonun i¢ tabakasinda bulunan glandiiler
yapilarin hiicrelerinde baslar. Tedavi edilmez ise potansiyel olarak ilk 6nce kolon

duvarlarina ondan sonra ise lenf sistemi ve diger organlara yayilir (Usta, 2014).

2.5.2. Epidemiyolojisi

Kolon kanseri diinyada yilda yaklasik bir milyondan fazla kisiye taninin
kondugu yaygin ve ciddi bir hastaliktir. Gorlilme siklig1 olarak kadinlarda ikinci
sirada, erkeklerde ise {igiincii siklikta goriilen kanser ¢esitidir. Kolon kanseri goriilen
kisilerin biiyiik kismi sporadiktir ve nesilden gelen kalitimsal bir genetik degisinim
tanimlanamamistir. Patogenezine bakildiginda ise adenom olusumundan itibaren
gelisim gosteren bir dizi genetik degisiniminin kanser olusumuna sebep oldugu
goriisii kabul edilen bir goriistiir. Tiimor hiicreleri fibroblastlar, endotel hiicreleri ve
immiin hiicrelerden olusan karmasik bir yapmin i¢inde hayatlarini siirdiiriirler. Bu
mikro ¢evrede kendine yer bulmak ve immiin ataklardan uzak kalabilmek icin siirekli
savag halindedirler. Bu durumdayken, inflamatuvar ve stromal hiicrelerden salinan
bliylime faktorlerini kendi gelisimini saglamak i¢in kullanirlar. Kolon kanseri
vakalarinda, inflamatuvar mikro cevreye, tiimoriin i¢inde bulundugu stromaya,
timore infiltre immiin hiicrelerin tiplerine ve yogunluguna bakilarak, hastaligin
hareketi hakkinda bilgi edinilebilmektedir (Dranoff, 2004; McLean ve ark., 2011;
Smyth ve ark., 2004).

Kolon kanser mortalitesi bat1 iilkelerinde akciger kanserinden sonra ikinci

sirada bulunmaktadir. Bati iilkeleri ile dogu {ilkeleri arasinda kolon kanseri
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mortalitesi bakimimdan bir kiyaslama yapildiginda, dogu iilkelerine kiyasla bati
iilkelerinde yiiksek mortalite goriilmesi, dogu ile batinin beslenme aligkanliklarindaki
farkliliklardan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Ozellikle beslenmede asir1 kirmizi et,
islenmis et tliiketimi ve diisiik meyve-sebze tiiketimi kolon kanseri i¢in risk faktoriinii

artirict etki olarak kabul edilmektedir (Arab ve II’ysaova, 2003).

2.5.4. HT29 Kolon Kanser Hatti

HT-29 hiicre dizisi 1964 yilinda, kolorektal adenokarsinomasi olan 44
yasindaki beyaz bir kadimin primer tiimoriinden elde edilmigtir. HT-29, epitelyum
morfolojisi ile insan kolorektal adenokarsinoma hiicre dizisidir. Kolorektal kanser
icin ksenograft tiimér modeli olmaya ek olarak, HT-29 hiicre dizisi, bagirsak
hiicreleri tarafindan emilim, transport ve sekresyonu caligmak i¢in in vitro model
olarak da kullanilir. Standart kiiltiir kosullar1 altinda, bu hiicreler polarize olmamus,
farklilastirilmamis c¢oklu tabaka olarak biiyiirler. Kiiltiir kosullarinin degistirilmesi
veya hiicrelerin cesitli indiikleyici ile muamelesi, farklilagsmis ve polarize olmus

morfoloji ile sonuglanir (Yilmaz, 2014).

2.6. Gemsitabin

Gemsitabin fazla sayida murin ve insan timor hiicrelerini igeren cesitli
kiiltiirlerde belirgin sitotoksik etki gosterir. Gemsitabinin in vitro sitotoksik etkisini

hem zaman hem de kullanilan gemsitabin yogunlugu etkilemektedir (Kayaalp, 1998).

Bir deoksisitidin analogu olan gemsitabinin hiicre faz1 spesifik olup, temel
olarak S fazindaki hiicreleri 6ldiiriir. Hiicreleri S fazinda tutarak blokaj olusturup, G1
fazina ilerlemesine engel olur. Hiicre i¢inde aktif difosfata ve trifosfata metabolize
olur. Riboniikleotid rediiktazi inhibe eder. DNA yapisina katilmak i¢in deoksisitidin
trifosfatla yarig halindedir. Yaklagsik olarak tamamma yakimi aktif ilag ve
metabolitleri seklinde idrarla viicut disina atilir. Myelosiipresyon doz kisitlayici
toksisitesidir. Bunun disinda grip benzeri tabloyla beraber ates, bulanti, kusma, diare,

stomatit, dokiintli gibi yan etkiler goriilebilir (Manavoglu, 2004).
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Gemsitabinin hiicresel metabolizma ve etki mekanizmalar1 incelendiginde, bir
pirimidin antimetaboliti olan gemsitabin (2,2-difluoro 2-deoxycytidine, dFdC), hiicre
icinde niikleozid kinazlar yoluyla aktif difosfat (dFdCDP) ve trifosfat (dFdCTP)
niikleozidlere metabolize olur. Gemsitabin sitotoksik etkisi dFACDP ve dFdCTP’ye
bagl iki ayr1 mekanizma ile DNA sentezinin inhibisyonuna baglidir. Birinci olarak,
dFdCDP DNA sentezi i¢in deoksiniikleosid trifosfat (dCTP) olusturan reaksiyonlari
katalize eden riboniikleotid rediiktazi inhibe eder. Bu enzimin dFdCDP ile
inhibisyonu genel olarak deoksiniikleozid konsantrasyonlarinda, o6zellikle de
dCTP’de azalmaya yol agar. ikinci olarak da, dFdACTP DNA’da yer almak i¢in dCTP
ile rekabete girer. Ayn1 yolla, az miktarda gemsitabin RNA icinde de yer alabilir.
Boylece, dCTP’nin hiicre i¢i konsantrayonundaki azalma dFdCTP’nin DNA yapisina
girmesini kolaylastirir. DNA polimeraz epsilon gemsitabini uzaklastiramaz ve olusan
DNA zincirini onaramaz. Gemsitabin DNA yapisina girdikten sonra, DNA zincirinde
bir niikleotidlik artis1 olur. Prensip olarak bu artis, hiicre dliimiine (apoptozis) yol
acan ileri dlizeyde DNA sentezinin tam inhibisyonu anlamina gelir (Mini ve ark.,

20006).

