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OZET

Annona muricata, Annonaceae familyasina ait ve bir¢ok tibbi kullanimiyla bilinen
tropik bir bitki tiiriidiir. Annona muricata ’nin kanser hiicreleri {lizerindeki toksik
etkisi yapilan birgok ¢alismada rapor edilmistir. Bu ¢alismada, Annona muricata 'nin
meme kanseri hiicrelerine taginmasi i¢in PHB kapli demir oksit bazli nanoparcacik
tasarlandi1 ve terapotik etkinligini in vitro olarak analiz edildi. Sentezlenen PHB kaplh
manyetik nanoparcaciklarin yapisal 6zellikleri, fonksiyonel gruplari, boyut dagilimi
ve manyetik Ozellikleri, X-ismm1 kirinimi(XRD), Fourier dontisimii kizilotesi
spektrometresi(FTIR), transmisyon ve taramali elektron mikroskobu(SEM ve TEM),
dinamik 1s1k sa¢ilimi(DLS), titresimli numune manyetometrisi ve termogravimetrik
analiz(TGA) ile karakterize edildi. Bitki 6zii, PHB-MNP' lere 100, 300, 400 pg/ml
oraninda ytliklenmistir ve farkli pH'larda salim verimlilikleri in vitro kosullar altinda
calisilmigtir. En etkili yiikleme konsantrasyonu, fosfat tamponlu tuzlu suda (pH 7.4)
oda sicakliginda yaklasik % 55 bulunmustur. Bitki ekstrakti yiikli MNP'ler,
fizyolojik kosullar taklit etmek i¢in notr pH'ta, 2 ay siire ile stabil kalmistir. Salim
caligmalari, endozomal pH’1 taklit eden asetat tamponu (pH 4.2) ile yapilmistir.
Bitki 6zt yikli PHB-MNP'ler, HeLa ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerinde
serbest bitki 0zl ile karsilastirildiginda yaklasik 2,5-3 kat daha sitotoksik oldugu
bulunmustur. Elde edilen sonucglara gore basarili bir sekilde gelistirilen bu sistem

kanser tedavisinde etkili bir sekilde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Annona muricata, nanoteknoloji, sitotoksisite, kanser
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ABSTRACT

Annona muricata is a tropical plant species belonging to family Annonaceae and
known for its many medicinal uses. Annona muricata, also known as soursop, has
been reported to show cytotoxic activities against cancer cell lines. In this study, we
designed PHB coated iron oxide based nanoparticle for the delivery of Annona
muricata to breast cancer cells and analysed its therapeutic efficacy in vitro. The
structural properties, functional groups, size distribution, and magnetic properties of
the synthesized PHB coated magnetic nanoparticles were characterized by X-ray
diffraction, Fourier transform infrared spectrometer, transmission electron
microscopy, dynamic light scattering, vibrating sample magnetometry, and
thermogravimetric analysis. The plant extract was loaded onto PHB-MNPs, 100,
300, 400 pg/ml, and the release efficiencies at different pHs were studied under in
vitro conditions. The most efficient loading concentration was found about 55% at
room temperature in phosphate-buffered saline (pH 7,4). The extract-loaded MNPs
were stable up to 2 months in neutral pH for mimicking physiological conditions.
The release studies were performed with acetate buffer (pH 4,2) that mimics
endosomal pH. The plant extract-loaded PHB-MNPs were about 2,5-3 fold more
cytotoxic as compared with free plant extract on HeLa and MDA-MB-231 in vitro,
respectively. Based on the results obtained, this system can be used effectively in

cancer treatment.

Key words: Annona muricata , nanotechnology, cytotoxicity , cancer



1.GIRIS
1.1. ANNONA MURICATA

Annona muricata, Annonaceae ailesinin bir iiyesidir, uzun bir ge¢misi olan bir meyve
agacidir. A. soursop, graviola ve guanabana olarak da bilinen Annona muricata, diinyanin
tropikal bolgelerinde ¢ogunlukla dagilan, yapraklarini dokmeyen bir bitkidir. Yaklasik 4 kg
agrihiginda bir meyvedir. Igerisinde 114 tane ugucu bilesik bulunmaktadir. Meyve
olgunlastik¢a kremsi, sulu, kendine has bir aroma alarak cesitli liriinler elde edilmektedir.
Annona muricata ' nin meyveleri, suruplar, sekerler, igecekler, dondurmalar hazirlamak

icin yaygin olarak kullanilmaktadir [1, 2, 52].

Sekil 1.1. (A) Annona muricata L. goriiniimii (B) yapraklari; (C) ¢igegi ve (D) meyveleri [2].

Afrika ve Giiney Amerika' daki yerliler bu ilac1 kendi halk tibbinda yogun bir sekilde
kullanmaktadir. Meyvesi agri, dizanteri, ates, sitma ve dogumdan sonra anne siitlinii
artirmak i¢in kullanilmaktadir. Yapraklar1 sistit, diyabet bas agrisi, uykusuzluk icin
kullanilirken, pisirilmis yapraklari apse ve romatizma tedavileri i¢in tercih edilmektedir.
Hindistan' da, meyve ve gigekleri nezle karsi ilag olarak kullanilirken, kok kabugu ve

yapraklarin antiflojistik ve antelmintik aktivitelere sahip olduguna inanilmaktadir.



Malezya' da Annona muricata ' nin ezilmis yaprak karisimi A. squamosa ve Hibiscus rosa-
sinensis ile birlikte bayilmaya karsi korumak i¢in meyve suyu olarak kullanilir. Giiney
Amerika ve Nijerya da dahil olmak iizere tropikal Afrika' da Annona muricata 'nin
yapraklari, tiimorlere ve kansere karsi bir etnisil olarak adlandirilmaktadir. Antikanser,
antikonviilsan, anti-artritik, antiparaziter, antimalaryal, hepatoprotektif ve antidiyabetik
aktiviteler de olmak tizere bu faaliyetleri ¢aligmalarla desteklenmektedir. K, Ca, Na, Cu, Fe
ve Mg gibi farkli major minerallerin varligi, Annona muricata meyvesinin diizenli olarak
tiikketilmesinin insan viicuduna gerekli besin ve elementlerin saglanmasina yardimei
olabilecegini diisiindiirmektedir [1, 2]. Bitki igerisinde bazi etken maddeler tablo 1.1' de

gosterilmigtir.

Tablo 1.1. Annona muricata bazi etken maddeleri [52].

KiIMYASAL BOLUM DUSUK PMM YUKSEK PMM
Asetaldehit Bitki - -
Aliiminyum Meyve - 5.0
Askorbik asit Meyve 190.0 1540.0
Beta Karoten Meyve - 0.6
Bor Meyve - 3.0
Kalsiyum Meyve 140.0 2600.0
Karbonhidratlar Meyve 149.000 89400.0
Koresterol Bitki - -
Sitrik Asit Bitki - -
Bakar Meyve - 1.6
Lif Meyve 6000.0 6500.0
Fruktoz Bitki - -
Glikoz Bitki - -
Demir Meyve 5.0 33.0
Magnezyum Meyve 210.0 2400.0
Metionin (a.a yag Meyve 70.0 370.0
yakimi
Niasin (vitamin) Meyve 9.0 77.0
Parafin Bitki - -
Fosfor Meyve 210.0 3400.0
Protein Tohum - 214.300
Protein Meyve 10000.0 60000.0
Riboflavin (b2 Meyve 0.5 6
vitamini)
Sodyum Meyve 65.0 1035.0
Siilfiir Meyve 210.0 2700.0
UFA (yag) Tohum - 159.000,0
Su Meyve 811.600,0 832.000,0
B6 Vitamini Meyve 0.6 3.0
Ksilosil-seliiloz Bitki - -
Cinko Meyve - 4.0




1.1.1 Annona muricata * nin Sitotoksisitesi ve Pericardiyal Antileishmanial Aktivitesi

Annona muricata pericarp'in heksan, etil asetat ve metanol ekstraktlari, Leishmania
braziliensis ve L. panamensis promastigotlara kars1 ve ayrica U 937 hiicre hattina kars1 in
vitro test edildiginde, ozellikle etil asetat ekstraktinin, Glucantime ampiiliinden daha aktif

oldugu bulunmustur.

1.1.2. Annona muricata > nin Antiviral Aktivitesi

Annona muricata 6zii viriis-1 (HSV-1) ve klinik izolat (insandan elde edilmistir) inhibe
edip etmediklerini kontrol etmek i¢in HSV-1'in, anti-HSV-1 potansiyelinin gostergesi olan
vero hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi Herpes simpleks' e karsi taranip, Annona
muricata ' nin etanolik ekstraktinin minimum inhibitor konsantrasyonu 1 mg / ml oldugu
bulunmustur. Bulunan sonu¢ Annona muricata ' nin potansiyel antiherptik ilaglar olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

1.1.3. Annona muricata Yara Iyilestirme Aktivitesi

Yara insanoglunun neredeyse ilk karsilastig1 tibbi sorunlardan biridir. Yaralar ve bunlarin
yonetimi hakkinda bilgiler halen ilkel asamada ilerlemektedir. Annona muricata 'nin kok
ve kabugunun, yara iyilesme aktivitesi albino si¢anlarda test edilmis ve yara alaninda

belirgin bir azalma oldugu gézlemlenmistir.

1.1.4. Annona muricata *nin Antimikrobiyal Etkinligi

Annona muricata yapraklarinin, Staphylococcus aureus ATCC29213, Escherichia coli
ATCC8739, Proteus vulgaris ATCC213315, Streptococcus pyogenes ATCCB8668,
ATC1313115, Streptococcus pyogenes ATCC8668; No0.2719 ve Enterobacter aerogenler
NCIM No. 2340 metanolik ve sulu ekstraktinin antibakteriyel etkisi goriilmiistiir. Test
edilen yukaridaki organizmalar arasinda, Bacillus subtalis ve S.aureus en duyarl
Grampozitif bakterilerken, Klebsiella pneumoniae ve Proteus vulgaris en duyarli Gram
negatif bakteriler olarak bulunmustur. Annnona Muricata' i yaprak ekstresi, zatiirree,
diyare, idrar yolu enfeksiyonu ve hatta bazi cilt hastaliklar1 gibi ¢esitli bakteriyel bulasici
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Annona muricata 6zii, en yaygin bakteriyel

hastaliklardan sorumlu olan bir grup bakteri i¢in genis bir aktiviteye sahiptir [52].



