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Oz

Amacg

Son yillarda metalik nanopartikiller antioksidan, an-
timikrobiyal ve antikanser etkinlikleri ile nanotip ala-
ninda oldukca dikkat cekmektedir. Ozellikle, kanser
tedavisinde farmakolojik etkinligi bilinen tibbi bitkiler-
den yesil sentez metodu ile tretilen metal nanoparti-
killer arastirmacilarin ilgi odagdi haline gelmistir. Altin
nanopartikiller; kendilerine 6zgu kimyasal, fiziksel ve
nontoksik 6zellikleri ile 6n plana ¢ikan metal nanopar-
tiktllerden biridir. Calismamizda, Gzum (Vitis vinife-
ra) cekirdegi sulu ekstrakti kullanilarak yesil sentezi
gercgeklestirilen altin nanopartiktllerin (Vv-AuNP) tek
basina ve kemoterap6étik bir ajan olan Gemsitabin ile
kombine kullaniminin HT-29 kolon kanseri hiicre hatti
Uzerindeki sitotoksik, anti-proliferatif ve apoptotik etki-
lerinin degerlendiriimesi amagclanmistir.

Gere¢ ve Yontem

Altin nanopartikillerin yesil sentezi, Vitis vinifera
sulu 6zutd kullanilarak gergeklestirildi. Vv-AuNP’le-
rin UV-gorunir spektrofotometre, taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimli X-i1sini Spekt-

roskopisi (EDX) gibi gesitli analitik tekniklerle karak-
terizasyonu yapildi. Vv-AuNP'ler 0-80 ug/mL doz
araliginda tek basina ve Gemsitabin (100 pg/mL veya
200 pg/mL sabit doz) ile kombine olacak sekilde HT-
29 hucreleri ile 72 saat suresince muamele edildi.
Sitotoksik etkileri MTT testi ile degerlendirildi. Ayrica,
HT-29 hiicreleri tGzerine Vv-AuNP’lerin artan dozlarda
(0-400pg/mL) tek basina ve Gemsitabin ile kombine
antiproliferatif etkileri ise BrdU testi ile belirlendi. Altin
nanopartikillerin HT-29 hacreleri ile muamelesi son-
rasi Kaspaz-3 aktivasyon dizeyi Western-blot yonte-
mi ile analiz edildi.

Bulgular

MTT sonuglari degerlendirildiginde Vv-AuNP’lerin 80
pg/mL doza kadar cikildiginda HT-29 hicrelerinde
istenilen diizeyde sitotoksik etkiler gostermedigi be-
lirlendi. BrdU hicre proliferasyon testi sonuclarina da-
yali olarak, Vv-AuNP’lerin tek basina ve Gemsitabin
ile birlikte uygulamalarinda IC50 degerleri sirasiyla
147.9 ve 39.43 pg/mL olarak belirlendi. Vv-AuNP doz-
larina bagh kaspaz-3 aktivasyonunun kontrole kiyasla
arttigl, Gemsitabin ile kombine kullaniminin bu etkiyi
glclendirdigi gozlendi.
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Sonug¢

Sonug olarak, yesil sentezlenmis AuNP’ler in vitro ko-
sullarda kolon kanseri hticreleri tizerinde anti-kanser
Ozellikler sergilemistir. Bu ¢alismanin sonuglari, Vv-A-
uNP'lerin kolon kanseri tedavisi icin potansiyel bir se-
¢enek olarak dusunulebilecegini gbstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera, Altin Nanopartikul,
Gemesitabin, Kolon Kanseri, HT-29

Abstract

Objective

In recent years, metallic nanoparticles have attracted
the attention in the field of nhanomedicine with their
antioxidant, antimicrobial and anticancer activities.
Especially, metal nanoparticles produced by green
synthesis method from medicinal plants with known
pharmacological efficacy in cancer treatment have
been spotlighted by researchers.. Gold nanoparticles;
become prominentamong metal nanoparticles
with their unique chemical, physical and non-toxic
properties. In this study, it was aimed to perform
green synthesis of gold nanoparticles using Vitis
vinifera (grape seed) aqueous extract and to evaluate
cytotoxic, anti-proliferative and apoptotic effects
of gold nanoparticles (Vv-AuNP) alone and with
Gemcitabine co-administration on HT-29 human
colon cancer cell line.

Materials and Methods

Green synthesis of gold nanopatrticles was carried out
using the aqueous extract of Vitis vinifera. Vv-AuNPs
were characterized by various analytical techniques
such as UV-visible spectrophotometer, scanning

Giris

Kanser genellikle DNA hasarina bagli olarak hticreler
Uzerinde, radikal metabolik ve davranissal farklilas-
malar meydana getiren cok asamali bir siireci kapsar
(1). Kolorektal kanser, akciger ve meme kanserle-
rinden sonra her iki cinste de gorilebilen énlenebilir
Uclncl en yaygin kanser tdriadir. Dinya capinda
kansere bagh élumler arasinda ikinci sirayir almakta
olup, 50 yasin altindaki genc yetiskinlerde kolorektal
kanser insidansi ve 6lum oraninin son 25 yilda gi-
derek arttigi kaydedilmektedir (2, 3). Kanser tedavi-
sinde 6lim oranini azaltmak ve sag kalimi artirmak
Uzere geleneksel ydntemler olan cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, hormon tedavisi ve yeni tedavi yontem-
lerinden immdinoterapi, hedeflenmis terapiler ve gen
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electron microscope (SEM) and Energy Dispersive
X-ray Spectroscopy (EDX). Vv-AuNPs were treated
with HT-29 cells at a dose range of 0-80 pg / mL for
72 hours, alone and in combination with Gemcitabine
(200 pg / mL or 200 ug / mL fixed dose). Cytotoxic
effects were evaluated by MTT assay. In addition,
the antiproliferative effects of Vv-AuNPs at increasing
doses (0-400 pg / mL) alone and combined with
Gemcitabine were determined by the BrdU test. After
treatment of gold nanoparticles with HT-29 cells,
the level of Caspase-3 activation was analyzed by
Western-blot method.

Results

According to MTT results, when the dose of Vv-
AuNPs was increased to 80 pg / mL, it was determined
that HT-29 cells did not show the expected level of
cytotoxic effect. According to the results of the BrdU
cell proliferation test, IC50 values of Vv-AuNPs alone
and combined with Gemcitabine were determined
as 147.9 and 39.43 pg / mL, respectively. It was
observed that the activation of caspase-3 due to Vv-
AuNP doses increased compared to control, and its
combined use with Gemcitabine reinforced this effect.

Conclusion

As a result, green synthesized AuNPs exhibited
anti-cancer properties on colon cancer cells in vitro.
The results of this study show that Vv-AuNPs can
be considered as a potential option for colon cancer
treatment.