Gemsitabin, sitidin deaminaz tarafindan karaciger, bobrekler, kan ve diger
dokularda hizli bir sekilde metabolize edilmektedir. Hiicre i¢inde gemsitabin
tarafindan monofosfatlar, difosfatlar ve trifosfatlar (dFdCMP, dFdCDP ve dFdCTP)
meydana getirilmektedir. Gemsitabinin difosfat ve trifosfatlarinin aktif yapilar
oldugu kabul gormektedir. Hiicre i¢i olarak olusan bu metabolitler plazma veya
idrarda tespit edilememektedir. Ana metaboliti olan 2’-deoksi-2’, 2 -difloriiridin

(dFdU) aktif olmayip, plazma ve idrarda saptanir (Mini ve ark., 2006).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢

¢ Kurutulmus liziim ¢ekirdegi

* HAuCly (Alfa Aesar)

e HT-29 insan kolon kanseri hiicre hatti (HUKUK, Sap Enstitlisii, Ankara,
Tiirkiye)

* Gemsitabin (Gemko, Kocak Farma)

* BrdU hiicre proliferasyonu deney kiti (BioVision cat#K306-200)

*  Bovin Serum Albumin (BSA)

* Poliakrilamid Jel

* Kemiliiminas’a duyarl film (Kodak 8116428)

* ECL reaktifi (Advansta, Sirius)

e TBST tamponu (%1 BSA ve %0.1 Tween-20 iceren)

* DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) besiyeri (PAN-biotech)

* Proteinaz inhibitor kokteyli (Roche cat# 11 836 145 001), RIPA tamponu
(Sigma cat# 0278)

* Bradford reaktifi (BioRad 500-0006)

*  PVDF membrana (Amersham cat# 10600023)

*  PVDF membran (Millipore IPVH00010)

*  Whatman kagidi (Sigma Z691011)

* Primer antikor (Caspase-3 Bioss cat# bs-2593R; p53 Santacruz cat.# sc-
393031; beta-Aktin Sigma cat.# A1978)

* Sckonder antikor (anti-mouse ProteinTech cat.# SAO00001-1; anti-rabbit
Santrcruz cat.#sc-2357)

3.2. Yontem
3.2.1. Vitis vinifera (Uziim Cekirdegi) Ekstraktinin Hazirlanmasi

*  Kurutulmus iiziim ¢ekirdegi temin edilerek 1 gr olacak sekilde tartilda.
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¢ Tartilan {iziim ¢ekirdegi havanda doviilerek toz haline getirildi.

* Toz halindeki iiziim cekirdegine 100 ml distile su (dH,O) eklenerek
karistirildi.

¢ Karigim mikrodalga firinda 1 dakika (1200 W, 50 Hz) kaynatildi.

* Soguduktan sonra elde edilen ekstrakt whatmann 41 filtre kagidindan siiztildi

ve tizlim ¢ekirdegi sulu ekstrakti elde edildi.

3.2.2. Altin Nanopartikiillerin (Vv-AuNP) Sentezi

1mM Altin Nitrat Cozeltisi:
0,00153 gr. HAuCly4 (Alfa Aesar) tartildi ve 50 ml dH,O’da ¢ozdiiriildii.

* Hazirlanan 1mM HAuCl, ¢ozeltisinden 45 ml alinarak 5 ml Vitis vinifera
ektrakt1 ile karistirildi.

¢ Karngim karanlikta bekletilerek, zamana baglh renk degisimi gozlendi.

3.2.3. Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

* Saridan koyu kahverengiye olan renk degisimi AuNP’lerin olusumunu
gostermektedir. Sentezlenmis altin nanopartikiillerin UV-vis spektrumlar
Shimadzu UV-1801 UV-VIS spektrofotometre kullanilarak izlendi. AuNP
soliisyonunun spektrumu 300-700 nm dalga boyu araliginda absorbans
taramast yapildu.

* Elde edilen AuNP’lerin boyutu ve morfolojisini belirlemek {izere taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanildi. SEM analizi Siileyman Demirel
Universitesi Yenilik¢i Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezinden

(YETEM) hizmet alim1 seklinde yapilda.

3.2.4. Hiicre Kiiltiirii

Calismada ticari olarak satin alinan insan kolon kanseri hiicreleri (HT-29)
hiicre hatt1 kullanildi. Hiicrelerin tamami L-glutamin, esansiyel olmayan amino
asitler, sodyum priivat, %10 Fetal Bovin serum (FBS) ve Penisilin /Streptomisin

eklenmis DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) besiyeri (PAN-biotech)
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icinde monolayer kiiltlirler olarak % 5 CO;’lik atmosfer ve 37°C’lik inkiibatorde

cogaltild1.

3.2.4.1. Hiicrelerin Ekimi ve FBS ile Muamelesi

* Hiicreler sayim i¢in tripsinize ve ardindan homojenize edildi.

* Her hiicre grubu, Thoma laminda sayilarak 3000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri
olacak sekilde 6 tekrar ve 2 sira halinde 96 kuyulu kiiltiir kabina ekimi
gerceklestirildi.

* Hiicreler %10 FBS iceren DMEM besi ortamu igerisinde 37°C sicaklik ve %5
COy’ i %95 nemli kiiltiir ortamina alinarak ve gece boyu inkiibe edildi.

e HT-29 hiicreleri biyosentez ile olusturulmus altin nanopartikiiller (Vv-AuNP)
ile artan dozlarda (0-400 pg/mL) muamele edildi.

* Muamele edilmeyen HT-29 kanser hiicreleri ise kontrol grubu olarak
kullanildu.

 Inkiibasyonu takiben 72. saatte sitotoksisite degerlendirmesi icin BrdU

protokolii uygulandi.

