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OZET

Vitis vinifera (iiziim ¢ekirdegi) ekstrakti kullanarak hazirlanan giimiis
nanopartikiillerin ve 5-Florourasil ile kombine kullaniminin kolon kanseri
hiicre hattinda apoptotik etkilerinin incelenmesi

Kolon kanserinin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi miidahale gibi klasik
yontemlerin yaninda, yenilik¢i tedavi yontemlerinden olan in vitro hedefe yonelik
nanoteknolojik yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Metal nanopartikiillerin
biyosentezi; toksik olmayan, ucuz ve biyouyumlu bir yontem olarak, kanser
tedavilerinde hedefe yonelik terapotik etkinlik elde etmek adina aragtirmacilar
tarafindan daha fazla ilgi gormektedir. Bu ¢alismada; antioksidan ve serbest radikal
temizleme aktivitesine sahip Vitis vinifera ekstrakti ile biyosentezlenen giimiis
nanopartikiillerin (Vv-AgNP) tek basina ve 5 Florourasil (5-FU) ile birlikte
kullaninminin  HT-29 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik ve apoptotik etkilerinin
degerlendirilmesi amaclanmustir. Vitis vinifera (lizim c¢ekirdegi) sulu ekstrakti
kullanilarak yesil sentezi gerceklestirilen glimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu
icin UV-goriiniir spektrofotometre (UV-vis) ve taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (0-20pg/mL) hazirlanmig Vv-AgNP’ler tek
basina ve 5-FU ile kombine edilerek, HT-29 hiicreleri ile 72 saat boyunca muamele
edilmistir. Sentezlenen Vv-AgNP’lerin ve 5-FU ile kombinasyonunun HT-29
hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri BrdU hiicre proliferasyon testi ile apoptoz iliskili
Kaspaz-3 protein seviyelerinin belirlenmesi ise Western blot yontemi ile
degerlendirilmistir. Artan konsantrasyona bagli olarak Vv-AgNP’lerin kontrol
grubuna kiyasla HT-29 hiicre hatt1 ilizerinde hiicre 6limiinii arttirdig1 gézlenmistir.
1.25 pg/ml dozda kullanilan Vv-AgNP’lerin 5-FU ile birlikte uygulanmasinda hiicre
canliliginda %50’den fazla azalma oldugu goriilmiistiir. Artan Vv-AuNP (5-10
pg/ml) dozlarinda Kaspaz-3 aktivasyonunun arttigi, kombine kullanimda apoptotik
etkinin daha belirgin oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada iiziim ¢ekirdegi ekstrakti ile
sentezlenmis Vv-AgNP’lerin 5-FU ile kombine kullaniminin kanser hiicreleri
tizerinde sitotoksik ve apoptotik etkinlikte sinerjistik bir etki olusturdugu ve kolon
kanseri tedavisi i¢in alternatif bir terapotik ajan olarak kullanilabilecegi in vitro
olarak gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera, Gumiis Nanopartikiil, 5 Florourasil, Kolon

Kanseri, HT-29 Hiicre Hatt1
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ABSTRACT

Investigation of the apoptotic effects of combined use of 5-Fluorouracil and
silver nanoparticles using Vitis vinifera extract (grape seed) in colon cancer cell
line

In the treatment of colon cancer, besides classical methods such as chemotherapy,
radiotherapy and surgical intervention, in vitro targeted nanotechnological methods,
which are one of the innovative treatment methods, have started to be developed.
Biosynthesis of metal nanoparticles; As a non-toxic, inexpensive and biocompatible
method, it attracts more attention from researchers to achieve targeted therapeutic
efficacy in cancer treatments. In this study; We aimed to evaluate the cytotoxic and
apoptotic effects of the use of silver nanoparticles (Vv-AgNP) biosynthesized with
Vitis vinifera extract, which has antioxidant and free radical scavenging activity,
alone or in combination with 5 Fluorouracil (5-FU) on HT-29 cell line. UV-visible
spectrophotometer (UV-vis) and scanning electron microscope (SEM) were used for
the characterization of green synthesis silver nanoparticles using the aqueous extract
of Vitis vinifera (grape seed). Vv-AgNPs prepared in different concentrations (0-
20pg / mL) were treated with HT-29 cells alone and combined with 5-FU for 72
hours. The cytotoxic effects of synthesized Vv-AgNPs and their combination with 5-
FU on HT-29 cells were evaluated by BrdU cell proliferation test and the
determination of apoptosis-related Caspase-3 protein levels by Western blot method.
Depending on the increasing concentration, it was observed that Vv-AgNPs
increased cell death on the HT-29 cell line compared to the control group. In the
combined application of Vv-AgNPs used at a dose of 1.25 pg / ml with 5-FU, it was
observed that there was a decrease in cell viability more than 50%. Caspase-3
activation was found to be increased in rising doses of Vv-AuNPs (5-10 pg / ml), and
apoptotic effect was more pronounced in combined use. In this study; It has been
shown in vitro that the combined use of Vv-AgNPs synthesized with grape seed
extract and 5-FU creates a synergistic effect in cytotoxic and apoptotic activity on
cancer cells and it can be used as an alternative therapeutic agent for colon cancer
treatment.

Keywords: Vitis vinifera, Silver Nanoparticles, 5 Fluorouracil, Colon Cancer, HT-29
cell line



1. GIRIS

Kanser, cesitli faktorler nedeniyle degisime ugramis hiicrelerin, kontrolsiiz
olarak ¢ogalip biiylimelerinin sonucu olusan bir hastalik olarak tanimlanmakta olup,
glinimiiziin en Onemli saglik problemlerinden biridir. Kanser tiirleri arasinda
ozellikle kolon kanseri, bat1 lilkelerinde yiiksek insidans ve mortalite gostermektedir.
Diinya Saghk Orgiitiiniin verilerine gore yilda 600.000’in iizerinde insan kolon
kanseri nedeniyle yasamini yitirmektedir. Kanser tedavilerinde tiimor hiicrelerinin
cevre dokuya minimum hasar vererek Oldiriilmesi hedeflenmektedir. Apoptoz
(programli  hiicre o6liimii) hiicrelerin inflamatuvar bir yanit olusturmadan
Oldiiriilmesini saglayan fizyolojik bir silirectir ve bu nedenle kanser tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Bayram, 2017; Ozkaya, 2009). Tiirkiye’de 2010
yilinda yapilan bir calisma sonucunda Kolon kanseri insidansi erkeklerde
20,7/100.000, kadinlarda ise 13,1/100.000’dir. Cinsiyete gore sahip olunan bu
oranlar ile kolon kanseri erkeklerde dordiincii sirada, kadinlarda ise ti¢iincii sirada en

yaygin goriilen kanser tiirleri olarak belirlenmistir (Cetin ve Sahin, 2020).

Kolon kanserinin tedavisi i¢in giiniimiizde hormon terapi, radyoterapi,
kemoterapi ve cerrahi yontemler gibi pek cok yontem kullanilmaktadir. Yogun
tarama ve gelistirilmis tedavi yontemleri kolon kanseri insidansini ve meme kanseri
ile iligkili mortalite oranin1 6nceki yillara oranla azaltmaya katki saglasa da halen
ciddi anlamda sag kalim oranini arttiramamaktadir. Ayn1 zamanda tedavi stliresince
Kolon kanserli hastalarin yasam kalitesinin arttirilmasi da ayr1 bir 6nem tagimaktadir.
Tiim bu nedenlerden dolay1 arastirmacilar kolon kanserinin tam1 ve tedavisinde

nanoteknolojinin kullanimin1 giindeme getirmistir.

Nanoteknoloji, 1-100 nm biytlkligindeki nanopartikiilerin {iretimi,
karakterizasyonu ve kullanimini kapsayan bir teknolojidir. Birgok teknolojik
gelisme, istenen oOzellikleri elde etmek igin oldukca ¢esitli organik ve inorganik
malzemeler kullanarak nanopartikiillerin tasarlanmasin1 ve karakterize edilmesini
miimkiin kilmaktadir (Albrecht ve ark., 2006). Bu baglamda kanser tedavisinde umut
verici varyantlardan biri glimiis nanopartikiillerdir. Son yillarda adini sik¢a duyuran

giimiis nanopartikiiller (AgNP), fiziksel ve kimyasal birtakim 6zelliklerinden dolay1



saglik alan1 basta olmak tizere oldukg¢a genis bir alanda kullanilabilmektedir. Giimiis
nanopartikiiller, fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilarak
sentezlenebilmektedir. Son yillarda gerek cevre dostu ve uygun maliyetli olusu
gerekse yiiksek miktarlarda kolayca sentezlenebilmesi gibi 6zellikleri sayesinde
diger yontemlere kiyasla yesil sentez (biyosentez) daha c¢ok tercih edilmektedir
(Thakkar ve ark., 2010). Kuppusamy ve ark. ‘in yesil biyosentez giimiis
nanopartikiiller ile yaptiklar1 in vitro kolon kanseri ¢alismasinda azalmis hiicre

canlilig1 ve artmis sitotoksik etki bulunmustur (Kuppusamy ve ark., 2016).



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

Uziim (Vitis vinifera), Vitaceae familyasina ait vitis cinsi sarilgan bir bitki
tiiriidiir ve tarihte kiiltiirii yapilan en eski meyve tiirline ait verilen isimdir. Tarihsel
olarak M.O. 5000 yilina kadar uzanan V. vinifera’nin anavatani, Anadolu’yu da
i¢ine alan Kiiciik Asya ve Kafkasya bolgesidir. Diger meyvelerle kiyaslandiginda en
fazla ceside sahip tiirlerden birisi olan V. vinifera’nin 10.000’in iizerinde ¢esidi
bulunmaktadir. Uziim bitkisinin yaprak, ¢icek, meyve ve tohumunun goriiniimii ve

bitkinin genel goriintimii Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Ampslidens

Fitis vinifera L

]

Sekil 2.1 Vitis vinifera (Uziim) Bitkisi (Thomas Schoepke,www.plant-pictures.de,
(2020))



Uziimiin neredeyse biitiin kisimlarinda bulunan fenolik bilesiklerin
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler gosterdigi diisiiniilmektedir (Ismail ve ark.,
2014). Meyve kabuklarinda antosiyaninler, pulpada hidroksisinamik asitler ve
tohumlarinda ise proantosiyanidinlerin yogunlagmis taneleri bulunmaktadir. Bunun
yan1 sira birgok stilbenoids ve Siyanidin-3-O-glukozit, Delfinidin-3-O-glukozit, Te
malvidin-3-O-glukozit, Petunidin-3-O-glukozit, Peonidin-3-O-glukozit gibi zengin
antosiyanin bilesikleri de icermektedir (Kamiloglu, 2007).