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

terapi gibi biyolojik terapiler tek basina veya birlik-
te kullaniimaktadir (4). Her yéntemin kendine 6zgi
avantaj ve dezavantajlarinin bulunmasi, kanserin
meydana gelisi, gelisimi ve olusturdugu etki bakimin-
dan her hasta ic¢in oldukga fazla cesitlilik gostermesi
ve karmasik bir yapiya sahip olmasi, arastirmacilari
kanserli hastalarin tedavisinde yeni tedavi modelleri
gelistirmeye ydnlendirmektedir (5).

Nanoteknoloji temel olarak ¢esitli boyut, sekil ve kim-
yasal bilesimlerdeki nanopartikiillerin sentezi, kont-
rollii dagilimi ve bunlarin insan yararina kullanimi ile
ilgilidir (6). Nanopartikiil (NP) dretiminde kullanilan
kimyasal ve fiziksel yontemler, saf ve iyi tanimlanmis
nanopartikilleri basariyla tretebilseler de, bunlar ol-
dukca pahali ve ¢evre icin potansiyel olarak tehlikeli-



dirler. Alg, maya, mantar, bakteri, mikroorganizmalar
ile bitkilerin kok, gévde, cekirdek ve yapraklarinin kul-
lanildi@ bitki 6zttt gibi biyolojik kaynaklarin kullanimi-
na dayall biyosentez, ¢evre dostu bir sekilde NP’lerin
Uretimi acisindan kimyasal ve fiziksel ydontemlere iyi
bir alternatif olabilmektedir (7). Bu biyolojik kaynaklar
icerisinde NP'lerin sentezi icin bitkilerin kullanimi, bitki
materyalinin kendisinin NP'leri indirgeme ve stabilize
etme egiliminin olmasi nedeniyle bilimsel arastirma-
larda daha fazla ilgi gérmektedir. Bitki 6zitinin tdrd,
her bir bitkinin farkli miktarlarda indirgeyici igerigi sa-
yesinde, NP'lerin sekli ve boyutunda olduk¢a dnemli
bir rol oynamaktadir (8-11).

Vitis vinifera (izim) gesitli fenolik bilesikler, flavono-
idler ve stilbenler icermektedir. Uziim ¢ekirdegi gicli
serbest radikal temizleme aktivitesine sahip proanto-
siyanidinler acisindan zengindir (12). Cok sayida in
vitro ve in vivo ¢alisma, UzUm ¢ekirdegdi proantosiyani-
dinlerinin farmakolojik etkiler sergiledigini gostermistir
(13). Uzum c¢ekirdegi 6zutuniin, antioksidatif, anti-enf-
lamatuar ve antimikrobiyal aktiviteler gibi genis bir
farmakolojik ve terapotik etki profiline sahip olmasinin
yaninda kardiyoprotektif, hepatoprotektif ve néropro-
tektif etkilere sahip oldugu bildirilmistir (14).

Kanser tedavisinde 6zellikle farmakolojik etkinligi olan
tibbi bitkilerden yesil sentez metodu ile Uretilen metal
nanopartikillerin antioksidan, antimikrobiyal ve anti-
kanser etkileri 6n plana ¢ikmaktadir (9, 15-17). Altinin
kimyasal yapi olarak bir soy metal olmasi ve toksik
olmayan karakteristige sahip olmasi, yapilan ¢calisma-
larda yaygin olarak tercih edilen nanomateryallerden
biri olmasini saglamaktadir (18). Son dénemdeki ¢a-
hsmalarda yesil sentez altin nanopatrtikdllerin (AuNP),
cesitli kanser turleri Gizerindeki sitotoksik ve apoptotik
etkinligi bildirilmistir (19-22) .

Gemsitabin (2'-deoksi-2, 2'-diflorositidin monohidrok-
lortir), orijinal olarak antiviral etkileri icin arastirilan,
sonrasinda antikanser tedavi secenegi olarak gelis-
tirilen bir ajandir (23). Gemsitabin (GEM), tek basina
veya diger antikanser ajanlar ile kombine olarak kul-
lanilan ve hematolojik malignensiler ve ¢esitli solid tu-
morlere karsi aktivite gosteren bir deoksiribontikleosit
analogudur (24).

Yapmis olugumuz bu calismada, Vitis vinifera cekir-
dedi sulu 6zith kullanilarak altin nanopartikillerin
biyosentezinin gerceklestiriimesi ve ayni zamanda
biyosentezlenmis altin nanopartikillerin tek basina
ve Gemsitabin ile kombine kullaniminin HT-29 insan
kolon kanseri hiicreleri tizerindeki anti-kanser aktivite-
lerinin degerlendiriimesi amagclanmistir.
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Gerec ve Yontem

Vitis vinifera Cekirdegi Sulu Ozitiiniin Hazirlanmasi
Kurutulmus tGzim cekirdekleri havanda déviilerek toz
haline getirildi. Ozltiinhazirlanmasi igin 1 gr tiziim ce-
kirdegine 100 mL deiyonize su eklenerek mikrodalga
firnda 1 dakika (1200W, 50Hz) kaynatildi. Elde edi-
len sulu 6zut whatman no. 1 filtre kagidi ile stizilerek,
tekrar kullanima kadar 4° C'de saklandi.

Altin Nanopatrtikillerin (Vv-AuNP) Biyosentezi
Hazirlanan 1mM HAuCI, (Alfa Aesar by Thermo Fis-
her Scientific) ¢ézeltisinden 45 mL alinarak, 5 mL Vi-
tis vinifera cekirdegi sulu 6ztu ile karistirildi. Karisim
karanlkta bekletilerek, zamana bagl renk degisimi
go6zlendi.

Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sari renkten koyu kahverengiye dogru olan degisim
AuUNP’lerin olusumunu gostermektedir. Sentezlenmis
altin nanopartikillerin spektrumlari Shimadzu UV-
1801 UV-VIS (gortnir) spektrofotometre kullanilarak
izlendi. AUNP sollisyonunun spektrumu 300-700 nm
dalga boyu araliginda absorbans taramasi yapildi.
Elde edilen AuNP’lerin boyutu ve morfolojisini belirle-
mek Uzere taramali elektron mikroskobu (SEM), kim-
yasal karakterizasyonunu belirlemek icin Enerji Dagi-
limli X-1s1n1 Spektroskopisi (EDX) kullanildi.

Hiicre Kiiltirii

Calismada Hayvan Hicre Kiltirt Koleksiyonundan
(HUKUK, Sap Enstitlisi, Ankara, Turkiye) temin edi-
len insan kolon kanserini temsilen HT-29 hiicre hatt
kullanildi. Hiicrelerin tamami esansiyel olmayan ami-
no asitler, sodyum privat, L-glutamin, %10 fetal sigir
serumu (FBS) iceren Penisilin /Streptomisin eklenmis
DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) (PAN-bi-
otech) besi ortami igerisinde 37°C sicaklik ve %5 CO,’
li %95 nemli kiltir ortamina alinarak monolayer kiil-
turler olarak inktibatérde cogaltildi.