3.2.5. BrdU Hiicre Proliferasyon Deneyi

Kiiltiire edilen HT-29 hiicreleri BrdU hiicre proliferasyon deneyinin bir giin
oncesinde 96-kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina 5.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekildi. Ertesi giin, kuyucuklarda tutunan hiicrelerin besiyerleri aspire edildikten
sonra, kontrol grubu %35 PBS iceren DMEM besiyeri ve test drnekleri ise 25, 50,
100, 200, ve 400 uM AuNP’ler iceren besiyeri ile muamele edildi. ikinci bir deney
seti olarak her test kuyucugu AuNP’ler ile birlikte 200’er uM Gemsitabin ile
muamele edildi. Her deney 6rnegi 100’er uL/kuyucuk hacimde 3’li tekrar olacak
sekilde calisiimis ve s6z konusu test bilesikleri 72 saat boyunca HT-29 hiicrelerinde
uygulandi. Siire sonunda, BrdU hiicre proliferasyonu deney kiti (BioVision
cat#K306-200) uygulandi. Muamele edilen hiicreler {izerine final konsantrasyonu 1X
olacak sekilde 10 uL kit iceriginde mevcut olan BrdU (10X) soliisyonu ile 4 saat

boyunca 37°C Kkiiltiir sicakliginda muamele edildi. Sonrasinda, kuyucuklarin
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besiyerleri tamamen aspire edildikten sonra drnekler iizerine 100 uL/kuyucuk olacak
sekilde kitin Fixing/Denaturating soliisyonu ilave edilerek oda sicakliginda 30 dakika
bekletildi. Siire sonunda bu soliisyon uzaklastirilarak 6rnekler 100 uL/kuyucuk 1X
BrdU Detection Antibody soliisyonu ile oda sicakliginda 1 saat boyunca yavas
calkalanarak muamele edildi. Bundan sonra, her kuyucuk 300’er uL. 1X Wash Buffer
ile 2 defa yikanmig ve yikama sonrasinda 100 uL/kuyucuk 1X Anti-mouse HRP-
linked Antibody soliisyonu ile oda sicakliginda 1 saat siire ile muamele edildi.
Akabinde, her kuyucuk 300°er uL 1X Wash Buffer ile 3 defa yikanmis ve yikama
tamponu da aspire edildi. Spektrofotometrik 6l¢lim igin her kuyucuga 100 uL TMB
substrat1 ilave edildi. Yaklasik 30 dakika igerisinde renk degisimi gézlemlendiginde
TMB substrat1 igeren drnekler {izerine100 uL/kuyucuk stop soliisyonu ilave edilerek
450 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Elde edilen optik dansite
(OD) verileri excel programi kullanilarak analiz edildi ve konsantrasyona bagli hiicre

proliferasyon grafigi cizildi.
3.2.6. Western Blot Deneyi

Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi: Petri kiiltiir kaplarinda 72 saat boyunca Vv-
AuNP ve Vv-AuNP+Gemsitabin ile muamelesi yapilan HT-29 hiicrelerinin besi
ortam1 uzaklastirilarak, hiicreler 10 mL soguk steril 1XPBS ile iki defa yikandu.
IXPBS soliisyonu da uzaklastirilarak iizerine 1 mL proteinaz inhibitdr kokteyli
(Roche cat# 11 836 145 001), RIPA tamponu (Sigma cat# 0278) hiicrelerin {izerine
konarak hiicreler hiicre kaziyicist yardimi (Falcon cat# 353085) ile ve steril 1,5
mL’lik ependorf tiipiine toplandi. Ornekler buzda 15 dakika bekletildikten sonra 1
dakika boyunca vortekslendi ve 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant lizat
steril bir ependorf tiipe transfer edildi. Ornekler kullanilana kadar -80°C’de
dondurucuda (Niive 490) saklandu.

Protein Miktar Tayini: Elde edilen hiicre lizatlarinin protein miktar1 hesaplamasi
Bradford reaktifi (BioRad 500-0006) kullanilarak Bovin Serum Albumin (BSA)
standartina kars1 gerceklestirildi. Onceden hazirlanmis stok BSA (10mg/mL)

sollisyonundan 1:10 diliisyonla 1pg/uL olacak sekilde ¢aligma soliisyonu hazirlandi.
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Standart egrinin ¢izilebilmesi amaciyla BSA soliisyonundan {i¢lii tekrarlar olacak
sekilde 96 kuyucuklu kaplara 1, 3, 5, 7 ve 9 pg olacak sekilde pipetlendi.
Dondurucuda saklanan -80°C’deki hiicre lizatlar1 buzda eritilerek ayn1 96 kuyucuklu
kaba fticer tekrar olacak sekilde 1’er pl kuyucuklara konuldu. BSA standardi ile
birlikte test edilecek Ornekler spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okundu.
Verilerin ortalamasi alinarak olusturulan standart egriden hesaplanan formiile gore

orneklerin protein konsantrasyonlari belirlendi.

Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi: Deneyimizde kullandigimiz  %10’luk
poliakrilamid jel resolving (ayristiric1) ve kuyucuklarin oldugu stacking (yiikleme)
jelinden meydana gelmektedir. Resolving (ayristirict) jel (%10); 3,85 mL ddH,0, 2,5
mL resolving (ayristirict) tampon, 3,5 mL Akrilamid/BisAkrilamid (29:08), 0,1 mL
%10 SDS (Sodyum dodesil siilfat), 0,1 mL %10 APS (Amonyum persiilfat) ve 10 pL
Temed igeren toplam 10 mL’lik soliisyondur. Stacking jel ise; 1,5 mL ddH,0, 0,625
mL Stacking tampon, 0,312 mL Akrilamid/BisAkrilamid (29:08), 25 uL %10 SDS,
25 uL %10 APS ve 2,5 pL Temed igermektedir. Stacking jel, iki cam arasindaki
resolving jel polimerize olduktan sonra {izerine kuyucuklarin oldugu alam
dolduracak kadar konuldu. Stacking jel polimerize olduktan sonra Onceden
yerlestirilmis olan tarak ¢ikarilarak yiikleme kuyucuklarinin olugmasi saglandi.

Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirilerek elektroforez agamasina gegildi.

