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ÖZET 

Vitis vinifera (üzüm çekirdeği) ekstraktı kullanarak hazırlanan gümüş 
nanopartiküllerin ve 5-Florourasil ile kombine kullanımının kolon kanseri 

hücre hattında apoptotik etkilerinin incelenmesi 

Kolon kanserinin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi müdahale gibi klasik 
yöntemlerin yanında, yenilikçi tedavi yöntemlerinden olan in vitro hedefe yönelik 
nanoteknolojik yöntemler geliştirilmeye başlanmıştır. Metal nanopartiküllerin 
biyosentezi; toksik olmayan, ucuz ve biyouyumlu bir yöntem olarak, kanser 
tedavilerinde hedefe yönelik terapötik etkinlik elde etmek adına araştırmacılar 
tarafından daha fazla ilgi görmektedir. Bu çalışmada; antioksidan ve serbest radikal 
temizleme aktivitesine sahip Vitis vinifera ekstraktı ile biyosentezlenen gümüş 
nanopartiküllerin (Vv-AgNP) tek başına ve 5 Florourasil (5-FU) ile birlikte 
kullanımının HT-29 hücre hattı üzerine sitotoksik ve apoptotik etkilerinin 
değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Vitis vinifera (üzüm çek൴rdeğ൴) sulu ekstraktı 
kullanılarak yeş൴l sentez൴ gerçekleşt൴r൴len gümüş nanopart൴küller൴n karakter൴zasyonu 
൴ç൴n UV-görünür spektrofotometre (UV-vis) ve taramalı elektron mikroskobu (SEM) 
kullanılmıştır. Farklı konsantrasyonlarda (0-20μg/mL) hazırlanmış Vv-AgNP’ler tek 
başına ve 5-FU ile kombine edilerek, HT-29 hücreleri ile 72 saat boyunca muamele 
edilmiştir. Sentezlenen Vv-AgNP’lerin ve 5-FU ile kombinasyonunun HT-29 
hücreleri üzerine sitotoksik etkileri BrdU hücre proliferasyon testi ile apoptoz ilişkili 
Kaspaz-3 protein seviyelerinin belirlenmesi ise Western blot yöntemi ile 
değerlendirilmiştir. Artan konsantrasyona bağlı olarak Vv-AgNP’lerin kontrol 
grubuna kıyasla HT-29 hücre hattı üzerinde hücre ölümünü arttırdığı gözlenmiştir. 
1.25 μg/ml dozda kullanılan Vv-AgNP’lerin 5-FU ile birlikte uygulanmasında hücre 
canlılığında %50’den fazla azalma olduğu görülmüştür. Artan Vv-AuNP (5-10 
μg/ml) dozlarında Kaspaz-3 aktivasyonunun arttığı, kombine kullanımda apoptotik 
etkinin daha belirgin olduğu bulunmuştur. Bu çalışmada üzüm çekirdeği ekstraktı ile 
sentezlenmiş Vv-AgNP’lerin 5-FU ile kombine kullanımının kanser hücreleri 
üzerinde sitotoksik ve apoptotik etkinlikte sinerjistik bir etki oluşturduğu ve kolon 
kanseri tedavisi için alternatif bir terapötik ajan olarak kullanılabileceği in vitro 
olarak gösterilmiştir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera, Gümüş Nanopartikül, 5 Florourasil, Kolon 

Kanseri, HT-29 Hücre Hattı 
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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-
20μg / 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 μg / 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 μg / 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 
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1. GİRİŞ  

          Kanser, çeşitli faktörler nedeniyle değişime uğramış hücrelerin, kontrolsüz 

olarak çoğalıp büyümelerinin sonucu oluşan bir hastalık olarak tanımlanmakta olup, 

günümüzün en önemli sağlık problemlerinden biridir. Kanser türleri arasında 

özellikle kolon kanseri, batı ülkelerinde yüksek insidans ve mortalite göstermektedir. 

Dünya Sağlık Örgütünün verilerine göre yılda 600.000’in üzerinde insan kolon 

kanseri nedeniyle yaşamını yitirmektedir. Kanser tedavilerinde tümör hücrelerinin 

çevre dokuya minimum hasar vererek öldürülmesi hedeflenmektedir. Apoptoz 

(programlı hücre ölümü) hücrelerin inflamatuvar bir yanıt oluşturmadan 

öldürülmesini sağlayan fizyolojik bir süreçtir ve bu nedenle kanser tedavisinde 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Bayram, 2017; Özkaya, 2009). Türkiye’de 2010 

yılında yapılan bir çalışma sonucunda Kolon kanseri insidansı erkeklerde 

20,7/100.000, kadınlarda ise 13,1/100.000’dir. Cinsiyete göre sahip olunan bu 

oranlar ile kolon kanseri erkeklerde dördüncü sırada, kadınlarda ise üçüncü sırada en 

yaygın görülen kanser türleri olarak belirlenmiştir (Çetin ve Şahin, 2020). 

        Kolon kanserinin tedavisi için günümüzde hormon terapi, radyoterapi, 

kemoterapi ve cerrahi yöntemler gibi pek çok yöntem kullanılmaktadır. Yoğun 

tarama ve geliştirilmiş tedavi yöntemleri kolon kanseri insidansını ve meme kanseri 

ile ilişkili mortalite oranını önceki yıllara oranla azaltmaya katkı sağlasa da halen 

ciddi anlamda sağ kalım oranını arttıramamaktadır. Aynı zamanda tedavi süresince 

Kolon kanserli hastaların yaşam kalitesinin arttırılması da ayrı bir önem taşımaktadır. 

Tüm bu nedenlerden dolayı araştırmacılar kolon kanserinin tanı ve tedavisinde 

nanoteknolojinin kullanımını gündeme getirmiştir. 

Nanoteknoloji, 1-100 nm büyüklüğündeki nanopartikülerin üretimi, 

karakterizasyonu ve kullanımını kapsayan bir teknolojidir. Birçok teknolojik 

gelişme, istenen özellikleri elde etmek için oldukça çeşitli organik ve inorganik 

malzemeler kullanarak nanopartiküllerin tasarlanmasını ve karakterize edilmesini 

mümkün kılmaktadır (Albrecht ve ark., 2006). Bu bağlamda kanser tedavisinde umut 

verici varyantlardan biri gümüş nanopartiküllerdir. Son yıllarda adını sıkça duyuran 

gümüş nanopartiküller (AgNP), fiziksel ve kimyasal birtakım özelliklerinden dolayı 
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sağlık alanı başta olmak üzere oldukça geniş bir alanda kullanılabilmektedir. Gümüş 

nanopartiküller, fiziksel, kimyasal ve biyolojik yöntemler kullanılarak 

sentezlenebilmektedir. Son yıllarda gerek çevre dostu ve uygun maliyetli oluşu 

gerekse yüksek miktarlarda kolayca sentezlenebilmesi gibi özellikleri sayesinde 

diğer yöntemlere kıyasla yeşil sentez (biyosentez) daha çok tercih edilmektedir 

(Thakkar ve ark., 2010).  Kuppusamy ve ark. ‘ın yeşil biyosentez gümüş 

nanopartiküller ile yaptıkları in vitro kolon kanseri çalışmasında azalmış hücre 

canlılığı ve artmış sitotoksik etki bulunmuştur (Kuppusamy  ve ark., 2016). 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Vitis vinifera (Üzüm) Bitkisinin Genel Özellikleri                 

Üzüm (Vitis vinifera), Vitaceae familyasına ait vitis cinsi sarılgan bir bitki 

türüdür ve tarihte kültürü yapılan en eski meyve türüne ait verilen isimdir. Tarihsel 

olarak M.Ö. 5000 yılına kadar uzanan V. vinifera’nın anavatanı,  Anadolu’yu da 

içine alan Küçük Asya ve Kafkasya bölgesidir. Diğer meyvelerle kıyaslandığında en 

fazla çeşide sahip türlerden birisi olan V. vinifera’nın 10.000’in üzerinde çeşidi 

bulunmaktadır. Üzüm bitkisinin yaprak, çiçek, meyve ve tohumunun görünümü ve 

bitkinin genel görünümü Şekil 2.1’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.1 Vitis vinifera (Üzüm) Bitkisi (Thomas Schoepke,www.plant-pictures.de, 
(2020)) 
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Üzümün neredeyse bütün kısımlarında bulunan fenolik bileşiklerin 

antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler gösterdiği düşünülmektedir (İsmail ve ark., 

2014). Meyve kabuklarında antosiyaninler, pulpada hidroksisinamik asitler ve 

tohumlarında ise proantosiyanidinlerin yoğunlaşmış taneleri bulunmaktadır. Bunun 

yanı sıra birçok 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 bileşikleri de içermektedir (Kamiloğlu, 2007). 

V.vinifera’nın; anti-aging, anti-oksidan, anti-kanser etkileri bilinmekle 

birlikte kolera, çiçek hastalığı, cilt ve göz enfeksiyonları, böbrek ve karaciğer 

hastalıklarının tedavisinde de kullanılmaktadır (Marjan ve Hossein, 2009). 

2.2. Vitis vinifera’nın Farmokolojik Etkileri 

Tıbbi bitkiler binlerce yıldır çeşitli hastalıkları tedavi etmek için 

kullanılmıştır ve 19. yüzyıldan itibaren bu bitkilerden izole edilen birçok biyoaktif 

saf bileşik çok başarılı ilaçlar haline gelmiştir (Beutler, 2009). Ayrıca, günümüzde 

doğal ürünler yeni ilaçların keşfi ve geliştirilmesi için önemli bir kaynaktır (Cragg ve 

Newman, 2013).  

Vitis vinifera (Üzüm) bitkiside içerdiği birçok fenolik bileşik, stilbenoidler, 

antosiyoninler ile resveratrol gibi fitoaleksinleri barındırması ile birtakım 

farmakolojik aktivitelere sahiptir. 

Resveratrol, başta üzüm olmak üzere birçok bitki türünde varolan doğal bir 

fitoaleksindir. Fitoaleksinler, bitkilerde Ultraviyole (UV) ışını, hasar ve 

infeksiyonlara karşı gelişen ikincil yapılardır. Resveratrol, bitkilerde özellikle yer 

fıstığında, kırmızı üzümde ve ananasta yüksek konsantrasyon da bulunan, siyah 

üzümün soğuk hava koşulları ve mantar enfeksiyonları gibi etkenlere karşı kendini 

korumak için ürettiği bir maddedir (Kocatürk ve Kavas, 2007; Baur, 2006). 

Resveratrol, diğer tüm fenolik bileşikler gibi, antioksidan aktiviteye sahiptir. 

Bu sayede, reaktif oksijen türevleri temizlenerek, DNA hasarına engel olunur ve 
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hücre membranındaki lipid peroksidasyonu önlenir (Pal ve ark., 2003). 

