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Öz

Amaç
Son yıllarda metalik nanopartiküller antioksidan, an-
timikrobiyal ve antikanser etkinlikleri ile nanotıp ala-
nında oldukça dikkat çekmektedir. Özellikle, kanser 
tedavisinde farmakolojik etkinliği bilinen tıbbi bitkiler-
den yeşil sentez metodu ile üretilen metal nanoparti-
küller araştırmacıların ilgi odağı haline gelmiştir. Altın 
nanopartiküller; kendilerine özgü kimyasal, fiziksel ve 
nontoksik özellikleri ile ön plana çıkan metal nanopar-
tiküllerden biridir. Çalışmamızda, üzüm (Vitis vinife-
ra) çekirdeği sulu ekstraktı kullanılarak yeşil sentezi 
gerçekleştirilen altın nanopartiküllerin (Vv-AuNP) tek 
başına ve kemoterapötik bir ajan olan Gemsitabin ile 
kombine kullanımının HT-29 kolon kanseri hücre hattı 
üzerindeki sitotoksik, anti-proliferatif ve apoptotik etki-
lerinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem
Altın nanopartiküllerin yeşil sentezi, Vitis vinifera 
sulu özütü kullanılarak gerçekleştirildi. Vv-AuNP’le-
rin UV-görünür spektrofotometre, taramalı elektron 
mikroskobu (SEM) ve Enerji Dağılımlı X-ışını Spekt-

roskopisi (EDX) gibi çeşitli analitik tekniklerle karak-
terizasyonu yapıldı. Vv-AuNP'ler 0–80 μg/mL doz 
aralığında tek başına ve Gemsitabin (100 μg/mL veya 
200 μg/mL sabit doz) ile kombine olacak şekilde HT-
29 hücreleri ile 72 saat süresince muamele edildi. 
Sitotoksik etkileri MTT testi ile değerlendirildi. Ayrıca, 
HT-29 hücreleri üzerine Vv-AuNP’lerin artan dozlarda 
(0-400μg/mL) tek başına ve Gemsitabin ile kombine 
antiproliferatif etkileri ise BrdU testi ile belirlendi. Altın 
nanopartiküllerin HT-29 hücreleri ile muamelesi son-
rası Kaspaz-3 aktivasyon düzeyi Western-blot yönte-
mi ile analiz edildi. 

Bulgular
MTT sonuçları değerlendirildiğinde Vv-AuNP’lerin 80 
μg/mL doza kadar çıkıldığında HT-29 hücrelerinde 
istenilen düzeyde sitotoksik etkiler göstermediği be-
lirlendi. BrdU hücre proliferasyon testi sonuçlarına da-
yalı olarak, Vv-AuNP’lerin tek başına ve Gemsitabin 
ile birlikte uygulamalarında IC50 değerleri sırasıyla 
147.9 ve 39.43 µg/mL olarak belirlendi. Vv-AuNP doz-
larına bağlı kaspaz-3 aktivasyonunun kontrole kıyasla 
arttığı, Gemsitabin ile kombine kullanımının bu etkiyi 
güçlendirdiği gözlendi. 

VİTİS VİNİFERA ÇEKİRDEK ÖZÜTÜ KULLANILARAK 
ALTIN NANOPARTİKÜLLERİN YEŞİL SENTEZİ VE 
KOLON KANSERİ (HT-29) HÜCRELERİNDE ANTİ-
KANSER ÖZELLİKLERİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ
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Sonuç
Sonuç olarak, yeşil sentezlenmiş AuNP’ler in vitro ko-
şullarda kolon kanseri hücreleri üzerinde anti-kanser 
özellikler sergilemiştir. Bu çalışmanın sonuçları, Vv-A-
uNP'lerin kolon kanseri tedavisi için potansiyel bir se-
çenek olarak düşünülebileceğini göstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera, Altın Nanopartikül, 
Gemsitabin, Kolon Kanseri, HT-29

Abstract

Objective
In recent years, metallic nanoparticles have attracted 
the attention in the field of nanomedicine 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 nanoparticles was carried out 
using the aqueous extract of Vitis vinifera. Vv-AuNPs 
were characterized by various analytical techniques 
such as UV-visible spectrophotometer, scanning 

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 μg / mL for 
72 hours, alone and in combination with Gemcitabine 
(100 μg / mL or 200 μg / mL fixed dose). Cytotoxic 
effects were evaluated by MTT assay. In addition, 
the antiproliferative effects of Vv-AuNPs at increasing 
doses (0-400 μg / 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 μg / 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 µg / 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

Giriş

Kanser genellikle DNA hasarına bağlı olarak hücreler 
üzerinde, radikal metabolik ve davranışsal farklılaş-
malar meydana getiren çok aşamalı bir süreci kapsar 
(1). Kolorektal kanser, akciğer ve meme kanserle-
rinden sonra her iki cinste de görülebilen önlenebilir 
üçüncü en yaygın kanser türüdür. Dünya çapında 
kansere bağlı ölümler arasında ikinci sırayı almakta 
olup, 50 yaşın altındaki genç yetişkinlerde kolorektal 
kanser insidansı ve ölüm oranının son 25 yılda gi-
derek arttığı kaydedilmektedir (2, 3).  Kanser tedavi-
sinde ölüm oranını azaltmak ve sağ kalımı artırmak 
üzere geleneksel yöntemler olan cerrahi, radyoterapi, 
kemoterapi, hormon tedavisi ve yeni tedavi yöntem-
lerinden immünoterapi, hedeflenmiş terapiler ve gen 

terapi gibi biyolojik terapiler tek başına veya birlik-
te kullanılmaktadır (4). Her yöntemin kendine özgü 
avantaj ve dezavantajlarının bulunması, kanserin 
meydana gelişi, gelişimi ve oluşturduğu etki bakımın-
dan her hasta için oldukça fazla çeşitlilik göstermesi 
ve karmaşık bir yapıya sahip olması, araştırmacıları 
kanserli hastaların tedavisinde yeni tedavi modelleri 
geliştirmeye yönlendirmektedir (5). 