Orneklerin Poliakrilamid Jelde Elektroforezi: Bradford yontemiyle protein
konsantrasyonlar1 belirlenen 6rneklerden 50’ser pg alinarak iizerine esit hacimde B-
merkaptoetanol igeren western blot yiikleme tamponu ilave edildi. Ornekler 5 dakika
kaynar suda bekletildi. Western blot i¢in 6zel iiretilmis pipet uclar1 araciligiyla tankta
hazirlanan poliakrilamid jele yiiklendi. Yiiklenen deney Ornekleri yiirlitme tamponu
icerisinde, stacking jelde 80 voltta, resolving jelde ise 120 voltta elektroforezi
saglandi (Bio Rad). Yiiriime sonunda PVDF membrana (Amersham cat# 10600023)

transfer agamasina gecildi.

Jelden PVDF Membrana Transfer: Poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler 3,75g
Glisin ve 7,25g TrisBase i¢eren 1 Lt transfer tamponu araciligiyla PVDF membrana
transfer edildi. Bunun i¢in tankin mevcut siingerleri transfer tamponuna 250 mL

ilave edildikten sonra 1slatildi. Transfer aparatinin siyah kismina siingerlerden biri
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yerlestirildi. Bunun {istline transfer tamponunda 1slatilmis transfer kagidi konuldu.
Poliakrilamid jel cam plakalar arasindan c¢ikarilarak {izerine hava kabarcig
kalmayacak sekilde yerlestirildi. Sonra, saf metanolde islatilmis PVDF membran
(Millipore IPVHO00010) je iizerine yerlestirildi. Bunun iistiine yine transfer
tamponunyla 1slatilmis whatman kagidi (Sigma Z691011) ve diger transfer siingeri
yerlestirilerek transfer aparati kapatildi, devaminda transfer tamponuyla dolu olan
transfer cihazina (BioRad) yerlestirildi. Orneklerin gece boyunca 40 voltta transfer

edilmesi saglandi.

PVDF Membramin immiinblotlanmasi: Transfer asamasinin devaminda ardindan
membran %1 BSA ve %0.1 Tween-20 igceren TBST tamponunda 2 saat siiresince
bloklandi. Bu bloklama tamponu igerisinde 1:1000 diliie edilen primer antikor
(Caspase-3 Bioss cat# bs-2593R; p53 Santacruz cat.# sc-393031; beta-Aktin Sigma
cat.# A1978) ile membran gece boyu 4°C’de isaretlendi. Primer antikor ile muamele
sonrasinda antikor uzaklastirildi ve membran %0.1 Tween-20 igeren TBST yikama
tamponunda 15’er dakika 2 defa yikandi. Sonrasinda, bloklama tamponunda
hazirlanmis 1:2000 diltie sekonder antikor (anti-mouse ProteinTech cat.# SA00001-
1; anti-rabbit Santrcruz cat.#sc-2357) ile 2 saat boyunca muamele edildi. Sekonder
antikorun uzaklastirilmasindan sonra membran yikama tamponu 15’er dakika 2 defa
yikandi. Yikama asamasinin ardindan membran, ECL reaktifi (Advansta, Sirius) ile
iist yiizeyi 1slatild1. Yaklagik 1 dakika beklendikten sonra ECL reaktifi membrandan
kurutma kagidina sizdirilmasi saglandi ve membran zarar gérmemesi i¢in naylon
dosya arasina alindi. Goriintiileme i¢in kemiliiminas’a duyarh film (Kodak 8116428)
kullanildi. Karanlik odada isaretlerin alinabilmesi i¢in film membranin {izerine
yerlestirilerek ortalama 5 dakika bekletildi. Sonrasinda film oOnce developer
sollisyonunda sinyaller goriilene kadar, sonrasinda fiksatif soliisyonunda banyo
edildi. Film banyosundan sonra elde edilen immiinblotlama verileri tarayici yardimi
ile dijital ortama fotograflar1 alindi. Imajlarda elde edilen sinyaller imageJ yazilini

(https://imagej.nih.gov) yardimu ile analiz edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Altin Nanopartikiillerin (AuNP) Biyosentezi

Altin nanopartikiiller Vitis vinifera (Uziim Cekirdegi) sulu ekstrakti
kullanilarak sentezlendi. Elde edilen iiziim ¢ekirdegi sulu ekstrakti agik pembe
renkli, HAuCly c¢ozeltisi agik sar1 renkliydi. 1 mM HAuCly ¢dzeltisine {iziim
cekirdegi ekstraktinin eklenmesini takiben karigim karanlikta bekletilerek, zamana
baglh renk degisim siireci takip edildi. Altin nanopartikiillerinin olusumunun bir

gostergesi olan sari-kirmizi renkten koyu kahverengiye dogru olusan renk degisimi

gozlendi (Sekil 4.1).
" " .

A
Vitis Vinifera (Vv) HAUCH Cozeltisi HAUC4 / Vv Ekstrakh Vv-AuNPs-I Vv-AuNPs-ll
Ekstrakh

Sekil 4.1. Uziim cekirdegi (Vitis vinifera) ekstrakti kullanilarak altin
nanopartikiillerin biyosentezi; (A) Vitis vinifera (Vv) ekstrakti, (B) HAuCl, ¢ozeltisi,
(C) HAuCly/Vitis vinifera ekstrakti, (D) Altin nanopartikiillerin ilk goriintiisii (Vv-
AuNP-I), (E) Altin nanopartikiillerin son goriintiisii (Vv-AuNP-II)

4.2. UV-VIS Spektrofotometre ile Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan AuNP’lerin 300-700 nanometre araliginda absorbsiyonlari, UV
visible spektrofotometre kullanilarak degerlendirildi. UV-vis 6l¢iimlerine gore altin
nanopartikiillerin  500-600 nanometre dalga boyu araliginda pik vermesi
beklenmektedir. Uziim cekirdegi ekstrakt: kullanilarak hazirlanan AuNP’ler igin 540
nm’de gii¢lii bir absorbans piki gozlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Altin nanopartikiillerin (Vv-AuNP) UV-vis spektrumu

4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Altin Nanopartikiillerin

Karakterizasyonu

Uziim ¢ekirdegi ekstrakt ile biyosentezlenmis altin nanopartikiillerin boyut
ve yiizey morfolojisinin goriintiilenebilmesi i¢in Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ile analizi gerceklestirildi. Yapilan goriintiileme sonucunda Vv-AuNP’lerin
genellikle kiiresel ve kiibik bir morfolojiye sahip ve 100 nm’den daha kiigiik
boyutlarda oldugu belirlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Vitis vinifera ile sentezlenmis altin nanopartikiillerin (Vv-AuNP) SEM
goruntist