Resveratrol anti-aging etkiye sahiptir ve bu sayede yaşlanmayı yavaşlatıcı 

hatta yaşam süresini uzatıcı etkisi olduğu düşünülmektedir. Bu etkiyi, insülin 

duyarlılığını arttırması, sirtuin geninin enzimatik aktivitesini arttırıcı etkisi (Pelin ve 

ark., 2007; Plin, 2005), ayrıca mitokondri sayısını arttırıcı etkisi ve antioksidan etkisi 

ile gerçekleştirmektedir. İnflamasyon karşıtı etkisi ile doku hasarı ve hücresel 

proliferasyonu baskılar ve bu sayede Cilt yapısını korur. 

Ayrıca prostat kanseri patogenezi üzerinde yapılan bir çalışma, resveratrolün 

potansiyel olarak kanser nüksünü geciktirmek için anti-kanser ajan olarakta 

kullanılabileceğini göstermiştir (Adi ve ark., 2017). 

Yapılan klinik ve deneysel çalışmalar ile resveratrolün yüksek vücut 

ağırlığının düzenlenmesi, kardiyovasküler, serebrovasküler hastalık, diyabet ve 

kanserle bağlantılı süreçlerde etkili olduğu gösterilmiştir  (Pelin ve ark., 2007; 

Martin, 2004). 

Reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluşumu ve bunların vücutta meydana 

getirdiği hasarı önlemek için vücutta birçok savunma mekanizmaları gelişmiştir, 

Antioksidanlar da, oksidasyon ürünlerini inhibe edebilen ve bunların meydana 

getirdiği hasarı önlemede etkili olan bir savunma mekanizmasıdır. 

Son yapılan çalışmalarda, serbest radikallerin birçok hastalıkta en etkili 

faktörlerden biri olduğunun tespit edilmesi, antioksidanlara yönelik ilgiyi oldukça 

arttırmıştır. Antioksidanlar, hastalıkların önlenmesinde ve insan sağlığının 

korunmasında büyük bir öneme sahiptir (Niki, 2010). 

Vitis vinifera ekstraktı, antioksidan ve serbest radikal temizleme aktivitesine 

sahiptir (Jayaprakasha ve ark., 2003). Vitis vinifera ekstraktının neden olduğu 

antikanser etkilerini bireysel bileşenlerinin etkileriyle karşılaştıran yeni bir 

çalışmada, Vitis vinifera ekstraktının, bireysel bileşen epigallocatechin, 

prosiyanidinler ve bunların birleşmesine kıyasla büyüme inhibisyonunda daha güçlü 
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olduğunu buldu (Dinicola ve ark., 2016). Bir diğer çalışmada, yüksek 

konsantrasyonda bulunan resveratrol konsantrasyonunun (75-100 μM), HT-29 ve 

SW-480 insan kolon kanseri hücre hatlarında p53 aktivasyonu yoluyla hücre 

proliferasyonunu baskıladığını ve apoptozu indüklediğini bildirmiştir (Vanamala ve 

ark., 2010). 

Üzümde bulunan anti-oksidan özelliğinin C vitamininden 30, E vitamininden 

ise 50 kat daha fazla olduğu bilinmektedir (Lavanya ve ark., 2016).  Güçlü 

antioksidan etkisi bilinen vitamin C, E ve ek olarak diğer antioksidanlara kıyasla 

üzüm çekirdeği ekstraktı, hücrelerde meydana gelen oksidatif hasara karşı önemli 

ölçüde koruma sağlamıştır (Bagchi ve ark., 1998). 

Sadece tek bir hastalığı tarif etmeyen ve 100’den fazla hastalık grubunu içine 

alan Kanser, vücudumuzun çeşitli bölgelerindeki hücrelerin, DNA hasarına bağlı 

kontrolsüz çoğalması sonucu meydana gelen kötü huylu tümörlere verilen genel bir 

isimdir. Birçok tipi olmasına rağmen, tamamı DNA hasarına bağlı hücrelerin 

kontrolsüz çoğalması ile başlamaktadır (Anand ve ark., 2008). Kanser hastalığını 

tedavi etmek, diğer organlara taşınmasını ve yayılmasını önlemek ve tümör 

büyümesini yavaşlatmak suretiyle kanser hastalığının meydana getirdiği 

rahatsızlıkları ortadan kaldırmayı antikanser etki olarak tanımlayabiliriz (Temel, 

2015). 

 Yapılan bir çalışmada, 8 farklı üzüm çeşidinden etanol ve su kullanılarak 

elde edilen özütlerin antikanser aktivitesi kanser Huh7 karaciğer hücre hattı üzerinde 

test edilmiş ve sonucunda üzüm özütlerinin kanser hücrelerinin büyümesi, %14 ile 

%40 arasında değişen oranlarda inhibe ettiği tespit edilmiştir (Laila, 2019).  

Diğer bir çalışmada ise üzüm tohum özütlerinin kolon kanseri hücre hatları 

üzerinde önemli oranda inhibisyon gösterdiklerini belirtmiştir (Dinicola ve ark., 

2012). 
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2.3. Nanoteknoloji  

Nanoteknoloji kısaca, 1-100 nanometre büyüklüğündeki nano ölçekli 

parçacıkların karakterizasyonu, üretimi ve uygulamasını içerir. Bir nanometre (nm), 

metrenin milyarda biri, ya da 10-9 katıdır (Turgut ve ark, 2011).  

Nanoteknolojinin  ayrıca moleküler nanoteknoloji olarak da adlandırılan en 

eski ve yaygın tanımı,  makro ölçekli ürünlerin imalatı için atomların ve moleküllerin 

hassas kontrolünün belirli bir amacını ifade etmektedir (Çıracı, 2004). 

Nanoteknoloji terim olarak ilk kez 1974 yılında Norio Taniguchi tarafından 

kullanılmış, ünlü fizikçi Richard Feynman tarafından atomların direkt kontrolü 

aracılığıyla bir sentez olasılığından bahsettiği There's Plenty of Room at the Bottom 

adlı konuşması sırasında nanoteknolojiyi besleyen ilk kavramlar tartışılmıştır   

(Feynman, 1960).  

1980 yıllarında nanoteknolojinin bir bilim dalı olarak ortaya çıkması, teorik 

ve kamu işlerinin birleşmesiyle olmuştur. Bu gelişme, nanoteknoloji için ve 

maddenin atomik düzeyde hassas kontrolüne biraz daha dikkat çeken yüksek 

görünürlüklü deneysel çalışmalar için kavramsal bir çerçeve geliştirmiş ve 

yaygınlaştırmıştır. 

2000'li yılların ortalarına doğru bu alana yönelik gelişmeler ve bilimsel ilgi 

artmaya başladı. Maddenin atomik düzeyde hassas kontrolü üzerine yoğunlaşan, 

ayrıca var olan ve tasarlanmış yöntemler, amaçlar ve uygulamaları da tartışan 

nanoteknoloji, yol haritaları üretmek için birçok projeler ortaya çıkarılmıştır. 

2.3.1. Nanoteknolojinin Araştırma ve Uygulama Alanları 

           Nanoteknolojinin alanı oldukça geniştir ve giderek daha da genişlemektedir. 

Günümüzde enerji, otomotiv, inşaat, kozmetik, malzeme bilimi ve elektronik gibi 

alanlarda kullanımının yanında, tıp alanında da oldukça çarpıcı gelişmelere imkan 

sağlamaya başlamıştır. 
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   Nanoteknolojinin araştırma ve uygulama alanlarına sektörel bazda 

baktığımızda Nanoteknoloji:  

1. Tıp Alanında: Başta ilaç taşıma, biyoçipler, implantlar, antimikrobiyoller, yerel 
tanı ve yerel teşhis alanlarında, 
 

2. Enerji Sektöründe: Güneş pilleri, bataryalar, yakıt pilleri, kapasitörler,  
 

3. Otomotiv Sektöründe: Lastikler, yapım malzemeleri, katalizörler, ön camlar, 
yakıt pilleri,  
 

4. Bilişim Teknolojileri: Veri depolama, ekranlar, lazer diotlar, fiberler,  
 

5. İnşaat Sektöründe: Beton yalıtım kaplama,  
 

6. Kozmetik Sektöründe: Güneş kremleri, dudak boyaları, diş macunları,  
 

7. Askeri Alanda: Askeri elbiseler, detektörler, hissedebilen robot uzuvlar gibi alan 
ve uygulamaları kapsamaktadır (Kırca ve Menceloğlu, 2008;  Bayındır, 2005). 
 

2.3.2. Nanopartiküller 

Nanopartiküller, çevresindeki arayüzey tabakası ile birlikte 1 ila 100 

nanometre (nm) büyüklüğünde partiküllerdir. Arayüzey tabakası, temel olarak 

partiküllerin tüm özelliklerini etkileyen, nano ölçekli maddenin ayrılmaz bir 

parçasıdır. Arayüzey tabakası tipik olarak iyonlardan, inorganik ve organik 

moleküllerden oluşur. Organik molekül kaplaması ise inorganik nanoparçacıklar 

stabilizatörler, kaplama ve yüzey molekülleri veya pasiflize edici maddeler olarak 

bilinir (Batista ve ark., 2015). 

2.3.3. Nanopartiküllerin Sentezi  

          Nanopartiküllerin sentezi için kullanılan herhangi bir yöntemin temel amacı, 

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



9 
 

nanoparçacık özelliklere sahip olmasının sağlanmasıdır. Buna göre, sentez yöntemi, 

bir özelliğin veya diğerinin elde edilebilmesi için bu aralıktaki boyut kontrolünü 

sergileyebilir nitelikte olmalıdır.  

           Nanopartiküllerin sentezinde yeşil sentez, asal gaz yoğunlaşma, hidrojen 

redüksiyon, alev sentezi, mekanik öğütme, aşındırma, kimyasal çökeltme yöntemleri 

ve iyon implantasyonu, piroliz ve hidrotermal sentez gibi çeşitli yöntemler 

kullanılmaktadır (Granqvist ve Buhrman, 1976; Hahn ve Averback, 1990; Wang ve 

Bai, 2005; Hennes ve ark., 2014; Llamosa ve ark., 2014). Nanopartiküllerin 

sentezinde kullanılan tüm yöntemler, temel olarak aşağıdan yukarı “Bottom Up” ve 

yukarıdan aşağı “Top Down” olarak tanımlanan iki temel grup altında 

sınıflandırılabilmektedir (Wolfgang, 2004). 