1.2. KANSER

Kanser, gliniimiiz diinyasinda biiyiik sorun teskil eden hastaliklarin en basinda gelmektedir.
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Kurumunun (IARC) 2030 yili i¢in yaptigi calisma

sonucunda, kanser 6liim nedenleri arasinda birinci sirada olacagi varsayilmaktadir [4].

Kanser, hiicre biiylimesini ve boliinmesini aktivite eden genlerin zarar gormesi ile ortaya
¢ikan karmasik bir hastaliktir. Viicudun cesitli bolgelerinde ortaya ¢ikan diger baska
hiicrelere yayilabilen anormal hiicre boliinmeleridir. Ozetle, bir organizmadaki hiicrelerin
kontrolsiiz sekilde boliinmesi, ¢ogalmasidir. Bu béliinen ve cogalan hiicre toplulugu

bulundugu doku veya organi baskilayarak doku veya organin gorevini yapmasini engeller

[5].

Sekil 1.2. Bir kanser hiicresinin sematik gériinimii [74].

Kanserin olusumunu genel olarak cevresel faktorler ve genetik olarak ikiye ayirabiliriz.
Kanserin sadece %1’ i genetik taginim ile olur. Bu genetik tasinim ile olusan kanserler
genellikle c¢ocuk c¢aginda olusur. %99'luk kismi c¢alisma ortamlari, yeme i¢cme

aligskanliklari, maruz kaldiklar1 kanserojen kimyasallar1 ¢evresel faktorler diye adlandirilir

[6].
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Sekil 1.3. Kanserde gen ve ¢evresel faktorler [6].

1.3. KANSER TEDAVi YONTEMLERI

Gliniimiizde sikc¢a kullanilan kanser tedavi yontemleri; kemoterapi, radyoterapi, cerrahi
operasyonlardir. Bu tedavilere ek olarak, giiniimiizde hizla ilerleyen nanoteknoloji tedavi

yontemleri kullanilmaya baslanmistir.

1.3.1. Radyoterapi

Kanserli hiicrelerin iyonizan 1sinlart ile yok edilmesi ve ya kiigiiltiilmesi amaglanan tedavi
yontemidir. Hastaligin 6zelliklerine gore; Konformal Proton Isin Radyasyon Terapi, 3
Boyutlu Konformal Radyoterapi ( 3D / CRT) , Yogunluk Aracili Radyoterapi ( IMRT),
Gorilintiiliic Radyoterapi (IGRT) gibi gesitleri vardir. Bu gesitlendirmedeki amag, kanserli
hiicre iizerine maksimum etki yaparak saglikli hiicrelerin minimum zarar gormesini

saglamaktir.

IMRT tedavi edilecek bolgeye farkli kuvvetlerdeki 1sinlar gonderilerek saglikli hiicrelerin
korunmasini saglayan bir sistemdir. Cogunlukla beyin, prostat ve meme kanserinde
kullanilmaktadir [7]. Kanser hiicreleri beyinde metastaza yol acarak dolayisiyla biiyiik
sorunlara yol acabilir. Profilaktik Radyoterapi-isinlama (PCR/PCI) yontemi kullanilarak bu
sorun engellenebilir. Bu tedavide sa¢ dokiilmesi, mide bulantisi, halsizlik gibi yan etkiler
goriilse de goriilen bu yan etkiler tedavi sonlandirildiginda ortadan kalkar [8]. Hastanin
viicuduna niifus edip tiimorlil hiicreyi diger hiicrelerden ayirma yontemi brakiterapi olarak
gecer ve aplikator diye adlandirilan cihazlar kullanilir. Bu yontemde serviks, prostat

kanserlerin tedavisinde aktif olarak kullanilmaktadir [9].



Radyoterapi daha c¢ok cerrahi islemden Once uygulanan, belirlenen tiimorlii hiicrenin
kiiglilmesini hedefleyen yontemdir. En biiyiik dezavantaji ise tiimorlii hiicre 6ldiiriiliip veya
kiiciiltiiliirken saglikli hiicrenin de zarar gormesidir. Bunun yaninda hastanin yasam
kalitesini etkileyen yan etkileri oldugu i¢in diger yontemler de g6z Oniinde

bulundurulmalidir.

1.3.2. Kemoterapi

Kemoterapi, kemoterapdtik ajanlar kullanarak tiimoriin ilagla tedavi edilmesidir. Cerrahi
islem Oncesi tiimorin kiigiiltiilmesi amaciyla da kullanilabilir. Bu esnada verilen ilaglar

alkilleyici ajanlar, anti metabolitler, timdr antibiyotikleri gibi sayilabilir [10].

Alkilleyici ajanlar, DNA transkripsiyonunu engelleyip protein iiretimini baskilarlar. Bu

ajanlar akciger, meme kanserlerinde yogun olarak kullanilmaktadir [11].

Insan viicudunda sinyal iletimi, enzimlerin uyarilmasi ve baskilanmasinda gorev alan 6zel
kimyasal maddelere anti metabolit denir. Hiicrenin normal seyrinde etkide bulunabilir ve
hiicrenin sentez faz1 siirecinde apoptozu etkileyebilir. Birgok gruplar1 vardir. Ornegin 5-

florurasil (5-FU) bas, boyun, meme, gastrik gibi kanserlerde kullanilmaktadir.

Tlimor antibiyotikler, kanserli hiicrelerde DNA/RNA sentezini baskilayarak biiylimesini ve
boliinmesini aza indirilmesinde rol oynar. Losemi ve meme kanserlerinde sik¢a kullanir

[12].

Kemoterapi oral, intratekal, intrakaviter veya intravendz sekillerde uygulanabilir.
Kemoterapide kullanilan ilaglar sadece tiimorlii hiicreye degil saglikli hiicreye de saldirir.
Bundan dolay1 ¢esitli yan etkiler goriilmektedir. Bu yan etkiler ilacin ¢esidine dozuna gore
degisebilir. Genel olarak goriilen yan etkiler; mide bulantisi, sa¢ dokiilmesi, yorgunluk

olarak siralanabilir [13, 14].

1.3.3. Cerrahi Yontemler

Olusan kanserin engellenmesinde profilaktik olarak dokudan bir par¢a alimip tani
konmasinda veya yayilim olamayan durumlarda kanserli kitlenin viicuttan ¢ikarilmasinda
siklikla kullanilan yontemdir. Radyoterapi veya kemoterapiyle birlikte uygulandig: gibi tek

basina uygulanabilen tedavi yontemidir.



1.3.4. Nanoteknoloji

Nanopartikiiller; dogal veya sentetik yapida hazirlanan, boyutlart 10-1000 nm arasinda
degisen, hazirlama yontemine goére nanokiire veya nanokapsiil olarak adlandirilan ve etkin
maddenin partikiil i¢inde ¢Oziindiiriildiigli, hapsedildigi ve/veya ylizeye absorbe edildigi
yada baglandigi sistemlerdir [15].

Manokiire Manokapsil

Polimerik kabuk+Yagh veya

FPolimerik matriks -
sulu gdwde

Polimerik zincir

ilag molekal -

Sekil 1.4. Nanokiire ve Nanokapsiil sematik gosterimi [71].

Gilintimiizde kullanim alanlar1 giderek artan bir teknolojidir. Gida, ambalajlama, ziraat,
tekstil gibi bir¢cok alanda aktif olarak tercih edilmektedir. Giiniimiiz kanser tedavisinde;
cerrahi yontemler, kemoterapi ve radyoterapi ortak bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak bu
yontemler her zaman olumlu yanit vermemektedir. Bu yontemlere uygulanan kemoterapi
tedavisinde ilag, kanserli hiicre veya bolgeye giderken bazi biyolojik ve kimyasal
degisikliklere ugramaktadir, bu da organizmada zararli etkiye neden olmakta hedefe
yonelik calisma uygulanamamaktadir. Bu noktada devreye nanoteknoloji bilimi
girmektedir. Nano 0lcekli molekiiller {iretilerek, iiretilen nonoparcaciklarin 6zel
reseptorleriyle hedefe yonelik calismalar yapilmaya baslanmis ve olumlu sonuglar

alimmustir [16].

1.4. NANOTEKNOLOJI’NIN URETIiM TEKNiKLERIi

Nanometre Ol¢eginde kontrol saglamak amaciyla, kullamilan alanlar i¢in uygun olan
teknikler ve oOzel iiretim enstriimantasyonlari, kontrol ve Olgiimler gelistirilmektedir.
Uretim iki esas yol izlenerek yapilabilir; “yukaridan-asagiya iiretim yaklasim™ (6zel
isleme ve kimyasal asindirma teknikleriyle - litografi, son derece kusursuz ylizey
sekillendirme - mikroskobik elementlerin yapisal boyutlarini nanometre oOl¢egine

indirmek), ‘“asagidan-yukariya iiretim yaklasmm” (atomik ve molekiiler agregalarin



daha biiyiik sistemler - kiimeler, organik orgiiler, supramolekiiler yapilar ve sentezlenmis
makro-molekiiller - olusturacak sekilde kontrollii olarak bir arada toplanacak sekilde
diizenlenmesi) [17, 18].