4.4. HT-29 insan Kolon Kanseri Hiicrelerinde Altin Nanopartikiillerin (Vv-
AuNP) ve Gemsitabinle Birlikte Kullaniminin Doza Bagimh Sitotoksik Etkisi

Calismamizda, Vitis vinifera ile sentezlenmis altin nanopartikiillerin (Vv-
AuNP) farkli konsantrasyonlarda insan kolon kanseri hiicre hatti HT-29 hiicreleri
iizerinde in vitro sitotoksisitesi BrdU hiicre proliferasyon testi ile degerlendirildi.
HT-29 kolon kanseri hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (0-400pg/mL) hazirlanmig
Vv-AuNP’lerle ve 200 pug/ml sabit dozda Gemsitabin ile birlikte ile 72 saat boyunca
muamele edildi. Vv-AuNP ile muamele edilmemis HT-29 hiicreleri kontrol grubu
olarak kabul edildi. Sonuglar, li¢ bagimsiz deneyin ortalama+standart sapmasi olarak
ifade edildi. Kontrol hiicrelere gére muamele edilen hiicrelerin canlilik oranlarinin

istatistiksel anlamlilig1, Student t-testi kullanilarak belirlendi (*p<0,05).

Calismadan elde etmis oldugumuz sonuglar kontrole gore Vv-AuNP’lerin
HT-29 hiicrelerinde doza bagimli olarak hiicre canliligini azalttifint gosterdi.
Inkiibasyonun 72. saatinde Vv-AuNP’lerin 200 pg/ml ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre canliliginda %50’den fazla azalma goriildii. 200 pg/ml
dozunda goriilen bu azalma kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.000)

(Sekil 4.4). Kontrole gore 200 pg/ml sabit dozda Gemsitabin ile birlikte Vv-
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AuNP’lerin artan dozlarda kullaniminda, 25 pg/ml ve iizeri dozda Vv-AuNP
uygulandiginda hiicre canliliginda %50°den fazla azalma goriildi. 25 pg/ml dozda
goriilen hiicre canliligindaki bu azalma kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,000) (Sekil 4.5). Vv-AuNP’ler Gemsitabin ile birlikte kullanildiginda hiicre

canlilig1 iizerine kombine etkide artis goriildii.

Vv-AuNP
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(1]
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Kontrol 25 50 100 200 400

Konsantrasyon (LM)

Sekil 4.4. HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin hiicre canlilig1 iizerine altin

nanopartikiillerin (Vv-AuNP) doza bagimli sitotoksik etkisi.
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Sekil 4.5. HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin hiicre canlilig1 iizerine altin
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nanopartikiillerin (Vv-AuNP) Gemsitabin ile birlikte kullaniminin doza bagimh

sitotoksik etkisi.

BrdU Hiicre Proliferasyon Testi
120

100 T

HA

80

60

HH

40 Vv-AuNP
20 Vv-AuNP+Gem

% Hiicre Canhilik

|

Kontrol 25 50 100 200 400

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.6. HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde altin nanopartikiillerin (Vv-AuNP) tek
basina ve Gemsitabin ile kombibe uygulamalarinin hiicre canliligi lizerine etkilerinin
karsilastirilmast

4.5. HT-29 insan Kolon Kanseri Hiicrelerinde Altin Nanopartikiillerin (Vv-
AuNP) ve Gemsitabinle Birlikte Kullaniminin Apoptotik Etkisi

Apoptoz iligkili protein seviyelerinin belirlenmesi i¢in yapilan Western blot
deneyinde kaspaz-3 proteini i¢in sekil 4.7°deki jel goriintiileri elde edilmistir. Protein
seviyesinin karsilastirilmast i¢in referans olarak B-aktin kullanilmistir. Artan Vv-
AuNP dozlarina bagl kaspaz-3 aktivasyonunun kontrole kiyasla arttig1, Gemsitabin
ile kombine kullaniminin Kaspaz-3 protein ekspresyonu iizerindeki etkisini kontrole

kiyasla giiclendirdigi gézlenmistir.
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Sekil 4.7. Western blotla tespit edilmis f-aktin ve kaspaz-3 bantlarina ait goriintiiler

HT-29 hiicrelerinin Kaspaz-3
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Sekil 4.8. Vv-AuNP’in Kaspaz-3 protein ekspresyonu iizerindeki etkisi
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HT-29 hiicrelerinin Kaspaz-3

ekspresyonu
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Sekil 4.9. Vv-AuNP ve Gemsitabinin birlikte kullaniminin Kaspaz-3 protein
ekspresyonu tizerindeki etkisi

Rl



5. TARTISMA

Nanoteknoloji maddenin yapisinin, kullanigh ve 6zgiin 6zelliklere sahip yeni
malzeme ve cihazlar iiretmek ic¢in kontrol edilmesine yonelik gelismekte olan bir
grup teknolojiye verilen isimdir. Nanoteknoloji son yillarda endiistri, saglik ve tip
alanlari ile bilimsel arastirmalara yonelik uygulama alanlarinda kendisine énemli bir

kullanim alan1 bulmustur (Ramsden J, 2009).

Son yirmi yilda nanoteknolojinin hizla ilerlemesi ile nano tip yeni bir bilim
dali ve teknoloji alan1 olarak kanser hastaligina careler aramaya baslamistir. Son
yillarda ise farkli kanser hiicre hatti uygulamalarinin nanoteknoloji bilimi ile
birlesmesi neticesinde tiimdr hiicrelerini 6ldiiren, saglikli (normal) hiicrelere hasar
vermeyen nanopartikiillerle tretilen yeni nesil ilaglarla hedefe yonelik kanser
tedavilerinin gelistirilmesi amaclanmistir (Cai ve ark., 2008; Daglioglu ve ark.,

2018).

Ozellikle Altin nanopartikiiller (AuNP) kendilerine 6zgii kimyasal, fiziksel ve
nontoksik 6zellikleri nedeni ile kanser tedavisi ve goriintiilemesinde kullanimlarinin
aragtirtlmas1 yonlinden en yaygin c¢alisilan nanometallerden biridir. Altin
nanopartikiiller (AuNP); basit bir sekilde sentezlenmesi ile ylizey modifikasyonlari,
ayarlanabilir ¢ekirdek boyutu ve sekli, optik oOzellikleri nedeniyle goriintiileme
ajanlari, teranostik ajanlar ve ilag¢ tasiyicilar olarak bilimsel aragtirmalar da ilgi

odagidir (Kim ve Jon, 2012; Lu ve ark., 2012).