V.vinifera’nin; anti-aging, anti-oksidan, anti-kanser etkileri bilinmekle
birlikte kolera, ¢icek hastalifi, cilt ve goz enfeksiyonlari, bobrek ve karaciger

hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmaktadir (Marjan ve Hossein, 2009).

2.2. Vitis vinifera’nin Farmokolojik Etkileri

Tibbi bitkiler binlerce yildir ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek igin
kullanilmistir ve 19. yiizyildan itibaren bu bitkilerden izole edilen bir¢ok biyoaktif
saf bilesik ¢ok basarili ilaglar haline gelmistir (Beutler, 2009). Ayrica, glinlimiizde
dogal tiriinler yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesi i¢in 6nemli bir kaynaktir (Cragg ve

Newman, 2013).

Vitis vinifera (Uziim) bitkiside igerdigi birgok fenolik bilesik, stilbenoidler,
antosiyoninler ile resveratrol gibi fitoaleksinleri barindirmasi ile birtakim

farmakolojik aktivitelere sahiptir.

Resveratrol, basta {iziim olmak iizere bir¢ok bitki tiirlinde varolan dogal bir
fitoaleksindir.  Fitoaleksinler, bitkilerde Ultraviyole (UV) 1sim1, hasar ve
infeksiyonlara kars1 gelisen ikincil yapilardir. Resveratrol, bitkilerde 6zellikle yer
fistiginda, kirmizi liziimde ve ananasta yiiksek konsantrasyon da bulunan, siyah
lizlimiin soguk hava kosullar1 ve mantar enfeksiyonlar1 gibi etkenlere karsi kendini

korumak i¢in tirettigi bir maddedir (Kocatiirk ve Kavas, 2007; Baur, 2006).

Resveratrol, diger tiim fenolik bilesikler gibi, antioksidan aktiviteye sahiptir.

Bu sayede, reaktif oksijen tiirevleri temizlenerek, DNA hasarma engel olunur ve



hiicre membranindaki lipid peroksidasyonu 6nlenir (Pal ve ark., 2003).

Resveratrol anti-aging etkiye sahiptir ve bu sayede yaslanmay1 yavaslatici
hatta yasam siiresini uzatici etkisi oldugu distliniilmektedir. Bu etkiyi, insiilin
duyarhiligini arttirmasi, sirtuin geninin enzimatik aktivitesini arttirici etkisi (Pelin ve
ark., 2007; Plin, 2005), ayrica mitokondri sayisin1 arttirici etkisi ve antioksidan etkisi
ile gerceklestirmektedir. Inflamasyon karsiti etkisi ile doku hasar1 ve hiicresel

proliferasyonu baskilar ve bu sayede Cilt yapisini korur.

Ayrica prostat kanseri patogenezi lizerinde yapilan bir ¢alisma, resveratroliin
potansiyel olarak kanser niikslinii geciktirmek i¢in anti-kanser ajan olarakta

kullanilabilecegini gostermistir (Adi ve ark., 2017).

Yapilan klinik ve deneysel calismalar ile resveratroliin yiiksek viicut
agirhginin  diizenlenmesi, kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler hastalik, diyabet ve
kanserle baglantili siireclerde etkili oldugu gosterilmistir (Pelin ve ark., 2007;

Martin, 2004).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu ve bunlarin viicutta meydana
getirdigi hasar1 onlemek icin viicutta birgcok savunma mekanizmalar1 gelismistir,
Antioksidanlar da, oksidasyon {iriinlerini inhibe edebilen ve bunlarin meydana

getirdigi hasar1 6nlemede etkili olan bir savunma mekanizmasidir.

Son yapilan ¢alismalarda, serbest radikallerin birgok hastalikta en etkili
faktorlerden biri oldugunun tespit edilmesi, antioksidanlara yonelik ilgiyi oldukca
arttirmistir.  Antioksidanlar, hastaliklarin 6nlenmesinde ve insan sagliginin

korunmasinda biiyiik bir dneme sahiptir (Niki, 2010).

Vitis vinifera ekstrakti, antioksidan ve serbest radikal temizleme aktivitesine
sahiptir (Jayaprakasha ve ark., 2003). Vitis vinifera ekstraktinin neden oldugu
antikanser etkilerini bireysel bilesenlerinin etkileriyle karsilagtiran yeni bir
calismada, Vitis vinifera ekstraktinin, bireysel bilesen epigallocatechin,

prosiyanidinler ve bunlarin birlesmesine kiyasla biliyime inhibisyonunda daha gii¢lii



oldugunu buldu (Dinicola ve ark., 2016). Bir diger c¢alismada, yiiksek
konsantrasyonda bulunan resveratrol konsantrasyonunun (75-100 uM), HT-29 ve
SW-480 insan kolon kanseri hiicre hatlarinda p53 aktivasyonu yoluyla hiicre
proliferasyonunu baskiladigini ve apoptozu indiikledigini bildirmistir (Vanamala ve

ark., 2010).

Uziimde bulunan anti-oksidan 6zelliginin C vitamininden 30, E vitamininden
ise 50 kat daha fazla oldugu bilinmektedir (Lavanya ve ark., 2016). Gigli
antioksidan etkisi bilinen vitamin C, E ve ek olarak diger antioksidanlara kiyasla
liziim ¢ekirdegi ekstrakti, hiicrelerde meydana gelen oksidatif hasara kars1 dnemli

Olciide koruma saglamistir (Bagchi ve ark., 1998).

Sadece tek bir hastalig: tarif etmeyen ve 100°den fazla hastalik grubunu i¢ine
alan Kanser, viicudumuzun ¢esitli bolgelerindeki hiicrelerin, DNA hasarina baglh
kontrolsiiz ¢cogalmasi sonucu meydana gelen kotii huylu tiimorlere verilen genel bir
isimdir. Bir¢ok tipi olmasina ragmen, tamami DNA hasarma baglh hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasi ile baslamaktadir (Anand ve ark., 2008). Kanser hastaligini
tedavi etmek, diger organlara tasinmasini ve yayilmasini Onlemek ve timor
bliylimesini  yavaglatmak suretiyle kanser hastaliginin meydana getirdigi
rahatsizliklar1 ortadan kaldirmay:1 antikanser etki olarak tanmimlayabiliriz (Temel,

2015).

Yapilan bir ¢alismada, 8 farkl {iziim ¢esidinden etanol ve su kullanilarak
elde edilen oziitlerin antikanser aktivitesi kanser Huh7 karaciger hiicre hatti tizerinde
test edilmis ve sonucunda {iziim 6ziitlerinin kanser hiicrelerinin biiylimesi, %14 ile

%40 arasinda degisen oranlarda inhibe ettigi tespit edilmistir (Laila, 2019).

Diger bir calismada ise liziim tohum 6ziitlerinin kolon kanseri hiicre hatlari
tizerinde 6nemli oranda inhibisyon gosterdiklerini belirtmistir (Dinicola ve ark.,

2012).



2.3. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji kisaca, 1-100 nanometre biiyiikliigiindeki nano dSlgekli
pargaciklarin karakterizasyonu, iiretimi ve uygulamasini igerir. Bir nanometre (nm),

metrenin milyarda biri, ya da 10” katidir (Turgut ve ark, 2011).

Nanoteknolojinin ayrica molekiiler nanoteknoloji olarak da adlandirilan en
eski ve yaygin tanimi, makro dlgekli tiriinlerin imalati i¢in atomlarin ve molekiillerin

hassas kontroliiniin belirli bir amacin1 ifade etmektedir (Ciraci, 2004).

Nanoteknoloji terim olarak ilk kez 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan
kullanilmis, iinlii fizik¢i Richard Feynman tarafindan atomlarin direkt kontrolii
aracilifiyla bir sentez olasiligindan bahsettigi There's Plenty of Room at the Bottom
adli konusmas1 sirasinda nanoteknolojiyi besleyen ilk kavramlar tartisitlmistir

(Feynman, 1960).

1980 yillarinda nanoteknolojinin bir bilim dali olarak ortaya ¢ikmasi, teorik
ve kamu islerinin birlesmesiyle olmustur. Bu gelisme, nanoteknoloji i¢in ve
maddenin atomik diizeyde hassas kontroliine biraz daha dikkat g¢eken yiiksek
gorlniirlikliic deneysel calismalar icin kavramsal bir ¢ergeve gelistirmis ve

yayginlastirmisgtir.

20001 yillarin ortalarina dogru bu alana yonelik gelismeler ve bilimsel ilgi
artmaya basladi. Maddenin atomik diizeyde hassas kontrolii {izerine yogunlasan,
ayrica var olan ve tasarlanmis yontemler, amaglar ve uygulamalari da tartisan

nanoteknoloji, yol haritalar tiretmek i¢in birgok projeler ortaya ¢ikarilmistir.
2.3.1. Nanoteknolojinin Arastirma ve Uygulama Alanlar

Nanoteknolojinin alan1 oldukca genistir ve giderek daha da genislemektedir.
Giliniimilizde enerji, otomotiv, ingaat, kozmetik, malzeme bilimi ve elektronik gibi
alanlarda kullaniminin yaninda, tip alaninda da oldukc¢a c¢arpici gelismelere imkan

saglamaya baslamistir.



Nanoteknolojinin  aragtirma ve wuygulama alanlarma sektdrel bazda

baktigimizda Nanoteknoloji:

1. Tip Alaninda: Basta ilag tasima, biyogipler, implantlar, antimikrobiyoller, yerel
tan1 ve yerel teshis alanlarinda,

2. Enerji Sektoriinde: Giines pilleri, bataryalar, yakit pilleri, kapasitorler,

3. Otomotiv Sektoriinde: Lastikler, yapim malzemeleri, katalizorler, 6n camlar,
yakat pilleri,

4. Bilisim Teknolojileri: Veri depolama, ekranlar, lazer diotlar, fiberler,
5. Insaat Sektoriinde: Beton yalitim kaplama,
6. Kozmetik Sektoriinde: Giines kremleri, dudak boyalari, dis macunlari,

7. Askeri Alanda: Askeri elbiseler, detektorler, hissedebilen robot uzuvlar gibi alan
ve uygulamalar1 kapsamaktadir (Kirca ve Menceloglu, 2008; Bayindir, 2005).