           Yukarından aşağıya prensibine dahil olan yöntemlerin temelinde,  malzemeye 

dışarıdan mekaniksel ve/veya kimyasal işlemler yoluyla  enerji verilip sonrasında 

malzemeden nano boyutlarda  partiküller elde etmek yer almaktadır.  Yukarıdan 

aşağıya prensibi ile çalışan sentez yöntemlerine, mekanik öğütme ve aşındırma gibi 

yöntemler en genel örnek olarak verilebilir fakat klasik öğütme işlemlerinden çok 

daha fazla enerji tüketimine neden olduğu için yüksek enerjili öğütme veya yüksek 

hız değirmenleri olarak da adlandırılmaktadır (Sergeev, 2013). 

           Aşağıdan yukarıya prensibine dahil olan yöntemlerin temelinde ise atomik 

veya moleküler boyuttaki yapıların kimyasal reaksiyonlar ile büyütülerek partikül 

oluşumunun gerçekleştirilmesi yer almaktadır. Nanokristalin metal ve alaşımlarının 

direkt olarak aşırı doygun buhar fazından üretiminde kullanılan ve günümüzde 

genellikle nano-boyutlu tozların sentezinde kullanılan eski bir yöntem olan gaz 

yoğunlaştırma tekniği aşağıdan yukarıya prensibiyle çalışmaktadır. Kimyasal buhar 

kaplama, kimyasal buhar yoğunlaştırma, sol jel ve sprey piroliz yöntemleri de bu 

yaklaşımın en çok bilinen diğer üyeleridir (Stephan ve ark, 2003; Zaki, 2006). 

           Nanopartikül sentezinde kullanılan yöntemleri yukarıda açıklanan kategoriler 

haricinde fiziksel veya kimyasal temelli olarak iki ayrı yaklaşımla da sınıflandırmak 

mümkündür. Mekanik enerjinin kullanıldığı ve fiziksel özelliklerin ön planda olduğu 

yöntemler fiziksel sentez, süreç içerisinde kimyasal reaksiyonların yer aldığı 
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yöntemler ise kimyasal sentez olarak  sınıflandırılabilmektedir (Wolfgang, 2004). 

           Nanopartiküllerin çözelti ortamında sentezi için fiziksel ve kimyasal olarak 

yukarıda da belirtildiği gibi çok sayıda klasik yöntem uygulanmaktadır, fakat 

özellikle son yıllarda daha ucuz, çevre dostu, toksik etki yaratmayan biyolojik 

yöntemlerin yer aldığı “yeşil nanoteknoloji” ön plana çıkmakta ve büyük ilgi 

görmektedir (Bar ve ark., 2009).        

2.4. Gümüş Nanopartiküller 

Boyutu 1 ila 100 nanometre arasında olan gümüş nanopartiküller, sık sık 

'gümüş' olarak nitelendirilse de bazıları, büyük bir yüzey-kütle gümüş atomu oranı 

nedeniyle büyük bir oranda gümüş oksitten oluşur. Yapılacak olan uygulamaya bağlı 

olarak çok sayıda nanopartikül şekli oluşturulabilir. Yaygın olarak kullanılan şekli 

küresel gümüş nanopartiküllerdir. Ancak elmas, sekizgen ve ince tabakalı gümüş 

nanopartiküllerde popülerdir (Graf ve ark., 2003). 

Son derece geniş yüzey alanları, çok sayıda ligandın koordinasyonuna izin 

verir. Tıp tedavilerine uygulanabilen gümüş nanoparçacıkların özellikleri, 

laboratuarda ve hayvan çalışmalarında incelenerek, potansiyel etkinlik, toksisite ve 

maliyetler değerlendirilmektedir (Beykaya ve Çağlar, 2016). 

Gümüş nanopartikülleri (AgNP), sahip olduğu antibakteriyel ve dezenfektan 

özellikler ve nanotıp uygulamalarındaki başarılı sonuçlarından dolayı, üzerinde 

birçok çalışmaların yapıldığı malzemelerden biri olup, günümüze kadar ise çeşitli 

yöntemlerle üretimleri yapılmış olan bir nanopartiküldür (Duncan, 2011). 

Hücre zarından kolaylıkla geçebilmeleri sayesinde antibakteriyel, antivirüs, 

antifungal ve antimikrobik özellikler taşıdıkları için sağlık alanında önemli bir yere 

sahip olan gümüş nanopartiküller, tıp alanıyla birlikte tarım sektöründen elektronik 

sektörüne, gıda sektöründen ev aletlerine kadar birçok çeşitli kullanım alanlarına 

sahiptir. En önemli etkisini ise tedavi amaçlı kullanıldığı tıp alanı oluşturmaktadır 

(Altuner, 2014). Gümüş nanopartiküllerinin taşıdığı antibakteriyel özelliğinin diğer 
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materyallerin antibakteriyel özelliğinden ayıran en önemli farkı, bakterilerin zamanla 

antimikrobiyal ajanlara karşı geliştirebildikleri direnci gümüşe karşı geliştiremiyor 

olmasıdır. Bu niteliği ile gümüş  uzun yıllardır bilim insanlarının ilgi alanına 

girmektedir.  

Tarihi süreç içerisinde kadim medeniyetler (Persler,Yunanlılar ve Romalılar), 

gümüşün antibakteriyel etkisinin olduğunu keşfettiklerinde, gıdalarını gümüş 

kaplarda muhafaza etmişlerdir. Orta çağda on milyonlarca insanın ölümüne yol açan 

veba salgınlarında, aristokratların yemek takımlarında gümüş kullanmalarının, 

vebadan korunmalarına yardımcı olduğu belirlenmiştir (Altuner, 2014). 

2.4.1. Gümüş Nanopartiküllerin Biyosentezi (Yeşil sentez) 

Nanopartiküllerin biyosentezi (yeşil sentez), fiziksel ve kimyasal senteze 

alternatif olarak nanopartikül sentezinde kullanılan ve nanoteknoloji ile 

biyoteknolojiyi birbirine bağlayan bir yaklaşımdır (Ahmat ve Sharma, 2012). Yeşil 

sentezde zehirli indirgeme ajanları yerine; metal nanoparçacık, metal oksit 

nanoparçacık, manyetik nanoparçacık ve kuantum nokta sentezi gibi birtakım 

yöntemler kullanılarak yeşil sentez yapılmaktadır. Gümüş, altın, paladyum, demir, 

bakır, kurşun, titanyum, lityum, çinko, seryum ve metal oksit nanopartikülleri gibi 

birçok metalden yeşil sentez yöntemiyle nanopartiküller sentezlenebilmektedir (Ge 

ve ark., 2014). 

Mantarlar, bitkiler, biyolojik olarak parçalanabilen polimerler ve 

mikroorganizmalar, nanopartiküllerin yeşil sentezinde indirgeme, kaplama ve 

dengeleyici ajanların kaynağı olarak kullanılabilmektedirler (Kharissova ve ark., 

2013). 

AgNP'lerin yeşil sentezi için gereken temel malzeme, gümüş metal iyon 

çözeltisi ile indirgeyici bir biyolojik maddedir. Çoğu durumda, hücrelerde bulunan 

indirgeyici ajanlar veya diğer bileşenler, stabilize edici ve kapatma ajanları olarak 

işlev görür, bu nedenle dışarıdan kapatma ve stabilize edici ajanların ilave edilmesine 

gerek yoktur (Sharma ve ark, 2009).  
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İndirgeyici ajanlar biyolojik sistemlerde yaygın olarak dağılır. AgNP'ler, beş 

canlı organizma sınıfından dört canlı organizma sınıfına ait farklı organizmalar 

kullanılarak sentezlenmiştir ve buna Monera (gerçek çekirdeği olmayan prokaryotik 

organizmalar), Protista (gerçek çekirdekli tek hücreli organizmalar), mantarlar 

(ökaryotik, saprofit / parazit), planta (ökaryotik, ototroflar) ve hayvani (ökaryotik, 

heterotroflar örnek olarak gösterilebilir (Sharma ve ark, 2009).  

AgNP’nin yeşil sentezi için kullanılan bitkiler arasında 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 örnek olarak verilebilir (Kumar ve ark., 

2013).  

2.5 Kolon Kanseri 

            Kolon kanseri veya kolorektal kanser, kalın bağırsak, rektum ve apandisiti 

içine alan bölgede görülen kontrolsüz hücre büyümelerini kapsamaktadır. Sıklıkla 

kalın bağırsakta gelişen adenom poliplerden başlayan kolon kanseri, ölümle 

sonuçlanan vaka sayısına bakıldığında dünyada ikinci, yıllık 1 milyonun üzerine yeni 

vaka ile de dünyanın en yaygın görülen üçüncü kanser türüdür. Türkiye’de 2010 yılı 

verileri itibariyle Kolon kanseri insidansı erkeklerde 20,7/100.000, kadınlarda 

13,1/100.000’dir. Cinsiyete göre sahip olunan bu oranlar ile Kolon kanseri 

erkeklerde dördüncü, kadınlarda ise üçüncü sırada en yaygın görülen kanser türleri 

olarak belirlenmiştir. Son yıllarda dünya genelinde ve Türkiye’de sağlık 

harcamalarında çok ciddi artışlar meydana gelmiştir (Rukiye ve Bayram, 2020).  

            Kalın bağırsak kanseri her yaşta görülebilmektedir lakin vakaların % 90'ından 

fazlası, kırk yaş ve üzerindedir. Kırk yaşından itibaren her on yılda risk yaklaşık iki 

katına çıkmaktadır. Ailesinde kalın bağırsak kanseri veya kalın bağırsak polipi 

bulunan kişilerde ve ülseratif kolit hastalığı olanlarda risk daha da artmaktadır 

(Giovanucci, 2002). 
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           Kolon kanserlerinde sıkça görülen belirtiler arasında, boşaltım sisteminde 

ishal-kabızlık gibi değişikliklerin olması ve uzun sürmesi, dışkılama sırasında tam 

boşalmadığı hissi, dışkıda  kan görülmesi ve/veya dışkı renginde koyulaşma, karında 

şişkinlik, kan tahlillerinde beklenmeyen anemi (kansızlık), kramp tarzında ağrı veya 

gaz şikâyeti, açıklanamayan kilo kaybı ve halsizlik ile çabuk yorulma gösterilebilir 

(American Cancer Society, 2018). 

           Kolon kanseri tanısında yukarıdaki belirtilerin görülmesi durumunda 

şüphelinir ve kesin tanı için kolonoskopi ile tüm barsak segmenti kameralı bir sistem 

ile kontrol edilir. Şüpheli bulgular, polip veya ülsere lezyonlardan alınan biyopsi ile 

tanı konulur (Şimşek, 2019). 

           Kolon kanseri teşhisi konulan bir kişide öncelikle ayrıntılı fiziki muayene ve 

kan tahlillerini takiben radyolojik görüntüleme teknikleri (Tomografi, MRI veya PET 

CT) ile hastalığın başka organlara yayılım gösterip göstermediği (Metastaz) 

saptanmalıdır (Şimşek, 2019). 