Nanoteknoloji temel olarak çeşitli boyut, şekil ve kim-
yasal bileşimlerdeki nanopartiküllerin sentezi, kont-
rollü dağılımı ve bunların insan yararına kullanımı ile 
ilgilidir (6). Nanopartikül (NP) üretiminde kullanılan 
kimyasal ve fiziksel yöntemler, saf ve iyi tanımlanmış 
nanopartikülleri başarıyla üretebilseler de, bunlar ol-
dukça pahalı ve çevre için potansiyel olarak tehlikeli-
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dirler. Alg, maya, mantar, bakteri, mikroorganizmalar 
ile bitkilerin kök, gövde, çekirdek ve yapraklarının kul-
lanıldığı bitki özütü gibi biyolojik kaynakların kullanımı-
na dayalı biyosentez, çevre dostu bir şekilde NP’lerin 
üretimi açısından kimyasal ve fiziksel yöntemlere iyi 
bir alternatif olabilmektedir (7). Bu biyolojik kaynaklar 
içerisinde NP'lerin sentezi için bitkilerin kullanımı, bitki 
materyalinin kendisinin NP'leri indirgeme ve stabilize 
etme eğiliminin olması nedeniyle bilimsel araştırma-
larda daha fazla ilgi görmektedir. Bitki özütünün türü, 
her bir bitkinin farklı miktarlarda indirgeyici içeriği sa-
yesinde, NP'lerin şekli ve boyutunda oldukça önemli 
bir rol oynamaktadır (8-11).

Vitis vinifera (üzüm) çeşitli fenolik bileşikler, flavono-
idler ve stilbenler içermektedir. Üzüm çekirdeği güçlü 
serbest radikal temizleme aktivitesine sahip proanto-
siyanidinler açısından zengindir (12). Çok sayıda in 
vitro ve in vivo çalışma, üzüm çekirdeği proantosiyani-
dinlerinin farmakolojik etkiler sergilediğini göstermiştir 
(13). Üzüm çekirdeği özütünün, antioksidatif, anti-enf-
lamatuar ve antimikrobiyal aktiviteler gibi geniş bir 
farmakolojik ve terapötik etki profiline sahip olmasının 
yanında kardiyoprotektif, hepatoprotektif ve nöropro-
tektif etkilere sahip olduğu bildirilmiştir (14). 

Kanser tedavisinde özellikle farmakolojik etkinliği olan 
tıbbi bitkilerden yeşil sentez metodu ile üretilen metal 
nanopartiküllerin antioksidan, antimikrobiyal ve anti-
kanser etkileri ön plana çıkmaktadır (9, 15-17). Altının 
kimyasal yapı olarak bir soy metal olması ve toksik 
olmayan karakteristiğe sahip olması, yapılan çalışma-
larda yaygın olarak tercih edilen nanomateryallerden 
biri olmasını sağlamaktadır (18). Son dönemdeki ça-
lışmalarda yeşil sentez altın nanopartiküllerin (AuNP), 
çeşitli kanser türleri üzerindeki sitotoksik ve apoptotik 
etkinliği bildirilmiştir (19-22) . 

Gemsitabin (2′-deoksi-2, 2′-diflorositidin monohidrok-
lorür), orijinal olarak antiviral etkileri için araştırılan, 
sonrasında antikanser tedavi seçeneği olarak geliş-
tirilen bir ajandır (23). Gemsitabin (GEM), tek başına 
veya diğer antikanser ajanlar ile kombine olarak kul-
lanılan ve hematolojik malignensiler ve çeşitli solid tü-
mörlere karşı aktivite gösteren bir deoksiribonükleosit 
analoğudur (24).

Yapmış oluğumuz bu çalışmada, Vitis vinifera çekir-
deği sulu özütü kullanılarak altın nanopartiküllerin 
biyosentezinin gerçekleştirilmesi ve aynı zamanda 
biyosentezlenmiş altın nanopartiküllerin tek başına 
ve Gemsitabin ile kombine kullanımının HT-29 insan 
kolon kanseri hücreleri üzerindeki anti-kanser aktivite-
lerinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem

Vitis vinifera Çekirdeği Sulu Özütünün Hazırlanması
Kurutulmuş üzüm çekirdekleri havanda dövülerek toz 
haline getirildi. Özütünhazırlanması için 1 gr üzüm çe-
kirdeğine 100 mL deiyonize su eklenerek mikrodalga 
fırında 1 dakika (1200W, 50Hz) kaynatıldı. Elde edi-
len sulu özüt whatman no. 1 filtre kağıdı ile süzülerek, 
tekrar kullanıma kadar 4° C'de saklandı.