Altin nanopartikiillerin sentezi i¢in birbirinden g¢esitli birgok yontem
gelistirilmis ve gelistirilmeye devam etmektedir. Altin naopartikiillerin sentezi i¢in
birbirinden farkli fiziksel ve kimyasal metotlar kullanilmakta olup, bunlar hem
ekonomik degil hem de zararli kimyasallarin kullanimindan dolay1 ¢evreye zararlidir.
Altin nanopartikiillerin sentezlenmesinde bitkiler, bakteri, alg ve fungi kullanimina
dayali biyolojik sentez metotlari, fiziksel ve kimyasal metotlara gore ekonomik,

toksik olmayan ve ¢evreye zararsiz yontemlerdir (Rana ve ark., 2020).

Metal nanopartikiillerden olan Altin nanopartikiillerin ila¢ dagitim, teshis ve

tedavi uygulamalarindaki etkinlikleri baz alindiginda, altin nanopartikiillerin ¢ok
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kapsamli bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir. Bu nedenle biyomedikal
uygulamalarda benzersiz oOzelliklerinden faydalanilmasinin yaninda deneysel
caligmalarda altin  nanopartikiillerin  toksisitesinin ~ degerlendirilmesine  de
odaklanmuis, in vivo biyolojik dagilim ve in vitro toksisite {izerine yapilan ¢aligmalar
onem kazanmaya baslamigtir. Buna ragmen literatiirlerde, altin nanopartikiillerin
hiicrelerle olan etkilesimlerini yonlendiren molekiiler siiregler hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bu bilgi eksikligi diisiik sitotoksisiteye sahip, etkili teshis ve
tedavide kullanilabilecek nanomalzemelerin tasarimini engellemektedir. AuNP’ler
bazi1 calismalarda toksik bazi caligmalarda toksik olmayan partikiiller olarak
tamimlanmistir. Calismalar boyut, ylizey yiikii, agregasyon derecesi ve seklin
AuNP’lerin potansiyel toksisitesi ve stabilitesi ile ilgili temel parametreler oldugunu

gostermistir (Rossi ve Monticelli , 2016; Sufian ve ark., 2017).

Yapmis oldugumuz ¢alismada, Vitis vinifera (iiziim g¢ekirdegi) sulu ekstrakti
kullanilarak biyosentezi gerceklestirilen altin nanopartikiiller ve Gemsitabin ile
birlikte kullanilmasinin insan kolon kanseri hiicre hattit HT-29 iizerindeki sitotoksik

ve apoptototik etkisi ilk kez degerlendirilmistir.

Calismanmuzin ilk basamaginda altin nanopartikiiller Vitis vinifera (Uziim
Cekirdegi) sulu ekstrakti kullanilarak sentezlendi. Elde edilen iiziim ¢ekirdegi sulu
ekstrakti acik pembe renkli, glimiis nitrat sollisyonu acik sar1 renkliydi. 1 mM
HAuCly ¢ozeltisine iiziim c¢ekirdegi ekstraktinin eklenmesini takiben karigim
karanlikta bekletilerek, zamana bagli renk degisim siireci takip edildi. Altin
nanopartikiillerinin olusumunun bir gostergesi olan sari-kirmizi renkten koyu
kahverengiye dogru olusan renk degisimi gdzlendi. Altin nanopartikiillerinin yesil
sentezine yonelik yapilan benzer caligmalarda da altin nanopartikiillerin belirli
zaman araliklarinda renk degisikligi gosterdigi ortaya konulmustur (Baran ve Saydut,

2019; Umamaheswari ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2018).

Yapmis oldugumuz ¢aligmada hazirlanan Vv-AuNP’lerin 300-700 nanometre
araliginda absorbsiyonlari, UV visible spektrofotometre kullanilarak degerlendirildi.
UV-vis Olclimlerine gore altin nanopartikiillerin 500-600 nanometre dalga boyu
araliginda pik vermesi beklenmektedir. Uziim ¢ekirdegi ekstrakti kullanilarak

hazirlanan VV-AuNP’ler icin 540 nm’de giicli bir absorbans piki gozlendi.
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Biyosentez metodu uygulanan farkli altin nanopartikiil ¢aligmalarinin UV-vis
analizinde altin nanopartikiillerin 540 nm dalga boyunda gii¢lii bir pik verdigi

goriilmiistiir (Asariha ve ark., 2020; Islam ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2020).

Calismamizda Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile biyosentezi
gerceklestirilen altin nanopartikiillerin karakterizasyonu arastirildi. SEM analizi
sentezlenen nanomalzemenin boyutu ve morfolojik 6zelliklerinin aydinlatiimasinda
kullanilmaktadir (Umamaheswari ve ark., 2018). Uziim cekirdegi ekstrakt1 ile
biyosentezlenmis altin  nanopartikiillerin boyut ve yiizey morfolojisinin
goriintlilenebilmesi i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile analizi
gerceklestirildi. Yapilan gorlintileme sonucunda Vv-AuNP’lerin genellikle kiiresel
ve kiibik bir morfolojiye sahip ve 100 nm’den daha kii¢iik boyutlarda oldugu
belirlendi. SEM verilerine gore nanomalzemelerin 100 nm’nin altinda oldugu ve bu

sonucunda benzer ¢alismalarin sonuglariyla uyumlu oldugu goriilmiistiir (Baran ve

Saydut, 2019; Islam ve ark., 2019; Kumar ve ark., 2019).