URETIM YONTEMLERI

Yukandan asagiya Asa@mdan yukariya
[ Mekanik asindirma — Asal gaz yogunlastirma
L » Elektro patlama —* Alev sentezi

- » Daglama — Kimyasal buhar yogdunlagtirma
—— Isil (termik) yontem —* Molekiiler hiizme

——— Ddnen Soguk Yizeyde Katilastirma —— Atom tabaka ¢okelmesi

— (Gaz Atomizoril —* Y anma

— Yiiksek enerji — Yag kimyasal sentez
—— Litografi, Asin Ultraviyole(EUV) —* Elektro-Patlama
——Yumusak Litografi (desenleme) —Lazer Ablasvonu

—* Sol-jel

» Ultrasonik sprey piroliz{USP)
Sekil 1.5. Nano boyutta parcacik tiretimde kullanilan baslica yontemler [17].
1.4.1. Yukaridan Asagiya Yaklasim

Makineler, asitler ve kimyasal yontemler kullanilarak nanoparcaciklarin yapilmasidir. Bu
yontemde kiitlesel malzeme alinarak sekillendirilir, yeniden diizenlenir ve hedef iiriine

doniistiiriiliir [18].

Mekanik Asindirma: Ogiitiicii ortam ve numune arasindaki etkilesimler sonucunda enerji

uygulamasina dayanan, mekanik dgiitiiciilerde pargacigin boyutunun kiigiiltiilmesidir [19].



WCbilye
WCbilye

Sekil 1.6. Mekanik asindirma ile pargaciklarin kiigiiltiilmesi [20].

Ogiitme islemi sonras1 meydana gelen tozlardan cesitli nano boyutta malzemeler olusur.

Bu yontemle 20 nm' ye kadar pargaciklar elde edilmektedir [20].

Elektro Patlama: Soy veya reaktif gaz ortaminda yiiksek sicaklik ve kisa zamanda metal
tel icerisinde yiiksek bir akim olusturulmaya dayanan bir yontemdir. Yiiksek akim
sayesinde metal tel 20.000-30.000°C derecelere kadar 1sinir boylece telin direnci kirilmis
olur. Daha sonra 106-108°C dereceye kadar olan hizli soguma yar1 kararli yapilarin
olugmas icin ideal dzelliklerin olusumunu saglar. Bu islemlerle 100 nm boyutunda elde

edilen tozlar kimyasal ve metaliirjik reaktiviteye sahiptir [21].

Daglama: Daglama yonteminde kuvvetli asitlerden yararlanilabilir. Sabit yiizeyler
lizerinde bu yontemle diizenli nanometre boyutlarida parcaciklar olusturulabilir. Ornek
olarak, hidroflorik asitler elektrolit olarak kullanilip kristalin silikon levha iizerinde

daglanmasi ile silikon tabakalar olusturulabilir [22].

Isil Yéontem: Bu yontemde 1sitma islemi klasik 1sil islemdir. Yukaridan asagiya

yontemlerine ek olarak belirli bir sicaklik uygulanarak yapilmaktadir [23].

Dinen Soguk Yiizeyde Katilastirma Yéntemi: Bu yontemde eritilen malzeme bir nozul
vasitastyla donen soguk bir ylizeye piiskiirtiiliir. Bu islemde yiiksek hizlarda piiskiirtme ile
malzeme kiiciik boyutlara inerken, donen yiizeyde de ani soguma ile katilasma meydana

gelmis olur. Yiizey iizerinde yogunlasan bu malzeme nano boyuttadir [24].

Gaz Atomizasyonu: Yiiksek hizdaki asal gazin metal ergiyikden piiskiirtiilmesi sonucunda
meydana gelen carpisma sonucunu nano Olgekli metal pargaciklar olusur ve toz haline

cevrilir [25].

Yiiksek Enerji Yontemi: Bu yontemde giines enerjisinden faydalanilarak yaklagik 3000-
4000°C miktarinda sicaklik elde edilebilmektedir. Monokromatik radyasyon ve giines

radyasyonlar1 kat1 bir yiizeye gonderilerek nano pargaciklar olusturulur [23].



Litografi Asut Ultraviyole(EUV): Ultraviyole litografi, nanoteknolojik elektronik
devrelerin, fotoresitin, derin ultraviyole (DUV-deep ultraviyole) veya asir1 (veya yiiksek

enerji) ultraviyole (EUV-extreme ultraviyole) radyasyona maruz birakilarak hazirlandigi

litografi teknigidir.
Dalgaboyu
1um 100 nm 10 nm 1nm 0.1 nm=1A
T : 1 : 1 I: ] :I
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R P VOV : imusak XISl 22,
' | ]
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; g = T P R s b i
1eV 10 eV 100 eV 1 keV 10 keV

Foton enerjisi

Sekil 1.7. Elektromagnetik Spektrum [26].

Asir1 ultraviyole 1sin (EUV-extreme ultraviyole, dalgaboyu ~13.5 nm), DUV ile
karsilastirildiginda dalga boyunda yaklasik 20 kat kadar azalma sagladigi goriilmiistiir.
EUV litografi, 30 nm genisligine kadar hatlar1 yazdirmay1 (print) ve 45 nm' nin altindaki
boyutlarda elektronik bilesenleri olusturmaya olanak vermektedir [26].

Yumusak Litogtafi, Nano-Damgalama: Laboratuvarlarda kullanilabilen hizli ve ucuz bir
yontemidir. 10 nm boyutlarindaki kiigiik nano parcaciklar elde etmek igin elastomerden
meydana gelen damga, yiizey tizerine baski uygulayarak kendiliginden diizenlenen bir tane
katman olusturur. Bu katman miirekkep ile ¢evrilip oyma reaksiyonu gibi diger islemlerle
maskeleme gergeklestirilir. Daha sonra damga kaliptan litografi sistemi ile sekillendirilerek

dokiiliir. Yiiksek ¢oziiniirliik teknikleri kullanilarak nano pargacik elde edilir [18, 27].

1.4.2. Asagidan Yukariya Yaklasim

Bu yontem genellikle organik malzemelerde goriiliir. Nano malzeme iiretiminde énemli bir

yontemdir. Maddenin i¢indeki bulundugu faz hali g6z oniine alinarak yapilan islemlerden
olusur [17].

Asal Gaz Yogunlastrma Yéntemi: Helyum atmosferinde baslangic malzemesi

buharlastirilir. Daha sonra buharlasan baglangic malzemesi sogutularak nano parcacik elde
edilir.[23].
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Alev Sentezi: Diger nano pargacik iiretim tekniklerine gore kiyasla ¢ok daha az enerjiye
ihtiya¢ duyulan ve maliyeti cok daha az olan bir yontemdir. Alev sentezi yonteminde sivi
cozelti ile isleme baslanip oksijen ile atomize olarak sprey yapi elde edilir. Sprey yapi

buharlagmasi alev halka ile saglanip buharin yogunlagmasi sonucunda nano parcaciklar

olusur [28].
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Sekil 1.8. Alev sentezi yontemiyle nanopartikiil tiretiminin gosterimi [29].

Kimyasal Buhar Yogunlastirma Yéntemi: Bu yontem nano boyutta pargacik iiretiminde
onemli bir yere sahiptir. Yontemin neredeyse her tiirlii malzemeye uygulanabilir olmasi,
diger tiretim yontemlerine gore avantajimi arttirmaktadir. Baslangi¢ malzemesi olarak
kolay ulasilabilir ve pahali olmayan malzemeler tercih edilebilir. Tasiyic1 gazin akis hizi,
baglangicta kullanilan malzemenin ayrigma Sicakligt gibi etkenler, elde edilecek
parcaciklarin karakteristik 6zelliklerini etkileyen 6nemli 6zelliklerdi [29]. CVD (Chemical
Vapour Deposition) yontemi ile yiiksek sicaklik altinda gaz formunda olan bir malzeme
plaka iizerinde nano yapiya doniisiir [23]. Bu sistemle yiiksek performansli kati nano

malzemeler elde edilebilir [29, 30].

PIROLIZHOMOJEN  TAVLAMA
BASLANGIC BUHARLASMA CEKIRDEKLENME  KRiSTALLENME TOPLAMA

MALZEMESI &= URUN|

Sekil 1.9. CVD yontemiyle nano pargacik iiretmenin baslica asamalar1 [29].

11



Atom Tabaka Cékeltmesi: Atom tabaka c¢oOktiirme islemi ayni kimyasal buhar
¢mktliirmedeki gibi hazirlanan ygzey iizerine buharlasan malzemenin ¢oktiiriilmesi
islemine dayanmaktadir. Kullanilan yiizey iizerinde her seferinde bir molekiil kalinliginda

tabaka olusturulur.[23].

Sol-Jel Yontemi: Sol-Jel yontemi, baslangicta kullanilan maddenin yogunlasma ve hidroliz
reaksiyonu ile istenilen boyutlarda kontrollii bir sekilde ve molekiiler gériiniimde homojen
olan nano pargaciklarin elde edilmesidir. Sistemin pahali ve ugrastirict olmasi
dezavantajlarindandir. Bunlarin disinda en biiylik dezavantaji, elde edilen iiriin miktarinin

giren iiriine gore ¢ok kiigiik olmasi yani verimin ¢ok az olmasidir [29, 31].
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Sekil 1.10. Sol-jel yontemi ile pargacik tiretimi sekil semasi [32].

Ultrasonik Sprey Piroliz (USP) Yontemi: Cok genis araliklarda degisen kimyasal forma ve
morfolojiye sahip nano parcaciklarin iiretilmesine imkan veren sistemlerdir. Yontemde
baslangi¢ malzemesi olarak yiiksek saflikta metal tuzlar1 veya temizlenmis hammaddenin

cozeltileri kullanilmaktadir [33, 34].

Nano-Cantilever: Litografik yontemlerle baslangic malzemesi olarak yari iletken maddeler

kullanilarak {iretilen nano parcaciklara denir [35].
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Sekil 1.11. Nano-cantilever [35].

DNA proteinleri ile nano-cantilever iizerine molekiiller yerlestirilebilir. Ortamda bulunan
mevcut proteinler molekiillerle birleserek yilizeyde mekanik gerilim meydana getirir. Bu
mekanik gerilim cantileverlerin egilmesine sebebiyet verir. Boylece ortamdaki mevcut
proteinlerin var oldugunu cantileverdeki egilimler ile tespit edilebilir. Bu yontem ile kanser
olusumunun erken evresinde meydana gelen biyolojik isaretleyiciler algilanip kanser

olusumu ge¢ olmadan goriintiilenebilir [35].