Altın Nanopartiküllerin (Vv-AuNP) Biyosentezi
Hazırlanan 1mM HAuCl4 (Alfa Aesar by Thermo Fis-
her Scientific) çözeltisinden 45 mL alınarak, 5 mL Vi-
tis vinifera çekirdeği sulu özütü ile karıştırıldı. Karışım 
karanlıkta bekletilerek, zamana bağlı renk değişimi 
gözlendi.

Altın Nanopartiküllerin Karakterizasyonu
Sarı renkten koyu kahverengiye doğru olan değişim 
AuNP’lerin oluşumunu göstermektedir. Sentezlenmiş 
altın nanopartiküllerin spektrumları Shimadzu UV-
1801 UV-VIS (görünür) spektrofotometre kullanılarak 
izlendi. AuNP solüsyonunun spektrumu 300-700 nm 
dalga boyu aralığında absorbans taraması yapıldı. 
Elde edilen AuNP’lerin boyutu ve morfolojisini belirle-
mek üzere taramalı elektron mikroskobu (SEM), kim-
yasal karakterizasyonunu belirlemek için Enerji Dağı-
lımlı X-ışını Spektroskopisi (EDX) kullanıldı.

Hücre Kültürü
Çalışmada Hayvan Hücre Kültürü Koleksiyonundan 
(HUKUK, Sap Enstitüsü, Ankara, Türkiye) temin edi-
len insan kolon kanserini temsilen HT-29 hücre hattı 
kullanıldı. Hücrelerin tamamı esansiyel olmayan ami-
no asitler, sodyum prüvat, L-glutamin, %10 fetal sığır 
serumu (FBS) içeren Penisilin /Streptomisin eklenmiş 
DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) (PAN-bi-
otech) besi ortamı içerisinde 37ºC sıcaklık ve %5 CO2’ 
li %95 nemli kültür ortamına alınarak monolayer kül-
türler olarak inkübatörde çoğaltıldı.

MTT Testi
Sentezlenen Vv-AuNP’lerin HT-29 hücre hattı 
üzerinde sitotoksik etkisi MTT (3-(4,5-dimetiltiya-
zol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür) testi ile de-
ğerlendirildi. Hücreler Thoma lamında sayılarak 3000 
hücre/kuyu/100 µL  besiyeri olacak şekilde 96 kuyu-
lu kültür kabına ekimi gerçekleştirildi. Hücreler %10 
FBS içeren DMEM besi ortamı içerisinde 37ºC sıcak-
lık ve %5 CO2’ li %95 nemli kültür ortamına alınarak 
ve 24 saat inkübe edildi. HT-29 hücreleri biyosentez 
ile oluşturulmuş Vv-AuNP’ler ve GEM ile tek başına 
ve kombine olacak şekilde (Vv-AuNP (0-80 μg/mL), 
GEM (0-400 μg/mL), Vv-AuNP (0-80 μg/mL) + 100μg/
mL GEM, Vv-AuNP (0-80 μg/mL) + 200μg/mL GEM) 4 
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farklı grupta muamele edildi. Kontrol grubu olarak her-
hangi bir ajanla muamele edilmemiş HT-29 hücreleri 
kullanıldı. 5 mg/mL konsantrasyonda hazırlanan MTT, 
her bir kuyucuğa 10 μL olacak şekilde ilave edilerek 
4 saat süreyle inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 
meydana gelen mor renkli formazon kristalleri, 100 
μL dimetil sülfoksit (DMSO) içinde çözüldü. 570 nm 
dalga boyunda spektrofotometrik (Thermo Multiscan 
GO) ölçüm yapılarak optik dansite (OD) verileri elde 
edildi. Sonuçlar, üç bağımsız deneyin ortalaması alı-
narak belirlendi. Hücre canlılığı, aşağıdaki formül kul-
lanılarak hesaplandı:

Hücre canlılığı (%) = (Örnek Absorbansı / Kontrol Ab-
sorbansı) x100

BrdU Hücre Proliferasyon Testi
Kültüre edilen HT-29 hücreleri, Bromodeoksiüridin 
(BrdU) hücre proliferasyon deneyinin bir gün öncesin-
de 96-kuyucuklu hücre kültürü kaplarına 5.000 hücre/
kuyucuk olacak şekilde ekildi. Ertesi gün, kuyucuk-
larda tutunan hücrelerin besiyerleri aspire edildikten 
sonra, kontrol grubu %5 fosfat tamponlu salin (PBS) 
içeren DMEM besiyeri ve test örnekleri ise 25, 50, 
100, 200, ve 400 μg/mL Vv-AuNP'ler ve Vv-AuNP+ 
GEM (200 μg/mL) içeren besiyeri ile muamele edil-
di. Her deney örneği 100’er μL/kuyucuk hacimde 3’lü 
tekrar olacak şekilde çalışılarak, söz konusu test bile-
şikleri 72 saat boyunca HT-29 hücrelerinde uygulandı. 
Süre sonunda, BrdU hücre proliferasyonu deney kiti 
(BioVision cat#K306-200) uygulandı. Muamele edi-
len hücreler üzerine sonkonsantrasyonu 1X olacak 
şekilde 10 μL kit içeriğinde mevcut olan BrdU (10X) 
solüsyonu ile 4 saat boyunca 37oC kültür sıcaklığın-
da muamele edildi. Spektrofotometrik ölçüm için her 
kuyucuğa 100 μL tetrametilbenzidin (TMB) substratı 
ilave edildi. Yaklaşık 30 dakika içerisinde renk deği-
şimi gözlemlendiğinde TMB substratı içeren örnekler 
üzerine 100 μL/kuyucuk stop solüsyonu ilave edilerek 
450 nm dalga boyunda spektrofotometrik ölçüm yapıl-
dı. Elde edilen optik dansite (OD) verileri excel prog-
ramı kullanılarak analiz edildi ve konsantrasyona bağ-
lı hücre proliferasyon grafiği çizildi. Hücre canlılığında 
%50 azalma gösteren Vv-AuNP ve Vv-AuNP+GEM 
(200 μg/mL) konsantrasyonu (IC50 değeri) GraphPad 
Prism 8 yazılımı kullanılarak belirlendi.