MTT Testi

Sentezlenen Vv-AuNP’lerin  HT-29 hicre hatt
Uzerinde sitotoksik etkisi MTT (3-(4,5-dimetiltiya-
zol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdr) testi ile de-
gerlendirildi. Hucreler Thoma laminda sayilarak 3000
hiicre/kuyu/100 pL besiyeri olacak sekilde 96 kuyu-
lu kiltor kabina ekimi gerceklestirildi. Hicreler %10
FBS iceren DMEM besi ortami icerisinde 37°C sicak-
Ik ve %5 CO,’ li %95 nemli kiltdr ortamina alinarak
ve 24 saat inkiibe edildi. HT-29 hicreleri biyosentez
ile olusturulmus Vv-AuNP’ler ve GEM ile tek basina
ve kombine olacak sekilde (Vv-AuNP (0-80 pg/mL),
GEM (0-400 pg/mL), Vv-AuNP (0-80 pg/mL) + 100ug/
mL GEM, Vv-AuNP (0-80 pg/mL) + 200ug/mL GEM) 4
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farkli grupta muamele edildi. Kontrol grubu olarak her-
hangi bir ajanla muamele edilmemis HT-29 hiicreleri
kullanildi. 5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan MTT,
her bir kuyucuga 10 pL olacak sekilde ilave edilerek
4 saat sureyle inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
meydana gelen mor renkli formazon kristalleri, 100
pL dimetil silfoksit (DMSO) icinde ¢dzildi. 570 nm
dalga boyunda spektrofotometrik (Thermo Multiscan
GO) olcim yapilarak optik dansite (OD) verileri elde
edildi. Sonuglar, G¢ bagimsiz deneyin ortalamasi ali-
narak belirlendi. Hiicre canhlidi, asagidaki formil kul-
lanilarak hesaplandi:

Hucre canliigi (%) = (Ornek Absorbansi / Kontrol Ab-
sorbansi) x100

BrdU Hiicre Proliferasyon Testi

Kiltire edilen HT-29 hiicreleri, Bromodeoksiuridin
(BrdU) hiicre proliferasyon deneyinin bir giin 6ncesin-
de 96-kuyucuklu hticre kulttrl kaplarina 5.000 hiicre/
kuyucuk olacak sekilde ekildi. Ertesi giin, kuyucuk-
larda tutunan hicrelerin besiyerleri aspire edildikten
sonra, kontrol grubu %5 fosfat tamponlu salin (PBS)
iceren DMEM besiyeri ve test ornekleri ise 25, 50,
100, 200, ve 400 pg/mL Vv-AuNP'ler ve Vv-AuNP+
GEM (200 pg/mL) iceren besiyeri ile muamele edil-
di. Her deney 6rnegi 100’er yL/kuyucuk hacimde 3'li
tekrar olacak sekilde galisilarak, s6z konusu test bile-
sikleri 72 saat boyunca HT-29 hiicrelerinde uygulandi.
Sure sonunda, BrdU hiicre proliferasyonu deney Kkiti
(BioVision cat#K306-200) uygulandi. Muamele edi-
len hicreler Uzerine sonkonsantrasyonu 1X olacak
sekilde 10 pL kit iceriginde mevcut olan BrdU (10X)
soliisyonu ile 4 saat boyunca 37°C kulttr sicakhgin-
da muamele edildi. Spektrofotometrik dl¢iim igin her
kuyucuga 100 pL tetrametilbenzidin (TMB) substrati
ilave edildi. Yaklasik 30 dakika icerisinde renk degi-
simi gozlemlendiginde TMB substrati iceren drnekler
Uzerine 100 pL/kuyucuk stop sollisyonu ilave edilerek
450 nm dalga boyunda spektrofotometrik dlgtiim yapil-
di. Elde edilen optik dansite (OD) verileri excel prog-
rami kullanilarak analiz edildi ve konsantrasyona bag-
Il hiicre proliferasyon grafigi ¢izildi. Hiicre canhhginda
%50 azalma gosteren Vv-AuNP ve Vv-AuNP+GEM
(200 pg/mL) konsantrasyonu (IC50 degeri) GraphPad
Prism 8 yazilimi kullanilarak belirlendi.

Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi:Petri kiltir kapla-
rinda 72 saat boyunca Vv-AuNP ve Vv-AuNP+GEM
ile muamelesi yapilan HT-29 hiicrelerinin besi ortami
uzaklastirilarak, hicreler 10 mL soguk steril 1XPBS
ile iki defa yikandi. 1XPBS sollisyonu da uzaklasti-
rilarak 1 mL proteinaz inhibitdr kokteyli iceren (Roc-
he cat# 11 836 145 001) Radioimmunoprecipitation
assay (RIPA) tamponu (Sigma cat# 0278) hicrelerin

458

Vitis vinifera Gekirdek C?zijtijnden Sentezlenen
Altin Nanopartikdllerin In Vitro Sitotoksik Etkisi

Uzerine eklenerek, hicreler hiicre kaziyicisi yardimi
(Falcon cat# 353085) ile steril 1,5 mLlik ependorf
tiplerine toplandi. Ornekler buzda 15 dakika bek-
letildikten sonra 1 dakika boyunca vortekslendi ve
10.000 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant lizat steril
bir ependorf tiipe transfer edildi. Ornekler kullanilana
kadar -80°C’de dondurucuda (Nuve 490) saklandi.

Protein Miktar Tayini: Elde edilen hiicre lizatlarinin
protein miktar1 hesaplamas! Bradford (BioRad 500-
0006) reaktifi kullanilarak Sigir Serum Albumin (BSA)
standartina karsi gerceklestirildi. BSA standardi ile
birlikte test edilecek lizat 6rnekleri spektrofotometrede
595 nm dalga boyunda okundu. Verilerin ortalamasi ali-
narak olusturulan standart egriden hesaplanan formile
gore orneklerin protein konsantrasyonlari belirlendi.

Western-Blot Analizi

Bradford yontemiyle protein konsantrasyonlari belir-
lenen drneklerden 50’ser pg alinarak Sodyum dode-
sil sulfat—poliakrilamid jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
ile ayrildi ve ardindan bir Poli-viniliden flortr (PVDF)
membranina aktarildi. Transfer asamasinin deva-
minda membran %1 BSA ve %0.1 Tween-20 iceren
Tris-tuz ¢ozeltisi (TBST) tamponunda bloklandi. Bu
bloklama tamponu icerisinde 1:1000 diltie edilen pri-
mer antikor (Caspase-3 Bioss cat# bs-2593R; p53
Santacruz cat.# sc-393031; beta-Aktin Sigma cat.#
A1978) ile membran gece boyu 4°C’de inkibe edildi.
inkiibasyondan sonra, tiim membranlar % 0.1 Twe-
en-20 iceren TBST yikama tamponunda 15’er dakika
iki kez yikandi ve daha sonra oda sicakliginda ikin-
cil antikor (anti-mouse ProteinTech cat.# SA00001-1;
anti-rabbit Santrcruz cat.#sc-2357) ile 2 saat sure-
since isaretlendi. Membranlari iki kez TBST ile tek-
rar yikadiktan sonra, Western Bright Sirius kiti (kat.
K-12043-D20) (Advansta Inc., San Jose, CA, ABD)
kullanilarak immiinoreaktivite saptandi. B-aktin prote-
ini yikleme kontrolu olarak kullanildi. Proteinlere ait
imminoblotlama sinyalleri, Amersham Hyperfilm ECL
(GE Healthcare, Chicago, lllinois, ABD) kullanilarak
belirlendi. imajlarda elde edilen sinyaller imageJ ya-
zihmi (https://imagej.nih.gov) yardimi ile analiz edildi.