           Kolon kanserlerinin tedavisinde iki unsur çok büyük önem arzetmektedir. İlki 

kanserin evresi ikincisi ise kanserin yerleşim yeridir. Erken evre veya lokal ileri 

kolon kanserlerinde tedavide ilk sırayı cerrahi yöntem alır iken rektum kanserlerinde 

ise genellikle neoadjuvan (ameliyattan önce) kemoterapi ile radyoterapi (Işın) 

tedavisi verilerek tümör küçültülmeye çalışılır ve sonrasında hasta opere edilir. 

Dördüncü evre olarak adlandırdığımız metastatik durumdaki hastalarda ise sistemik 

tedavi aslolan tedavi yöntemidir. Kolon kanserlerinde uygulanan kemoterapötik 

ajanlar ise oksaliplatin, irinotekan, florourasil bazlı kombine tedaviler içermekte ve 

daha ileri aşamalarda regorafenib, trifluridine/tipiracil gibi ajanlar uygulanmaktadır. 

Biyolojik ajanlar (Bevacizumab, Cetuksimab, Panitumumab gibi) ise sıklıkla 

kemoterapilere eklenmektedir (Anonim, 2017).      

           Günümüzde kolon kanserinin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi 

müdahale gibi klasik yöntemler bulunmasının yanında, yeni tedavi yöntemlerinden 

olan hedeflendirilmiş terapilerde (monoklonal antibodiler, anjiyogenez inhibitörleri 

kullanılarak gerçekleştirilir) kullanılmaya başlanmıştır (Albayrak ve ark., 2014).     
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           Kolon kanserlerinde etkin bir şekilde gerçekleştirilebilecek hedeflendirilmiş 

terapi ve gen terapi çalışmaları özellikle p53 geni üzerinde yoğun şekilde 

sürdürülmektedir (Waldnar ve Neurath, 2010). 

           Bu gelişmeler ümit verici olsada halen kolon kanserinde hastalığın 

progronozunda en önemli unsur hastalığın erken teşhisi olup erken evre kolon 

kanserinde 5 yıllık yaşam oranı %70’ lerin üzerinde iken metastatik yani hastalığın 4. 

evresinde bu oran %10’un altında kalmaktadır (Diyarbakırlıoğlu ve ark., 2014).  

2.6. HT-29 Hücre Hattı 

           HT-29, biyolojik ve kanser araştırmalarında sıklıkla  kullanılan bir insan 

kolon kanseri hücre hattıdır. İlk başta 1964 yılında Jorgen Fogh tarafından 44 

yaşında bir Kafkas kadınından türetilen HT-29 hücreleri, sıkı ve bir tek katmanlı 

olması bakımından ince bağırsaktaki enterositlere benzerlik göstermektedir 

(Martinez-Maqueda ve Miralles, 2015). 

           HT-29 hücreleri p53 tümör antijenini oldukça fazla üretmektedir fakat p53 

geninin 273. pozisyonunda mutasyona sahiptir. Bu mutasyon sonucunda histidin ile 

argininin yer değiştirir. Hücreler, suramin içeren ortamlarda yüksek ekspresyonlu c-

myc oncojeni ile eşleşmesi sonucu hızlıca çoğalma gösterirler. Bununla birlikte, c-

myc oncojeni düzensizdir, ancak HT-29 hücrelerinin büyüme faktörü gereksinimleri 

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

            HT-29 hücre hattının labaratuar ortamında gerçek kolon dokusunu simüle 

etme yeteneği ve farklılaşma kabiliyeti gibi özellikleriyle preklinik araştırmalarda ve 

özellikle epitelyal hücre araştırmalarında kullanılmaktadır. Ayrıca hücre hattında, 

xenograftlar yoluyla kemirgen hayvanlar (fare, sıçan vb.) üzerinde in vivo olarakda 

çalışmalar yapılabilmektedir (Hirn ve ark., 1988). 

            HT-29 hücreleri, hücre kültürü içindeki galaktoz tarafından, glukoz ile yer 

değiştirmesiyle son olarak enterosit içinde farklılaşır (Martinez-Maqueda D ve 

Miralles B, 2015). Bu nedenle HT-29 hücre çalışmaları, forskolin, Kolşisin, 

nocodazol ve taksolün bir sonucu olarak indüklenmiş farklılaşmayı göstermiştir 
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(Cohen E, 1999) ve galaktoz aracılı farklılaşma ile de adherens bağlantılarının 

güçlenmesine neden olmaktadır (Gout ve ark., 2004). 

           HT-29 hücreleri, yaklaşık dört günlük bir iki katına çıkma süresi ile büyüme 

faktörleri olmayan hücre kültüründe çoğalabilse de, iki kat daha fazla fetal serumu 

verilmesi ile bu süre bir güne de düşürülebilmektedir (Maria-Elizabeth ve ark., 

1989). Ayrıca HT-29 hücreleri yüksek glikoz tüketimine sahiptir ve 25 mM glikoz ve 

% 10 serum içeren standart ortamda farklılaşmamış olarak kalabilmektedir 

(Martinez-Maqueda ve Miralles, 2015). 

2.7. 5-Flourourasil 

           Kemoterapik ilaçlar, DNA-interaktif ajanlar, antitübilin ajanlar, moleküler 

hedefli ajanlar, monoklonal antikorlar, hormonlar, antimetabolitler gibi etki 

mekanizmalarına göre sınıflandırılmaktadır (Nussbaumer, 2011). 5-Florourasil, 

kemoterapide kolorektal kanserler başta olmak üzere çeşitli tümörlerin tedavisinde 

kullanılan bir urasil analoğudur (Longley ve ark., 2003). Genellikle intravenöz bolus 

olarak ya da devamlı infüzyonlar halinde uygulanmaktadır. Devamlı infüzyonlar 

halinde verilmesi ile daha verimli sonuçlar görülmekte ve daha az toksik etki 

göstermektedir (Isanbor ve O’Hagan, 2006; Nussbaumer, 2011; Schöffski, 2004).  

Kanser tedavisinde kullanılan bu ajanın in vivo olarak üretilen aktif formu bahsedilen 

üridin 5′- fosfat formudur. 5- Florourasil (5-FU), hücre döngüsünün S fazını inhibe 

ederek DNA sentezi engelleyen ve hücre ölümünü tetikleyen, fluoropirimidin formda 

bir antimetabolit kemoterapi ilacıdır.  

           5-Flourourasil tek başına veya kemoterapötik ajanlarla birlikte olarak kolon, 

karaciğer, pankreas, yumurtalık, meme ve beyin gibi pek çok kanser türüne karşı 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Longley ve ark., 2003). 5-FU, kolorektal kanser 

tedavisinin temel kemoterapi ajanıdır, ancak toplam sağkalım oranı kemoterapi alan 

kişilerde yaklaşık % 20 civarındadır. Bununla birlikte, 5-FU’nun tümöre karşı 

seçiciliği düşüktür ve terapötik dozda kullanıldığında özellikle kemik iliği, 

gastrointestinal sistem ve deri için oldukça toksik aktiviteye neden olur (Gusella ve 

ark., 2009).  
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           Kanserin tüm evrelerinde çok hedefli olmaları, tedaviye destek olmaları, 

toksik etkiye sahip olmamaları, kolay kullanılabilir ve ulaşılabilir olmaları ile 

genellikle ilaçlarla sinerjik etki göstermeleri bakımından doğal terapötikler çok 

önemli yer tutmaktadır (Wani ve ark., 2016).  

           Yapılan bir çalışmada premetrexed disodium (MTA)'nın 5-Flourourasil ile 

kombinasyonunun HT29 hücre tümörlerini taşıyan atimik antitümör etkilerine ve 

minimal toksisiteye yol açtığı görülmüştür (Eric, 2002). Yine antibakeriyal, 

antioksidan ve antifungal etkileri bilinen Pistacia eurycarpa bitkisi ile 5-FU 

kombinasyonunun HT-29 Kolon kanser hücre hattındaki etkinliğinin incelendiği bir 

çalışmada HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücrelerinin canlılığının azalması ve 

apoptoza yönelmesinde kombine kullanımın, 5-FU’nun tek başına uygulanmasına 

göre daha etkili olmuştur. Ayrıca, çalışmada kullanılan bitki ekstraktları tek başlarına 

uygulandıklarında, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücrelerinin canlılığı ve 

apoptoza yönelmesinde çok önemli etkilere sahip oldukları belirlenmiştir (Erdoğan 

ve ark., 2019). 

           Yine antioksidan ve antihelmintik aktivitesi olan bir izoflavon olan genistein 

ile 5-FU kombinasyonunun, HT-29 kolon kanser hücre hattı üzerindeki apoptotik 

aktivitesinin  incelendiği bir araştırmada kolon kanserlerinde yeni bir kemoterapötik 

etki sergilediğini göstermektedir (Jin-Taek ve ark., 2005). 

           Bu yüzden, 5-FU ile birlikte bitkisel kaynaklı bileşenlerin kombinasyonu, 

toksisite ve yan etkilerin azaltılmasına ve sağkalımı arttırmaya katkıda bulunabilir 

(Erdoğan ve ark., 2019). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Vitis vinifera (Üzüm Çekirdeği) Ekstraktının Hazırlanması 

 Kurutulmuş üzüm çekirdeği temin edilerek 1 gr olacak şekilde tartıldı.  

 Tartılan üzüm çekirdeği havanda dövülerek toz haline getirildi.  

 Toz halindeki üzüm çekirdeğine 100 ml distile su (dH2O) eklenerek 

karıştırıldı.  

 Karışım mikrodalga fırında 1 dakika (1200 W, 50 Hz) kaynatıldı.  

 Soğuduktan sonra elde edilen ekstrakt whatmann 41 filtre kağıdından süzüldü 

ve üzüm çekirdeği sulu ekstraktı elde edildi.  

3.2. Gümüş Nanopartiküllerin (Vv-AgNP) Sentezi 

5mM Gümüş Nitrat Çözeltisi:  

0,085 gr. AgNO3 (Chembio) tartıldı ve 100 ml dH2O’da çözdürüldü.  

 Hazırlanan 5mM AgNO3 çözeltisinden 95 ml alınarak 5 ml Vitis vinifera 

(üzüm çekirdeği) ekstraktı ile karıştırıldı.  

 Karışım mikrodalga fırında 1 dakika (1200 W, 50 Hz) kaynatıldı.  

3.3. Gümüş Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

 Sentezlenmiş gümüş nanopartiküllerin UV-vis spektrumları Shimadzu UV-

1801 UV-VIS spektrofotometre kullanılarak izlendi. AgNP solüsyonunun 

spektrumu 300-700 nm dalga boyu aralığında absorbans taraması yapıldı.  