Hücre Lizatlarının Hazırlanması:Petri kültür kapla-
rında 72 saat boyunca Vv-AuNP ve Vv-AuNP+GEM 
ile muamelesi yapılan HT-29 hücrelerinin besi ortamı 
uzaklaştırılarak, hücreler 10 mL soğuk steril 1XPBS 
ile iki defa yıkandı. 1XPBS solüsyonu da uzaklaştı-
rılarak 1 mL proteinaz inhibitör kokteyli içeren (Roc-
he cat# 11 836 145 001) Radioimmunoprecipitation 
assay (RIPA) tamponu (Sigma cat# 0278) hücrelerin 

üzerine eklenerek, hücreler hücre kazıyıcısı yardımı 
(Falcon cat# 353085) ile steril 1,5 mL’lik ependorf 
tüplerine toplandı. Örnekler buzda 15 dakika bek-
letildikten sonra 1 dakika boyunca vortekslendi ve 
10.000 rpm’de santrifüj edildi. Süpernatant lizat steril 
bir 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 Sığır Serum Albumin (BSA) 
standartına karşı gerçekleştirildi. BSA standardı ile 
birlikte test edilecek lizat örnekleri spektrofotometrede 
595 nm dalga boyunda okundu. Verilerin ortalaması alı-
narak oluşturulan standart eğriden hesaplanan formüle 
göre örneklerin protein konsantrasyonları belirlendi.

Western-Blot Analizi
Bradford yöntemiyle protein konsantrasyonları belir-
lenen örneklerden 50’şer µg alınarak Sodyum dode-
sil sülfat–poliakrilamid jel Elektroforezi (SDS-PAGE) 
ile ayrıldı ve ardından bir Poli-viniliden florür (PVDF) 
membranına aktarıldı. Transfer aşamasının deva-
mında membran %1 BSA ve %0.1 Tween-20 içeren 
Tris-tuz çözeltisi (TBST) tamponunda bloklandı. Bu 
bloklama tamponu içerisinde 1:1000 dilüe edilen pri-
mer antikor (Caspase-3 Bioss cat# bs-2593R; p53 
Santacruz cat.# sc-393031; beta-Aktin Sigma cat.# 
A1978) ile membran gece boyu 4ºC’de inkübe edildi. 
İnkübasyondan sonra, tüm membranlar % 0.1 Twe-
en-20 içeren TBST yıkama tamponunda 15’er dakika 
iki kez yıkandı ve daha sonra oda sıcaklığında ikin-
cil antikor (anti-mouse ProteinTech cat.# SA00001-1; 
anti-rabbit Santrcruz cat.#sc-2357) ile 2 saat süre-
since işaretlendi. Membranları iki kez TBST ile tek-
rar yıkadıktan sonra, Western Bright Sirius kiti (kat. 
K-12043-D20) (Advansta Inc., San Jose, CA, ABD) 
kullanılarak immünoreaktivite saptandı. β-aktin prote-
ini yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Proteinlere ait 
immünoblotlama sinyalleri, Amersham Hyperfilm ECL 
(GE Healthcare, Chicago, Illinois, ABD) kullanılarak 
belirlendi. İmajlarda elde edilen sinyaller imageJ ya-
zılımı (https://imagej.nih.gov) yardımı ile analiz edildi.

İstatistiksel Analiz
Çalışmanın sonuçları istatistiksel olarak GraphPad 
Prism (v8) ve SPSS (v20) paket programları yardı-
mı ile değerlendirilmiştir. Yapılan analizler iki uçlu 
(two-tailed) ve p <0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir.

Bulgular

Altın Nanopartiküllerin Biyosentezi 
Ekstraksiyon işlemi sonrası elde edilen üzüm çekir-
deği sulu özütü açık pembe renkli, HAuCl4 çözeltisi 
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açık sarı renkliydi. 1 mM HAuCl4 çözeltisine üzüm çe-
kirdeği sulu ekstraktının eklenmesini takiben karışım 
karanlıkta bekletilerek, zamana bağlı renk değişim sü-
reci takip edildi. Vv-AuNP’lerin oluşumunun bir gös-
tergesi olan sarı-kırmızı renkten koyu kahverengiye 
doğru oluşan renk değişimi gözlendi (Şekil 1).

Altın Nanopartiküllerin Karakterizasyonu
Başarılı bir altın nanopartikül sentezinde, altın nano-
partiküllerin UV-vis spektrofotometrede 500-600 nm 
dalga boyu aralığında pik vermesi beklenmektedir. 
Hazırlanan Vv-AuNP’ler, UV-vis spektrofotometrede 
300-700 nm dalga boyu aralığında tarandı. Üzüm çe-
kirdeği sulu özütü kullanılarak hazırlanan Vv-AuNP’ler 
için 540 nm’de güçlü bir absorbans piki gözlendi (Şe-
kil 2). 