Calismamizda, Vitis vinifera ile sentezlenmis altin nanopartikiillerin (Vv-
AuNP) farkli konsantrasyonlarda insan kolon kanseri HT-29 hiicre hatt1 hiicreleri
tizerinde in vitro sitotoksisitesi BrdU hiicre proliferasyon testi kullanilarak
degerlendirildi. HT-29 kolon kanseri hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (0-
400pg/mL) hazirlanmis Vv-AuNP’ler ile 72 saat siliresince muamele edildi. Vv-
AuNP ile muamele edilmemis HT-29 hiicreleri kontrol grubu olarak kabul edildi.
Calismadan elde etmis oldugumuz sonuglar dogrultusunda Vv-AuNP’lerin HT-29
hiicrelerinde doza bagimli bir sekilde hiicre canliligini yitirdigi gozlemlendi.
Inkiibasyonun 72. saatinde Vv-AuNP’lerin 200 pg/ml ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre canliliginda %50’den fazla azalma goriildii. 200 pg/ml
sabit dozda Gemsitabin ile birlikte Vv-AuNP’lerin artan dozlarda kullaniminda 25
pug/ml ve tizeri dozda kullanildiginda hiicre canliliginda %50°den fazla azalma
goriildii. Vv-AuNP’ler Gemsitabin ile birlikte kullanildiginda kontrole kiyasla
sitotoksisite lizerine kombine etkide artis goriildii. Altin nanopartikiillerinin
sitotoksisitesine iligkin literatiir degerlendirildiginde; bir ¢alismada, insan losemi
(HL-60) ve insan hepatoselliiler karsinoma (HepG2) hiicre hatlarinda 30, 50 ve 90

nm capinda AuNP’lerinin sitotoksisitesi, MTT yontemi kullanilarak incelenmistir.
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Elde edilen bulgular 1s18inda, AuNP’lerinin HL-60 hiicrelerinde sitotoksik etkisinde
nanopartikiil ¢api, konsantrasyonu ve maruziyet siiresinin belirleyici faktorler oldugu

goriisii dogrulanmistir (Mateo ve ark., 2014).

Bu bulgularin aksine, Vijayakumar ve Ganesan (2013) tarafindan yapilan bir
diger caligmada ise farkli nanopartikiil capina sahip altin nanopartikiillerin artan
dozlarda kullaniminda MCF7, PC-3 ve CHO22 hiicre hatlarinda sadece hafif bir
toksisite gosterdigi veya bazi durumlarda hi¢ toksisite gostermedigi sonucuna
varilmistir. (Vijayakumar ve Ganesan, 2013). Altin nanopartikiillerinin ii¢ farklh
hiicre hattinda toksisitesinin test edildigi bir diger calismada, sonuclar altin
nanopartikiillerin BHK21 ve HepG2 hiicrelerinde 30-120 nM doz araliklarinda
toksik olmamasina ragmen, AS549 hiicrelerinde toksik oldugu gosterilmistir

(Carnovale ve ark., 2016).

Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii (NIST) tarafindan sifir degerlikli
10, 30 ve 60 nm boyutlarinda steril altin nanopartikiiller gelistirilmistir. Bu
partikiillerin nanotoksikoloji ¢alismalarinda kullanilabilmeleri ig¢in toksikolojik
etkilerinin karakterize edilmesi amaci ile yapilan ¢aligmada altin nanopartikiiller
HepG2 hiicrelerinde DNA’daki oksidatif hasar potansiyelleri agisindan
degerlendirilmistir. Sitotoksisiteleri MTT deneyi ile degerlendirilmis ve oksidatif
DNA hasar1 incelenmistir. Sonugta, Au NP’lerin 0,2 pg/ml veya 2 pg/ml’den diigiik
dozlarda HepG2 hiicrelerinde ve DNA’da doza bagli oksidatif hasar olusturmadig,
hiicre 6liimiine ve serbest radikal {iretimine neden olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar
NIST altin nanopartikiillerin in vitro/ in vivo genotoksisite ¢aligsmalari i¢in kontrol

malzemeleri olarak kullanilabilecegini gostermistir (Nelson ve ark., 2013).

Calismamizda BrdU proliferasyon yontemiyle; HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin hiicre canliligl iizerine altin nanopartikiillerin (Vv-AuNP) ve altin
nanopartikiillerin (Vv-AuNP) Gemsitabin ile birlikte kullaniminin doza bagimh
sitotoksik etkisinin varlig1 ortaya konulmustur. Sitotoksisite calismalarinda, altin
nanopartikiillerin seklinin toksisite lizerinde etkileri de degerlendirilmis; bu konuda
yapilan bir ¢aligmada altin nanokiipler (AuNC) ve altin nano-oktahedralar (AuNO)
kullanilmistir. NP’lerin yiizeyi poli(akriloil-L(D)-valin (L(D)-PAV) ile kaplanmustir.
MTT sonuglar1 L- ve D-PAV-AuNC’ler ya da L- ve D-PAV-AuNO’larin
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konsantrasyona bagli (0,5 — 8 pM) sitotoksisiteye neden oldugunu gostermistir. § pM
konsantrasyonda L-PAV kapli altin nanopartikiiller ile, D-PAV kapli altin
nanopartikiillerden daha fazla sitotoksisite gozlenmis, hiicre canliliklarr sirasiyla
partikiil icermeyen kontrole (%100) gore 76% ve 87% olarak bulunmustur (Deng ve
ark., 2017). Bugiine kadar yapilan ¢alismalara baktigimizda Nanopartikiillerin bir
yandan sitotoksik, neoplastik, genotoksik etkilere, reaktif oksijen tiirleri iiretimine,
apoptoz ve nekroza sebep oldugunu ve dolayisiyla toksik olduklarini gosteren
calismalar mevcuttur (Akerlund ve ark., 2018; Hamzeh ve Sunahara, 2013; Uboldi
ve ark.,, 2016). Diger yandan yukarida sayilan etkileri anlamli bir diizeyde
artirmadig1 i¢in toksik olmadigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Chavez-Garcia

ve ark., 2018; Khare ve ark., 2011; Miller ve ark., 2010).

Gemsitabin, genis bir antitimor aktivitesi spektrumuna sahip, bilinen bir
sitotoksik ajandir. Bununla birlikte, ila¢ direnci, in vivo olarak verimsiz uygulanmasi
ve sistemik toksisitesi nedeni ile klinik kullanimi kisitlanmaktadir. Gemsitabinin
cesitli kemoterapoétik ilaglarla birlikte uygulanmasi, klinik diizeyde 6nemli etkiler ve
olumlu sonuglar gostermesi ile birlikte, hidrofilikten hidrofobiye, farmakokinetik,
toksisite ve diger ilaglarla birlikte uygulandiklarinda etki profillerindeki farklilik
nedeniyle yaygin bir sorun gozlenmistir. Kemoterapéotik ajanin kanser hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerini iyilestirmek icin on ilag olarak modifiye edilerek
kullanimi, ¢esitli nanotasiyicilara yiikleyerek kullanimi, nanopartikiillerle kombine
kullanim1 seklinde gesitli arastirmalar yapilmaktadir. Gemsitabinin, akciger epitel
kanseri hiicre hattt A549 hiicrelerine konjuge kitosan nanopartikiiller kullanilarak
nano formiilasyon yoluyla verildigi bir caligmada, 6nemli sitotoksisite ve serbest

Gemsitabin'den daha etkili hiicresel etkilesme gosterdigi bulunmustur (Wang ve ark.,
2017).