 Elde edilen AgNP’lerin boyutu ve morfolojisini belirlemek üzere taramalı 

elektron mikroskobu (SEM) kullanıldı. SEM analizi Süleyman Demirel 

Üniversitesi Yenilikçi Teknolojiler Uygulama ve Araştırma Merkezinden 

(YETEM) hizmet alımı şeklinde yapıldı.  
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3.4. Hücre Kültürü 

           Çalışmada ticari olarak satın alınan insan kolon kanseri hücreleri (HT-29) 

hücre hattı kullanıldı. Hücrelerin tamamı L-glutamin, esansiyel olmayan amino 

asitler, sodyum prüvat, %10 Fetal Bovin serum (FBS)  ve Penisilin /Streptomisin 

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

içinde monolayer kültürler olarak % 5 CO2’lik atmosfer ve 37˚C’lik inkübatörde 

çoğaltıldı. 

3.4.1. Hücrelerin Ekimi ve FBS İle Muamelesi 

 Hücreler sayım için tripsinize ve ardından homojenize edildi.  

 Her hücre grubu, Thoma lamında sayılarak 3000 hücre/kuyu/100 μl besiyeri 

olacak şekilde 6 tekrar ve 2 sıra halinde 96 kuyulu kültür kabına ekimi 

gerçekleştirildi.  

 Hücreler %10 FBS içeren DMEM besi ortamı içerisinde 37oC sıcaklık ve %5 

CO2’ l൴ %95 neml൴ kültür ortamına alınarak ve gece boyu ൴nkübe edildi. 

 HT-29 hücreleri biyosentez ile oluşturulmuş gümüş nanopartiküller (Vv-

AgNP) ile artan dozlarda  (0-20 μg/mL) muamele edildi.  

 Muamele edilmeyen HT-29 kanser hücreleri ise kontrol grubu olarak 

kullanıldı.  

 İnkübasyonu takiben 72. saatte sitotoksisite değerlendirmesi için BrdU 

protokolü uygulandı.  

 

3.5. BrdU Hücre Proliferasyon Deneyi  

           Kültüre edilen HT-29 hücreleri BrdU hücre proliferasyon deneyinin bir gün 

öncesinde 96-kuyucuklu hücre kültürü kaplarına 5.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde 

ekildi. Ertesi gün, kuyucuklarda tutunan hücrelerin besiyerleri aspire edildikten 

sonra, kontrol grubu %5 PBS içeren DMEM besiyeri ve test örnekleri ise 1.25, 2.5, 

5, 10 ve 20 M Vv-AgNP’ler içeren besiyeri ile muamele edildi. İkinci bir deney seti 

olarak her test kuyucuğu Vv-AgNP’ler ile birlikte 200’er M 5 Fluorourasil (5-FU) 
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ile muamele edildi. Her deney örneği 100’er L/kuyucuk hacimde 3’lü tekrar olacak 

şekilde çalışılmış ve söz konusu test bileşikleri 72 saat boyunca HT-29 hücrelerinde 

uygulandı. Süre sonunda, BrdU hücre proliferasyonu deney kiti (BioVision 

cat#K306-200) uygulandı. Muamele edilen hücreler üzerine final konsantrasyonu 1X 

olacak şekilde 10 L kit içeriğinde mevcut olan BrdU (10X) solüsyonu ile 4 saat 

boyunca 37 oC kültür sıcaklığında muamele edildi. Sonrasında, kuyucukların 

besiyerleri tamamen aspire edildikten sonra örnekler üzerine 100 L/kuyucuk olacak 

şekilde kitin Fixing/Denaturating solüsyonu ilave edilerek oda sıcaklığında 30 dakika 

bekletildi. Süre sonunda bu solüsyon uzaklaştırılarak örnekler 100 L/kuyucuk 1X 

BrdU Detection Antibody solüsyonu ile oda sıcaklığında 1 saat boyunca yavaş 

çalkalanarak muamele edildi. Bundan sonra, her kuyucuk 300’er L 1X Wash Buffer 

ile 2 defa yıkanmış ve yıkama sonrasında 100 L/kuyucuk 1X Anti-mouse HRP-

linked Antibody solüsyonu ile oda sıcaklığında 1 saat süre ile muamele edildi. 

Akabinde, her kuyucuk 300’er L 1X Wash Buffer ile 3 defa yıkanmış ve yıkama 

tamponu da aspire edildi. Spektrofotometrik ölçüm için her kuyucuğa 100 L TMB 

substratı ilave edildi. Yaklaşık 30 dakika içerisinde renk değişimi gözlemlendiğinde 

TMB substratı içeren örnekler üzerine100 L/kuyucuk stop solüsyonu ilave edilerek 

450 nm dalga boyunda spektrofotometrik ölçüm yapıldı. Elde edilen optik dansite 

(OD) verileri excel programı kullanılarak analiz edildi ve konsantrasyona bağlı hücre 

proliferasyon grafiği çizildi. 

 

3.6. Western Blot Deneyi 

Hücre Lizatlarının Hazırlanması: Petri kültür kaplarında 72 saat boyunca Vv-

AgNP ve Vv-AgNP+5FU ile muamelesi yapılan HT-29 hücrelerinin besi ortamı 

uzaklaştırılarak, hücreler 10 mL soğuk steril 1XPBS ile iki defa yıkandı. 1XPBS 

solüsyonu da uzaklaştırılarak üzerine 1 mL proteinaz inhibitör kokteyli (Roche cat# 

11 836 145 001) RIPA tamponu (Sigma cat# 0278) hücrelerin üzerine konarak 

hücreler hücre kazıyıcısı yardımı (Falcon cat# 353085) ile ve steril 1,5 mL’lik 

ependorf tüpüne toplandı. Örnekler buzda 15 dakika bekletildikten sonra 1 dakika 

boyunca vortekslendi ve 10.000 rpm’de santrifüj edildi. Süpernatant lizat steril bir 
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ependorf tüpe transfer edildi. Örnekler kullanılana kadar -80oC’de dondurucuda 

(Nüve 490) saklandı. 

Protein Miktar Tayini: Elde edilen hücre lizatlarının protein miktarı hesaplaması 

Bradford (BioRad 500-0006) reaktifi kullanılarak Bovin Serum Albumin (BSA) 

standartına karşı gerçekleştirildi. Önceden hazırlanmış stok BSA (10mg/mL) 

solüsyonundan 1:10 dilüsyonla 1µg/µL olacak şekilde çalışma solüsyonu hazırlandı. 

Standart eğrinin çizilebilmesi amacıyla BSA solüsyonundan üçlü tekrarlar olacak 

şekilde 96 kuyucuklu kaplara 1, 3, 5, 7 ve 9 µg olacak şekilde pipetlendi. 

Dondurucuda saklanan -80oC’deki hücre lizatları buzda eritilerek aynı 96 kuyucuklu 

kaba üçer tekrar olacak şekilde 1’er µl kuyucuklara konuldu. BSA standardı ile 

birlikte test edilecek örnekler spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okundu. 

Verilerin ortalaması alınarak oluşturulan standart eğriden hesaplanan formüle göre 

örneklerin protein konsantrasyonları belirlendi. 

Poliakrilamid Jelin Hazırlanması: Deneyimizde kullandığımız %10’luk 

poliakrilamid jel resolving (ayrıştırıcı) ve kuyucukların olduğu stacking (yükleme) 

jelinden meydana gelmektedir. Resolving (ayrıştırıcı) jel (%10); 3,85 mL ddH2O, 2,5 

mL resolving (ayrıştırıcı) tampon, 3,5 mL Akrilamid/BisAkrilamid (29:08),  0,1 mL 

%10 SDS (Sodyum dodesil sülfat), 0,1 mL %10 APS (Amonyum persülfat) ve 10 µL 

Temed içeren toplam 10 mL’lik solüsyondur. Stacking jel ise; 1,5 mL ddH2O, 0,625 

mL Stacking tampon, 0,312 mL Akrilamid/BisAkrilamid (29:08), 25 µL %10 SDS, 

25 µL %10 APS ve 2,5 µL Temed içermektedir. Stacking jel, iki cam arasındaki 

resolving jel polimerize olduktan sonra üzerine kuyucukların olduğu alanı 

dolduracak kadar konuldu. Stacking jel polimerize olduktan sonra önceden 

yerleştirilmiş olan tarak çıkarılarak yükleme kuyucuklarının oluşması sağlandı. 

Hazırlanan jel elektroforez tankına yerleştirilerek elektroforez aşamasına geçildi. 

Örneklerin Poliakrilamid Jelde Elektroforezi: Bradford yöntemiyle protein 

konsantrasyonları belirlenen örneklerden 50’şer µg alınarak üzerine eşit hacimde β-

merkaptoetanol içeren western blot yükleme tamponu ilave edildi. Örnekler 5 dakika 

kaynar suda bekletildi. Western blot için özel üretilmiş pipet uçları aracılığıyla tankta 

hazırlanan poliakrilamid jele yüklendi. Yüklenen deney örnekleri yürütme tamponu 

içerisinde, stacking jelde 80 voltta, resolving jelde ise 120 voltta elektroforezi 
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sağlandı (Bio Rad). Yürüme sonunda PVDF membrana (Amersham cat# 10600023) 

transfer aşamasına geçildi. 

Jelden PVDF Membrana Transfer: Poliakrilamid jelde yürütülen örnekler 3,75g 

Glisin ve 7,25g TrisBase içeren 1 Lt transfer tamponu aracılığıyla PVDF membrana 

transfer edildi. Bunun için tankın mevcut süngerleri transfer tamponuna 250 mL 

ilave edildikten sonra ıslatıldı. Transfer aparatının siyah kısmına süngerlerden biri 

yerleştirildi. Bunun üstüne transfer tamponunda ıslatılmış transfer kağıdı konuldu. 

Poliakrilamid jel cam plakalar arasından çıkarılarak üzerine hava kabarcığı 

kalmayacak şekilde yerleştirildi. Sonra, saf metanolde ıslatılmış PVDF membran 

(Millipore IPVH00010) je üzerine yerleştirildi. Bunun üstüne yine transfer 

tamponunyla ıslatılmış whatman kağıdı (Sigma Z691011) ve diğer transfer süngeri 

yerleştirilerek transfer aparatı kapatıldı, devamında transfer tamponuyla dolu olan 

transfer cihazına (BioRad) yerleştirildi. Örneklerin gece boyunca 40 voltta transfer 

edilmesi sağlandı. 