istatistiksel Analiz

Calismanin sonuglan istatistiksel olarak GraphPad
Prism (v8) ve SPSS (v20) paket programlari yardi-
mi ile degerlendirilmistir. Yapilan analizler iki uclu
(two-tailed) ve p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

Bulgular
Altin Nanopatrtikiillerin Biyosentezi

Ekstraksiyon islemi sonrasi elde edilen Gzim cekir-
degi sulu ozt acik pembe renkli, HAUCI, ¢ozeltisi



aclk sari renkliydi. 1 mM HAuCI, ¢ozeltisine Gzlm ce-
kirdeg@i sulu ekstraktinin eklenmesini takiben karisim
karanhkta bekletilerek, zamana bagl renk degisim su-
reci takip edildi. Vv-AuNP’lerin olusumunun bir gos-
tergesi olan sari-kirmizi renkten koyu kahverengiye
dogru olusan renk degisimi gozlendi (Sekil 1).

HAUCIA Coeltisi HAUCH | Vv Eksirak VeAWNPSl Vw.AuNPedl

i Viifera (V)
Estrakn

Sekil 1

Uziim cekirdegi (Vitis vinifera) 6zt kullanilarak altin nano-
partikillerin biyosentezi; (A) Vitis vinifera (Vv) ekstrakti, (B)
HAuCI, ¢ozeltisi, (C) HAuCI /Vitis vinifera ekstrakti, (D) Altin
nanopartikillerin ilk gérinttst (Vv-AuNP-I), (E) Altin nano-
partikillerin son goruntisi (Vv-AuNP-II)

Altin Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Basaril bir altin nanopartikil sentezinde, altin nano-
partikillerin UV-vis spektrofotometrede 500-600 nm
dalga boyu araliginda pik vermesi beklenmektedir.
Hazirlanan Vv-AuNP’ler, UV-vis spektrofotometrede
300-700 nm dalga boyu arahginda tarandi. Uzim ce-
kirdegi sulu 6zt kullanilarak hazirlanan Vv-AuNP’ler
icin 540 nm’de glicli bir absorbans piki gozlendi (Se-
kil 2).

Amax=540 nm

Absorbans

450 490 530 570 610 650 690
Dalga boyu (nm)

Sekil 2
Altin nanopartikillerin (Vv-AuNP) UV-vis spektrumu

Vv-AuNP’lerin boyut ve yiizey morfolojisinin gortintu-
lenebilmesi icin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
ile yapilan gorintileme sonucunda Vv-AuNP’lerin ge-
nellikle kuresel ve kubik bir morfolojiye sahip ve 100
nm’den daha kicuk boyutlarda oldugu belirlendi (Se-
kil 3). Enerji Dagilimh X-1sin1 Spektroskopisi (EDX)'ne
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gore, Vv-AuNP’lerin elementel bilesiminde Au metal
piklerinin oldugu gorulda (Sekil 4).
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Sekil 3
Vitis vinifera ¢ekirdek 6zutl ile sentezlenmis altin nanopar-
tikGllerin (Vv-AuNP) SEM goruntisi
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Sekil 4
Vitis vinifera ¢ekirdek 6zutl ile sentezlenmis altin nanopar-
tiklllerin (Vv-AuNP) EDX spekrumu

Vv-AuNP'lerin in vitro Antikanser Aktivitesi

Yapmis oldugumuz calismada, yesil sentezlenmis
altin nanopartikillerin sitotoksisitesi MTT testi kulla-
nilarak analiz edilmistir. Vv-AuNP'ler 0-80 pg/mL ara-
dinda degisen konsantrasyonlarda 72 saat streyle
kolon kanseri (HT-29) hucrelerine uygulandiginda
artan konsantrasyona bagh olarak hiicre canlihginin
azaldigi belirlenmistir. Ancak, hiicre canliligindaki bu
azalma beklenen diizeyde olmayip en yiksek kon-
santrasyonda bile (80 pg/mL) hicrelerin canlihgin-
da sadece %20 oraninda bir azalmaya yol agmistir
(Sekil 5A). Gemsitabin tek basina uygulandiinda
ise artan konsantrasyona bagl olarak hicre canlili-
ginin azaldigi belirlenmistir (Sekil 5B). Vv-AuNP’ler
(artan konsantrasyonda olmak tzere) GEM (100 ug/
mL veya 200 ug/mL sabit doz) ile kombine olacak se-
kilde HT-29 hiicrelerine uygulanmis ve birlikte etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclar her iki grupta
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Sekil 5
(A) Altin nanopartikiller (Vv-AuNP), (B) Gemsitabin, (C) Vv-AuNP+100 pg/mL Gemsitabin, (D) Vv-AuNP+200 ug/mL
Gemsitabin ile muamele edilen HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin MTT sitotoksisite testi ile belirlenen ytzde canlilik grafigi
(hata ¢ubuklar standart sapmayi (SD)'yi gosterir, n = 3).

da hticre canliliginin yaklasik %80 civarinda azaldigi-
ni gostermistir. Ancak hicre canliigindaki bu azalma
kombine etkiden ziyade Gemsitabinin etkisini 6n pla-
na ¢ikarmaktadir (Sekil 5C-5D).

BrdU, bélinen hicrelerde DNA sentezi sirasinda yeni
sentezlenen DNA'nin yapisina katilan bir timidin ana-
logudur. Bu sayede BrdU hiicre proliferasyon testi ile
in vitro aktif olarak prolifere olan hicreleri kantitatif
olarak belirlemek midmkinddr. Yapmis oldugumuz
calismada, Vv-AuNP’lerin hicre proliferasyonu uzeri-
ne etkisini degerlendirmek tizere HT-29 kolon kanseri
hicreleri farkli konsantrasyonlarda (0-400 pg/mL) ha-
zirlanarak Vv-AuNP’lerle ve 200 pg/mL sabit dozda
GEM ile birlikte ile 72 saat boyunca muamele edildi.
VV-AuNP ile muamele edilmemis HT-29 hicreleri
kontrol grubu olarak kabul edildi. Calismadan elde et-
mis oldugumuz sonugclar kontrole gére Vv-AuNP’lerin
HT-29 hicre hattinda doz bagimli olarak hiicre canli-
hginda azalma olusturdugunu gosterdi. inkiilbasyonun
72. saatinde Vv-AuNP’lerin 200 pyg/mL ve daha yuk-
sek konsantrasyonlarda hiicre canhhginda %50'den
fazla azalma gorildid. 200 pg/mL dozunda gorulen
bu azalma kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlam-
Il bulundu (p=0.000). Kontrole gére 200 pyg/mL sabit
dozda GEM ile birlikte Vv-AuNP’lerin artan dozlarda
kullaniminda, 25 pg/mL ve tzeri dozda Vv-AuNP uy-
gulandiginda hicre canliliginda kontrol grubuna ki-
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yasla %50’den fazla azalma belirlendi. Vv-AuNP’ler
GEM ile birlikte kullanildiginda hiicre canhligi Gzerine
kombine etkide artis gorulda (Sekil 6). Vv-AuNP’lerin
tek basina ve GEM ile birlikte uygulamalarinda 1C50
degerleri sirasiyla 147.9 ve 39.43 pg/mL olarak belir-
lendi.