2.3.2. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, c¢evresindeki araylizey tabakasi ile birlikte 1 ila 100
nanometre (nm) biiyiikliigiinde partikiillerdir. Arayiizey tabakasi, temel olarak
partikiillerin tiim &zelliklerini etkileyen, nano Olgekli maddenin ayrilmaz bir
parcasidir. Araylizey tabakasi tipik olarak iyonlardan, inorganik ve organik
molekiillerden olusur. Organik molekiil kaplamasi ise inorganik nanopargaciklar
stabilizatorler, kaplama ve yiizey molekiilleri veya pasiflize edici maddeler olarak

bilinir (Batista ve ark., 2015).
2.3.3. Nanopartikiillerin Sentezi

Nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan herhangi bir yontemin temel amaci,

istenilen materyalin boyutunun nanometre araligina (1-100 nm) getirilmesi ve



nanoparcacik 6zelliklere sahip olmasinin saglanmasidir. Buna gore, sentez yontemi,
bir ozelligin veya digerinin elde edilebilmesi i¢in bu araliktaki boyut kontroliinii

sergileyebilir nitelikte olmalidir.

Nanopartikiillerin sentezinde yesil sentez, asal gaz yogunlagma, hidrojen
rediiksiyon, alev sentezi, mekanik 6giitme, asindirma, kimyasal ¢okeltme yontemleri
ve iyon implantasyonu, piroliz ve hidrotermal sentez gibi cesitli yOntemler
kullanilmaktadir (Granqvist ve Buhrman, 1976; Hahn ve Averback, 1990; Wang ve
Bai, 2005; Hennes ve ark., 2014; Llamosa ve ark., 2014). Nanopartikiillerin
sentezinde kullanilan tiim yontemler, temel olarak asagidan yukar1 “Bottom Up” ve
yukaridan asagr “Top Down” olarak tanimlanan iki temel grup altinda

siiflandirilabilmektedir (Wolfgang, 2004).

Yukarindan asagiya prensibine dahil olan yontemlerin temelinde, malzemeye
disaridan mekaniksel ve/veya kimyasal islemler yoluyla enerji verilip sonrasinda
malzemeden nano boyutlarda partikiiller elde etmek yer almaktadir. Yukaridan
asagiya prensibi ile calisan sentez yontemlerine, mekanik 6glitme ve asindirma gibi
yontemler en genel 6rnek olarak verilebilir fakat klasik 6glitme islemlerinden ¢ok
daha fazla enerji tikketimine neden oldugu icin yliksek enerjili 6giitme veya yiiksek

hiz degirmenleri olarak da adlandirilmaktadir (Sergeev, 2013).

Asagidan yukariya prensibine dahil olan yontemlerin temelinde ise atomik
veya molekiiler boyuttaki yapilarin kimyasal reaksiyonlar ile biiyiitiilerek partikiil
olusumunun gergeklestirilmesi yer almaktadir. Nanokristalin metal ve alasimlarinin
direkt olarak asir1 doygun buhar fazindan {iretiminde kullanilan ve giinlimiizde
genellikle nano-boyutlu tozlarin sentezinde kullanilan eski bir yontem olan gaz
yogunlagtirma teknigi asagidan yukariya prensibiyle ¢aligmaktadir. Kimyasal buhar
kaplama, kimyasal buhar yogunlastirma, sol jel ve sprey piroliz yontemleri de bu

yaklasimin en ¢ok bilinen diger iiyeleridir (Stephan ve ark, 2003; Zaki, 2006).

Nanopartikiil sentezinde kullanilan yontemleri yukarida agiklanan kategoriler
haricinde fiziksel veya kimyasal temelli olarak iki ayr1 yaklagimla da siniflandirmak
miimkiindiir. Mekanik enerjinin kullanildig1 ve fiziksel 6zelliklerin 6n planda oldugu

yontemler fiziksel sentez, siire¢ igerisinde kimyasal reaksiyonlarmn yer aldigi



yontemler ise kimyasal sentez olarak siniflandirilabilmektedir (Wolfgang, 2004).

Nanopartikiillerin ¢zelti ortaminda sentezi igin fiziksel ve kimyasal olarak
yukarida da belirtildigi gibi ¢ok sayida klasik yontem uygulanmaktadir, fakat
Ozellikle son yillarda daha ucuz, g¢evre dostu, toksik etki yaratmayan biyolojik
yontemlerin yer aldigi “yesil nanoteknoloji” on plana ¢ikmakta ve biiylik ilgi

gormektedir (Bar ve ark., 2009).

2.4. Giimiis Nanopartikiiller

Boyutu 1 ila 100 nanometre arasinda olan glimiis nanopartikiiller, sik sik
'giimiis' olarak nitelendirilse de bazilari, bilyilik bir yiizey-kiitle giimiis atomu orani
nedeniyle biiylik bir oranda giimiis oksitten olusur. Yapilacak olan uygulamaya baglh
olarak c¢ok sayida nanopartikiil sekli olusturulabilir. Yaygin olarak kullanilan sekli
kiiresel giimiis nanopartikiillerdir. Ancak elmas, sekizgen ve ince tabakali giimiis

nanopartikiillerde popiilerdir (Graf ve ark., 2003).

Son derece genis yiizey alanlari, ¢cok sayida ligandin koordinasyonuna izin
verir. Tip tedavilerine wuygulanabilen giimiis nanoparcaciklarin o6zellikleri,
laboratuarda ve hayvan caligmalarinda incelenerek, potansiyel etkinlik, toksisite ve

maliyetler degerlendirilmektedir (Beykaya ve Caglar, 2016).

Glimiis nanopartikiilleri (AgNP), sahip oldugu antibakteriyel ve dezenfektan
ozellikler ve nanotip uygulamalarindaki basarili sonuglarindan dolayi, iizerinde
bircok caligmalarin yapildigi malzemelerden biri olup, giiniimiize kadar ise cesitli

yontemlerle tiretimleri yapilmis olan bir nanopartikiildiir (Duncan, 2011).

Hiicre zarindan kolaylikla gecebilmeleri sayesinde antibakteriyel, antiviriis,
antifungal ve antimikrobik 6zellikler tagidiklari i¢in saglik alaninda énemli bir yere
sahip olan glimiis nanopartikiiller, tip alaniyla birlikte tarim sektdriinden elektronik
sektoriine, gida sektoriinden ev aletlerine kadar bir¢ok cesitli kullanim alanlarina
sahiptir. En 6nemli etkisini ise tedavi amach kullanildig1 tip alani olugturmaktadir

(Altuner, 2014). Glimiis nanopartikiillerinin tasidigi antibakteriyel 6zelliginin diger
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materyallerin antibakteriyel 6zelliginden ayiran en 6nemli farki, bakterilerin zamanla
antimikrobiyal ajanlara kars1 gelistirebildikleri direnci giimiise kars1 gelistiremiyor
olmasidir. Bu niteligi ile glimiis uzun yillardir bilim insanlarinin ilgi alanina

girmektedir.

Tarihi siire¢ icerisinde kadim medeniyetler (Persler,Yunanlilar ve Romalilar),
giimiigiin antibakteriyel etkisinin oldugunu kesfettiklerinde, gidalarin1 giimiis
kaplarda muhafaza etmislerdir. Orta cagda on milyonlarca insanin 6liimiine yol agan
veba salgmlarinda, aristokratlarin yemek takimlarinda giimiis kullanmalarinin,

vebadan korunmalaria yardimci oldugu belirlenmistir (Altuner, 2014).

2.4.1. Giimiis Nanopartikiillerin Biyosentezi (Yesil sentez)

Nanopartikiillerin biyosentezi (yesil sentez), fiziksel ve kimyasal senteze
alternatif olarak nanopartikiill sentezinde kullanilan ve nanoteknoloji ile
biyoteknolojiyi birbirine baglayan bir yaklagimdir (Ahmat ve Sharma, 2012). Yesil
sentezde zehirli indirgeme ajanlar1 yerine; metal nanopargacik, metal oksit
nanoparcacik, manyetik nanoparcacik ve kuantum nokta sentezi gibi birtakim
yontemler kullanilarak yesil sentez yapilmaktadir. Glimiis, altin, paladyum, demir,
bakir, kursun, titanyum, lityum, ¢inko, seryum ve metal oksit nanopartikiilleri gibi
birgok metalden yesil sentez yontemiyle nanopartikiiller sentezlenebilmektedir (Ge

ve ark., 2014).

Mantarlar, bitkiler, biyolojik olarak pargalanabilen polimerler ve
mikroorganizmalar, nanopartikiillerin yesil sentezinde indirgeme, kaplama ve
dengeleyici ajanlarin kaynagi olarak kullanilabilmektedirler (Kharissova ve ark.,

2013).

AgNP'lerin yesil sentezi i¢in gereken temel malzeme, giimiis metal iyon
¢oOzeltisi ile indirgeyici bir biyolojik maddedir. Cogu durumda, hiicrelerde bulunan
indirgeyici ajanlar veya diger bilesenler, stabilize edici ve kapatma ajanlar1 olarak
islev gortir, bu nedenle disaridan kapatma ve stabilize edici ajanlarin ilave edilmesine

gerek yoktur (Sharma ve ark, 2009).
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Indirgeyici ajanlar biyolojik sistemlerde yaygin olarak dagilir. AgNP'ler, bes
canlt organizma smifindan dort canli organizma sinifina ait farkli organizmalar
kullanilarak sentezlenmistir ve buna Monera (ger¢ek cekirdegi olmayan prokaryotik
organizmalar), Protista (ger¢cek ¢ekirdekli tek hiicreli organizmalar), mantarlar
(6karyotik, saprofit / parazit), planta (6karyotik, ototroflar) ve hayvani (6karyotik,

heterotroflar 6rnek olarak gosterilebilir (Sharma ve ark, 2009).