PVDF Membranın İmmünblotlanması: Transfer aşamasının devamında ardından 

membran %1 BSA ve %0.1 Tween-20 içeren TBST tamponunda 2 saat süresince 

bloklandı. Bu bloklama tamponu içerisinde 1:1000 dilüe edilen primer antikor 

(Caspase-3 Bioss cat# bs-2593R; p53 Santacruz cat.# sc-393031; beta-Aktin Sigma 

cat.# A1978) ile membran gece boyu 4oC’de işaretlendi. Primer antikor ile muamele 

sonrasında antikor uzaklaştırıldı ve membran %0.1 Tween-20 içeren TBST yıkama 

tamponunda 15’er dakika 2 defa yıkandı. Sonrasında, bloklama tamponunda 

hazırlanmış 1:2000 dilüe sekonder antikor (anti-mouse ProteinTech cat.# SA00001-

1; anti-rabbit Santrcruz cat.#sc-2357) ile 2 saat boyunca muamele edildi. Sekonder 

antikorun uzaklaştırılmasından sonra membran yıkama tamponu 15’er dakika 2 defa 

yıkandı. Yıkama aşamasının ardından membran, ECL reaktifi (Advansta, Sirius) ile 

üst yüzeyi ıslatıldı. Yaklaşık 1 dakika beklendikten sonra ECL reaktifi membrandan 

kurutma kağıdına sızdırılması sağlandı ve membran zarar görmemesi için naylon 

dosya arasına alındı. Görüntüleme için kemilüminas’a duyarlı film (Kodak 8116428)  

kullanıldı. Karanlık odada işaretlerin alınabilmesi için film membranın üzerine 

yerleştirilerek ortalama 5 dakika bekletildi. Sonrasında film önce developer 

solüsyonunda sinyaller görülene kadar, sonrasında fiksatif solüsyonunda banyo 
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edildi. Film banyosundan sonra elde edilen immünblotlama verileri tarayıcı yardımı 

ile dijital ortama fotoğrafları alındı. İmajlarda elde edilen sinyaller imageJ yazılımı 

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

4.1. Gümüş Nanopartiküllerin Biyosentezi (Vv-AgNP) 

           Gümüş nanopartiküller Vitis vinifera (üzüm çekirdeği) sulu ekstraktı 

kullanılarak sentezlendi. Elde edilen üzüm çekirdeği ekstraktı açık pembe renkli, 

gümüş nitrat solüsyonu renksizdi. 5 mM gümüş nitrat solüsyonuna üzüm çekirdeği 

ekstraktının eklenmesi ve ısıtma işlemini takiben renk değişim süreci takip edildi. 

Gümüş nanopartiküllerinin oluşumunun bir göstergesi olan açık pembe renkten 

kahverengiye doğru oluşan renk değişimi gözlendi (Şekil 4.1).  

 

Şekil 4.1 Üzüm çekirdeği (Vitis vinifera) ekstraktı kullanılarak altın 
nanopartiküllerin biyosentezi; (A) Vitis vinifera (Vv) ekstraktı, (B) HAuCl4 çözeltisi, 
(C) HAuCl4/Vitis vinifera ekstraktı, (D) AgNO3/Vitis vinifera Ekstraktı. 

4.2. UV VIS Spektrofotometre ile Gümüş Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

           Hazırlanan AgNP’lerin 300-700 nanometre aralığında absorbsiyon taraması, 

UV visible spektrofotometre kullanılarak değerlendirildi. UV vis ölçümlerine göre 

gümüş nanopartiküllerin 400-500 nanometre dalga boyu aralığında pik vermesi 

beklenmektedir. Vitis vinifera ekstraktı kullanılarak hazırlanan AgNP’ler için 454 

nm’de güçlü bir absorbans piki gözlendi (Şekil 4.2).  
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Şekil 4.2 Gümüş nanopartiküllerin (Vv-AgNP) UV-vis absorbans ile 
karakterizasyonu.   

4.3. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) ile Gümüş Nanopartiküllerin 

Karakterizasyonu 

           Vitis vinifera ekstraktı ile biyosentezi gerçekleştirilen gümüş nanopartiküllerin 

boyut ve yüzey morfolojisinin görüntülenebilmesi için Taramalı Elektron 

Mikroskobu (SEM) ile analizi gerçekleştirildi. Yapılan görüntüleme sonucunda Vv-

AgNP’lerin genellikle kübik bir morfolojiye sahip ve 100 nm’den daha küçük 

boyutlarda olduğu belirlendi (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3 Vitis vinifera ile sentezlenmiş gümüş nanopartiküllerin (Vv-AgNP) SEM 

görüntüsü 

4.4. HT-29 İnsan Kolon Kanseri Hücrelerinde Gümüş Nanopartiküllerin (Vv-

AgNP) ve 5 Florourasil ile Birlikte Kullanımının Doza Bağımlı Sitotoksik Etkisi  

Çalışmamızda, Vitis vinifera ile sentezlenmiş gümüş nanopartiküllerin (Vv-

AgNP) farklı konsantrasyonlarda insan kolon kanseri hücre hattı HT-29 hücreleri 

üzerinde in vitro sitotoksisitesi BrdU hücre proliferasyon testi ile değerlendirildi. 

HT-29 kolon kanseri hücreleri farklı konsantrasyonlarda (0-20μg/mL) hazırlanmış 

Vv-AgNP’lerle ve 200 μg/ml sabit dozda 5 Florourasil (5-FU)  ile birlikte ile 72 saat 

boyunca muamele edildi. Vv-AgNP ile muamele edilmemiş HT-29 hücreleri kontrol 

grubu olarak kabul edildi. Sonuçlar, üç bağımsız deneyin ortalama±standart sapması 

olarak ifade edildi.  
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Kontrol hücrelere göre muamele edilen hücrelerin canlılık oranlarının 

istatistiksel anlamlılığı, Student t-testi kullanılarak belirlendi (*p<0,05). 

Çalışmadan elde etmiş olduğumuz sonuçlar kontrole göre Vv-AgNP’lerin 

HT-29 hücrelerinde doza bağımlı olarak hücre canlılığını azalttığını gösterdi. 

İnkübasyonun 72. saatinde Vv-AgNP’lerin 10 μg/ml konsantrasyonda hücre 

canlılığında %50’den fazla azalma görüldü. 10 μg/ml dozunda görülen bu azalma 

kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlıdır (p=0.000) (Şekil 4.4). Kontrole göre 

200 μg/ml sabit dozda 5-FU ile birlikte Vv-AgNP’lerin artan dozlarda kullanımında, 

1.25 μg/ml dozda Vv-AgNP uygulandığında hücre canlılığında %50’den fazla 

azalma görüldü. 1.25 μg/ml dozda görülen hücre canlılığındaki bu azalma kontrole 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlıdır (p=0,001) (Şekil 4.5). Vv-AgNP’ler 5-FU ile 

birlikte kullanıldığında hücre canlılığı üzerine kombine etkide artış görüldü.  

 

Şekil 4.4 HT-29 insan kolon kanseri hücrelerinin hücre canlılığı üzerine gümüş 

nanopartiküllerin (Vv-AgNP) doza bağımlı sitotoksik etkisi.  
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Şekil 4.5 HT-29 insan kolon kanseri hücrelerinin hücre canlılığı üzerine gümüş 
nanopartiküllerin (Vv-AgNP) 5 Florourasil ile birlikte kullanımının doza bağımlı 
sitotoksik etkisi.  

 

Şekil 4.6 HT-29 kolon kanseri hücrelerinde gümüş nanopartiküllerin (Vv-AgNP) tek 
başına ve 5 Florourasil ile kombibe uygulamalarının hücre canlılığı üzerine 
etkilerinin karşılaştırılması 
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4.5 HT-29 İnsan Kolon Kanseri Hücrelerinde Gümüş Nanopartiküllerin (Vv-
AgNP) ve 5 Florourasil ile Birlikte Kullanımının Apoptotik Etkisi 

Apoptoz ilişkili protein seviyelerinin belirlenmesi için yapılan Western blot 

deneyinde kaspaz-3 proteini için şekil 4.7’deki jel görüntüleri elde edilmiştir. Protein 

seviyesinin karşılaştırılması için referans olarak β-aktin kullanılmıştır. Artan Vv-

AgNP dozlarına bağlı kaspaz-3 aktivasyonunun kontrole kıyasla arttığı, 5 Florourasil 

ile kombine kullanımının Kaspaz-3 protein ekspresyonu üzerindeki etkisini kontrole 

kıyasla güçlendirdiği gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.7 Western blotla tespit edilmiş β-aktin ve kaspaz-3 bantlarına ait görüntüler  
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Şekil 4.8 Vv-AgNP’in Kaspaz-3 protein ekspresyonu üzerindeki etkisi 

 

Şekil 4.9 Vv-AgNP ve 5 Florourasil (5-FU) kombine kullanımının Kaspaz-3 protein 
ekspresyonu üzerindeki etkisi 
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5. TARTIŞMA 

           Nanoteknoloji terimini, atom ve  moleküllerin bir  araya getirilmesi ile  

nanometre ölçeklerde işlevsel yapıların oluşturulması şeklinde özetleyebiliriz. İnsan 

saç telinin kalınlığının yaklaşık olarak 100.000 nanometre olduğu ve kullanılabilir bir 

nanoyapının büyüklüğünün ise 1-100 nanometre olduğu dikkate alınırsa 

nanoteknolojinin uğraş alanının atomlar ve moleküller düzeyinde olduğu net bir 

şekilde görülür (Albrecht ve ark., 2006).  

            Nanoteknolojinin uğraş alanı oldukça geniştir ve zamanlada genişlemektedir. 

Günümüzde fizik, kimya, biyoloji, bilgisayar, malzeme bilimi, elektronik gibi 

alanlarda kullanımının yanında, başta ilaç taşıma, biyoçipler, implantlar, 

antimikrobiyoller, yerel tanı ve teşhis yöntemleri gibi çalışmaların yer aldığı tıp 

alanında da oldukça çarpıcı gelişmelere imkan sağlamaya başlamıştır (Kırca ve 

Menceloğlu, 2008;  Bayındır, 2005).  

           Son yıllarda ise farklı kanser türlerinde hücre hattı uygulamalarının 

nanoteknoloji alanı ile birleşmesini takiben tümör hücrelerini öldüren, sağlıklı 

(normal) hücrelere hasar vermeyen nanopartiküllerle üretilen yeni nesil ilaçlarla 

hedefe yönelik kanser tedavilerinin geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu amaca yönelik 

olarak boyutu 100 nanometre (nm) altında olan gümüş ve altın gibi bazı 

nanopartiküller, enzimler, reseptörler ve antikorlar gibi büyük biyolojik moleküllerle 

kıyaslandığında hem hücrelerin yüzeyinde hem de hücre içlerinde biyomoleküllerle 

ender görülen  etkileşimler sunarak kanser teşhisinde ve tedavisinde devrim 

yaratabileceği düşünülmektedir (Cai ve ark., 2008; Dağlıoğlu ve ark., 2018). 