Gemsitabinin  glimiis nanopartikiillerle kombine kullaniminin insan
yumurtalik kanseri hiicre hatt1 A2780'de sinerjik sitotoksik etkilerinin arastirildig: bir
calismada GEM ve AgNP'lerin, hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu azaltarak, artan
LDH sizintisi ve ROS olusumunu indiikleyerek antikanser etkiler uyguladiklar
gosterilmistir (Yuan ve ark., 2017). Akasya sakizi (GA) kullanilarak hazirlanan altin

nanopartikiillerin Gemsitabin ile birlikte kullanildig1 sitotoksisite c¢alismalarinda,
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serbest GEM ile karsilastirildiginda, GEM-GA AuNP'lerin insan meme
adenokarsinomu (MDA-MB-231) hiicre hattinda daha fazla sitotoksisite gosterdigi
bulunmustur (Devi ve ark., 2020). Bu calismalar, bizim c¢aligmamizla paralel bir
sekilde kanser tedavilerinde kombinasyon bazli tedavi stratejilerinin gelistirilmesinin

faydali olacagini desteklemektedir.

Yapmis  oldugumuz  c¢aligmamizda, @ HT-29  hiicrelerinde  Altin
Nanopartikiillerin (Vv-AuNP) ve Gemsitabinle birlikte kullaniminin apoptotik etkisi
aragtirtlmigtir. Bu arastirma yapilirken; apoptoz iliskili protein seviyelerinin
belirlenmesi i¢in yapilan Western blot deneyinde kaspaz-3 proteini igin jel
goriintiileri elde edilmistir. Protein seviyesinin karsilastirilmasi i¢in referans olarak
B-aktin kullanilmistir. Artan Vv-AuNP dozlarma bagli kaspaz-3 aktivasyonunun
arttigl, Gemsitabin ile kombine kullanimin apoptotik etkinligi giiclendirdigi
gozlenmistir. Floresan etiketli karboksilat modifiye polistiren nanopartikiiller
kullanilarak yapilan bir calismada artan kaspaz 3 ve azalmis hiicre proliferasyonu ile
hiicre apoptozunu indiikleyebildigi ortaya konulmustur (Huang ve ark., 2015). Altin
nanopartikiillerinin kaspaz-3 yolagi {lizerinden hematopoietik kok hiicre iizerinde
yapilan calismada apoptik etkisi ortaya konulmustur (Khalilzadeh ve ark., 2016).
Polilaktik-ko-glikolik asit bazli nanopartikiilleri kullanilarak tiroid kanseri
hiicrelerinde , kaspaz-3 proteinine bagl olarak nanopartikiillerin apoptoz iizerindeki
etkinligini arttirdig1 anlagilmistir (Hu ve ark., 2019). Bu dogrultuda yapmis

oldugumuz ¢alismanin diger ¢aligmalar ile uyumlu oldugu anlagilmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kolon kanseri, goriilme sikligi bakimindan tiim kanserler arasinda meme,
prostat ve akciger kanserlerinden sonra 4.sirada yer almakta ve erkek ve kadinlarda
goriilen kanserlerin yaklasik %10-15" ini olusturmaktadir. Diinyada her yil yaklagik
I milyon yeni vaka teshis edilmekte ve kolon kanserine bagli 500.000 oliim
bildirilmektedir. Gemsitabin, genis bir antitiimor aktivitesi spektrumuna sahip oldugu
bilinen sitotoksik bir ajandir. Ila¢ direnci, in vivo olarak verimsiz uygulanmasi ve
sistemik toksisitesi klinik kullanimini kisitlamaktadir. Benzer nedenlerle kanser
tedavisinde var olan tedavi secenekleri yetersiz goriilmekte olup yeni tedavi
yontemleri arastirilmaktadir. Nanoteknolojinin kullanimi ile biyouyumlu antikanser
ajanlarin gelistirilmesi kanser tedavisindeki giincel yaklagimlardan biridir. Bizim
calisgmamizda ise son zamanlarda adin1 sik¢a duyuran yesil sentez altin

nanopartikiillere yer verilmistir.

Calismamizda, Vitis vinifera (liziim c¢ekirdegi) ekstrakti kullanilarak altin
nanopartikiillerin biyosentezi gerceklestirildi. Bu sayede altin nanopartikiillerin
biyosentezinde kullanilabilecek ¢evre dostu, uygun maliyetli ve oldukga basit yeni
bir yontem gelistirilmis oldu. Ayn1 zamanda, bu ¢alisma bir kolon kanseri hiicre hatti
olan HT-29 hiicrelerinde biyolojik olarak sentezlenen AuNP’lerin konsantrasyona

bagli olarak hiicre biiylimesini inhibe ettigini ortaya koydu.

Sonug olarak, altin nanopartikiiller bu calismada iiziim g¢ekirdegi ekstrakti
kullanilarak  basarili  bir  sekilde sentezlenmistir. Biyosentezlenen altin
nanopartikiillerin HT-29 kolon kanseri hiicrelerine karsi Gemsitabin ile birlikte
kullanilmasinin sitotoksik ve apoptotik etkiler sergiledigi gosterilmistir. Bu bulgulara
dayanarak biyosentezlenmis altin nanopartikiillerinin insan kolon kanseri tedavisi
icin umut vaat edici yeni bir terapdtik ajan oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak bu
caligmanin in vitro bir ¢alisma olmasi nedeniyle bulgularimizi desteklemek icin in
vivo kolon kanseri modellerinde denenmesi ve etki mekanizmasinin molekiiler

diizeyde ac¢iklanabilmesi i¢in daha ileri calismalarin gergeklestirilmesi gerekmektir.
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