Vv-AuNP’lerin boyut ve yüzey morfolojisinin görüntü-
lenebilmesi için Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) 
ile yapılan görüntüleme sonucunda Vv-AuNP’lerin ge-
nellikle küresel ve kübik bir morfolojiye sahip ve 100 
nm’den daha küçük boyutlarda olduğu belirlendi (Şe-
kil 3). Enerji Dağılımlı X-ışını Spektroskopisi (EDX)’ne 

göre, Vv-AuNP’lerin elementel bileşiminde Au metal 
piklerinin olduğu görüldü (Şekil 4).

Vv-AuNP'lerin in vitro Antikanser Aktivitesi
Yapmış olduğumuz çalışmada, yeşil sentezlenmiş 
altın nanopartiküllerin sitotoksisitesi MTT testi kulla-
nılarak analiz edilmiştir. Vv-AuNP'ler 0–80 μg/mL ara-
lığında değişen konsantrasyonlarda 72 saat süreyle 
kolon kanseri (HT-29) hücrelerine uygulandığında 
artan konsantrasyona bağlı olarak hücre canlılığının 
azaldığı belirlenmiştir. Ancak, hücre canlılığındaki bu 
azalma beklenen düzeyde olmayıp en yüksek kon-
santrasyonda bile (80 μg/mL) hücrelerin canlılığın-
da sadece %20 oranında bir azalmaya yol açmıştır 
(Şekil 5A). Gemsitabin tek başına uygulandığında 
ise artan konsantrasyona bağlı olarak hücre canlılı-
ğının azaldığı belirlenmiştir (Şekil 5B). Vv-AuNP’ler 
(artan konsantrasyonda olmak üzere) GEM (100 μg/
mL veya 200 μg/mL sabit doz) ile kombine olacak şe-
kilde HT-29 hücrelerine uygulanmış ve birlikte etkileri 
değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlar her iki grupta 
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Şekil 1
Üzüm çekirdeği (Vitis vinifera) özüt kullanılarak altın nano-
partiküllerin biyosentezi; (A) Vitis vinifera (Vv) ekstraktı, (B) 
HAuCl4 çözeltisi, (C) HAuCl4/Vitis vinifera ekstraktı, (D) Altın 
nanopartiküllerin ilk görüntüsü (Vv-AuNP-I), (E) Altın nano-
partiküllerin son görüntüsü (Vv-AuNP-II)

Şekil 2
Altın nanopartiküllerin (Vv-AuNP) UV-vis spektrumu

Şekil 3
Vitis vinifera çekirdek özütü ile sentezlenmiş altın nanopar-
tiküllerin (Vv-AuNP) SEM görüntüsü

Şekil 4
Vitis vinifera çekirdek özütü ile sentezlenmiş altın nanopar-
tiküllerin (Vv-AuNP) EDX spekrumu
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da hücre canlılığının yaklaşık %80 civarında azaldığı-
nı göstermiştir. Ancak hücre canlılığındaki bu azalma 
kombine etkiden ziyade Gemsitabinin etkisini ön pla-
na çıkarmaktadır (Şekil 5C-5D). 

BrdU, bölünen hücrelerde DNA sentezi sırasında yeni 
sentezlenen DNA’nın yapısına katılan bir timidin ana-
loğudur. Bu sayede BrdU hücre proliferasyon testi ile 
in vitro aktif olarak prolifere olan hücreleri kantitatif 
olarak belirlemek mümkündür. Yapmış olduğumuz 
çalışmada, Vv-AuNP’lerin hücre proliferasyonu üzeri-
ne etkisini değerlendirmek üzere HT-29 kolon kanseri 
hücreleri farklı konsantrasyonlarda (0-400 μg/mL) ha-
zırlanarak Vv-AuNP’lerle ve 200 μg/mL sabit dozda 
GEM ile birlikte ile 72 saat boyunca muamele edildi. 
Vv-AuNP ile muamele edilmemiş HT-29 hücreleri 
kontrol grubu olarak kabul edildi. Çalışmadan elde et-
miş olduğumuz sonuçlar kontrole göre Vv-AuNP’lerin 
HT-29 hücre hattında doz bağımlı olarak hücre canlı-
lığında azalma oluşturduğunu gösterdi. İnkübasyonun 
72. saatinde Vv-AuNP’lerin 200 μg/mL ve daha yük-
sek konsantrasyonlarda hücre canlılığında %50’den 
fazla azalma görüldü. 200 μg/mL dozunda görülen 
bu azalma kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlam-
lı bulundu (p=0.000). Kontrole göre 200 μg/mL sabit 
dozda GEM ile birlikte Vv-AuNP’lerin artan dozlarda 
kullanımında, 25 μg/mL ve üzeri dozda Vv-AuNP uy-
gulandığında hücre canlılığında kontrol grubuna kı-

yasla %50’den fazla azalma belirlendi. Vv-AuNP’ler 
GEM ile birlikte kullanıldığında hücre canlılığı üzerine 
kombine etkide artış görüldü (Şekil 6). Vv-AuNP’lerin 
tek başına ve GEM ile birlikte uygulamalarında IC50 
değerleri sırasıyla 147.9 ve 39.43 µg/mL olarak belir-
lendi.
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Şekil 5
(A) Altın nanopartiküller (Vv-AuNP), (B) Gemsitabin, (C) Vv-AuNP+100 µg/mL Gemsitabin, (D) Vv-AuNP+200 µg/mL 

Gemsitabin ile muamele edilen HT-29 kolon kanseri hücrelerinin MTT sitotoksisite testi ile belirlenen yüzde canlılık grafiği 
(hata çubukları standart sapmayı (SD)'yi gösterir, n = 3).