            Vitis vinifera (Üzüm) bitkisi içerdiği birçok fenolik bileşik, stilbenoidler, 

antosiyoninler ile resveratrol gibi fitoaleksinleri barındırması ile birtakım 

farmakolojik aktivitelere sahiptir. Yapılan çalışmalarda,  Vitis vinifera ekstraktının, 

antioksidan ve serbest radikal temizleme aktivitesi (Jayaprakasha ve ark., 2003), 

bireysel bileşen epigallocatechin, prosiyanidinler ve bunların birleşmesine kıyasla 

büyüme inhibisyonunda daha güçlü olduğu (Dinicola ve ark., 2016) ve yüksek 

konsantrasyonda bulunan resveratrol konsantrasyonunun (75-100 μM), HT-29 ve 
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SW-480 insan kolon kanseri hücre hatlarında p53 aktivasyonu yoluyla hücre 

proliferasyonunu baskıladığını ve apoptozu indüklediği  bildirilmiştir (Vanamala ve 

ark., 2010). 

           Gümüş nanopartiküller, hücre zarından kolaylıkla geçebilmeleri sayesinde 

antibakteriyel, antivirüs, antifungal ve antimikrobik özellikler taşıdıkları için tıp 

alanında önemli bir yere sahiptir (Rai ve ark., 2009). Gümüş  nanopartiküller, gerek 

taşıdığı antibakteriyel özelliklerinin bakterilerin zamanla antimikrobiyal ajanlara 

karşı geliştirebildikleri direnci gümüşe karşı geliştiremiyor oluşu nedeniyle, gerekse 

benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik niteliklerinden dolayı uzun yıllardır bilim 

insanlarının ilgi alanına girmektedir (Altuner, 2014; Chen ve Schluesener., 2008). 

           Gümüş nanopartiküllerin sentezi için birbirinden farklı birçok yöntem 

bulunmakta ve bu yöntemler zamanla daha da çeşitlenmektedir. Kimyasal ve fiziksel 

sentez metodları hem pahalı oluşları hem de tehlikeli kimyasallar ile birlikte 

kullanılmalarından dolayı dezavantajlar içermektedir (Bhat ve ark., 2015). Gümüş 

nanopartiküllerin biyolojik sentezinde ise bitkiler, algler, mantarlar, mayalar ve 

bakteriler gibi doğal kaynaklar kullanılmaktadır. Biyolojik (yeşil) sentez, gerek 

maliyetlerinin düşüklüğü gerekse çevre dostu olması gibi avantajları nedeniyle daha 

fazla tercih edilen güvenli bir sentez yöntemdir (Latha ve ark., 2018). Ayrıca 

biyolojik sentez ile elde edilen gümüş nanopartiküllerin  taşıdığı biouyum özelliği ile 

canlı uygulamalar için önemli bir nitelik taşımaktadır (Rajan ve ark., 2015). 

           Son yıllarda yeşil sentez gümüş nanopartiküller ile ilgili antimikrobiyal, 

antifungal, antibakteriyel ve antiviral etkileri üzerinde yapılan çalışmalar yanında, 

sitotoksik ve apoptotik etkisi ile ilgili çalışmalar da yapılmaya başlamıştır. 

          Yapmış olduğumuz çalışmada, Vitis vinifera (üzüm çekirdeği) sulu ekstraktı 

kullanılarak biyosentezi gerçekleştirilen gümüş nanopartiküller ve 5-Flourourasil ile 

kombine kullanılmasının insan kolon kanseri hücre hattı HT-29 üzerindeki sitotoksik 

ve apoptototik etkisi ilk kez değerlendirilmiştir. 
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           Çalışmamızda; gümüş nanopartiküller Vitis vinifera (üzüm çekirdeği) sulu 

ekstraktı kullanılarak sentezlendi. Elde edilen üzüm çekirdeği ekstraktı açık pembe 

renkli, gümüş nitrat solüsyonu renksizdi. 5 mM gümüş nitrat solüsyonuna üzüm 

çekirdeği ekstraktının eklenmesi ve ısıtma işlemini takiben renk değişim süreci takip 

edildi. Gümüş nanopartiküllerinin oluşumunun bir göstergesi olan açık pembe 

renkten kahverengiye doğru oluşan renk değişimi gözlendi. Gümüş nanopartiküllerin 

oluştuğunun göstergesi olan renk değişimi yapılan benzer çalışmalar ile uyumlu 

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

           Yapmış olduğumuz çalışmada hazırlanan Vv-AgNP’lerin 300-700 nanometre 

aralığında absorbsiyonları, UV visible spektrofotometre (UV-vis)  kullanılarak 

değerlendirildi. UV-vis ölçümlerine göre gümüş nanopartiküllerin 400-500 

nanometre dalga boyu aralığında pik vermesi beklenmektedir. Üzüm çekirdeği 

ekstraktı kullanılarak hazırlanan AgNP’ler için 454 nm’de güçlü bir absorbans piki 

gözlendi. Biyosentez metodu uygulanan farklı gümüş nanopartikül çalışmalarının 

UV-vis analizinde gümüş nanopartiküllerin 454 nm dalga boyunda güçlü bir pik 

verdiği görülmüştür (Wang ve ark., 2017). Curcuma Longa (Zerdeçal) bitki özütü 

kullanılarak AgNP biyosentezinin yapıldığı bir çalışmada ise UV-vis analizinde 

gümüş nanopartiküllerin maksimum 435 nm dalga boyunda olduğu bildirilmiştir 

(Alsammarraie ve ark., 2018). Fıstık (Pistacia vera L.) yaprağından AgNP 

biyosentezi yapılan diğer bir çalışmada ise UV-vis analiz sonucuna göre AgNP’lerin 

maksimum 460.67 nm’de belirgin plazma rezonansı bildirilmiştir (Eren ve Baran, 

2019). 

           Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, sentezlenen nanopartiküllerin 

büyüklüğü ve morfolojik özelliklerinin belirlenmesinde  kullanılan bir analiz 

yöntemidir (Eren ve Baran,  2019). Çalışmamızda üzüm çekirdeği ekstraktı ile 

biyosentezlenmiş gümüş nanopartiküllerin boyut ve yüzey morfolojisinin 

görüntülenebilmesi için Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) ile analizi 

gerçekleştirildi. Yapılan görüntüleme sonucunda Vv-AgNP’lerin genellikle kübik bir 

morfolojiye sahip ve 100 nm’den daha küçük boyutlarda olduğu belirlendi. Bitki 

ekstraktları ile elde edilen AgNP’lerin yer aldığı ve  UV, XRD, SEM ve EDX 

analizlerinin kullanıldığı bir çalışmada AgNP’lerin küresel, altıgen, düzensiz 
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şekillerde olduğu ve 10 ile 90 nm boyutlar arasında değiştiği belirtilmiştir (Singh ve 

ark., 2015). Justicia spicigera bitki özütünden elde edilen biyosentez AgNP’lerin yer 

aldığı diğer bir çalışmada ise, SEM analizine göre  elde edilen AgNP’lerin küresel 

morfolojiye ve 86 ile 100 nm arasında bir partikül boyutuna sahip olduğu 

gözlenmiştir (Mazariegos ve ark., 2019). SEM verilerine göre kullandığımız 

nanomalzemelerin kübik morfolojide ve 100 nm’nin altında bulunması, benzer 

çalışmaların sonuçlarıyla uyum göstermektedir. 

           Çalışmamızda, Vitis vinifera ile sentezlenmiş gümüş nanopartiküllerin (Vv-

AgNP) farklı konsantrasyonlarda insan kolon kanseri hücre hattı HT-29 hücreleri 

üzerinde in vitro sitotoksisitesi BrdU hücre proliferasyon testi ile değerlendirildi. 

Elde etmiş olduğumuz sonuçlar kontrole göre Vv-AgNP’lerin HT-29 hücrelerinde 

doza bağımlı olarak hücre canlılığını azalttığını gösterdi. İnkübasyonun 72. saatinde 

Vv-AgNP’lerin 10 μg/ml konsantrasyonda hücre canlılığında %50’den fazla azalma 

görüldü. Kontrole göre 200 μg/ml sabit dozda 5-FU ile birlikte Vv-AgNP’lerin artan 

dozlarda kullanımında, 1.25 μg/ml dozda Vv-AgNP uygulandığında hücre 

canlılığında %50’den fazla azalma görüldü. Vv-AgNP’ler 5-FU ile birlikte 

kullanıldığında hücre canlılığı üzerine kombine etkide artış görüldü.  

         Gümüş nanopartiküllerinin apoptotik ve sitotoksik etkilerine ilişkin literatür 

değerlendirildiğinde; Acanthopanax sessiliflorus bitki özütlerinden biyosentez ile 

elde edilen AgNP’lerin kullanıldığı ve UV-vis, SEM ve XRD analizleri ile 

karakterizasyonunun yapıldığı bir çalışmanın, in vitro MTT sitotoksik analiz 

sonucunda, AgNP'lerin (10–100 μg/ml) artan konsantrasyonlarda insan 

keratinositlerinde doza bağlı toksisitesini ortaya çıkardığı bulunmuştur (Sapkota ve 

ark., 2017). Gümüş nanopartiküllerin insan hepatocellular karsinoma (HepG-2) hücre 

hattı üzerinde apoptotik ve sitotoksik etkilerinin incelendiği diğer bir araştırmada ise, 

AgNP'lerin HePG-2 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi MTT testi ile 

değerlendirilmiş ve AgNP'ler, HePG-2 hücrelerinin büyümesini doza bağımlı bir 

şekilde önemli ölçüde inhibe ettiği bulunmuştur. Bununla birlikte, sub-Gl apoptotik 

hücre popülasyonu, doza bağımlı bir şekilde önemli ölçüde arttığı gözlenmiştir (Zhu 

ve ark., 2016). Biyolojik olarak sentezlenen AgNP'lerin Helicobacter pylori, 

Helicobacter felis ve insan akciğeri (L132) ve akciğer karsinomu (A549) 
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hücrelerinde çok boyutlu etkisinin değerlendirildiği bir başka çalışmada, doza bağlı 

şekilde özellikle memeli hücrelerinde apoptoza neden olduğu ve AgNP'lerin, H. 

pylori ve H. felis'e karşı anti-bakteriyel ve anti-biyofilm aktivitesi gibi çok boyutlu 

etkiler ile birlikte ayrıca insan kanser hücrelerine karşı sitotoksik aktiviteye sahip 

olduğunu göstermektedir (Sangiliyandi ve ark., 2015). 