NanoShell (NS): NS' ler iizeri altin tabaka ile kapli, merkezinde silisyum ¢ekirdek bulunan

kireciklerdir.
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Sekil 1.12. NanoShell [72]

Sekil 1.12'de goriinen altin tabaka kalinliginin degistirilmesi ile istenen dalga boyutundaki
15181 emilmesine olanak verilir. NS kizilotesi (NIR) 1s18a maruz birakilarak ¢evresindeki
saglikli hiicrelere zarar vermeden bulundugu hiicreyi 6ldiirebilecek 1s1 yayar. Kanserin
teshis ve tedavisi i¢in tercih edilen sistemlerdir. NS’ lerin yiizeyine anti — kanser ilaglar
yerlestirilerek kanserli hiicrelere yonlendirilebilir. Is1 yaymasi saglanan NS’ler, saglikli
hiicrelere zarar vermeden tiimdr hiicrelerini 6ldiirdiigli yapilan laboratuvar ¢aligmalarinda

gozlemlenmistir [36].

Quantum Dot (QD): QD’ lar 2 ile 10 nm ¢apinda degisen kadmiyum seleniir, kadmiyum
telliirid veya indiyum fosfit gibi yari iletken nanokristallerdir. Kanserin teshis edilmesinde,
goriintillenmesinde ve tedavisinde floresan problar1 olarak kullanilirlar, iyi optik ve

elektrik 6zelliklere sahiptirler [37].

Isiy1 emen QD’ lar, ; nano saniyeler sonra pargaciklarin farkli kombinasyonu seklinde geri
dagitir. QD’ nun boyutu degistirilerek dagittigi 151 dalga boyu ayarlanabilir. Farkli
boyutlardaki QD’ lar farkli dalga boylarinda 151k (400 - 1350 nm) dagitmaktadir. QD’ larin
onemli 6zelligi genis aralikta absorbsiyon yapip dar bantta emisyon yapmalaridir. Bu da
tek bir 151k kaynagi kullanip ayr anda birden fazla goriintilleme yapilabilecegini
gostermektedir [38].

Nanowire(NW): Polimer, yar1 iletken veya polimer yapida olusan NW’ lar, molekiiler
etkilesimlerin elektriksel diizeyde algilanmasini saglayan nano yapilardir. Oligo
niikleotidler veya antikorlarla 6zellikleri arttirilarak tiimor biyolojik isaret proteinlerinin

tespit edilmesinde kullanilabilirler. Akim, yiizeye c¢ok yakindan aktigi icin, yiizeyde
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olusabilecek kiiciik degisimlere bile NW’ larin hassasiyeti fazladir. Tiimdr biyolojik isaret
proteinlerinin yiizeydeki antikorlar ile birlesmesi, akan akimda degisiklik olmasini
saglayarak bu degisimin elektriksel yontemlerle tespit edilmesine olanak saglar. Biyo
uyumlulugu ve essiz fiziksel 6zelliklere sahip bir diger nano yapi silikon NW’ lardir
(SINW) “°. Lieber ve ark, bu yari iletken NW’ larin biyolojik makro molekiiller ile
ozelliklerini genisleterek elektriksel devreler ile kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.
Yapilan bir ¢alismada yar iletken silikon nano yapilar biotin ile fonksiyonellestirilerek
olusturduklar1 nano yapinin tampon c¢ozeltisi igerisindeki iletkenligini 1.600 NS olarak
Olmislerdir [39].

Different molecules Selective binding of protein
fow through the channel =— / to appropriate nanowire

Information
relayed through
glectrodes

tc computer

I— Nanowire sensor

Source e Drain
Current

Sekil 1.13. Biyo transistor [41].

NW sistemiyle, bir¢ok uyarici barindiran tek bir ¢ip olusturulabilir. Ayn1 anda birden fazla
biyolojik isaretleyicilerin tespit edilebilmesi metotla saglanabilir. Sekil 1.13 NW’ larin yer
aldig1 mikro — akiskan sistemini gostermektedir. Sekilde source ve drain arasinda bulunan
farkli renkteki ¢izgiler, farkli antikorlar ile kaplanmig NW’ lar1 gostermektedir. Biyolojik
isaretleyici proteinleri Source ve drain arasindan akan uygun NW {izerindeki antikorlar ile
birlesir. Birlesme sonucunda NW’ nun iletkenliginde meydana gelen degisimler elektronik

yontemlerle gergcek zamanli olarak algilanabilir [41].
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Dendrimer: Dogadaki fonksiyonellikleri kolaylikla kontrol edilip degistirilebilen ve basit
monomer parcalardan olusturulan dendirmenler ya da dendirik molekiiller olarak

adlandirilan ti¢ boyutlu sentetik yapilardir.

10 ile 100 nm gapinda olan dendrimer ilag tastyicisi olarak kullanilmaktadir. Yiizeylerinde
bulunan g¢oklu fonksiyonel alanlar, dendrimerlarin hedefe yonelik ilag tasima islemlerinde
kullanilmasimi saglamaktadir. Uygun ligandlar (baglayicilar) dendirmenlerin yiizeyine
yerlestirilerek, kanserli hiicreler ile birlesmeleri saglanmaktadir. I¢inde bulunan bos
alanlara anti kanser ilaglar1 eklenerek diger saglikli hiicreler zarar gormeden kanserli hiicre
etkisiz hale getirilebilmektedir. Ilagla beraber dendrimer, kanserli hiicreler etkisiz hale
geldiginde tepkime verecek molekiiller ilave edilerek yapilan islemin basarisi hakkinda

bilgi saglanabilir[42].

1.5. Manyetik Nanoparcaciklar ve Kanser Tedavisinde Kullanim

Gilinlimiizde kanser teshis ve tedavi i¢in kullanilan; radyoterapi, kemoterapi, cerrahi
yontemlerin zararli yan etkileri goriildiigli icin yapilan arastirmalar kanser teshis ve
tedavisinde yeni yontemleri ortaya ¢ikarmistir. Manyetik nanopargaciklar (MNP), essiz
fiziksel oOzellikleri, molekiiler ve hiicresel diizeydeki biyolojik etkilesim kabiliyeti
nedeniyle, kanser hiicrelerini manyetik rezonansla goriintiilenmesi ve diger canli hiicrelere
zarar vermeden kanserli hiicreye hedeflenmis kontrollii salinimi ile kanser teshis ve

tedavisinde potansiyel nano boyuttaki yapilarin 6nemli bir sinifidir.

| )
L\ - \ A
Tumor x“
\ .,_‘c. P TNy

Manyetik alan

Manyetik
nanopargacik

Sekil 1.14. Manyetik nanoparcaciklarla hedefe yonelik tedavi [68].
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Biyomedikal alaninda MNP’ lerin basarili bir sekilde uygulanmalart onlarin manyetik alan
uygulamasi ile kontrollii salim1 ve agregasyon derecesine bagli olmustur. Bunlar g6z 6niine
alindiginda molekiiliin kararliginin arttirilmasi i¢in ya sentez siiresinde ya da sentez sonrasi
biyouyumlu bir polimer kullanarak MNP’ lerin kaplanmasi agregat olusumunu
engellendigi goriilmiistir. Gida ve Ilag Yonetimi (FDA) tarafindan onaylanan cesitli
polimerler MNP’ lerin kaplanmasinda kullanilmigtir. Polikaprolakton (PCL), polietilen
glikol (PEG), polilaktik asit (PLA), polihidroksibiitirat (PHB), dekstran ve kitosan bu

polimerlerden bazilaridir [67].

MNP’ lerle saglanan kontrollii ilag salimi, belirlenen siirede ve hizda etkin madde
saliminin  gerceklestirilmesidir. Kemoterapinin dezavantajlarindan biri olan saglikli
hiicrelerin zarar gorme durumu, MNP’ lerle terapotik maddeleri hedeflenen bdolgeye
iletilmesi ve dig bir manyetik alan kullanilarak ilag¢ salinim sirasinda hedeflenen bolgede
tutulabilir (Sekil 1.15). Boylece yan etkiler azaltilip fazla doz alimini 6nleyerek tedavi igin

gereken konsantrasyonda ilag seviyesi korunmus olur [69].
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Sekil 1.15. Manyetik ilag hedefleme mekanizmasi [70].
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Annona muricata bitkisinin farkli kisimlarindaki genis ¢apli  fitokimyasal
degerlendirmelerde, alkaloidler (ALK' ler), megastigmanlar (MG’ ler) flavonol triglisositler
(FTG' ler), fenolikler (PL' ler), siklopeptidler (CP' ler) ve ugucu yaglar dahil gesitli fito-
bilesenlerin ve bilesiklerin varligi gosterilmistir. . Bununla birlikte, Annona muricata da
dahil olmak iizere Annona tiirlerinin genel olarak zengin bir asetojenik bilesikler (AGE)

kaynagi oldugu gosterilmistir.

Fitokimyasal ¢alismalar Annonous asetogeninin Annona muricata ' nin baslica bilesenleri

oldugunu ortaya koymaktadir. Annona muricata ' nin yapraklarindan, kabuklarindan,
tohumlarindan, kdklerinden ve meyvelerinden birgok annonous asetogenin izole edilmistir

(Tablo 2.1.). [43].
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Tablo 2.1. Annona muricata ' dan izole edilen annonous asetogenin (AGE) bilesigi [43].