Şekil 6
HT-29 kolon kanser hücrelerinde altın nanopartiküllerin 
(Vv-AuNP) tek başına ve Gemsitabin (200 µg/mL) ile kom-
bine uygulamalarının hücre proliferasyonu üzerine etkileri-
nin BrdU yöntemi ile karşılaştırılması (hata çubukları stan-
dart sapmayı (SD)'yi gösterir, n = 3).



461t

Kaspaz-3 Aktivasyon Düzeyi
Kaspazlar, programlanmış hücre ölümünün (apoptoz) 
önde gelen aracılarıdır. Bunların arasında kaspaz-3, 
DNA parçalanması veya hücre iskeleti proteinlerinin 
bozulması gibi hücresel yapıların yıkımını koordine 
etmekteki rolü nedeniyle apoptozda bir yürütücü kas-
paz olarak bilinir. Kaspaz-3, hem ekstrinsik hem de 
intrinsik yolaklar için ortak bir kaspazdır ve bu nedenle 
apoptozun göstergesidir. Apoptoz ilişkili protein sevi-
yelerinin belirlenmesi için yapılan Western-blot ana-
lizlerinde kaspaz-3 proteini için şekil 7’de verilen jel 
görüntüleri elde edilmiştir. Protein seviyesinin karşı-
laştırılması için referans olarak β-aktin kullanılmıştır. 
Artan Vv-AuNP dozlarına bağlı kaspaz-3 aktivasyo-
nunun kontrole kıyasla arttığı, GEM ile kombine kul-
lanımının Kaspaz-3 protein ekspresyonu üzerindeki 
etkisini kontrole kıyasla güçlendirdiği gözlenmiştir.

Tartışma

Nanoteknoloji son yıllarda endüstri, sağlık ve tıp alan-
ları ile bilimsel araştırmalara yönelik uygulama alanla-
rında kendisine önemli bir kullanım alanı bulmaktadır 
(25). Çalışmalarda farklı kanser hücre hattı uygulama-
larının nanoteknoloji bilimi ile birleşmesi neticesinde 
kanser hücrelerini öldüren, normal (sağlıklı) hücrelere 
ise zarar vermeyen metal nanopartiküllerle üretilen 

yeni nesil ajanlarla, hedef odaklı kanser tedavi stra-
tejilerinin geliştirilmesi amaçlanmaktadır (11, 26, 27).

Özellikle altın nanopartiküller kendilerine özgü kimya-
sal, fiziksel ve nontoksik özellikleri nedeni ile kanser 
tedavisi ve görüntülemesinde kullanımlarının araştırıl-
ması yönünden en yaygın çalışılan nanometallerden 
biridir. Son yıllarda, altın nanopartiküller basit bir şe-
kilde sentezlenebilmeleri, yüzey modifikasyonlarının 
yapılabilmesi, ayarlanabilir çekirdek boyutu ve şekline 
sahip olmaları ve benzersiz optik özellikleri nedeniyle 
görüntüleme ajanları, teranostik ajanlar ve ilaç taşıyıcı 
sistemler olarak bilimsel araştırmalarda ilgi odağı hali-
ne gelmiştir (27-29).

Altın nanopartiküllerin sentezi için birbirinden farklı fi-
ziksel ve kimyasal metotlar kullanılmakta olup, bunlar 
hem ekonomik açıdan oldukça pahalı hem de zararlı 
kimyasalların kullanımı nedeniyle çevre için oldukça 
toksiktir. Biyolojik yöntemler ise diğer yöntemlerin ak-
sine oldukça ekonomik ve çevre dostudur. Biyolojik 
yöntemlerde kullanılan bitki özütleri, metal iyonları-
nı girdikleri etkileşim sonucunda metalik nanoparti-
küllere indirgeme potansiyeline sahiptir (30). Üzüm 
çekirdeği özütünün, antioksidatif, anti-enflamatuar 
ve antimikrobiyal aktiviteleri ile geniş farmakolojik 
ve terapötik etkilere sahip olduğu bilinmektedir (14). 
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Şekil 7
(A) HT-29 hücrelerinde kaspaz-3 ekspresyonu western blot bantlarının görüntüsü 

(B) Vv-AuNP’in Kaspaz-3 protein ekspresyonu üzerindeki etkisi. 
(C) Vv-AuNP ve Gemsitabinin birlikte kullanımının Kaspaz-3 protein ekspresyonu üzerindeki etkisi 

(hata çubukları standart sapmayı (SD)'yi gösterir, n = 3).
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Çalışmamızda, bilinen bu özellikleri ve sahip olduğu 
içerik, üzüm çekirdeği özütünün altın nanopartikülle-
rin biyosentezinde tercih edilmesinde en önemli etken 
olmuştur.  