AgNP’nin yesil sentezi i¢in kullanilan bitkiler arasinda Acalypha indica,
Rhododedendron dauricam, Allium sativum, Boswellia ovalifoliolata, Calotropis
procera, Camelia sinensis, Catharanthus roseus, Citrus sinensis peel, Memecylon
edule, Coleus aromaticus, Melia azedarach, Mentha piperit, Nelumbo nucifera,
Trachyspermum copticum, Syzygium cumini 6rnek olarak verilebilir (Kumar ve ark.,

2013).

2.5 Kolon Kanseri

Kolon kanseri veya kolorektal kanser, kalin bagirsak, rektum ve apandisiti
icine alan bolgede goriilen kontrolsiiz hiicre biliyiimelerini kapsamaktadir. Siklikla
kalin bagirsakta gelisen adenom poliplerden baslayan kolon kanseri, oliimle
sonuglanan vaka sayisina bakildiginda diinyada ikinci, yillik 1 milyonun iizerine yeni
vaka ile de diinyanin en yaygin goriilen ii¢lincii kanser tiiriidiir. Tiirkiye’de 2010 yili
verileri itibariyle Kolon kanseri insidansi erkeklerde 20,7/100.000, kadinlarda
13,1/100.000°dir. Cinsiyete gore sahip olunan bu oranlar ile Kolon kanseri
erkeklerde dordiincii, kadinlarda ise {igilincii sirada en yaygin goriilen kanser tiirleri
olarak belirlenmistir. Son yillarda diinya genelinde ve Tiirkiye’de saglik

harcamalarinda ¢ok ciddi artiglar meydana gelmistir (Rukiye ve Bayram, 2020).

Kalin bagirsak kanseri her yagta goriilebilmektedir lakin vakalarin % 90'indan
fazlasi, kirk yas ve iizerindedir. Kirk yasindan itibaren her on yilda risk yaklasik iki
katina g¢ikmaktadir. Ailesinde kalin bagirsak kanseri veya kalin bagirsak polipi
bulunan kisilerde ve {ilseratif kolit hastaligi olanlarda risk daha da artmaktadir

(Giovanucci, 2002).
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Kolon kanserlerinde sik¢a goriilen belirtiler arasinda, bosaltim sisteminde
ishal-kabizlik gibi degisikliklerin olmasi ve uzun siirmesi, digskilama sirasinda tam
bosalmadigr hissi, digkida kan goriilmesi ve/veya diski renginde koyulasma, karinda
siskinlik, kan tahlillerinde beklenmeyen anemi (kansizlik), kramp tarzinda agr1 veya
gaz sikayeti, agiklanamayan kilo kayb1 ve halsizlik ile ¢abuk yorulma gosterilebilir

(American Cancer Society, 2018).

Kolon kanseri tamisinda yukaridaki belirtilerin  goriilmesi durumunda
stiphelinir ve kesin tan1 i¢in kolonoskopi ile tiim barsak segmenti kamerali bir sistem
ile kontrol edilir. Siipheli bulgular, polip veya iilsere lezyonlardan alinan biyopsi ile

tan1 konulur (Simsek, 2019).

Kolon kanseri teshisi konulan bir kiside oncelikle ayrintili fiziki muayene ve
kan tahlillerini takiben radyolojik goriintiileme teknikleri (Tomografi, MRI veya PET
CT) ile hastaligin baska organlara yayilim gosterip gostermedigi (Metastaz)
saptanmalidir (Simsek, 2019).

Kolon kanserlerinin tedavisinde iki unsur ¢ok biiyiik 5nem arzetmektedir. ilki
kanserin evresi ikincisi ise kanserin yerlesim yeridir. Erken evre veya lokal ileri
kolon kanserlerinde tedavide ilk siray1 cerrahi yontem alir iken rektum kanserlerinde
ise genellikle neoadjuvan (ameliyattan 6nce) kemoterapi ile radyoterapi (Isin)
tedavisi verilerek tiimor kiicliltilmeye c¢alisilir ve sonrasinda hasta opere edilir.
Dordiincii evre olarak adlandirdigimiz metastatik durumdaki hastalarda ise sistemik
tedavi aslolan tedavi yontemidir. Kolon kanserlerinde uygulanan kemoterapotik
ajanlar ise oksaliplatin, irinotekan, florourasil bazli kombine tedaviler igermekte ve
daha ileri agamalarda regorafenib, trifluridine/tipiracil gibi ajanlar uygulanmaktadir.
Biyolojik ajanlar (Bevacizumab, Cetuksimab, Panitumumab gibi) ise siklikla

kemoterapilere eklenmektedir (Anonim, 2017).

Giliniimiizde kolon kanserinin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi
miidahale gibi klasik yontemler bulunmasinin yaninda, yeni tedavi yontemlerinden
olan hedeflendirilmis terapilerde (monoklonal antibodiler, anjiyogenez inhibitdrleri

kullanilarak gerceklestirilir) kullanilmaya baslanmistir (Albayrak ve ark., 2014).
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Kolon kanserlerinde etkin bir sekilde gerceklestirilebilecek hedeflendirilmis
terapi ve gen terapi c¢aligmalar1 Ozellikle p53 geni iizerinde yogun sekilde

stirdiiriilmektedir (Waldnar ve Neurath, 2010).

Bu gelismeler {imit verici olsada halen kolon kanserinde hastaligin
progronozunda en Onemli unsur hastalifin erken teshisi olup erken evre kolon
kanserinde 5 yillik yasam oran1 %70’ lerin iizerinde iken metastatik yani hastaligin 4.

evresinde bu oran %10’un altinda kalmaktadir (Diyarbakirlioglu ve ark., 2014).
2.6. HT-29 Hiicre Hatti

HT-29, biyolojik ve kanser aragtirmalarinda siklikla kullanilan bir insan
kolon kanseri hiicre hattidir. ilk basta 1964 yilinda Jorgen Fogh tarafindan 44
yasinda bir Kafkas kadinindan tiiretilen HT-29 hiicreleri, siki ve bir tek katmanl
olmast bakimindan ince bagirsaktaki enterositlere benzerlik gdstermektedir

(Martinez-Maqueda ve Miralles, 2015).

HT-29 hiicreleri p53 tiimdr antijenini oldukca fazla iiretmektedir fakat p53
geninin 273. pozisyonunda mutasyona sahiptir. Bu mutasyon sonucunda histidin ile
argininin yer degistirir. Hiicreler, suramin igeren ortamlarda yiiksek ekspresyonlu c-
myc oncojeni ile eslesmesi sonucu hizlica ¢ogalma gosterirler. Bununla birlikte, c-
myc oncojeni diizensizdir, ancak HT-29 hiicrelerinin biiyiime faktorii gereksinimleri

ile bir iliskisi muhtemeldir (Maria-Elizabeth ve ark., 1989).

HT-29 hiicre hattinin labaratuar ortaminda gercek kolon dokusunu simiile
etme yetenegi ve farklilasma kabiliyeti gibi 6zellikleriyle preklinik arastirmalarda ve
ozellikle epitelyal hiicre aragtirmalarinda kullanilmaktadir. Ayrica hiicre hattinda,
xenograftlar yoluyla kemirgen hayvanlar (fare, sican vb.) iizerinde in vivo olarakda

caligmalar yapilabilmektedir (Hirn ve ark., 1988).

HT-29 hiicreleri, hiicre kiiltiirii i¢indeki galaktoz tarafindan, glukoz ile yer
degistirmesiyle son olarak enterosit i¢inde farklilagir (Martinez-Maqueda D ve
Miralles B, 2015). Bu nedenle HT-29 hiicre ¢alismalari, forskolin, Kolsisin,

nocodazol ve taksoliin bir sonucu olarak indiiklenmis farklilagsmay:1 gostermistir
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(Cohen E, 1999) ve galaktoz aracili farklilagma ile de adherens baglantilarinin
giiclenmesine neden olmaktadir (Gout ve ark., 2004).

HT-29 hiicreleri, yaklasik dort giinliik bir iki katina ¢ikma siiresi ile biiyiime
faktorleri olmayan hiicre kiiltiiriinde cogalabilse de, iki kat daha fazla fetal serumu
verilmesi ile bu siire bir giine de diisiiriilebilmektedir (Maria-Elizabeth ve ark.,
1989). Ayrica HT-29 hiicreleri yiiksek glikoz tiiketimine sahiptir ve 25 mM glikoz ve
% 10 serum igeren standart ortamda farklilasmamis olarak kalabilmektedir

(Martinez-Maqueda ve Miralles, 2015).

2.7. 5-Flourourasil

Kemoterapik ilaclar, DNA-interaktif ajanlar, antitiibilin ajanlar, molekiiler
hedefli ajanlar, monoklonal antikorlar, hormonlar, antimetabolitler gibi etki
mekanizmalarina gore siniflandirilmaktadir (Nussbaumer, 2011). 5-Florourasil,
kemoterapide kolorektal kanserler basta olmak iizere ¢esitli timorlerin tedavisinde
kullanilan bir urasil analogudur (Longley ve ark., 2003). Genellikle intravendz bolus
olarak ya da devamli infiizyonlar halinde uygulanmaktadir. Devamli infiizyonlar
halinde verilmesi ile daha verimli sonuglar goriilmekte ve daha az toksik etki
gostermektedir (Isanbor ve O’Hagan, 2006; Nussbaumer, 2011; Schoffski, 2004).
Kanser tedavisinde kullanilan bu ajanin in vivo olarak {tiretilen aktif formu bahsedilen
tiridin 5'- fosfat formudur. 5- Florourasil (5-FU), hiicre dongiisiiniin S fazini inhibe
ederek DNA sentezi engelleyen ve hiicre 6liimiinii tetikleyen, fluoropirimidin formda

bir antimetabolit kemoterapi ilacidir.