BiTKi KISMI BILESIK SINIF BiYOLOJIK AKTIVITE
Yaprak Muricatocin C AGE | Tuzlu su karidesine kars1 toksisite, akciger
A549, meme MCF-7 ve kolon HT-29
kanser hiicreleri
Yaprak,tohumlar | Gigantetronenin AGE -
Yaprak,tohumlar Annonacin A AGE -
perikarp
Yaprak Annopentocin A | AGE Pankreatiye kars1 toksisite, MIA PaCa,
kanser hiicreleri
Yaprak Annopentocin B AGE Akciger A549 kanser hiicrelerine karsi
toksisite
Yaprak Annopentocin C AGE Akciger A549 kanser hiicrelerine karsi
toksisite
Yaprak Cis-annomuricin- | AGE Akciger A549, kolon HT-29'a kars1
D-one toksisite
ve pankreatik MIA PaCa-2 kanser
hiicreleri
Yaprak Murihexocin A AGE Farkl1 kanser hiicrelerine kars1 toksisite
Yaprak Cis-corossolone AGE | Insan hepatoma hiicrelerine kars: toksisite
Tohum Muricatacin AGE | ikciger A549, meme MCF7, kars1 toksisite
kolon HT-29 kanser hiicreleri
Tohum,yaprak, Annonacin AGE Norotoksik, yumusakga 6ldiriictil,
perikarp inhibitor
mitokondriyal kompleks |
Tohum,yaprak Corossolone AGE | Oral KB kanser hiicrelerine kars1 toksisite
Tohum Isoannonacin AGE Yumusakga oldiiriicii, antikanser
Tohum, Gigantetrocin A AGE Kolon HT-29 kanserine
yapraklar
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Sekil 2.16 Annona’nin ila¢ olma siirecinin tamamlanmasi ( Clinical Trial (NIH)[66].

Cesitli caligsmalar, bitkinin farkli 6ziitlerinin ve izole edilen AGE' lerin gesitli kanser hiicre
dizilerine yonelik onemli anti-proliferatif etkilerini gdstermektedir. Son zamanlarda in
vitro caligmalar, Annona muricata yapraklarinin etil asetat ekstraktinin kolon kanseri
hiicreleri ve akciger kanseri hiicrelerine karsi etkisi gosterilmistir. Yaprak o6ziiti,
mitokondriyal aracili yol boyunca kolon ve akciger kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiiklemektedir. Bu antiproliferatif etki, hiicre dongisiiniin G1 evresinde durmasi ile
iliskilendirilmistir. Buna ek olarak, kolon kanseri hiicrelerinin metaztaz ve invazyonu,
yaprak Ozitli tarafindan O6nemli Olciide engellenmistir. Yapraklarin etanolik 6ziitiiniin
apoptozda kaspaz 3 aktivasyonuna neden oldugu, TUNEL analizi ile K562 hiicrelerinde

gosterilmistir. Son zamanlarda Annona muricata yapraklar su Oziitiiniin prostatik
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hiperplazi (BPH-1) hiicre hattt ve prostat kanserli siganlar iizerinde etkili oldugu
bildirilmistir [44]. Kanser {izerindeki ¢esitli calismalardan sonra Annona ilag olma siirecini

tamamlamistir (Sekil 2.1).
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Tablo 2.3. Annona muricata tizerinde antikanser ¢alismalari [64].

Bitki Kismi

Calismanin Konusu

Sonug¢

Yapraklarin etil asetat 6zii

Akciger kanser

hiicreleri(A549)

Mitokondriyal aracilt
apoptoz,G1 fazinda hiicre

dongiisiin durmast

Yapraklarin etil asetat 6zii

Kolon HT-29 ve HCT-116

kanser hucreleri

Mitokondriyal aracilt
apoptoz,G1 fazinda hiicre
dongiisiin durmast,
migrosyon ve inavosyonun

baskilanmasi

Yapraklarin su 6ziitii

Fare prostati

Prostat biiylikliigiinde azalma

Yapraklarin etonolik 6zii

Farelerin g6giis dokular1

DMBA kaynakli DNA

hasariin 6nlenmesi

Yapraklarin etonolik 6zii

DMBA / kroton yagi ile
indiiklenen fareler deri

papillomagenez

Timor baglatma ve

cogalmasinin baskilanmasi

Yapraklarin etonolik 6zii

DMH kaynakli kolon kanseri

ACF olusumun azaltilmasi

Yapraklarin etonolik 6zii

K562 kronik miyeloid 16semi

hiicreleri

Apoptoz indiksiyonu

Suda haglanmis yapraklar

Metastatik meme kanseri

Hastaligin stabilizasyonu

Yapraklarin etil asetati

Azoksimetan kaynakli kolon

kanseri

ACF olusumunun azaltilmasi

Yapraklarin etil asetati

Kolun HT*-29 kanser

hicreleri

Annomuricin E'nin bioassay
giidiimlii izolasyonu ve

apoptosis indiikleyici etkisi
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Son in vitro ve in vivo g¢alismalar Annona muricata yapraklarinin benign prostat
hiperplazisine (BPH-1) hiicre hattina ve siganlarin prostatlarina karsi su 0ziitii iizerine
yapilmistir. Sonuglar, Bax'in Yukar1 regiilasyonu ve mRNA seviyesinde Bcl-2' nin asagi
regililasyonu ile iligkili 72 saat sonra 1.36 mg/ml' lik bir IC 50 degeri olan BPH-1 hiicreleri
tizerinde baskilayici bir etkisi oldugu gézlemlenmistir. Ekstrakt (30 ve 300 mg/ml doz) ile
iki aylik tedaviden sonra si¢anlarin prostatlarimin buytlikligi azaldigi ve apoptoz
indiiksiyonu ile ortaya ¢iktig1 goriiloiistiir. Bu umut verici antitimor etki, farelerin meme
dokularinda 7,12-dimetilbenzen antrasen (DMBA) kaynakli hiicre proliferasyonu iizerine
in vivo bir ¢alismada da bildirilmistir. DMBA' nin neden oldugu DNA hasarina karsi
koruyucu etki, Annona muricata yapraklarinin oral uygulamasinin meme karsinogenezinin
gelisimine kars1 koruyucu etkilere sahip olabilecegini gostermistir. Yapraklar, 30 mg/kg
diisik dozda bile, sirastyla DMBA ve croton yagi ile indiiklenen farelerde cilt

papillomajenezinin baglama ve tanitim asamasini bastirmistir [45].

Annona muricata iizerinde yapilan anti kanser c¢aligmalart sadece in vitro ve in vivo
aragtirmalarla sinirli degildir. Metastatik bir gogiis kanserli 66 yasindaki bir kadinin bir
vaka incelemesi sonucu, su ekstrakti ve Xeloda (Capecitabine) antikanser ilaci ile birlikte
verilen tiiketiminin Annona muricata ’ nin hastaligin stabilize edilmesine neden oldugunu
bildirilmistir. Literatiirde bildirilen bu onemli bilimsel ¢alismalar sonucunda Annona
muricata ’ nin antitimér O6zelliginin kesfedilmesi ile kanser terapisinde kullanilabilen
AGE' leri igeren bitkinin etil asetatla ¢Oziiniir fraksiyonu tablet formiilasyonlarina

dontistiiriilmiistiir [46].

Diger bir ¢alismada farkli bolgelerden toplanan Annona muricata ' nin on dokuz
metabolitinin taranmasi, meme kanseri hiicre hatlar1 izerinde MTT (Sitotoksisite ) analizi
ile belirlenmis ve IC50 (LD50) bulunmustur. Daha sonra, IC50 degeri esas alinarak, hiicre
dongiisii analizi, Annexin V / FITC, AO / PI, migrasyon, yayilimi1 ve yara iyilestirme
analizi meme kanseri hiicre hatt1 tizerinde arastirilmistir. Daha sonra, in vivo anti-kanser
calismalari, tiimorli farelerde gerceklestirilmis ve sonunda tiimdr kesitinin histopatolojisi,
timor nitrik oksit seviyesi, tiimor malondialdehit diizeyi, klonojenik test, T hiicre
immiinfotasyon testi ve proteom profiler analizi yapilmistir. Sonug¢ olarak; Annona
muricata ham ekstrakti numuneleri, meme kanseri hiicre hatlarina kars1 farkli seviyelerde
sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir. Secilen B1 AMCE, tiimoriin boyut ve agirligini

azaltmis olup, anti-metastatik 6zellikler gostermistir ve 4 T1 hiicrelerini hem in vitro ve

hem in vivo ortamda apoptozu gotiirdiigii rapor edilmistir. Ayrica, tiimordeki nitrik oksit ve
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malondialdehit seviyesini diisiirlirken, beyaz kan hiicresi, T hiicresi ve dogal Sldiiriicii

hiicre popiilasyonunu da arttirdigi gézlemlenmistir [1].

2.1. AMAC

Son zamanlarda Annona muricata ’ nin baslica kanser olmak {izere birgok hastaligin
tedavisi i¢in aragtirmalar devam etmektedir. Yapilan tez ¢alismamizda ,giliniizmiiz kanser
tedavi yontemlerinde goriilen yan etkilei azaltip , etken maddemiz olan Annona muricata ’
nin da yan etkilerini azaltarak kanser hiicreleri iizerindeki etkinligini artirmak amaciyla
Annona muricata bitki 6zii yiiklenmis PHB kapli manyetik nanoparcacik sistemleri
gelistirilmistir. Gelistirdigimiz bu sistemle tiimorli hiicreye belirli zamanda ve istenilen
dozda ilag verilmesi saglanmaya c¢alisilmistir.Bu sistemin karakterizasyonu basarili bir
sekilde gergeklestirilmistir. Ayn1 zamanda sitotoksisite ¢alismalar1 ile Annona muricata
bitki Oziiti yiikli nanopargaciklarin kanser hiicreleri {izerindeki inhibisyonu analiz

edilmistir.
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3.MATERYAL METOD

3.1 MATERYAL

3.1.1 Annona muricata Kapsiilii

Ticari olarak satin alindi.

3.1.2. Meme Kanseri Hiicre Hatt

Bu calismada kullanilan insan meme kanser hiicre hattt MDA-MB-231 Ahi Evran
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Kanser ve Kok Hiicre Laboratuvart’

ndan temin edilmistir.