Yapmış olduğumuz çalışmada, üzüm (Vitis vinife-
ra) çekirdeği sulu ekstraktı kullanılarak biyosentezi 
gerçekleştirilen altın nanopartiküllerin tek başına ve 
Gemsitabin ile kombine kullanımının insan kolon kan-
seri hücre hattı HT-29 üzerindeki sitotoksik, anti-proli-
feratif ve apoptototik etkileri ilk kez değerlendirilmiştir.
Çalışmamızın ilk basamağında Vv-AuNP oluşumu-
nun bir göstergesi olan zamana bağlı renk değişim 
süreci takip edilerek sarı-kırmızı renkten koyu kahve-
rengiye doğru oluşan renk değişimi gözlendi. Altın na-
nopartiküllerinin biyosentezine yönelik yapılan benzer 
çalışmalarda da AuNP’lerin oluşumunda zaman bağlı 
olarak renk değişikliği gösterdiği ortaya konulmuştur 
(31-33).

Yapmış olduğumuz çalışmada, UV-vis ölçümlerine 
göre biyosentezlenmiş altın nanopartiküllerin 500-600 
nm dalga boyu aralığında pik vermesi beklenmekte 
olup, hazırladığımız Vv-AuNP’ler için 540 nm’de güç-
lü bir absorbans piki gözlenmiştir. Biyosentez meto-
du uygulanan farklı altın nanopartikül çalışmalarının 
spektrofotometrik UV-vis analizinde AuNP’lerin 540 
nm dalga boyunda güçlü bir pik verdiği görülmüştür 
(34-36).

Vv-AuNP’lerin boyut ve yüzey morfolojisinin görün-
tülenebilmesi için yapılan SEM analizleri sonucunda 
Vv-AuNP’lerin genellikle küresel ve kübik bir morfo-
lojiye sahip ve 100 nm’den daha küçük boyutlarda 
olduğu belirlenmiştir. SEM verilerine göre hazırlanan 
altın nanopartiküllerin 100 nm’nin altında bulunması, 
benzer çalışmaların sonuçlarıyla uyumlu olarak be-
lirlenmiştir (31, 35, 37). Yapılan benzer çalışmalarda 
da olduğu gibi Vv-AuNP'lerin element analizi, EDX ile 
doğrulanmış ve altının temel kurucu element olduğu-
nu gösteren yaklaşık 2 keV'de tipik bir optik absorpsi-
yon zirvesi gözlenmiştir (38).

Çalışmamızda, biyosentez ile hazırlanan Vv-AuNP’le-
ri in vitro sitotoksik etkisi MTT testi ile değerlendiril-
miştir. Vv-AuNP’ler ile muamele edilmeyen HT-29 
hücreleri kontrol grubu olarak kabul edilmiştir. MTT 
analizi sonucu elde etmiş olduğumuz bulgular, biyo-
sentezlenmiş Vv-AuNP'lerin artan dozuna bağlı ola-
rak 72. saatte HT-29 hücrelerinde sitotoksik etkilerin 
varlığını göstermiştir. Ancak, en yüksek konsantras-
yon olarak kullanılan 80 μg/mL’de hücre canlılığında 
%20 oranında bir azalma gözlenmiştir. Vv-AuNP’ler, 
GEM (100 μg/mL veya 200 μg/mL sabit doz) ile kom-
bine olarak HT-29 hücrelerine uygulanmış ve birlikte 

etkileri değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlar her iki 
grupta da hücre canlılığının yaklaşık %80 civarında 
azaldığını göstermiştir. Ancak hücre canlılığındaki bu 
azalma kombine etkiden ziyade Gemsitabinin etkisini 
ön plana çıkarmaktadır.

Çalışmamızda, ayrıca HT-29 hücrelerinde hücre pro-
liferasyonunun değerlendirilmesi amacıyla BrdU de-
neyi yapılmış, Vv-AuNP konsantrasyonu 400 μg/mL 
konsantrasyona kadar çıkılmış ve etkileri değerlendi-
rilmiştir. BrdU deneyi sonucunda Vv-AuNP’lerin HT-
29 hücrelerinde doza bağımlı bir şekilde hücre proli-
ferasyonunu azalttığı gözlenmiştir.  İnkübasyonun 72. 
saatinde Vv-AuNP’lerin 200 μg/mL ve daha yüksek 
konsantrasyonlarda hücre canlılığında %50’den fazla 
azalma belirlenmiştir. Bu sonuç MTT sonuçları ile kar-
şılaştırıldığında sentezlemiş olduğumuz Vv-AuNP’le-
rin düşük dozlarda yeteri kadar etkin olmadığını, et-
kili bir sonuç için 200 μg/mL ve daha yüksek dozların 
kullanılması gerektiğini gözler önüne sermektedir. 
200 μg/mL sabit dozda GEM ile birlikte Vv-AuNP’le-
rin artan dozlarda kullanımında 147.9 μg/mL ve üze-
ri dozda kullanıldığında hücre canlılığında %50’den 
fazla azalma görüldü. Vv-AuNP’ler GEM ile birlikte 
kullanıldığında kontrole kıyasla sitotoksisite üzerine 
kombine etkide artış görüldü (IC50: 39.43 μg/mL). Al-
tın nanopartiküllerinin sitotoksisitesine ilişkin literatür 
değerlendirildiğinde; Abu-Tahon ve ark. yapmış olduk-
ları araştırmada Aspergillus flavus kültür supernatant-
larından biyosentezlenen AuNP’lerin sırasıyla 53.5, 
60.7 ve 100 μg/mL IC50 değerleri ile A549, HepG2 ve 
MCF7 hücre hatlarına karşı güçlü bir antikanser ajan 
olduğu doğrulanmıştır (39). Ejderha meyvesi özütü 
(DF) ve DF-AuNP'lerin sitotoksik etkilerinin araştı-
rıldığı bir diğer çalışmada, sentezlenen AuNP’lerin 
MCF-7 meme kanseri hücrelerinin büyümesini önemli 
derecede inhibe ettiği, ancak MDA-MB-231 hücrele-
ri üzerinde ise önemli bir toksik etkinin gözlenmediği 
belirtilmiştir (40). Shahriari ve ark. A. noeanum bitkisi-
nin sulu özütü ile hazırlanmış oldukları AuNP’ler için 
HUVEC hücre hattında 1000 μg/mL'ye kadar çıkıldı-
ğında bile olağanüstü hücre canlılığının varlığını rapor 
etmişlerdir (41). Wedelia trilobata sulu özütü ile biyo-
sentezlenen AuNP’lerin HCT-15 insan kolon hücreleri 
üzerinde doza bağlı toksisite gösterdiği ve verimliliğin 
ortalama yüzde 30'a kadar çıktığı bulunmuştur (42). 