5-Flourourasil tek basina veya kemoterapdtik ajanlarla birlikte olarak kolon,
karaciger, pankreas, yumurtalik, meme ve beyin gibi pek cok kanser tiiriine karsi
yaygin olarak kullanilmaktadir (Longley ve ark., 2003). 5-FU, kolorektal kanser
tedavisinin temel kemoterapi ajanidir, ancak toplam sagkalim oran1 kemoterapi alan
kisilerde yaklasik % 20 civarindadir. Bununla birlikte, 5-FU’nun tiimore karsi
seciciligi diisiiktiir ve terapotik dozda kullanildiginda 6zellikle kemik iligi,
gastrointestinal sistem ve deri i¢in oldukga toksik aktiviteye neden olur (Gusella ve

ark., 2009).
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Kanserin tiim evrelerinde ¢ok hedefli olmalari, tedaviye destek olmalari,
toksik etkiye sahip olmamalari, kolay kullanilabilir ve ulasilabilir olmalar1 ile
genellikle ilaglarla sinerjik etki gostermeleri bakimindan dogal terapotikler ¢ok

onemli yer tutmaktadir (Wani ve ark., 2016).

Yapilan bir ¢alismada premetrexed disodium (MTA)'nin 5-Flourourasil ile
kombinasyonunun HT29 hiicre tiimoérlerini tagiyan atimik antitiimor etkilerine ve
minimal toksisiteye yol ag¢tigi gorilmiistiir (Eric, 2002). Yine antibakeriyal,
antioksidan ve antifungal etkileri bilinen Pistacia eurycarpa bitkisi ile 5-FU
kombinasyonunun HT-29 Kolon kanser hiicre hattindaki etkinliginin incelendigi bir
calismada HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicrelerinin canliliinin azalmasi ve
apoptoza yonelmesinde kombine kullanimin, 5-FU’nun tek basina uygulanmasina
gore daha etkili olmustur. Ayrica, calismada kullanilan bitki ekstraktlar1 tek baslarina
uygulandiklarinda, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicrelerinin canliligt ve
apoptoza yonelmesinde ¢ok dnemli etkilere sahip olduklari belirlenmistir (Erdogan

ve ark., 2019).

Yine antioksidan ve antihelmintik aktivitesi olan bir izoflavon olan genistein
ile 5-FU kombinasyonunun, HT-29 kolon kanser hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik
aktivitesinin incelendigi bir arastirmada kolon kanserlerinde yeni bir kemoterapdtik

etki sergiledigini gostermektedir (Jin-Taek ve ark., 2005).

Bu yiizden, 5-FU ile birlikte bitkisel kaynakli bilesenlerin kombinasyonu,
toksisite ve yan etkilerin azaltilmasina ve sagkalimi arttirmaya katkida bulunabilir

(Erdogan ve ark., 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Vitis vinifera (Uziim Cekirdegi) Ekstraktinin Hazirlanmasi

Kurutulmus tliziim ¢ekirdegi temin edilerek 1 gr olacak sekilde tartildi.
Tartilan liziim ¢ekirdegi havanda doviilerek toz haline getirildi.

Toz halindeki {liziim c¢ekirdegine 100 ml distile su (dH,O) eklenerek
karigtirildi.

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

Soguduktan sonra elde edilen ekstrakt whatmann 41 filtre kagidindan siiziildi

ve iizlim ¢ekirdegi sulu ekstrakt1 elde edildi.

3.2. Giimiis Nanopartikiillerin (Vv-AgNP) Sentezi

SmM Gumiis Nitrat Cozeltisi:

0,085 gr. AgNO; (Chembio) tartildi ve 100 ml dH,O’da ¢6zdiiriildi.

Hazirlanan SmM AgNO; cozeltisinden 95 ml alinarak 5 ml Vitis vinifera
(liziim ¢ekirdegi) ekstrakti ile karistirildi.
Karisim mikrodalga firinda 1 dakika (1200 W, 50 Hz) kaynatildi.

3.3. Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenmis glimiis nanopartikiillerin UV-vis spektrumlart Shimadzu UV-
1801 UV-VIS spektrofotometre kullanilarak izlendi. AgNP soliisyonunun
spektrumu 300-700 nm dalga boyu araliginda absorbans taramasi yapildi.

Elde edilen AgNP’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.
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3.4. Hiicre Kiiltiirii

Calismada ticari olarak satin alinan insan kolon kanseri hiicreleri (HT-29)
hiicre hatti 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) (PAN-biotech) besiyeri
icinde monolayer kiiltiirler olarak % 5 COy’lik atmosfer ve 37°C’lik inkiibatorde
cogaltildi.

3.4.1. Hiicrelerin Ekimi ve FBS ile Muamelesi

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

e 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
gergeklestirildi.

e Hiicreler %10 FBS igeren DMEM besi ortami igerisinde 37°C sicaklik ve %5
COy’ 1i %95 nemli kiiltiir ortamina alinarak ve gece boyu inkiibe edildi.

e HT-29 hiicreleri biyosentez ile olusturulmus giimiis nanopartikiiller (Vv-
AgNP) ile artan dozlarda (0-20 pg/mL) muamele edildi.

e Muamele edilmeyen HT-29 kanser hiicreleri ise kontrol grubu olarak
kullanildi.

e Inkiibasyonu takiben 72. saatte sitotoksisite degerlendirmesi icin BrdU

protokolii uygulandi.

3.5. BrdU Hiicre Proliferasyon Deneyi

Kiiltiire edilen HT-29 hiicreleri BrdU hiicre proliferasyon deneyinin bir giin
oncesinde 96-kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplaria 5.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekildi. Ertesi gilin, kuyucuklarda tutunan hiicrelerin besiyerleri aspire edildikten
sonra, kontrol grubu %5 PBS iceren DMEM besiyeri ve test ornekleri ise 1.25, 2.5,
5,10 ve 20 uM Vv-AgNP’ler iceren besiyeri ile muamele edildi. Ikinci bir deney seti
olarak her test kuyucugu Vv-AgNP’ler ile birlikte 200’er uM 5 Fluorourasil (5-FU)
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ile muamele edildi. Her deney 6rnegi 100°er ulL/kuyucuk hacimde 3’lii tekrar olacak
sekilde calisilmis 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 {lizerine final konsantrasyonu 1X
olacak sekilde 10 puL kit iceriginde mevcut olan BrdU (10X) soliisyonu ile 4 saat
boyunca 37 °C Kkiiltiir sicakliginda muamele edildi. Sonrasinda, kuyucuklarin
besiyerleri tamamen aspire edildikten sonra drnekler tizerine 100 pnL/kuyucuk olacak
sekilde kitin Fixing/Denaturating soliisyonu ilave edilerek oda sicakliginda 30 dakika
bekletildi. Siire sonunda bu soliisyon uzaklastirilarak 6rnekler 100 pL/kuyucuk 1X
BrdU Detection Antibody soliisyonu ile oda sicaklifinda 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 pL/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 6lgiim i¢in her kuyucuga 100 uL TMB
substrati ilave edildi. Yaklasik 30 dakika igerisinde renk degisimi gozlemlendiginde
TMB substrati iceren 6rnekler lizerine1 00 uL/kuyucuk stop soliisyonu ilave edilerek
450 nm dalga boyunda spektrofotometrik ol¢iim yapildi. Elde edilen optik dansite
(OD) verileri excel programi kullanilarak analiz edildi ve konsantrasyona bagli hiicre

proliferasyon grafigi ¢izildi.

3.6. Western Blot Deneyi

Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmasi: Petri kiiltiir kaplarinda 72 saat boyunca Vv-
AgNP ve Vv-AgNP+5FU ile muamelesi yapilan HT-29 hiicrelerinin besi ortami
uzaklagtirilarak, hiicreler 10 mL soguk steril 1XPBS ile iki defa yikandi. 1XPBS
sollisyonu da uzaklastirilarak tizerine 1 mL proteinaz inhibitér kokteyli (Roche cat#
11 836 145 001) RIPA tamponu (Sigma cat# 0278) hiicrelerin lizerine konarak
hiicreler hiicre kaziyicisi yardimi (Falcon cat# 353085) ile ve steril 1,5 mL’lik
ependorf tiipiine topland1. Ornekler buzda 15 dakika bekletildikten sonra 1 dakika
boyunca vortekslendi ve 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant lizat steril bir
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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 (BioRad 500-0006) reaktifi kullanilarak Bovin Serum Albumin (BSA)
standartina kars1 gerceklestirildi. Onceden hazirlannmus stok BSA (10mg/mL)
sollisyonundan 1:10 diliisyonla 1pg/uL olacak sekilde ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
Standart egrinin cizilebilmesi amaciyla BSA soliisyonundan {iglii 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 {liger 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 (ayristirici) jel (%10); 3,85 mL ddH,O0, 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 iceren toplam 10 mL’lik soliisyondur. Stacking jel ise; 1,5 mL ddH20, 0,625
mL Stacking tampon, 0,312 mL Akrilamid/BisAkrilamid (29:08), 25 uL %10 SDS,
25 pL %10 APS ve 2,5 pL Temed igermektedir. Stacking jel, iki cam arasindaki
resolving jel polimerize olduktan sonra {iizerine kuyucuklarin oldugu alani
dolduracak kadar konuldu. Stacking jel polimerize olduktan sonra Onceden
yerlestirilmis olan tarak c¢ikarilarak yilikleme kuyucuklarinin olusmast saglandi.

Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirilerek elektroforez asamasina gecildi.

Orneklerin Poliakrilamid Jelde Elektroforezi: Bradford yontemiyle protein
konsantrasyonlar1 belirlenen 6rneklerden 50°ser pg alinarak iizerine esit hacimde [3-
merkaptoetanol igeren western blot yiikleme tamponu ilave edildi. Ornekler 5 dakika
kaynar suda bekletildi. Western blot igin 6zel iiretilmis pipet uglari araciligryla tankta
hazirlanan poliakrilamid jele yliklendi. Yiiklenen deney ornekleri yliriitme tamponu

igerisinde, stacking jelde 80 voltta, resolving jelde ise 120 voltta elektroforezi
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saglandi (Bio Rad). Yiirlime sonunda PVDF membrana (Amersham cat# 10600023)

transfer asamasina gecildi.