BrdU Hiicre Proliferasyon Testi
120
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m
4]
¥ 60
:g
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Konsantrasyon (pg/mlL)
Sekil 6

HT-29 kolon kanser hucrelerinde altin nanopartikillerin
(Vv-AuNP) tek basina ve Gemsitabin (200 pg/mL) ile kom-
bine uygulamalarinin hiicre proliferasyonu tzerine etkileri-
nin BrdU yontemi ile karsilastiriimasi (hata gubuklari stan-
dart sapmay1 (SD)'yi gbsterir, n = 3).
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Sekil 7
(A) HT-29 hicrelerinde kaspaz-3 ekspresyonu western blot bantlarinin gérintisi
(B) Vv-AuNP’in Kaspaz-3 protein ekspresyonu Uzerindeki etkisi.
(C) Vv-AuNP ve Gemsitabinin birlikte kullaniminin Kaspaz-3 protein ekspresyonu tzerindeki etkisi
(hata cubuklari standart sapmayi (SD)'yi gosterir, n = 3).

Kaspaz-3 Aktivasyon Diizeyi

Kaspazlar, programlanmig hiicre éluminin (apoptoz)
onde gelen aracilaridir. Bunlarin arasinda kaspaz-3,
DNA parcalanmasi veya hucre iskeleti proteinlerinin
bozulmasi gibi hucresel yapilarin yikimini koordine
etmekteki rolii nedeniyle apoptozda bir yuritici kas-
paz olarak bilinir. Kaspaz-3, hem ekstrinsik hem de
intrinsik yolaklar i¢in ortak bir kaspazdir ve bu nedenle
apoptozun godstergesidir. Apoptoz iliskili protein sevi-
yelerinin belirlenmesi i¢in yapilan Western-blot ana-
lizlerinde kaspaz-3 proteini i¢in sekil 7’de verilen jel
goruntuleri elde edilmistir. Protein seviyesinin karsi-
lastiriimasi icin referans olarak p-aktin kullaniimistir.
Artan Vv-AuNP dozlarina bagli kaspaz-3 aktivasyo-
nunun kontrole kiyasla arttigi, GEM ile kombine kul-
laniminin Kaspaz-3 protein ekspresyonu uzerindeki
etkisini kontrole kiyasla gui¢lendirdigi gbzlenmistir.

Tartisma

Nanoteknoloji son yillarda endiistri, saglk ve tip alan-
lari ile bilimsel arastirmalara yonelik uygulama alanla-
rinda kendisine dnemli bir kullanim alani bulmaktadir
(25). Calismalarda farkh kanser hiicre hatti uygulama-
larinin nanoteknoloji bilimi ile birlesmesi neticesinde
kanser hicrelerini 6ldiren, normal (saglikli) hiicrelere
ise zarar vermeyen metal nanopartikillerle dretilen

yeni nesil ajanlarla, hedef odakli kanser tedavi stra-
tejilerinin gelistiriimesi amaglanmaktadir (11, 26, 27).

Ozellikle altin nanopartikiller kendilerine 6zgii kimya-
sal, fiziksel ve nontoksik 6zellikleri nedeni ile kanser
tedavisi ve goruntilemesinde kullanimlarinin arastiril-
masi yéninden en yaygin ¢alisilan nanometallerden
biridir. Son yillarda, altin nanopartikiller basit bir se-
kilde sentezlenebilmeleri, yizey modifikasyonlarinin
yapilabilmesi, ayarlanabilir cekirdek boyutu ve sekline
sahip olmalari ve benzersiz optik 6zellikleri nedeniyle
goruntileme ajanlari, teranostik ajanlar ve ilag tasiyici
sistemler olarak bilimsel arastirmalarda ilgi odagi hali-
ne gelmistir (27-29).

Altin nanopartikillerin sentezi icin birbirinden farkl fi-
ziksel ve kimyasal metotlar kullaniimakta olup, bunlar
hem ekonomik agidan oldukga pahali hem de zararli
kimyasallarin kullanimi nedeniyle cevre icin oldukca
toksiktir. Biyolojik yontemler ise diger yontemlerin ak-
sine oldukca ekonomik ve ¢evre dostudur. Biyolojik
yontemlerde kullanilan bitki 6zutleri, metal iyonlari-
ni girdikleri etkilesim sonucunda metalik nanoparti-
killlere indirgeme potansiyeline sahiptir (30). Uzim
cekirdegi o6zitinun, antioksidatif, anti-enflamatuar
ve antimikrobiyal aktiviteleri ile genis farmakolojik
ve terapotik etkilere sahip oldugu bilinmektedir (14).
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Calismamizda, bilinen bu 6zellikleri ve sahip oldugu
icerik, UzUm c¢ekirdegi 6zitunun altin nanopartikille-
rin biyosentezinde tercih edilmesinde en 6nemli etken
olmustur.

Yapmis olduumuz calismada, Gzim (Vitis vinife-
ra) cekirdegi sulu ekstrakti kullanilarak biyosentezi
gerceklestirilen altin nanopartikillerin tek basina ve
Gemsitabin ile kombine kullaniminin insan kolon kan-
seri hiicre hatti HT-29 izerindeki sitotoksik, anti-proli-
feratif ve apoptototik etkileri ilk kez degerlendirilmistir.
Calismamizin ilk basamaginda Vv-AuNP olusumu-
nun bir gdstergesi olan zamana bagli renk degisim
sureci takip edilerek sari-kirmizi renkten koyu kahve-
rengiye dogru olusan renk degisimi gozlendi. Altin na-
nopartikillerinin biyosentezine yonelik yapilan benzer
¢alismalarda da AuNP’lerin olusumunda zaman bagl
olarak renk degisikligi gosterdigi ortaya konulmustur
(31-33).

Yapmis olduumuz calismada, UV-vis Ol¢timlerine
gore biyosentezlenmis altin nanopartikdillerin 500-600
nm dalga boyu araliginda pik vermesi beklenmekte
olup, hazirladigimiz Vv-AuNP’ler icin 540 nm’de glic-
[0 bir absorbans piki gdzlenmistir. Biyosentez meto-
du uygulanan farkh altin nanopartikil ¢alismalarinin
spektrofotometrik UV-vis analizinde AuNP’lerin 540
nm dalga boyunda gugli bir pik verdigi géralmastir
(34-36).