Gemsitabin, geniş bir antitümör aktivite spektrumuna 
sahip, iyi bilinen bir sitotoksik ajandır. Bununla birlik-
te, ilaç direnci, in vivo olarak verimsiz uygulanması ve 
sistemik toksisitesi nedeni ile klinik kullanımı kısıtlan-
maktadır. Gemsitabinin çeşitli kemoterapötik ilaçlarla 
birlikte uygulanması, klinik düzeyde önemli etkiler ve 
olumlu sonuçlar göstermesinin yanı sıra, hidrofilikten 
hidrofobiye, farmakokinetik, toksisite ve diğer ilaçlarla 
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birlikte uygulandıklarında etki profillerindeki farklılık 
gibi bazı sorunlar ile karşılaşılmıştır (43, 44). Kemo-
terapötik ajanın kanser hücreleri üzerindeki sitotoksik 
etkilerini iyileştirmek için ön ilaç olarak modifiye edile-
rek kullanımı, çeşitli nanotaşıyıcılara yükleyerek kulla-
nımı, nanopartiküllerle kombine kullanımı şeklinde çe-
şitli araştırmalar yapılmaktadır. Gemsitabinin, akciğer 
epitel kanseri hücre hattı A549 hücrelerine konjuge 
kitosan nanopartiküller kullanılarak nano formülasyon 
yoluyla verildiği bir çalışmada, önemli sitotoksisite ve 
serbest Gemsitabin'den daha etkili hücresel etkileş-
me gösterdiği bulunmuştur (45). Gemsitabinin gümüş 
nanopartiküllerle kombine kullanımının insan yumur-
talık kanseri hücre hattı A2780'de sinerjik sitotoksik 
etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada GEM ve Ag-
NP'lerin, hücre canlılığını ve proliferasyonunu azal-
tarak, artan LDH sızıntısı ve ROS oluşumunu indük-
leyerek antikanser etkiler uyguladıkları gösterilmiştir 
(46). Akasya sakızı (GA) kullanılarak hazırlanan altın 
nanopartiküllerin GEM ile birlikte kullanıldığı bir baş-
ka çalışmada, serbest GEM ile karşılaştırıldığında, 
GEM-GA AuNP'lerin insan meme adenokarsinomu 
(MDA-MB-231) hücre hattında daha fazla sitotoksisi-
te gösterdiği bulunmuştur (47). Bu çalışmalar, bizim 
çalışmamızla paralel bir şekilde kanser tedavilerinde 
kombinasyon bazlı tedavi stratejilerinin geliştirilmesi-
nin faydalı olacağını desteklemektedir.

Apoptozisin göstergelerinden biri olan Kaspaz-3 ak-
tivasyonunu belirlemek üzere yapmış olduğumuz 
western-blot analizlerinde ise artan Vv-AuNP doz-
larına bağlı olarak kaspaz-3 aktivasyonunun arttığı, 
Gemsitabin ile kombine kullanımın apoptotik etkinliği 
güçlendirdiği gözlenmiştir. Baharara ve ark. yaptıkları 
çalışmada yeşil sentez altın nanopartiküllerin HeLa 
hücrelerinde apoptozu indükleme kabiliyetine sahip 
olduğunu göstermiştir (48). Mata ve ark. yeşil sentez 
altın nanopartiküller ile muamele edilmiş HT-29 hüc-
relerinde bölünmüş Kaspaz-9, Kaspaz-8, Kaspaz-3, 
Lamin A / C ve PARP ekspresyonu ile apoptoz yolları-
nın indüksiyonunu göstermişlerdir (49).

Sonuç olarak, altın nanopartiküller bu çalışmada 
üzüm çekirdeği ekstraktı kullanılarak başarılı bir şe-
kilde sentezlenmiştir. Biyosentezlenen AuNP’lerin 
HT-29 kolon kanseri hücrelerine karşı Gemsitabin ile 
birlikte kullanılmasının sitotoksik ve apoptotik etkiler 
sergilediği gösterilmiştir. Bu bulgulara dayanarak yeşil 
sentez AuNP’lerin kolorektal kanser tedavisi için umut 
vaat edici yeni bir terapötik ajan olduğunu düşünmek-
teyiz. Ancak bu çalışmanın in vitro bir çalışma olması 
nedeniyle bulgularımızı desteklemek için in vivo kolon 
kanseri modellerinde denenmesi ve etki mekanizma-
sının moleküler düzeyde açıklanabilmesi için daha ile-
ri çalışmaların gerçekleştirilmesi gerekmektir.
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