 Gümüş nanopartiküllerin de dahil olduğu ve çeşitli nanopartiküllerin in vitro 

sitotoksisitesini MTT testi kullanılarak değerlendirilen başka bir çalışmada, bir sıçan 

karaciğerinden türetilmiş hücre hattı üzerinde (BRL 3A), AgNP’lere maruz kaldıktan 

24 saat sonra apoptotik etkisini, mitokondriyal fonksiyon ve membran bütünlüğünü 

(LDH sızıntısı baz alarak ölçülmüştür) önemli ölçüde azaltarak sağladığı 

bulunmuştur. Ayrıca apoptotik ve sitotoksik etkinin AgNP dozuna bağlı olduğu 

görülmüştür. SEM analizi sonucu ise, tüm nanopartiküllerin hücrede birikmediğini, 

ancak bazılarının membranlarla ilişkili kaldığını gösterdi. Test edilen diğer tüm 

nanopartiküllerin (Fe3O4, Al, MoO3, MnO2) AgNP’ye göre daha az sitotoksik etki 

gösterdiği görüldü. (Hussain ve ark., 2005). Yine biyosentez AgNP’lerin kullanıldığı 

diğer bir çalışmada , spermatogonial kök hücre özelliklerine sahip bir fare hücre hattı 

üzerindeki etkileri incelendiğinde de konsantrasyona bağlı benzer bir sitotoksisite 

gözlenmiştir (Braydich-Stolle ve ark., 2005). Gümüş nanopartiküllerin,  Fare 

karaciğer birincil hücre kültürü ve insan karaciğer karsinom hücre hattında (HepG-2) 

sitotoksik etkilerinin MTT testi ile incelendiği başka bir çalışma sonuçları ise;  

AgNP’lerin normal hücrelere (farelerin birincil karaciğer hücreleri) kıyasla kanserli 

hücrelerin (HepG2 hücre hattı) büyümesi üzerinde 44 kat daha güçlü inhibe edici 

etkiye sahip olduğunu gösterilmiştir (Firouz ve ark., 2014). 

            Çalışmamızda BrdU hücre proliferasyon deney yöntemiyle; HT-29 kolon 

kanseri hücrelerinin hücre canlılığı üzerine gümüş nanopartiküllerin (Vv-AgNP) ve 

gümüş nanopartiküllerin (Vv-AgNP) 5-Flourourasil ile kombibe kullanımının doza 

bağımlı sitotoksik etkisinin varlığı ortaya konulmuştur. 

            5-Florourasil (5-FU) geniş spektrumlu etkili bir kanser ilacıdır. 5-FU, 

kolorektal kanser tedavisinin temel kemoterapi ajanıdır, ancak toplam sağkalım oranı 

kemoterapi alan kişilerde yaklaşık % 20 civarındadır. Bununla birlikte, 5-FU hızlı bir 
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şekilde emilerek kan kapilerlerinden sistemik dolaşıma geçer. Bu durum sistemik 

toksisite riskini artırırken hedef alandaki etkinlik kaybına sebep olur ve terapötik 

dozda kullanıldığında özellikle kemik iliği, gastrointestinal sistem ve deri için 

oldukça toksik aktiviteye neden olur (Gusella ve ark., 2009). Bu etkileri nedeniyle 

klinik kullanımı kısıtlanmaktadır.  

           Kemoterapötik ajanın kanser hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerini 

iyileştirmek için ön ilaç olarak modifiye edilerek kullanımı, çeşitli nanotransportlara 

yükleyerek kullanımı, nanopartiküllerle kombine kullanımı ve nanopartiküllerle 

kapsüllenerek kullanımı şeklinde çeşitli araştırmalar sürmektedir. 5-FU'nun diğer 

güçlü antikanser ajanlar ile kombinasyon halinde tümör hedefli dağıtımı için 

polimerik nanopartiküllerin  kullanılması, 5-FU'nun terapötik etkinliğini artırmak 

için önemli bir strateji olarak kabul edilmektedir (Samira ve ark., 2020). Ayrıca, 5-

FU ile birlikte bitkisel kaynaklı bileşenlerin kombinasyonu, toksisite ve yan etkilerin 

azaltılmasına ve sağkalımı arttırmaya katkıda bulunabileceği bildirilmiştir (Erdoğan 

ve ark., 2019). 

           Yapılan bir çalışmada, 5-FU, biyoyararlanımı ve biyoatılımı oldukça düşük 

olan Chrysin (5.7-Hihdroksiflavon)  ile birlikte,  poly(laktik-ko-glikolitik asit) 

(PLGA) ve polietilen glikol (PEG) maddelerinin nanopartikülleri ile kombine şekilde 

in vitro olarak verilmiştir. HT-29 insan kolon kanseri hücre hattında ve MTT testi 

kullanılarak 5-FU’nun nanopartiküllerle birlikte kullanımının etkisi incelenmiş ve  

sonuçlar Chrysin ve 5-FU'nun kanser hücrelerine birlikte verilmesi için kullanılan 

PLGA-PEG-PLGA nanopartiküllerinin kanser tedavisinde etkiyi kayda değer şekilde 

arttırabieceği ortaya konulmuştur (Samira ve ark., 2020). 

            Başka bir çalışmada ise, 5-FU gümüş nanopartiküllerle kapsüllenerek 

uygulanmış, hemotoksik, sitotoksik etkileri ile birlikte SKOV-3, MDA-MB-435 ve 

A-549 hücre hatları üzerinde MTT deneyi ile de kanser hücrelerine olan etkileri 

incelenmiştir. Sonuçlara göre 5-FU moleküllerinin AgNP'lerde kapsüllenmesi, ilacın 

salımını artırmış, hemolitik toksisitede önemli bir azalma görülmüş, açık bir şekilde 

doza bağımlı bir sitotoksisite ile hücresel canlılığın azaldığı rapor edilmiştir (Gang ve 

Gang, 2017). Bu çalışmalar, bizim çalışmamızla paralel bir şekilde kanser 
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tedavilerinde, ilaç-nanopartikül kombinasyon bazlı tedavi stratejilerinin 

geliştirilmesinin faydalı olacağını desteklemektedir. 

           Yapmış olduğumuz çalışmamızda, HT-29 hücrelerinde Gümüş 

Nanopartiküllerin (Vv-AgNP) ve 5-FU birlikte kullanımının apoptotik etkisi 

araştırılmıştır. Artan Vv-AgNP dozlarına bağlı kaspaz-3 aktivasyonunun arttığı, 5-

FU ile kombine kullanımın apoptotik etkinliği güçlendirdiği gözlenmiştir. Gümüş 

nanopartiküller kullanılarak yapılan bir çalışmada, kaspaz proteinin apoptotik etkiyi 

indükleyebildiği ortaya konulmuştur (Khan ve ark., 2017). Nanopartikül kullanılarak 

yapılan başka bir çalışmada artan kaspaz 3 ve azalmış hücre proliferasyonu ile hücre 

apoptozunu indükleyebildiği ortaya konulmuştur (Huang ve ark., 2015). Tiroid 

kanseri SW579 hücreleri üzerine SHP2-hedefli nanopartiküllerin sitotoksik ve 

apoptotik etkilerinin incelendiği bir çalışmada hedeflenen nanopartiküllerin tek 

başına hücre büyümesi ve apoptoz üzerinde hiçbir etkisinin olmadığı, apoptotik 

etkinin doksorubisin kullanımı ile BAX ve kaspaz-3 ekspresyonunun anlamlı dercede 

arttırıldığı anlaşılmıştır (Hu ve ark., 2019). Bu doğrultuda yapmış olduğumuz 

çalışmanın diğer çalışmalar ile uyumlu olduğu anlaşılmaktadır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Kolon kanserleri, gerek dünyada her yıl yaklaşık olarak 1 milyonun üzerinde 

yeni vaka teşhisiyle gerek yıllık 500.000 ölümle sonuçlanan vaka sayısıyla gerekse 

görülen tüm kanser türleri içindeki  %10-15’e dayanan oranlarıyla oldukça ciddi bir 

kanser türüdür. 5-Florourasil (5-FU), geniş spektrumlu ve birçok kanser türüne karşı 

etkisi olduğu bilinen sitotoksik bir ajandır. Bununla birlikte, 5-FU kan 

kapillerlerinden kolaylıkla emilerek sistemik dolaşıma geçer ve bu durum sistemik 

toksisite riskini artırırken hedef alandaki etkinlik kaybına sebep olmaktadır. İn vivo 

olarak verimsiz uygulanması ve sistemik toksisitesi 5-FU’nun klinik kullanımını 

kısıtlamaktadır. Benzer nedenlerle kanser tedavisinde var olan tedavi seçenekleri 

tatmin edici bulunmamakta olup alternatif yeni tedavi yöntemleri araştırılmaktadır. 

Nanoteknolojinin kullanımı ile birlikte biyouyumlu antikanser ajanların geliştirilmesi 

kanser tedavisi alanındaki yeni yaklaşımlardan birini oluşturmaktadır. Bizde son 

zamanlarda adını oldukça sık duyduğumuz yeşil sentez gümüş nanopartiküllere 

çalışmamızda yer verdik.  

Çalışmamızda, Vitis vinifera (üzüm çekirdeği) ekstraktı kullanılarak gümüş 

nanopartiküllerin biyosentezi gerçekleştirildi. Bu sayede gümüş nanopartiküllerin 

biyosentezinde kullanılabilecek çevre dostu, uygun maliyetli ve oldukça basit yeni 

bir yöntem geliştirilmiş oldu. Aynı zamanda, bu çalışma bir kolon kanseri hücre hattı 

olan HT-29 hücrelerinde biyolojik olarak sentezlenen AgNP’lerin konsantrasyona 

bağlı olarak hücre büyümesini inhibe ettiğini ortaya koymuştur.  

Sonuç olarak, gümüş nanopartiküller bu çalışmada üzüm çekirdeği ekstraktı 

kullanılarak başarılı bir şekilde sentezlenmiştir. Biyosentezlenen gümüş 

nanopartiküllerin HT-29 kolon kanseri hücrelerine karşı 5-Florourasil ile birlikte 

kullanılmasının sitotoksik ve apoptotik etkiler sergilediği gösterilmiştir. Bu bulgulara 

dayanarak biyosentezlenmiş gümüş nanopartiküllerinin insan kolon kanseri tedavisi 

için umut vaat edici yeni bir terapötik ajan olduğunu düşünmekteyiz. Ayrıca 

sitotoksik ve apoptotik ajan olarak kullanılan AgNP’lerin partikül büyüklüğü ve 

çözelti dozunun bu etkileri üzerinde artırıcı veya azaltıcı ilişkilerinin tespiti için de 

daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır. Çalışmamızın in vitro bir çalışma olması 
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nedeniyle bulgularımızı desteklemek için in vivo kolon kanseri modellerinde 

denenmesi ve etki mekanizmasının moleküler düzeyde açıklanabilmesi için daha ileri 

çalışmaların gerçekleştirilmesi gerekmektedir. 
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