Vv-AuNP’lerin boyut ve yilizey morfolojisinin gorin-
tilenebilmesi icin yapilan SEM analizleri sonucunda
Vv-AuNP’lerin genellikle kirresel ve kibik bir morfo-
lojiye sahip ve 100 nm'den daha kuguk boyutlarda
oldugu belirlenmistir. SEM verilerine gore hazirlanan
altin nanopartikillerin 100 nm’nin altinda bulunmasi,
benzer calismalarin sonuglariyla uyumlu olarak be-
lirlenmistir (31, 35, 37). Yapilan benzer ¢alismalarda
da oldugu gibi Vv-AuNP'lerin element analizi, EDX ile
dogrulanmis ve altinin temel kurucu element oldugu-
nu gosteren yaklasik 2 keV'de tipik bir optik absorpsi-
yon zirvesi gozlenmistir (38).

Calismamizda, biyosentez ile hazirlanan Vv-AuNP’le-
ri in vitro sitotoksik etkisi MTT testi ile degerlendiril-
mistir. Vv-AuNP’ler ile muamele edilmeyen HT-29
hiicreleri kontrol grubu olarak kabul edilmistir. MTT
analizi sonucu elde etmis oldugumuz bulgular, biyo-
sentezlenmis Vv-AuNP'lerin artan dozuna bagl ola-
rak 72. saatte HT-29 hicrelerinde sitotoksik etkilerin
varligini gostermistir. Ancak, en yuksek konsantras-
yon olarak kullanilan 80 pg/mL’'de hiicre canhliinda
%20 oraninda bir azalma godzlenmistir. Vv-AuNP’ler,
GEM (100 pg/mL veya 200 pg/mL sabit doz) ile kom-
bine olarak HT-29 hicrelerine uygulanmis ve birlikte
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etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclar her iki
grupta da hicre canhhgdinin yaklasik %80 civarinda
azaldigini gostermistir. Ancak hticre canliligindaki bu
azalma kombine etkiden ziyade Gemsitabinin etkisini
on plana ¢ikarmaktadir.

Calismamizda, ayrica HT-29 hiicrelerinde hiicre pro-
liferasyonunun degerlendiriimesi amaciyla BrdU de-
neyi yapiimis, Vv-AuNP konsantrasyonu 400 ug/mL
konsantrasyona kadar ¢ikilmis ve etkileri degerlendi-
rilmistir. BrdU deneyi sonucunda Vv-AuNP’lerin HT-
29 hicrelerinde doza bagimh bir sekilde hicre proli-
ferasyonunu azalttigi gézlenmistir. inkiibasyonun 72.
saatinde Vv-AuNP’lerin 200 pg/mL ve daha yiksek
konsantrasyonlarda hiicre canlilifinda %50'den fazla
azalma belirlenmistir. Bu sonu¢ MTT sonuglari ile kar-
silastirnildiginda sentezlemis oldugumuz Vv-AuNP’le-
rin disiik dozlarda yeteri kadar etkin olmadigini, et-
kili bir sonug i¢in 200 pg/mL ve daha yiiksek dozlarin
kullanilmasi gerektigini godzler 6nine sermektedir.
200 pg/mL sabit dozda GEM ile birlikte Vv-AuNP’le-
rin artan dozlarda kullaniminda 147.9 ug/mL ve Uze-
ri dozda kullanildiginda hiicre canlihinda %50'den
fazla azalma goruldi. Vv-AuNP’ler GEM ile birlikte
kullanildiginda kontrole kiyasla sitotoksisite Uizerine
kombine etkide artis gorildi (IC50: 39.43 pg/mL). Al-
tin nanopatrtikllerinin sitotoksisitesine iliskin literatiir
degerlendirildiginde; Abu-Tahon ve ark. yapmis olduk-
lari arastirmada Aspergillus flavus kultir supernatant-
larindan biyosentezlenen AuNP’lerin sirasiyla 53.5,
60.7 ve 100 pg/mL IC50 degerleri ile A549, HepG2 ve
MCF7 hiicre hatlarina karsi gugcli bir antikanser ajan
oldugu dogrulanmistir (39). Ejderha meyvesi 6zutu
(DF) ve DF-AuNP'lerin sitotoksik etkilerinin arasti-
rildigr bir diger calismada, sentezlenen AuNP’lerin
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin blytumesini dnemli
derecede inhibe ettigi, ancak MDA-MB-231 hiicrele-
ri Gzerinde ise 6nemli bir toksik etkinin gézlenmedigi
belirtilmistir (40). Shahriari ve ark. A. noeanum bitkisi-
nin sulu 6zt ile hazirlanmis olduklart AuNP’ler igin
HUVEC hicre hattinda 1000 pyg/mL'ye kadar ¢ikildi-
ginda bile olaganustu hiicre canhliginin varligini rapor
etmislerdir (41). Wedelia trilobata sulu 6zitu ile biyo-
sentezlenen AuNP’lerin HCT-15 insan kolon hiicreleri
Uzerinde doza bagl toksisite gosterdigi ve verimliligin
ortalama ylizde 30'a kadar ¢iktigi bulunmustur (42).

Gemsitabin, genis bir antitimor aktivite spektrumuna
sahip, iyi bilinen bir sitotoksik ajandir. Bununla birlik-
te, ilag direnci, in vivo olarak verimsiz uygulanmasi ve
sistemik toksisitesi nedeni ile klinik kullanimi kisitlan-
maktadir. Gemsitabinin cesitli kemoterapétik ilaclarla
birlikte uygulanmasi, klinik diizeyde énemli etkiler ve
olumlu sonuglar gdstermesinin yani sira, hidrofilikten
hidrofobiye, farmakokinetik, toksisite ve diger ilaglarla



birlikte uygulandiklarinda etki profillerindeki farklilhk
gibi bazi sorunlar ile karsilasiimistir (43, 44). Kemo-
terapdtik ajanin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkilerini iyilestirmek icin 6n ilac olarak modifiye edile-
rek kullanimi, ¢esitli nanotasiyicilara yikleyerek kulla-
nimi, nanopartikillerle kombine kullanimi seklinde ¢e-
sitli arastirmalar yapilmaktadir. Gemsitabinin, akciger
epitel kanseri hiicre hatti A549 hiicrelerine konjuge
kitosan nanopartikiller kullanilarak nano formulasyon
yoluyla verildigi bir calismada, énemli sitotoksisite ve
serbest Gemsitabin'den daha etkili hiicresel etkiles-
me gosterdigi bulunmustur (45). Gemsitabinin giimus
nanopartikillerle kombine kullaniminin insan yumur-
talik kanseri hiicre hatti A2780'de sinerjik sitotoksik
etkilerinin arastinldigi bir calismada GEM ve Ag-
NP'lerin, hiicre canhhdini ve proliferasyonunu azal-
tarak, artan LDH sizintisi ve ROS olusumunu indik-
leyerek antikanser etkiler uyguladiklari gosterilmistir
(46). Akasya sakizi (GA) kullanilarak hazirlanan altin
nanopartikillerin GEM ile birlikte kullanildigi bir bas-
ka calismada, serbest GEM ile karsilastinidiginda,
GEM-GA AuNP'lerin insan meme adenokarsinomu
(MDA-MB-231) hiicre hattinda daha fazla sitotoksisi-
te goOsterdigi bulunmustur (47). Bu ¢alismalar, bizim
calismamizla paralel bir sekilde kanser tedavilerinde
kombinasyon bazl tedavi stratejilerinin gelistiriimesi-
nin faydali olacagini desteklemektedir.