Jelden PVDF Membrana Transfer: Poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler 3,75g
Glisin ve 7,25g TrisBase igeren 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
yerlestirildi. Bunun {istiine transfer tamponunda islatilmis transfer kagidi konuldu.
Poliakrilamid jel cam plakalar arasindan ¢ikarilarak iizerine hava kabarcigi
kalmayacak sekilde yerlestirildi. Sonra, saf metanolde islatilmis PVDF membran
(Millipore IPVHO00010) je iizerine yerlestirildi. Bunun {istiine yine transfer
tamponunyla 1slatilmis whatman kagidi (Sigma Z691011) ve diger transfer slingeri
yerlestirilerek transfer aparati kapatildi, devaminda transfer tamponuyla dolu olan
transfer cihazina (BioRad) yerlestirildi. Orneklerin gece boyunca 40 voltta transfer

edilmesi saglandi.

PVDF Membranin immiinblotlanmasi: Transfer asamasimim devaminda ardindan
membran %1 BSA ve %0.1 Tween-20 iceren 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
hazirlanmig 1:2000 diliie 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
ist yiizeyi 1slatildi. Yaklasik 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 duyarlh film (Kodak 8116428)
kullanildi. Karanlik odada isaretlerin alinabilmesi i¢in film membranin {izerine
yerlestirilerek ortalama 5 dakika bekletildi. Sonrasinda film 6nce developer

soliisyonunda sinyaller goriilene kadar, sonrasinda fiksatif soliisyonunda banyo
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edildi. Film banyosundan sonra elde edilen immiinblotlama verileri tarayict yardimi
ile dijital ortama fotograflar1 alindi. Imajlarda elde edilen sinyaller imageJ yazilimi

(https://imagej.nih.gov) yardim ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Giimiis Nanopartikiillerin Biyosentezi (Vv-AgNP)

Glmiis nanopartikiiller Vitis vinifera (liziim ¢ekirdegi) sulu ekstrakti
kullanilarak sentezlendi. Elde edilen {iziim ¢ekirdegi ekstrakti agik pembe renkli,
glimiis nitrat soliisyonu renksizdi. 5 mM giimiis nitrat soliisyonuna iiziim ¢ekirdegi
ekstraktinin eklenmesi ve 1sitma islemini takiben renk degisim siireci takip edildi.
Glimiis nanopartikiillerinin olusumunun bir gostergesi olan acgik pembe renkten

kahverengiye dogru olusan renk degisimi gézlendi (Sekil 4.1).

Vitis Vinifera|Uziim AgNDs Vitis Viniferafvv)
gekirdegi) Ekstrakti

Sekil 4.1 Uziim c¢ekirdegi (Vitis vinifera) ekstrakti kullanilarak altin
nanopartikiillerin biyosentezi; (A) Vitis vinifera (Vv) ekstrakti, (B) HAuCly ¢ozeltisi,
(C) HAuCly/Vitis vinifera ekstrakti, (D) AgNOs/Vitis vinifera Ekstrakti.

4.2. UV VIS Spektrofotometre ile Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan AgNP’lerin 300-700 nanometre araliginda absorbsiyon taramasi,
UV visible spektrofotometre kullanilarak degerlendirildi. UV vis dlgiimlerine gore
giimiis nanopartikiillerin 400-500 nanometre dalga boyu araliginda pik vermesi
beklenmektedir. Vitis vinifera ekstrakti kullanilarak hazirlanan AgNP’ler i¢in 454
nm’de gii¢lii bir absorbans piki gozlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Gilimiis nanopartikiillerin (Vv-AgNP) UV-vis absorbans ile
karakterizasyonu.

4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Giimiis Nanopartikiillerin

Karakterizasyonu

Vitis vinifera ekstrakti ile biyosentezi gergeklestirilen giimiis nanopartikiillerin
boyut ve vyiizey morfolojisinin goriintiilenebilmesi i¢in Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ile analizi gergeklestirildi. Yapilan goriintiilleme sonucunda Vv-
AgNP’lerin genellikle 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 giimiis nanopartikiillerin (Vv-AgNP) SEM

goruntiisu

4.4. HT-29 insan Kolon Kanseri Hiicrelerinde Giimiis Nanopartikiillerin (Vv-

AgNP) ve 5 Florourasil ile Birlikte Kullaniminin Doza Bagimh Sitotoksik Etkisi

Calismamizda, Vitis vinifera ile sentezlenmis giimiis nanopartikiillerin (Vv-
AgNP) farkli konsantrasyonlarda insan kolon kanseri hiicre hatt1 HT-29 hiicreleri
iizerinde in vitro sitotoksisitesi BrdU hiicre proliferasyon testi ile degerlendirildi.
HT-29 kolon kanseri hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (0-20pug/mL) hazirlanmis
Vv-AgNP’lerle ve 200 pg/ml sabit dozda 5 Florourasil (5-FU) ile birlikte ile 72 saat
boyunca muamele edildi. Vv-AgNP ile muamele edilmemis HT-29 hiicreleri kontrol
grubu olarak kabul edildi. Sonuglar, ii¢ bagimsiz deneyin ortalama+standart sapmasi

olarak ifade edildi.
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Kontrol hiicrelere gore muamele edilen hiicrelerin canlilik oranlarinin

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

Calismadan elde etmis oldugumuz sonuglar kontrole gore Vv-AgNP’lerin
HT-29 hiicrelerinde doza bagimli olarak hiicre canliligimi azalttigim1 gosterdi.
Inkiibasyonun 72. saatinde Vv-AgNP’lerin 10 pg/ml konsantrasyonda hiicre
canliliginda %50°den fazla azalma goriildii. 10 pg/ml dozunda goriilen bu azalma
kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.000) (Sekil 4.4). Kontrole gore
200 pg/ml sabit dozda 5-FU ile birlikte Vv-AgNP’lerin artan dozlarda kullaniminda,
1.25 pg/ml dozda Vv-AgNP uygulandiginda hiicre canliliginda %50’den fazla
azalma goriildii. 1.25 pg/ml dozda goriilen hiicre canliligindaki bu azalma kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001) (Sekil 4.5). Vv-AgNP’ler 5-FU ile

birlikte kullanildiginda hiicre canlilig1 lizerine kombine etkide artis goriildii.

Vv-AgNP
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Sekil 4.4 HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin hiicre canlilii iizerine glimiis

nanopartikiillerin (Vv-AgNP) doza bagimli sitotoksik etkisi.

26



Vv-AgNP + 5FU (200uM)
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Sekil 4.5 HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin hiicre canlilig1 iizerine glimiis
nanopartikiillerin (Vv-AgNP) 5 Florourasil ile birlikte kullaniminin doza bagiml
sitotoksik etkisi.

BrdU Hiicre Proliferasyon Testi
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Sekil 4.6 HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde giimiis nanopartikiillerin (Vv-AgNP) tek
basina ve 5 Florourasil ile kombibe uygulamalarinin hiicre canliligi {izerine
etkilerinin karsilastirilmasi
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4.5 HT-29 Insan Kolon Kanseri Hiicrelerinde Giimiis Nanopartikiillerin (Vv-

AgNP) ve 5 Florourasil ile 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 karsilastirilmasi i¢in referans olarak [B-aktin kullanilmistir. Artan Vv-
AgNP dozlarina bagli kaspaz-3 aktivasyonunun kontrole kiyasla arttigi, 5 Florourasil

ile kombine kullaniminin Kaspaz-3 protein ekspresyonu tizerindeki etkisini kontrole

kiyasla giiclendirdigi gozlenmistir.
5'FU (200 uM)
cC 5 10 C 5 10 (uMAgNP)

Caspase-3 . | .
Cleaved Caspase-3
R

Sekil 4.7 Western blotla tespit edilmis B-aktin ve kaspaz-3 bantlarina ait goriintiiler
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HT-29 hiicrelerinin Kaspaz-3
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Sekil 4.8 Vv-AgNP’in Kaspaz-3 protein ekspresyonu tizerindeki etkisi

HT-29 hiicrelerinin Kaspaz-3
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Sekil 4.9 Vv-AgNP ve 5 Florourasil (5-FU) kombine kullaniminin Kaspaz-3 protein
ekspresyonu tizerindeki etkisi
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5. TARTISMA

Nanoteknoloji terimini, atom ve molekiillerin bir araya getirilmesi ile
nanometre dlgeklerde islevsel yapilarm olusturulmasi seklinde 6zetleyebiliriz. Insan
sag telinin kalinliginin yaklasik olarak 100.000 nanometre oldugu ve kullanilabilir bir
nanoyapinin  biiyiikliigiintin ise 1-100 nanometre oldugu dikkate alinirsa
nanoteknolojinin ugras alaninin atomlar ve molekiiller diizeyinde oldugu net bir

sekilde goriiliir (Albrecht ve ark., 2006).

Nanoteknolojinin ugras alan1 oldukg¢a genistir ve zamanlada genislemektedir.
Giliniimiizde fizik, kimya, biyoloji, bilgisayar, malzeme bilimi, elektronik gibi
alanlarda kullaniminin yaninda, basta ila¢ tasima, biyogipler, implantlar,
antimikrobiyoller, yerel tan1 ve teshis yontemleri gibi c¢alismalarin yer aldigi tip
alaninda da oldukca carpici gelismelere imkan saglamaya baglamistir (Kirca ve

Menceloglu, 2008; Bayindir, 2005).

Son yillarda ise farkli kanser tiirlerinde hiicre hatti uygulamalarinin
nanoteknoloji alani ile birlesmesini takiben tiimor hiicrelerini dldiiren, saglikli
(normal) hiicrelere hasar vermeyen nanopartikiillerle iiretilen yeni nesil ilaglarla
hedefe yonelik kanser tedavilerinin gelistirilmesi amaclanmistir. Bu amaca yonelik
olarak boyutu 100 nanometre (nm) altinda olan glimiis ve altin gibi bazi
nanopartikiiller, enzimler, reseptorler ve antikorlar gibi biiylik biyolojik molekiillerle
kiyaslandiginda hem hiicrelerin yilizeyinde hem de hiicre i¢lerinde biyomolekiillerle
ender goriilen etkilesimler sunarak kanser teshisinde ve tedavisinde devrim

yaratabilecegi diistiniilmektedir (Cai ve ark., 2008; Daglioglu ve ark., 2018).