3.1.3. Hela Hiicresi

Bu ¢galismada kullanilan hela hiicresi hattt Ahi Evran Universitesi Molekiiler Biyoloji ve

Genetik Boliimii Kanser ve Kok Hiicre Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

3.1.4. Kullanilan Kimyasallar

. Demir (II) kloriir dehidrat (FeCl,.4H,0)

. Demir (I11) klorid heksahidrat (FeCl;.6H,0)
. Polihidroksibiitirat (PHB)

. RPMI-1640 Medium

. Fetal Bovine Serum (FBS)

. Tripsin-EDTA

. Fosfat Tamponu (PBS)

. Tris ve asetik asit

. XTT(2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide)

. Amonyak

. Etil alkol, metil alkol
3.1.5. Cihazlar ve Laboratuvar Araclari

. Hassas terazi
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. Vortex

. Laminar Flow (Class Il kabin)
. Microplate okuyucu
. Inverted Mikroskop
. Karbondioksitli Etiiv
. Santrifiij
3.2.METOD

3.2.1. PHB Kaph Manyetik Nanoparcaciklarin (MNP) Sentezlenmesi

PHB kapli manyetik (Fe30,4) nanopargaciklarin sentezi i¢in 90°C ¢oktiirme yontemi (co-
precipitation) bazi degisiklikler yapilarak kullanilmistir. Sentez esnasinda FeCly-4H,0 ve
FeCl;3-6H,0 tuzlar1 (1:2 oraninda) ve PHB polimeri 5 boyunlu bir balonda yaklasik 90°C’
de mekanik bir karistiriciyla tamamen ¢oziinlinceye kadar karigtirllmistir. Deney esnasinda
ortamdan oksijenin uzaklastirilmasi i¢in sistemden azot gazi geg¢irilmistir. Coziinme
gerceklestikten sonra ortama amonyak ¢ozeltisi damla damla ilave edilmistir. Amonyak
ilave edildikten sonra olusan siyah c¢okelek etanol ile yikanarak ortam pH’ s1 8-9’a

gelinceye kadar yikama islemi yapilmistir [73].

3.2.2. Manyetik Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

MNP’ lerin kristal yapilar1 X-151n1 kirinim yontemi ile belirlenmistir. Nanopar¢aciklarinin
sentezlerinin her asamasinda parcacik sekil ve biiyiikliikleri elektron mikroskobu
(TEM/SEM) ile gozlemlenmistir. Manyetik nanopargaciklar sentezlendiktenden sonra
yapilarinda meydana gelen fonksiyonel gruplardaki degisiklikler FTIR spektroskopi
Ol¢iimleri ile tespit edilmistir. Sentezlenen nanopargaciklarin manyetik 6zellikleri

manyotemetre (VSM) kullanilarak belirlenmistir.

Nanoparcaciklarinin sentezlerinin her asamasinda boyut dagilimlari1 (DLS), elektriksel ve

manyetik 6zellikleri (Zeta potansiyel ile) incelenmistir.

3.2.3. PHB Kaph Magnetik Demir Oksit Nanopartikiillerin in Situ Sentezi

Demir tuzlar1 30 ml %1 PHB ¢ozeltisinde azot akisi altinda 2500 rpm' de karistirilarak
¢oziindiiriildii. Daha kiigiik nannopartikiil iiretmek i¢in amonyak ¢ozeltisi (%32, NH;,OH),
cok yavas eklenerek 2-3 saat karistirildi. Kolloidal PHB-MNP' ler etanol ile kapsamli bir
sekilde yikandi [73].
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Sekil 3.17 PHB kapli manyetik nanopargacik sentezi [57].
3.2.4. PHB Kaph Magnetik Demir Oksit Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen PHB-MNP' ler X-1isimm1 kirmimi ile (XRD) kristal yapi analizleri yapildi.
Kimyasal gruplar ve PHB-MNP' lerde yer alan kimyasal etkilesimler Fourier Kizilotesi
Déniisiim Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak tamamlandi. Iletim Elektron Mikroskobu
(TEM) ile manyetik boyutlar1 ve morfolojik 6zellikleri gozlendi. Isik sagilimi Olgiileri
(DLS) dinamik olarak belirlendi. Niteliksel ve ucucu bilesikler hakkindaki nicel bilgilere
nanopartikiillerin gravimetrik analizi (TGA) sonucunda ulasildi. PHB-MNP' lerin VSM ile

manyetik 6zellikleri belirlendi.

3.3.PHP Kaph Magnetik Demir Oksit Nanopartikiile Annona muricata Yiikleme

Annona muricata yiikleme islemi farkli ilag konsantrasyonlarinda (200-250-400-500-600
mg/ml) PBS tamponu ile pH 7.2' de gergeklestirilmistir. Tampon, bitki 6ziiti ve PHB-
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MNPs karisimi 151k gecirmez tiip igerisinde 24 saat karistirllmigtir. Karistirma isleminden
sonra Annona muricata yiikli PHB-MNP' ler manyetik ayirma yontemi kullanilarak
ortamdan aynstirilmigtir (Sekil 3.2.). Annona muricata  yiikleme verimliligi UV
Spektrofotometre ile 286 nm' de absorbans degeri 6l¢iimii yapildi. Bu 6l¢iimden sonra

Annona muricata konsantrasyonu FTIR analizi ile dogrulandi.

Sekil 3.18 Bitki o6ziitii yiikli nanopargacikarin manyetik yontemle yiiklenmemi
Oziitlinden ayrilmasi

3.4. PHP Kaph Magnetik Demir Oksit Nanopartikiilleri Uzerinde Annona muricata ’

nin Stabilitesi

Annona muricata yiiklii PHB-MNP' lerin 37°C' de PBS tampon stabiliteleri 8 hafta
incelendi. Absorbans degerleri 286 nm' de UV Spektrofotometre ile 6l¢iildii.

3.4.1. PHP Kaph Magnetik Demir Oksit Nanopartikiilde Annona muricata Salimm

A.Muricata yiiklii PHB-MNP' ler pH 4.5 olan asetat tamponunda 65 saat bekletildi. Serbest
birakilan A.Muricata’ lar 286 nm' de UV Spektrofotometre ile analiz edildiginde ¢6ziim

miktarlarinda azalma oldugu gézlemlendi.
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3.4.2. PHP Kaph Magnetik Demir Oksit Nanopartikiillerin Hiicrelerin I¢ine Girisi(

Internalization)

A.Muricata yiikli PHB-MNP 'ler 6 oyuklu plakalarda MDA-MB-231 hiicre hattina 37°C'
de 24 saat inkiibe edildi. Sonra hiicreler 3 veya 4 kez PBS tamponu ile yikandi.4 saat sonra

hiicrelerin i¢ine girisini belirlemek i¢in floresan mikroskobu ile hiicre fotograflari alindi.

3.4.3. PHP Kaplamal Nanopartikiilleri Sitotoksisitesi

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicresi ve hela hiicreleri kullanildi. %10 FBS ve %5
CO; altinda 37°C' de %1 gentamisin ¢ozeltisi ile destekledigimiz RPMI / 1640 kiiltiir
ortaminda 75T kiiltiir siseleri igerisinde hiicreler biyiitiildi. %0.25 tripsin — EDTA ile
hiicreler haftada 2-3 kez pasajlandi. Annona muriata ve Annona muricata yiiklii MDA-
MB-231 insan meme kanseri hiicresi ve HeLa hiicreleri lizerindeki antiproliferatif etkileri
PHB-MNP' ler yardimi ile XTT (Hiicre Proliferasyon Kitinin) analizi {iretici firmanin
talimatina gore uygulandi. Kanser hiicreleri 5.0x 104 hiicre/ml konsantrasyonunda 96
kuyucuklu plakalari icerisine ekilerek 72 saat boyunca farkli nanopartikiil diliisyonlar
varliginda inkiibe edildi.

Sekil 19. XTT assay sonucu 96 well platelerin gériiniimii.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1.XRD ( X-Isinlar1 Kirimimi) Sonuglari

Her bir kristal fazinin kendine has atomik dizilimlere bagli olarak, X 1smlarmi tipik bir
ortam i¢inde kirmasi olayidir. Bu kirinim profilleri her bir kristalin faz igin tipki parmak izi
gibi o kristali anlatir. Bu analiz metodu, calisma sirasinda numuneye zarar vermez ve az
miktardaki numune ile ¢alismaya olanak verir. X-Isin1 Kirinim cihaziyla ince filmlerin,
kristalin maddelerinin, kayaglarin ve polimerlerin nicel ve nitel 6zelliklerinin incelemesi
yapilabilir [47]. X-iginlar1 Olglimleri ile sentezlenen FesO, nanopargaciklarinin kristal

yapis1 hakkinda bilgi vermektedir.
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Sekil 20 Sentezlenen manyetik demir oksit (F30,) nanopargaciginin XRD desenleri(73).

Yaptigimiz ¢aligmada olusan desen 50°C’ ye kadar elde edilen tiriinlerin amorf 6zellikte
oldugunu gosterdi. 50°C tizerindeki sicakliklarda kristal yap1 olusmaya baslamistir. 60°C
ve 80°C sicakliklar1 arasinda Fe3O,’ e ve FeO(OH)’ e ait tepecikler gorilmistiir.
FeO(OH)’ e ait tepecikler 70°C* de 60°C’ ye kiyasla daha yogundur. 70°C iizerindeki
sicakliklarda Fe3O4’ e ait tepecikler daha yogun ve keskinken, FeO(OH)’ e ait tepeciklerin
sicaklik artisiyla azaldigi goriillmektedir. 90°C” de FeO(OH)’ e ait tepeciklerin tamamen
kaybolmasiyla saf Fe3O4 elde edildigi anlagilmaktadir. 90°C” de sentezlenen manyetik
FesO,4 nanopargaciklarinin X-1s1n1 kirmim deseni; sirasiyla (220), (311) ve (400) okuma
degerlerinde kirmim tepecikleri vermektedir. Bunlar kiibik yapiya sahip Fe3O4 (manyetit)
kristalin karakteristik tepecikleridir [73].
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4.2.FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi)

Kizilétesi (IR) spektroskopisi, organik veya inorganik bilesiklerin karakterize edilmesinde
kullanilan bir aragtir. IR spektrumu, maddeyi olusturan atomlar arasindaki baglarin
titresimiyle olusan frekanslarina karsilik gelen absorpsiyon pikleri ile gostermektedir.
Kizilotesi 1s18in, incelenen oOrnek tarafindan sogurulmasina dayanir. Sogurulma,
molekiildeki baglarin titresimi ve doniisleri i¢in gerekli miktarda dalga enerjisinin, cihaz
tarafindan elektromanyetik spektrumun kizilotesi bolgesinden gonderilmesiyle gerceklesir.
Bu yontem igerigi bilinmeyen 6rneklerde kimyasal gruplarin belirlenmesine yardimer olur
[48]. Bizde sentezledigimiz Fe3O4 nanopargaciklarini, FTIR spektrometresi ile inceledik.
FesO,’ iin Fe-O baglarindaki titresimlere ait 580 cm-1" deki genis band1 Sekil 4.2.” deki
FTIR spektrumunda goriilmektedir.
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Sekil 4.21. FTIR Spektrumu [73].
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Sekil 22. PHB kapli Manyetik nanoparcaciklarin FTIR spektrumu.