Apoptozisin gdstergelerinden biri olan Kaspaz-3 ak-
tivasyonunu belirlemek Uzere yapmis oldugumuz
western-blot analizlerinde ise artan Vv-AuNP doz-
larina bagl olarak kaspaz-3 aktivasyonunun arttigi,
Gemsitabin ile kombine kullanimin apoptotik etkinligi
glclendirdigi gozlenmistir. Baharara ve ark. yaptiklari
calismada yesil sentez altin nanopartikillerin HelLa
hiicrelerinde apoptozu indikleme kabiliyetine sahip
oldugunu gostermistir (48). Mata ve ark. yesil sentez
altin nanopartikiller ile muamele edilmis HT-29 hiic-
relerinde bolinmis Kaspaz-9, Kaspaz-8, Kaspaz-3,
Lamin A/ C ve PARP ekspresyonu ile apoptoz yollari-
nin indiksiyonunu gostermislerdir (49).

Sonu¢ olarak, altin nanopartikiller bu calhsmada
Uzum cekirdedi ekstrakti kullanilarak basanl bir se-
kilde sentezlenmistir. Biyosentezlenen AuNP’lerin
HT-29 kolon kanseri hiicrelerine karsi Gemsitabin ile
birlikte kullaniimasinin sitotoksik ve apoptotik etkiler
sergiledigi gosterilmistir. Bu bulgulara dayanarak yesil
sentez AUNP’lerin kolorektal kanser tedavisi igin umut
vaat edici yeni bir terap6tik ajan oldugunu distinmek-
teyiz. Ancak bu ¢alismanin in vitro bir calisma olmasi
nedeniyle bulgularimizi desteklemek icin in vivo kolon
kanseri modellerinde denenmesi ve etki mekanizma-
sinin molekiler diizeyde agiklanabilmesi icin daha ile-
ri calismalarin gerceklestiriimesi gerekmektir.
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Cikar Catismasi
Herhangi bir ¢ikar catismasi yoktur.

Tesekkiir

Bu Arastirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorlugu tarafin-
dan 0595-YL-19 proje numarasi ile desteklenmistir.

Kaynaklar

1. Merlo LM, Pepper JW, Reid BJ, Maley CC. Cancer as an evoluti-
onary and ecological process. Nat Rev Cancer 2006;6(12):924-
935.

2. Marmol I, Sanchez-de-Diego C, Pradilla Dieste A, Cerrada E,
Rodriguez Yoldi M. Colorectal Carcinoma. A General Overview
and Future Perspectives in Colorectal Cancer. Int J Mol Sci
2017;18(1):197.

3. Ahmed M. Colon cancer: a clinician's perspective in 2019.
Gastroenterology Res 2020;13(1):1-10.

4. Baykara O. Kanser tedavisinde guncel yaklasimlar. Balikesir
Saglik Bil Derg 2016;5(3):154-165.

5. Aydin Acar C, Pehlivanoglu S. Biosynthesis of Silver Nanopar-
ticles Using Rosa canina Extract and Its Anti-cancer and Anti-
metastatic Activity on Human Colon Adenocarcinoma Cell Line
HT29. MAKU J. Health Sci. Inst. 2019;7(2):124-131.

6. Osuwa JC, Anusionwu PC. Some advances and prospects in
nanotechnology: a review. Asian J Inf Technol 2011;10:96-100.

7. Rana A, Yadav K, Jagadevan S. A comprehensive review on
green synthesis of nature-inspired metal nanoparticles: Mec-
hanism, application and toxicity. Journal of Cleaner Production
2020;272:122880.

8. Mohanpuria P, Rana NK, Yadav SK. Biosynthesis of nanopar-
ticles: technological concepts and future applications. J Nano-
part Res 2008;10:507-517.

9. Kumar V, Yadav SK. Plant-mediated synthesis of silver and
gold nanoparticles and their applications. J Chem Technol Bio-
technol 2009;84:151-157.

10. Kamran U, Bhatti HN, Igbal M, Nazir A. Green synthesis of
metal nanoparticles and their applications in different fields: a
review. Zeitschrift fur Physikalische Chemie 2019;233(9):1325-
1349.

11. Yesilot S, Aydin CA. Silver nanoparticles; a new hope in cancer
therapy?. Eastern Journal of Medicine 2019;24(1):111-116.

12. Kwatra B. A review on potential properties and therapeu-
tic applications of grape seed extract. World J. Pharm. Res
2020;9:2519-2540.

13. Unusan N. Proanthocyanidins in grape seeds: An updated re-
view of their health benefits and potential uses in the food in-
dustry. Journal of Functional Foods 2020;67:103861.

14. Nassiri-Asl M, Hosseinzadeh H. Review of the Pharmacologi-
cal Effects of Vitisvinifera (Grape) and its Bioactive Constituent-
s:An Update. Phytother. Res. 2016;30:1392—-1403.

15. Akhtar M, Panwar J, Yun YS. Biogenic synthesis of metal-
lic nanoparticles by plant extracts. ACS Sustain Chem Eng
2013;1:591-602.

16. Conde J, Doria G, Baptista P. Noble metal nanoparticles appli-
cations in cancer. J Drug Deliv 2012;2012:751075.

17. Singh P, Kim YJ, Wang C, Mathiyalagan R, EI-Agamy Farh M,
Yang DC. Biogenic silver and gold nanoparticles synthesized
using red ginseng root extract, and their applications. Artif Cells
Nanomed Biotechnol 2016;44(3):811-6.

18. Tan G, Onur MA, Saglam N. Utilization of gold nanostructures
in biomedical applications. Turk J Biol 2012; 36:607- 621.

19. Biao L, Tan S, Meng Q, Gao J, Zhang X, Liu Z, Fu Y. Gre-
en synthesis, characterization and application of proantho-
cyanidins-functionalized gold nanoparticles. Nanomaterials

463



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiltesi Dergisi

2018;8(1):53.

Hamelian M, Hemmati S, Varmira K, Veisi H. Green synthesis,
antibacterial, antioxidant and cytotoxic effect of gold nanopar-
ticles using Pistacia Atlantica extract. Journal of the Taiwan Ins-
titute of Chemical Engineers 2018;93:21-30.

Usman Al, Aziz AA, Nogta OA. Application of green synthesis of
gold nanoparticles: A review. Jurnal Teknologi 2019;81(1):171-
182.