Vitis vinifera (Uziim) bitkisi icerdigi birgok fenolik bilesik, stilbenoidler,
antosiyoninler 1ile resveratrol gibi fitoaleksinleri barindirmasi ile birtakim
farmakolojik aktivitelere sahiptir. Yapilan ¢alismalarda, Vitis vinifera ekstraktinin,
antioksidan ve serbest radikal temizleme aktivitesi (Jayaprakasha ve ark., 2003),
bireysel bilesen epigallocatechin, prosiyanidinler ve bunlarin birlesmesine kiyasla
bliylime inhibisyonunda daha gii¢lii oldugu (Dinicola ve ark., 2016) ve yiiksek

konsantrasyonda bulunan resveratrol konsantrasyonunun (75-100 uM), HT-29 ve
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SW-480 insan kolon kanseri hiicre hatlarinda p53 aktivasyonu yoluyla hiicre
proliferasyonunu baskiladigini ve apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Vanamala ve

ark., 2010).

Glimiis nanopartikiiller, hiicre zarindan kolaylikla gecebilmeleri sayesinde
antibakteriyel, antivirlis, antifungal ve antimikrobik oOzellikler tasidiklari i¢in tip
alaninda 6nemli bir yere sahiptir (Rai ve ark., 2009). Gliimiis nanopartikiiller, gerek
tasidigr antibakteriyel ozelliklerinin bakterilerin zamanla antimikrobiyal ajanlara
kars1 gelistirebildikleri direnci giimiise karsi gelistiremiyor olusu nedeniyle, gerekse
benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik niteliklerinden dolay1 uzun yillardir bilim

insanlarmin ilgi alanina girmektedir (Altuner, 2014; Chen ve Schluesener., 2008).

Glimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in birbirinden farkli bircok yoOntem
bulunmakta ve bu yontemler zamanla daha da ¢esitlenmektedir. Kimyasal ve fiziksel
sentez metodlart hem pahali oluslari hem de tehlikeli kimyasallar ile birlikte
kullanilmalarindan dolay1 dezavantajlar icermektedir (Bhat ve ark., 2015). Gilimiis
nanopartikiillerin biyolojik sentezinde ise bitkiler, algler, mantarlar, mayalar ve
bakteriler gibi dogal kaynaklar kullanilmaktadir. Biyolojik (yesil) sentez, gerek
maliyetlerinin diistikliigli gerekse ¢evre dostu olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle daha
fazla tercih edilen giivenli bir sentez yontemdir (Latha ve ark., 2018). Ayrica
biyolojik sentez ile elde edilen giimiis nanopartikiillerin tasidig1 biouyum o6zelligi ile

canli uygulamalar i¢in 6nemli bir nitelik tasimaktadir (Rajan ve ark., 2015).

Son yillarda yesil sentez glimiis nanopartikiiller ile ilgili antimikrobiyal,
antifungal, antibakteriyel ve antiviral etkileri lizerinde yapilan c¢aligmalar yaninda,

sitotoksik ve apoptotik etkisi ile ilgili ¢aligmalar da yapilmaya baslamistir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada, Vitis vinifera (lizim cekirdegi) sulu ekstrakti
kullanilarak biyosentezi gerceklestirilen giimiis nanopartikiiller ve 5-Flourourasil ile
kombine kullanilmasinin insan kolon kanseri hiicre hatti HT-29 tizerindeki sitotoksik

ve apoptototik etkisi ilk kez degerlendirilmistir.
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Calismamizda; glimiis nanopartikiiller Vitis vinifera (iziim cekirdegi) sulu
ekstrakt1 kullanilarak sentezlendi. Elde edilen {iziim ¢ekirdegi ekstrakti agik pembe
renkli, giimilis nitrat sollisyonu renksizdi. 5 mM giimiis nitrat soliisyonuna {iziim
cekirdegi ekstraktinin eklenmesi ve 1sitma iglemini takiben renk degisim siireci takip
edildi. Giimiis nanopartikiillerinin olusumunun bir gdstergesi olan agik pembe
renkten kahverengiye dogru olusan renk degisimi gozlendi. Glimiis nanopartikiillerin
olustugunun gostergesi olan renk degisimi yapilan benzer caligmalar ile uyumlu

bulunmustur (Geethalakshmi ve Sarada 2010; Al-ogaidi ve ark., 2017).

Yapmis oldugumuz ¢alismada hazirlanan Vv-AgNP’lerin 300-700 nanometre
araliginda absorbsiyonlari, UV visible spektrofotometre (UV-vis) kullanilarak
degerlendirildi. UV-vis Olgiimlerine gore glmiis nanopartikiillerin 400-500
nanometre dalga boyu araliginda pik vermesi beklenmektedir. Uziim ¢ekirdegi
ekstrakti kullanilarak hazirlanan AgNP’ler i¢in 454 nm’de gii¢lii bir absorbans piki
gozlendi. Biyosentez metodu uygulanan farkli giimiis nanopartikiil ¢aligsmalarinin
UV-vis analizinde giimiis nanopartikiillerin 454 nm dalga boyunda gii¢lii bir pik
verdigi gorilmiistiir (Wang ve ark., 2017). Curcuma Longa (Zerdecgal) bitki oziitii
kullanilarak AgNP biyosentezinin yapildig1 bir ¢alismada ise UV-vis analizinde
giimiis nanopartikiillerin maksimum 435 nm dalga boyunda oldugu bildirilmistir
(Alsammarraie ve ark., 2018). Fistik (Pistacia vera L.) yapragindan AgNP
biyosentezi yapilan diger bir ¢alismada ise UV-vis analiz sonucuna gére AgNP’lerin
maksimum 460.67 nm’de belirgin plazma rezonansi bildirilmistir (Eren ve Baran,

2019).

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, sentezlenen nanopartikiillerin
blyiikligli ve morfolojik 06zelliklerinin belirlenmesinde  kullanilan bir analiz
yontemidir (Eren ve Baran, 2019). Calismamizda iiziim c¢ekirdegi ekstrakti ile
biyosentezlenmis glimils nanopartikiillerin boyut ve ylizey morfolojisinin
goriintlilenebilmesi i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile analizi
gergeklestirildi. Yapilan goriintiilleme sonucunda Vv-AgNP’lerin genellikle kiibik bir
morfolojiye sahip ve 100 nm’den daha kiiclik boyutlarda oldugu belirlendi. Bitki
ekstraktlar1 ile elde edilen AgNP’lerin yer aldigi ve UV, XRD, SEM ve EDX

analizlerinin kullanildigi bir c¢aligmada AgNP’lerin kiiresel, altigen, diizensiz
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sekillerde oldugu ve 10 ile 90 nm boyutlar arasinda degistigi belirtilmistir (Singh ve
ark., 2015). Justicia spicigera bitki 6ziitiinden elde edilen biyosentez AgNP’lerin yer
aldig1 diger bir calismada ise, SEM analizine gore elde edilen AgNP’lerin kiiresel
morfolojiye ve 86 ile 100 nm arasinda bir partikiil boyutuna sahip oldugu
gbzlenmistir (Mazariegos ve ark., 2019). SEM verilerine gore kullandigimiz
nanomalzemelerin kiibik morfolojide ve 100 nm’nin altinda bulunmasi, benzer

caligmalarin sonuglariyla uyum gostermektedir.

Calismamizda, Vitis vinifera ile sentezlenmis giimiis nanopartikiillerin (Vv-
AgNP) farkli konsantrasyonlarda insan kolon kanseri hiicre hattt HT-29 hiicreleri
izerinde in vitro sitotoksisitesi BrdU hiicre proliferasyon testi ile degerlendirildi.
Elde etmis oldugumuz sonuglar kontrole gore Vv-AgNP’lerin HT-29 hiicrelerinde
doza bagimli olarak hiicre canliligim azalttigin1 gdsterdi. Inkiibasyonun 72. saatinde
Vv-AgNP’lerin 10 pg/ml konsantrasyonda hiicre canliliginda %50’den fazla azalma
goriildi. Kontrole gore 200 pg/ml sabit dozda 5-FU ile birlikte Vv-AgNP’lerin artan
dozlarda kullannminda, 1.25 pg/ml dozda Vv-AgNP uygulandiginda hiicre
canliliginda %350’den fazla azalma goriildi. Vv-AgNP’ler 5-FU ile birlikte

kullani1ldiginda hiicre canlilig1 iizerine kombine etkide artig goriildii.

Glimiis nanopartikiillerinin apoptotik ve sitotoksik etkilerine iligkin literatiir
degerlendirildiginde; Acanthopanax sessiliflorus bitki Oziitlerinden biyosentez ile
elde edilen AgNP’lerin kullanildigi ve UV-vis, SEM ve XRD analizleri ile
karakterizasyonunun yapildigi bir g¢alismanin, in vitro MTT sitotoksik analiz
sonucunda, AgNP'lerin (10-100 pg/ml) artan konsantrasyonlarda insan
keratinositlerinde doza bagli toksisitesini ortaya ¢ikardigi bulunmustur (Sapkota ve
ark., 2017). Giimiis nanopartikiillerin insan hepatocellular karsinoma (HepG-2) hiicre
hatt1 iizerinde apoptotik ve sitotoksik etkilerinin incelendigi diger bir aragtirmada ise,
AgNP'lerin HePG-2 hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi MTT testi ile
degerlendirilmis ve AgNP'ler, HePG-2 hiicrelerinin biiylimesini doza bagimli bir
sekilde onemli 6lclide inhibe ettigi bulunmustur. Bununla birlikte, sub-Gl apoptotik
hiicre popiilasyonu, doza bagimli bir sekilde 6nemli dlgiide arttigi gdzlenmistir (Zhu
ve ark.,, 2016). Biyolojik olarak sentezlenen AgNP'lerin Helicobacter pylori,

Helicobacter felis ve insan akcigeri (L132) ve akciger karsinomu (A549)
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hiicrelerinde ¢ok boyutlu etkisinin degerlendirildigi bir baska ¢alismada, doza baglh
sekilde Ozellikle memeli hiicrelerinde apoptoza neden oldugu ve AgNP'lerin, H.
pylori ve H. felis'e kars1 anti-bakteriyel ve anti-biyofilm aktivitesi gibi ¢ok boyutlu
etkiler ile birlikte ayrica insan kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktiviteye sahip

oldugunu gostermektedir (Sangiliyandi ve ark., 2015).