% Transmttandg

|
i

o i |
i w“'%‘" |
" = | P 4 {
{ E L v ; E |
B S F
] H | / l,

[EELI]

Al AT T ————

FLOLER

1243 83 o

10 B ———

OG0l T
.
J'ﬁ-

i
SR

B#220%

Sekil 23. Saf Annona muricata ektraktinin FTIR spektrumu

33




<
826,08 — >

1182 28 e

137946

©
o
o
&

=
a
=

122017

ismittance
1449 57

1261.71

1477 .18

% Trar

T
1280.21

151298

172178

152911

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 24 Annona muricata ekstrakti yiiklii PHB kapli manyetik nanoparcaciklarin FTIR
spekturumu

4.3.DLS (Dinamik Isik Sacilimi)

Seyreltik ¢ozelti icerisinde bulunan ¢ok kiigiik parcalardan sagilan 1s18in degisimi ve
siddetinin Ol¢iilmesiyle gerceklestirilen bir yontemdir. Parcadan sagilan 1518in siddetindeki
degisim, parcanin biiyiikliigiine ve hareketine, bulundugu ortamin viskozitesine ve
sicakligina baghidir. Kolloidal siispansiyonlar iki esas 1sik sagilimi yontemiyle karakterize
edilebilir. Bunlardan biri olan statik 1sik sagilimi yontemi ile polimerlerin donme yarigapi,
molekiil agirligi ve ikinci viral katsayisi belirlenebilir. Digeri ise dinamik 1sik sagilimi
yontemidir. Bu yontemle hidrodinamik biiyiikliige, difiizyon katsayisina, dagilim indeksine
ve pargacik biiyiikliigiine ulasilabilir. iki yontemin birlestirilmesiyle, ¢dzelti icerisindeki
parcacigin yapist hakkinda bilgi edinilebir [49]. Bizde sentezledigimiz MNP’ lerin
boyutlarint dinamik 1s1ik sagilimi prensibiyle ¢alisan, sivi ortamlardaki pargaciklarin veya
molekiillerin karakteristik ozelliklerini  6lgmek i¢in kullanilan Zetasizer cihaz1 ile
belirledik.
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Sekil 4.6’ da verilen 151k yogunluguna bagl boyut dagilimi grafiginde, en sik goriilen MNP
boyutu yaklasik 30 nm olarak gézlemlenmistir.
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Sekil 25. MNP’ lere ait boyut dagilim grafigi.

4.4.SEM (Tarayici Elektron Mikroskobu ve TEM (Gecirmeli Elektron Mikroskobu)

Sonuclarn

Sentezledigimiz Fe3O,4 nanopargaciklarin boyut, sekil ve goriiniimleri hakkinda bilgi almak

icin elektron mikroskop 6l¢iimleri (TEM/SEM) kullanildu.

SEM (Tarayict Elektron Mikroskobu): Goriintiisii yiiksek voltaj ile hizlandirilmis
elektronlarin numune {iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune yiizeyinde
taratilmasi, taratma sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan girisimler
sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi, bu bilgilerin sinyal
giiclendiricilerinden gegirildikten sonra bir katot 1sinlar1 tiiplinlin ekranina aktarilmasiyla
elde edilir. Biyolojik botanik, hiicre biyolojisi, tip madde bilimleri ve yeryiizii
bilimlerinden elde edilen 6rnekleri 100.000 kez biiyiiterek yiizey yapilarini goriintiileyerek
yiizeyde meydana gelen farkliliklar degerlendirilir [50]. Calismamiz sirasinda
sentezledigimiz Fe3O4 nanopargaciklarin farkli dlgeklerdeki SEM goriintiileri Sekil.4.7” de

verilmistir.
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Sekil 26 Fe;0,4 nanoparcaciklarin SEM goriintiileri

TEM(Gegirmeli Elektron Mikroskobu): Gegirmeli elektron mikroskobunda ince kat1 bir
numune yiikksek monoenerjili elektrona maruz birakilir. Bu elektronlar enerji seviyelerine
gore numuneden gegerler ve ya kirinima ugrarlar. Kirinima ugrayan elektronlar kullanilan
numunenin atomik yapist ile ilgili bilgiler verir. Numuneden gegen elektronlar ise malzeme
icindeki etkilesime gore hem atomik yapist hakkinda hem de malzeme kusurlar1 hakkinda
bilgi verir [51]. Bizimde farkli konsantrasyonlardaki Fe3O, nanopargaciklarin TEM

goriintiileri sekil 4.8” de verilmistir.

Sekil 28 PHB kapli manyetik nanopargaciklarin TEM goériintiileri
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4.5. VSM (Titresimli Ornek Manyetometresi)

Incelenen malzemenin manyetik karakterini ortaya koyan manyetizasyon egrisi Titresimli

Ornek Manyetometresi ile elde edilmektedir. VSM, manyetik alanda titresen malzemenin

manyetik aki degisimi olusturmasi ve bunun sonucunda olusan indiiksiyon elektromotor

kuvvetinin dlglilmesine dayanir. Sentezlenen Fe3O,4 nanopargaciklarin manyetizasyonu bu

yontemle olgtilmistiir. MNP lerin, 37°C yapilan miknatislanma 6lgtimiinden elde edilen

manyetik histeresis egrisi Sekil 4.10” da gosterilmektedir.
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Sekil 29. MNP’ lerin manyetizasyon egrisi.

Tablo 4.1. MNP * lerin manyetik 6zellikleri

Ornek M (emu/g) M, (emu/g) M,/M;

H.(KOe)

MNP 54.5 6.70 0.122

0.065

. M; : Manyetik doygunluk

. M;, : Artik miknatislanma (Remanans)
. M,/M;s : Manyetik doygunluk kareselligi
. H. : Giderme kuvveti (Koersitif).

MNP’ lerin manyetizasyon egrisinde, giderme kuvveti (Hc) ve artik miknatislanma (Mr)

degeri son derece diisiikk diizeydedir (Sekil 4.10.). Bu sonuglardan FesO,’ iin istenilen

stiperparamanyetik 6zelligi tasidig1 anlasilmaktadir.
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Sentezlenen PHB kapli manyetik nanopargaciklarin manyetizasyonu bu yontemle
Ol¢iilmiistiir. MNP lerin, 37°C yapilan miknatislanma 6lglimiinden elde edilen manyetik

histeresis egrisi Sekil 4.11° de gosterilmektedir.
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Sekil 301. PHB kapli nanopargaciklarin VSM analizi(73).

4.6.TGA (Termal Gravimetrik Analiz)

Manyetik nanoparcaciklarin yiizeyine kaplanan PHB polimerinin miktarini belirlemek i¢in
TGA analizi yapilmistir. Analiz sonuglarina gore %80 oraninda bir kaplanmanin varlig

Sekil 4.12° de goriilmektedir.

T S e = A A A R S i e 0

y
e Jﬁw-»-u—\\
[ TR e - -
S o ﬁm,ﬁh Jo e
40 \\

et

I

@

¥

|

|

™ \
i

‘l‘
50 l
[
|
40 } f
|
|

Weight % (%) ——
3
]

I

f

]

|

I

!

| }
[
|
|

Derivative Welght % (%min) — —

]

&

I
f =

0 Il‘ \_‘——_—_‘—'—~

40
4153

314 100 200 300 400 600 7a0 800 200 96041

500
Temperature (°C)

Sekil 312. PHB kapli manyetik nanoparcaciklarin TGA analizi(73).
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4.7.PHB Kaph Magnetik Demir Oksit Nanopartikiillere Annona muricata Yiikleme
Sonuclari
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Sekil 323. Annona muricata ekstratinin PHB kapli nanopargaciklara yiiklenme kapasitesi.
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4.8. PHB Kaph Magnetik Demir Oksit Nanopartikiilde Annona muricata Salim
Sonuclarn
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Sekil 334. Annona muricata ekstrakti yiiklii manyetik nanopargaciklardan ekstraktin salinim grafigi

4.9.Sitotoksisite Sonuglari

Sitotoksik maddeler hiicrelere toksik sekilde etkileyip hiicrenin isleyisini durduran ya da
Oldiiren yapilardir. Bir maddenin sitotoksik etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi igin
sitotoksisite arastirmalar1 yapilmaktadir. Uygulama kolayligi ve in vivo ¢aligmalarinda
ulagilan sonuglarla uyum gostermesi nedeniyle hiicre temelli sitotoksisite c¢aligmalari,
hayvan deneylerine segenek olmus ve toksikoloji laboratuvarlarinda sik¢a tercih edilir
olmustur [54]. Bu yontemle test edilen numunenin sitostatik ve sitotoksik etkileri hakkinda
genel bilgilere dlebilirler [55]. Hiicre canliliginin saptanmasinda yapilan birgok uygulama
vardir. Arastirilan bir sitotoksisite ¢alismasinda en 6nemli bulgu arastirma sonucundaki
canli/6lii miktarinin belirlenmesidir. Sitotoksisite belirleme metotlar1 ii¢ ana baslikta

toplanabilir. Bunlar; kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik yontemlerdir [56].