Noah N. Green synthesis: Characterization and application of
silver and gold nanoparticles. Micro and Nano Technologies
2019;111-135.

Noble S, Goa KL. Gemcitabine. Drugs 1997;54(3):447-472.
Guo X, Xu B, Pandey S, Goessl E, Brown J, Armesilla AL,
Wang W. Disulfiram/copper complex inhibiting NFkB activity
and potentiating cytotoxic effect of gemcitabine on colon and
breast cancer cell lines. Cancer letters 2010;290(1):104-113.
Ramsden J. Essentials of nanotechnology. Nanotechnology ©
2009 Jeremy Ramsden & Ventus Publishing ApS, ISBN 978-
87-7681-418-2; 2009.

Cai W, Gao T, Hong H, Sun J. Applications of gold nanoparticles
in cancer nanotechnology. Nanotechnol Sci Appl 2008;1(1):17-
32.

Nejati K, Dadashpour M, Gharibi T, Mellatyar H, Akbarzadeh
A. Biomedical Applications of Functionalized Gold Nanopar-
ticles: A Review. Journal of Cluster Science 2021.https://doi.
0rg/10.1007/s10876-020-01955-9

Datkhile KD, Patil SR, Durgawale PP. et al. Biogenic synthesis
of gold nanoparticles using Argemone mexicana L. and their
cytotoxic and genotoxic effects on human colon cancer cell line
(HCT-15). J Genet Eng Biotechnol 2021;19:9.

Zhang Y, Elechalawar CK, Hossen MN, Francek ER, Dey A,
Wilhelm S, et al. Gold nanoparticles inhibit activation of can-
cer-associated fibroblasts by disrupting communication from
tumor and microenvironmental cells. Bioactive materials
2021;6(2):326-332.

Kuppusamy P, Yusoff MM, Maniam GP, Govindan N. Biosynt-
hesis of metallic nanoparticles using plant derivatives and their
new avenues in pharmacological applications — An updated re-
port. Saudi Pharm J 2016;24(4):473-84.

Baran MF, Saydut A. Altin nanomalzeme sentezi ve karekteri-
zasyonu. DUMF Miih Der. 2019;10(3):1033-1040.
Umamaheswari C, Lakshmanan A, Nagarajan NS. Green sy-
nthesis, characterization and catalytic degradation studies of
gold nanoparticles against congo red and methyl orange. J
Photoch Photobio B 2018;178:33-39.

Zhang P, Wang P, Yan L, Liu L. Synthesis of gold nanopatrticles
with Solanum xanthocarpum extract and their in vitro antican-
cer potential on nasopharyngeal carcinoma cells. In j nanomed
2018;13:7047.

Asariha M, Chahardoli A, Karimi N, Gholamhosseinpour M,
Khoshroo A, Nemati H, et al. Green synthesis and structural
characterization of gold nanoparticles from Achillea wilhelmsii
leaf infusion and in vitro evaluation. Bull Mater Sci 2020;43:57.
Islam NU, Jalil K, Shahid M, Muhammad N, Rauf A. Pista-
cia integerrima gall extract mediated green synthesis of gold
nanoparticles and their biological activities. Arab J Chem
2019;12(8):2310-2319.

Zhang X, Fan L, Cui Y, Cui T, Chen S, Ma G, et al. Green sy-
nthesis of gold nanopatrticles using longan polysaccharide and
their reduction of 4-nitrophenol and biological applications.
Nano 2020;15(1):2050002.

Kumar PV, Kala SMJ, Prakash KS. Green synthesis of gold
nanoparticles using Croton Caudatus Geisel leaf extract and
their biological studies. Mater Lett 2019;236:19-22.

Izadiyan Z, Shameli K, Hara H, Taib SHM. Cytotoxicity assay
of biosynthesis gold nanoparticles mediated by walnut (Jug-
lans regia) green husk extract. Journal of Molecular Structure
2018;1151:97-105.

. Abu-Tahon MA, Ghareib M, Abdallah WE. Environmentally be-

464

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Vitis vinifera Cekirdek C:)zUtClnden Sentezlenen
Altin Nanopartikdllerin In Vitro Sitotoksik Etkisi

nign rapid biosynthesis of extracellular gold nanoparticles using
Aspergillus flavus and their cytotoxic and catalytic activities.
Process Biochemistry 2020;95:1-11.

Divakaran D, Lakkakula JR, Thakur M, Kumawat MK, Srivasta-
va R. Dragon fruit extract capped gold nanoparticles: Synthesis
and their differential cytotoxicity effect on breast cancer cells.
Materials Letters 2019;236:498-502.

Shahriari M, Hemmati S, Zangeneh A, Zangeneh MM. Biosy-
nthesis of gold nanoparticles using Allium noeanum Reut. ex
Regel leaves aqueous extract; characterization and analysis of
their cytotoxicity, antioxidant, and antibacterial properties. App-
lied organometallic chemistry 2019;33(11):e5189.

Dey A, Yogamoorthy A, SM S. Green synthesis of gold nano-
particles and evaluation of its cytotoxic property against colon
cancer cell line. Research Journal of Life Sciences, Bioinfor-
matics, Pharmaceutical and Chemical Sciences 2018;4:1-17.
Carmichael J. The role of gemcitabine in the treatment of other
tumours. Br J Cancer 1998;78:21-25.

Sarvepalli D, Rashid MU, Rahman AU, Ullah W, Hussain |, Ha-
san B, et al. Gemcitabine: a review of chemoresistance in panc-
reatic cancer. Critical Reviews™ in Oncogenesis 2019;24(2).
Wang F, Wang Y, Ma Q, Cao Y, Yu B. Development and cha-
racterization of folic acid-conjugated chitosan nanoparticles for
targeted and controlled delivery of gemcitabinein lung cancer
therapeutics. Artif Cells Nanomed B 2017;45(8):1530-1538.
Yuan YG, Peng QL, Gurunathan S. Silver nanoparticles enhan-
ce the apoptotic potential of gemcitabine in human ovarian can-
cer cells: combination therapy for effective cancer treatment.
Int J Nanomedicine 2017;12:6487—6502.

Devi L, Gupta R, Jain SK, Singh S, Kesharwani P. Synthesis,
characterization and in vitro assessment of colloidal gold nano-
particles of Gemcitabine with natural polysaccharides for treat-
ment of breast cancer. J Drug Deliv Sci Tec 2020;56:101565.
Baharara J, Ramezani T, Divsalar A, Mousavi M, Seyedarabi A.
Induction of Apoptosis by Green Synthesized Gold Nanopartic-
les Through Activation of Caspase-3 and 9 in Human Cervical
Cancer Cells. Avicenna J Med Biotechnol. 2016;8(2):75-83.
Mata R, Nakkala JR, Sadras SR. Polyphenol stabilized colloi-
dal gold nanoparticles from Abutilon indicum leaf extract induce
apoptosis in HT-29 colon cancer cells, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2016;143:499-510.