Glimiis nanopartikiillerin de dahil oldugu ve ¢esitli nanopartikiillerin in vitro
sitotoksisitesini MTT testi kullanilarak degerlendirilen baska bir ¢caligmada, bir sican
karacigerinden tiiretilmis hiicre hatt1 tizerinde (BRL 3A), AgNP’lere maruz kaldiktan
24 saat sonra apoptotik etkisini, mitokondriyal fonksiyon ve membran biitiinliigiinii
(LDH sizintist1 baz alarak o6lciilmiistiir) ©Onemli Olgiide azaltarak sagladigi
bulunmustur. Ayrica apoptotik ve sitotoksik etkinin AgNP dozuna baglh oldugu
gorilmiistiir. SEM analizi sonucu ise, tiim nanopartikiillerin hiicrede birikmedigini,
ancak bazilarinin membranlarla iliskili kaldigin1 gosterdi. Test edilen diger tiim
nanopartikiillerin (Fe304, Al, MoO3, MnO2) AgNP’ye gore daha az sitotoksik etki
gosterdigi goriildi. (Hussain ve ark., 2005). Yine biyosentez AgNP’lerin kullanildigi
diger bir calismada , spermatogonial kok hiicre 6zelliklerine sahip bir fare hiicre hatti
tizerindeki etkileri incelendiginde de konsantrasyona bagli benzer bir sitotoksisite
gbzlenmistir (Braydich-Stolle ve ark., 2005). Giimiis nanopartikiillerin, Fare
karaciger birincil hiicre kiiltiirii ve insan karaciger karsinom hiicre hattinda (HepG-2)
sitotoksik etkilerinin MTT testi ile incelendigi baska bir ¢alisma sonuglar ise;
AgNP’lerin normal hiicrelere (farelerin birincil karaciger hiicreleri) kiyasla kanserli
hiicrelerin (HepG2 hiicre hatt1) biliylimesi iizerinde 44 kat daha giiclii inhibe edici
etkiye sahip oldugunu gosterilmistir (Firouz ve ark., 2014).

Calismamizda BrdU hiicre proliferasyon deney yontemiyle; HT-29 kolon
kanseri hiicrelerinin hiicre canlilig1 lizerine glimiis nanopartikiillerin (Vv-AgNP) ve
giimiis nanopartikiillerin (Vv-AgNP) 5-Flourourasil ile kombibe kullaniminin doza

bagiml sitotoksik etkisinin varlig1 ortaya konulmustur.

5-Florourasil (5-FU) genis spektrumlu etkili bir kanser ilacidir. 5-FU,
kolorektal kanser tedavisinin temel kemoterapi ajanidir, ancak toplam sagkalim orani

kemoterapi alan kisilerde yaklasik % 20 civarindadir. Bununla birlikte, 5-FU hizli bir
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sekilde emilerek kan kapilerlerinden sistemik dolasima geger. Bu durum sistemik
toksisite riskini artirirken hedef alandaki etkinlik kaybina sebep olur ve terapotik
dozda kullanildiginda ozellikle kemik iligi, gastrointestinal sistem ve deri icin
oldukca toksik aktiviteye neden olur (Gusella ve ark., 2009). Bu etkileri nedeniyle

klinik kullanimi kisitlanmaktadir.

Kemoterapotik ajanin  kanser hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerini
tyilestirmek i¢in On ila¢ olarak modifiye edilerek kullanimi, ¢esitli nanotransportlara
yiikleyerek kullanimi, nanopartikiillerle kombine kullanimi ve nanopartikiillerle
kapsiillenerek kullanimi seklinde cesitli arastirmalar siirmektedir. 5-FU'nun diger
giiclii antikanser ajanlar ile kombinasyon halinde tiimér hedefli dagitimi igin
polimerik nanopartikiillerin kullanilmasi, 5-FU'nun terapdtik etkinligini artirmak
icin onemli bir strateji olarak kabul edilmektedir (Samira ve ark., 2020). Ayrica, 5-
FU ile birlikte bitkisel kaynakli bilesenlerin kombinasyonu, toksisite ve yan etkilerin
azaltilmasina ve sagkalimi arttirmaya katkida bulunabilecegi bildirilmistir (Erdogan

ve ark., 2019).

Yapilan bir caligmada, 5-FU, biyoyararlanimi ve biyoatilimi oldukca diisiik
olan Chrysin (5.7-Hihdroksiflavon) ile birlikte, poly(laktik-ko-glikolitik asit)
(PLGA) ve polietilen glikol (PEG) maddelerinin nanopartikiilleri ile kombine sekilde
in vitro olarak verilmistir. HT-29 insan kolon kanseri hiicre hattinda ve MTT testi
kullanilarak 5-FU’nun nanopartikiillerle birlikte kullaniminin etkisi incelenmis ve
sonuglar Chrysin ve 5-FU'nun kanser hiicrelerine birlikte verilmesi i¢in kullanilan
PLGA-PEG-PLGA nanopartikiillerinin kanser tedavisinde etkiyi kayda deger sekilde

arttirabiecegi ortaya konulmustur (Samira ve ark., 2020).

Baska bir calismada ise, 5-FU giimiis nanopartikiillerle kapsiillenerek
uygulanmis, hemotoksik, sitotoksik etkileri ile birlikte SKOV-3, MDA-MB-435 ve
A-549 hiicre hatlar1 tizerinde MTT deneyi ile de kanser hiicrelerine olan etkileri
incelenmistir. Sonuglara gére 5-FU molekiillerinin AgNP'lerde kapsiillenmesi, ilacin
salimini artirmis, hemolitik toksisitede dnemli bir azalma goriilmiis, acik bir sekilde
doza bagimli bir sitotoksisite ile hiicresel canlilifin azaldig1 rapor edilmistir (Gang ve

Gang, 2017). Bu calismalar, bizim calismamizla paralel bir sekilde kanser
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tedavilerinde, ilag-nanopartikiil kombinasyon bazli tedavi stratejilerinin

gelistirilmesinin faydali olacagini desteklemektedir.

Yapmis  oldugumuz  calismamizda, HT-29  hiicrelerinde  Giimiis
Nanopartikiillerin  (Vv-AgNP) ve 5-FU birlikte kullaniminin apoptotik etkisi
arastirtlmistir. Artan Vv-AgNP dozlaria bagh kaspaz-3 aktivasyonunun arttigi, 5-
FU ile kombine kullanimin apoptotik etkinligi giiclendirdigi gozlenmistir. Giimiis
nanopartikiiller kullanilarak yapilan bir ¢alismada, kaspaz proteinin apoptotik etkiyi
indiikleyebildigi ortaya konulmustur (Khan ve ark., 2017). Nanopartikiil kullanilarak
yapilan baska bir ¢alismada artan kaspaz 3 ve azalmis hiicre proliferasyonu ile hiicre
apoptozunu indiikleyebildigi ortaya konulmustur (Huang ve ark., 2015). Tiroid
kanseri SW579 hiicreleri {izerine SHP2-hedefli nanopartikiillerin sitotoksik ve
apoptotik etkilerinin incelendigi bir calismada hedeflenen nanopartikiillerin tek
basina hiicre biliylimesi ve apoptoz lizerinde higbir etkisinin olmadigi, apoptotik
etkinin doksorubisin kullanimi ile BAX ve kaspaz-3 ekspresyonunun anlamli dercede
arttirlldigr anlasilmistir (Hu ve ark., 2019). Bu dogrultuda yapmis oldugumuz

caligmanin diger caligmalar ile uyumlu oldugu anlasilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kolon kanserleri, gerek diinyada her yil yaklasik olarak 1 milyonun {izerinde
yeni vaka teshisiyle gerek yillik 500.000 6liimle sonuglanan vaka sayisiyla gerekse
goriilen tiim kanser tiirleri i¢indeki %10-15"e dayanan oranlariyla oldukc¢a ciddi bir
kanser tiirlidiir. 5-Florourasil (5-FU), genis spektrumlu ve bir¢ok kanser tiiriine kars1
etkisi oldugu bilinen sitotoksik bir ajandir. Bununla birlikte, 5-FU kan
kapillerlerinden kolaylikla emilerek sistemik dolagima gecer ve bu durum sistemik
toksisite riskini artirirken hedef alandaki etkinlik kaybina sebep olmaktadir. in vivo
olarak verimsiz uygulanmasi ve sistemik toksisitesi 5-FU’nun klinik kullanimini
kisitlamaktadir. Benzer nedenlerle kanser tedavisinde var olan tedavi segenekleri
tatmin edici bulunmamakta olup alternatif yeni tedavi yontemleri arastirilmaktadir.
Nanoteknolojinin kullanimi ile birlikte biyouyumlu antikanser ajanlarin gelistirilmesi
kanser tedavisi alanindaki yeni yaklasimlardan birini olusturmaktadir. Bizde son
zamanlarda adin1 olduk¢a sik duydugumuz yesil sentez giimiis nanopartikiillere

caligmamizda yer verdik.

Calismamizda, Vitis vinifera (izim cekirdegi) ekstrakti kullanilarak giimiis
nanopartikiillerin biyosentezi gercgeklestirildi. Bu sayede gilimiis 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 AgNP’lerin konsantrasyona

bagli olarak hiicre biiylimesini inhibe ettigini ortaya koymustur.

Sonug olarak, glimiis nanopartikiiller bu ¢alismada iiziim ¢ekirdegi ekstrakti
kullanilarak  basarili  bir sekilde sentezlenmistir. Biyosentezlenen giimiis
nanopartikiillerin HT-29 kolon kanseri hiicrelerine kars1 5-Florourasil ile birlikte
kullanilmasinin sitotoksik ve apoptotik etkiler sergiledigi gosterilmistir. Bu bulgulara
dayanarak biyosentezlenmis giimiis nanopartikiillerinin insan kolon kanseri tedavisi
icin umut vaat edici yeni bir terapOtik ajan oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica
sitotoksik ve apoptotik ajan olarak kullanilan AgNP’lerin partikiil biytikliigii ve
¢ozelti dozunun bu etkileri {izerinde artiric1 veya azaltici iliskilerinin tespiti i¢in de

daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizin in vitro bir ¢alisma olmasi
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nedeniyle bulgularimizi desteklemek icin in vivo kolon kanseri modellerinde
denenmesi ve etki mekanizmasinin molekiiler diizeyde agiklanabilmesi i¢in daha ileri

caligmalarin gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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