Biz kolirimetrik metodla 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-

karboksianilid (XTT) tetrazolyum tuzu kullanarak gerceklestirdik.
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Sekil 345. Annona m. ekstraktinin Hela hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi(LD50: 180 ug/ml)

c 160 -
G 140 -
5120 -
100 {4 e
80 -
60 -
40 - . -
20 -

ti

% cell prolifer

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008

Concentration (g/ml)

Sekil 356. Annona muricata ekstraktinin MDA-MB-231 hiicreleri {izerinde sitotoksik
etkisi(LD50: 330 ug/ml)
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Sekil 367. Annona muricate ekstrakti yiiklii manyetik nanoparcaciklarin kanser hiicreleri {izerinde
sitotoksik etkisi.

Sekil 378. Annona muricata yiiklii nanoparcaciklarin hiicre igine girisi.
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5.SONUC

Nano yapilarin iistiin 6zellikleri cok 6nceki tarihlerde tahmin edilmekteydi.1960' 11 yillarda
Feyman nano yapilarin 6zelliklerini vurgulayarak bir¢ok bilim insanin dikkatini bu noktaya
cekmeyi basarmust1. 1980" li yillarda Nobel Fizik Odiillerine konu olan bilimsel ¢alismalar
hem nano olgeklerinde sakli olan yeni davraniglari ortaya ¢ikararak atomu istedigimiz yere
tagiyabilecegimizi gormemizi saglamistir. 20.yy’ 1n sonlarina dogru dogada bulunmayan
nano yapilarin atomsal diizeyde bi¢imlendirilerek sentezlenmesine baslanmistir. Diinya, 60
yil igerisinde m-cm-mm biiyiikligiindeki malzemeleri yiiksek sicakliklarda kaliplara
dokerek veya doverek sekillendirilen tiretim teknolojisinden, atomsal diizeyde malzemeyi
tasarlayip yeni molekiiller olusturmak i¢in yeni iiretim yontemine gecip nanoteknoloji ile

tanist1 [58].

Bilimsel gelismelerle elde edilen sonuglar nanometre boyutlarindaki malzemelerin
teknolojiye ¢ok biiyiik olanaklar sagladig1 gozlemlenmistir. ilk énce ABD nanoteknolojiyi

oncelikli alan ilan etmis ve bundan sonra tiim diinyada hizla gelismistir.

Giliniimiizde bir¢ok alanda nanoteknoloji kullanilmakta olup maksimum fayda saglanmaya
calisilmaktadir. Temel olarak endiistriyel, tip gibi alanlarda bilimsel arastirmalar hizla

artmaktadir.

Saglik alaninda teshis ve tedavi yontemlerinde nanoteknoloji kullanilmaktadir. Kanserin
klasik yontemlerle teshisinde, tiimoriin 1 cm c¢apa veya yaklasitk 1 kg’a ulagmasi
gerekmektedir ki bu hastaligin oldukca ilerlemesine neden olmaktadir. Giintimiizde
nanotekoloji ile kanser erken dénemde teshis edilebilir hale gelmistir. Ornegin mamografi
ile meme kanserine klinik teshisin konmasi i¢in 1.000.000 tiimo6r hiicresinin olusmus
olmas1 gerekmektedir. Nanoteknoloji yardimi ile 100°den az tiimdr hiicresinin olustugu

durumda dahi meme kanserini teshis etmek miimkiindiir [59].

Kanser teshis ve tedavisinde, cerrahi siire¢ boyunca hastanin degerlendirilmesi, ameliyat
planlamasi, intraoperatif goriintii rehberligi ve ameliyat sonrasi i¢in en Onemli
gereksinimlerden biridir. 2003 yilinda Dunn ve Black “nano-norosiriirji” terimini ilk defa
ortaya atmislar ve molekiiler diizeydeki tedavide norosiriirji hastalarinda gelecekteki rutin
tetkik olabilecegini 6ne siirmiislerdir [60]. Nanopartikiiller, uzun yarilanma Omiirleri ve

hedef dokuya baglanma kapasitelerinin ayarlanabilir olmas1 nedeniyle tedavide 6nem arz
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etmektedirler. Bu sebeplerle gelistirilen demir oksit nanopartikiilleri (USPIO) ¢ok kiigiik
boyutlarda olmalar1 ve uzun yarilanma Omiirleri nedeniyle iizerinde en ¢ok calisilan

nanoparg¢agik tiirlerindendir [61].

Radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi uygulamalar kanser tedavisinde kullanilan baslica
yontemlerdir. Cerrahi yontem, kanserli dokunun rezeksiyonudur. Kanserin tekrarlama
riski, organ kaybi1 ve tiim kanser tiirlerine uygulanamamasi dezavantajlarindandir.
Radyoterapide kanserli hiicreler, spesifik frekans bandi ve siddetinde radyasyon ile yakilir.
Bu islemde kanserli hiicre yaninda saglikli hiicrelerin zarar gérmesi, verilen radyasyonun
tiim kanserli hiicrelerine esit oranda dagilmamasi ve radyasyona maruz kalan dokuda
fonksiyon kaybmin olusmasi dezavantajlarindandir. Kemoterapi ise, kanserli hiicrelerin
toksik etkisi bulunan ilaglar ile yok edilmesi, kanserli hiicrelerin boliinmesini saglayan
mekanizmalarin ortadan kaldirilmasi hedeflenir. Kullanilan kemoterapi ilaglar1 hedefe
yonelik hareket etmedigi i¢in kanserli hiicrelerin yaninda saglikli hiicrelere de etki
etmektedir. Hastanin bagisiklik sistemini azaltmakta ve hasta diger hastaliklara karsi
korunmasiz kalmaktadir. Tim bu yan etkiler ilacin hedefe yonelik ¢alismamasindan

kaynaklanmaktadir [36].

Yapilan bir ¢alismada, tropikal meyvelerin tiikketimi ile Fransiz Bati Hint Adalari’nda
“atipik parkinsonizm insidans1” arasindaki olas1 iliski arastirilmistir. Guadeloupe Adast'
ndaki bir nodrodejeneratif hastaligin etiyolojisi, Acetogeninler(AGE) tiiketimi ile bu
hastaligin endemisi arasinda yakin bir iliski oldugunu ortaya koyulmustur.. Bu nedenle,
AGE' lerin Guadeloupean atipik parkinsonizm de dahil olmak {izere ndrodejeneratif
hastaliklardan sorumlu ¢evresel ndrotoksinler oldugu ileri siiriilmektedir. Bu c¢aligmayla
beraber AGE' lerin ndrodejenerasyon ig¢in potansiyel bir risk faktorii olabilecegi

gosterilmistir [64].

Mancini ve ark. (2018) calismalarinda, nano formiilasyonlarin yiiklii olan bir ekstrakti
serbest birakacagi i¢in araglarin 6zelliklerine gore in vitro deneysel siirlamalar gelecekte

in vivo testlerde dnemsiz olacagini bildirmislerdir [62].

Lannuzel ve ark., (2006) yaptiklar1 bir calismada , erkek lewis sicanlarina kokleri
kurutulup toz haline getirilen ve metanol ile ekstrakte edilen Annona muricata alzet osmik
mini pompalar ile 28 giin boyunca vermislerdir. Annona muricata ' dan ekstrakte edilen
annonasin, enerji Uretimini azaltarak dopaminerjik noronal oOlimii tesvik ettigi

gdzlemlenmistir. [n vitro toksisitesi nedeniyle, canli bir hayvanin annonasine kronik
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sistemik maruz kalmasinin, atipik parkinson hastalarinda gozlenenlere benzer sekilde
norodejenerasyona neden olup olmayacagini arastirilmistir. Bu nedenle, siganlarda
intravendz annonasin infiize edip ve annonasinin kan beyin bariyerini saglam bir sekilde
gecebilecegini gostermisledir. Annonasin morfolojik degisiklikler ve doza bagli nigral
dopaminerjik néronlar ve striatal dopaminerjik liflerin kaybina neden olmustur. Nigral ve
striatal noéronal hiicre kaybi da dahil olmak iizere lezyonlarin dagilimi, atipik
parkinsonizmi olan hastalarin, meyvelerde kompleks I inhibitorlerine sistemik maruz
kaldiklar1 hipotezini ve Annonaceae ekstreleri atipik parkinsonizmi tetikleyebilecegini

belirtmiglerdir [65].

Sabati ve ark.(2019) yaptiklari ¢calismada Annona muricata meyve 6zii yikli kati lipid
nanopartikiilleri (SLN' ler) gelistirmek ve sitotoksik potansiyelini meme kanseri
modelindeki in vitro modelinde arastirmak amaciyla Annona muricata yiiklii SLN' leri
meme kanseri (MCF7) hiicrelerine farkli dozlarda vermislerdir. Ekstre yiiklii SLN' lerin
erken apaptoz safthasinda kanser hiicrelerini tahrip etmekte oldukca etkili oldugunu ortaya

koymuslardir [63].

Son zamanlarda Annona muricata ’ nin baslica kanser olmak {izere birgok hastaligin
tedavisi i¢in aragtirmalar devam etmektedir. Yapilan tez ¢alismamizda Annona muricata ’
nin yan etkisini azaltarak kanser hiicreleri tizerindeki etkinligini artirmak amaciyla Annona
muricata bitki 6zii yiiklenmis PHB kapli manyetik nanopargacik sistemleri gelistirilmistir.
Bu sistemin karakterizasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Ayni1 zamanda
sitotoksisite ¢aligmalari ile Annona muricata bitki 6ziitii yiiklii nanoparcaciklarin kanser
hiicreleri iizerindeki inhibisyonu analiz edilmistir. Elde edilen bulgular g¢ercevesinde
Annona muricata yiiklii PHB kapli manyetik nanoparcaciklarin meme kanseri ve ovaryum

kanseri tedavisinde potansiyel bir role sahip oldugu bulunmustur.
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