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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

OLEANOLIK ASITIN MODEL ORGANIZMA
Drosophila melanogaster VE KANSER HUCRE
HATLARI UZERINDE SITOTOKSIK VE
MOLEKULER ETKIiSININ ARASTIRILMASI

SERIF YASIN KOKSAL

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Serap Yal¢in Azarkan
Es Damisman: Doc¢.Dr.Fahriye Ercan

Bilim insanlar1 son yillarda bitkilerin yapisinda dogal olarak bulunan ve bitkilerde
sekonder metabolit olarak salgilanan bilesiklere giderek ilgi duymaktadir. Bu bilesiklerden
elde edilen maddelerin giinliik kullanim1 yani sira kanser gibi hastaliklara kars1 tedavisinde
terapotik olarak kullanilabilinmesine yonelik calismalar yapmaktadir. Bu bilesiklerden biri
olan oleanolik asit betulinik aside bagl dogal olarak olusan bir pentasiklik triterpenoiddir.
Triterpenoid bilesiklerin farmokolojik etki potansiyeline sahip oldugu yapilan ¢aliymalarda
ortaya sunulmustur. Oleanolik asitin de anti kanser, antioksidan, antifungal, antimikrobiyal

ve antiflamatuar etkileri bilinmektedir.

Yapilan calismada oleanolik asidin insan meme hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkiler
belirlenerek ve ayni zamanda iyi bir model organizma olan Drosophila melanogaster
larvalar lizerine oldiirticii etkisi belirlenmesi hedeflenmistir. Calismada oleanolik asidin 1,

5, 10, 20 mM konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler yabanil tip D.melanogaster 1II. Instar

X



larvalarma uygulanmistir. 10 disi ve 10 erkek taze besiyerinde 25 °C ve % 60 nem
ortaminda 24 saat inkiibe edilmistir. Konsantrasyonlarda bulunan maddeler dogrudan
larvalar iizerine uygulanmistir 6liim oranlar1 LC 5o ve LC o9 degerleri 10,4 mM ve 32,5

mM olarak belirlenmistir.

Oleanolik asidin D. melanogaster lizerinde CGiss30, AKT-1, DR-PN gen ifade diizeyleri
kontrol grubuna gore uygulanan biitiin konsantrasyonlarda anlamli olarak belirlenmistir.
Ancak DR-Buffy gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore herhangi bir anlamlilik
gorilmemistir. MCF-7 hiicre hatlarinda ise BAD, BCL-2, H-prune ve AKT-1 gen ifade

diizeyi sonuglarinda ise H-prune ve BCL-2 genlerinde anlamlilik tespit edilmistir.

EYLUL 2021 55 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Kanser, Oleanolik asit, D.melanogaster MCFE-7



ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE CYTOXIC AND MOLECULAR EFFECT
OF OLEANOLIC ACID ON MODEL ORGANISMA Drosophila

Melanogaster AND CANCER CELL LINES
SERIF YASIN KOKSAL

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Moleculer Biology and Genetics Department

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serap Yal¢in Azarkan

Co-Advisor: Assoc. Prof. Dr.Fahriye Ercan

In recent years, scientists have become increasingly interested in compounds that are
naturally present in the structure of plants and secreted as secondary metabolites in plants.
In addition to the daily use of substances obtained from these compounds, it is working to
use them therapeutically in the treatment of diseases such as cancer. One of these
compounds, oleanolic acid, is a naturally occurring pentacyclic triterpenoid bound to
betulinic acid. It has been revealed in studies that Triterpenoid compounds have the
potential for farmocological action. Oleanolic acid is also known for its anti-cancer,

antioxidant, antifungal, antimicrobial and antiflamatory effects.
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The aim of the study was to determine the cytotoxic effects of oleanolic acid on the human
breast cell line and to determine the lethal effect of oleanolic acid on the larvae of
Drosophila melanogaster, a good model organism. In the study, solutions at concentrations
of oleanolic acid 1, 5, 10 and 20 mM were found to Be Wild Type D.melanogaster 111. It
has been applied to instar larvae. 10 females and 10 males were incubated 24 hours at 25
°C and 60% humidity in fresh media. Substances found in concentrations were applied
directly to larvae death rates LC 50 and LC 99 values were determined as 10.4 mM and 32.5
mM.

CGisszo, AKT-1, Dr-PN gene expression levels of oleanolic acid on D. melanogaster were
significantly determined at all concentrations applied according to the control group. But
no significance was observed at the level of expression of the DR-Buffy gene compared to
the control group. In MCF-7 cell lines, significance was determined in the H-prune and

BCL-2 genes in the bad, BCL-2, h-prune and AKT-1 gene expression level results.

September 2021, 55 Pages

Keywords: Cancer, oleanolic acid, D.melanogaster MCF-7
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1. GIRIS

Oleanolik asit 120’den fazla bitkinin yaprak veya koklerinden izole edilebilen ve dogal
olarak gida maddelerinde bulunan pentasiklik triterpendir. Oleanolik asitin antibakteriyel,
antimutajenik, antidiyabetik, antitiimoral, antiinflamatuar, antioksidan etkilerinin yaninda
kolon, meme, karaciger kanserleri gibi kanser tiirlerinde de apoptozisi indiikledigi yapilan
calismalarda gosterilmistir. Oleanolik asitin uzun yillardir Cin’de karaciger fibrozisi ve

siroz gibi karaciger rahatsizliklarinda kullanildig1 bilinmektedir.

Kanser tiirleri arasinda yaygin olan meme kanseri kadmlar arasinda en sik goriilen kanser
tipi olmakla birlikte akciger kanserinden sonra 6liim oraninda ikinci sirada yer almaktadir.
Meme kanserinin tedavilerinde bir¢ok ilag kullanimda olmasma ragmen kotii prognozla
sonu¢lanmaktadir. Son yillarda geleneksel kanser tedavilerine ek alternatif tiptan kdken

alan tedaviler popiiler olmaktadir.

1.1. Amacg
Calismamizda oleanolik asitin;
MCEF-7 Kanser hiicre hatlar1 tizerine etkisi

Model organizma olan D. melanogaster (Meig)(Diptera: Drosophilidae) iizerine oldiiriicii

etkisi

Oleanolik asitin CGisszo, AKT-1, Dr-PN BCL-2, H-Prune ve BAD genleri iizerinde

ekspresyonlarinin ortaya konmasi amag¢lanmastir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Fitoterapi

Bitkiler tarihin ¢ok eski donemlerinden beri diinya lizerinde yasamsal faaliyet slirdiiren
canlilar i¢cin vazgeg¢ilmez temel oksijen ve besin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bitkilerin
temel besin maddesi olarak kullanilmasinin digsinda insanlar tarafindan cesitli formlarini
giysi, barinma, alet vb. gibi alanlarda kendilerine fayda saglamak amaciyla kullanmistur.
Insanoglu bitkileri hem taze olarak tiiketmis hem de uzun siire saklamak amaciyla kurutma
yontemiyle cesitli baharatlar olarak da kullanmislardir. Bitkiler tarihin bir¢ok doneminde
insanlarin cesitli hastaliklara kars1 da tedavi edici olarak kullandiklar1 bilinmektedir [1-2].
Bitkiler endemik tiirlerine gére Cin, Hindistan, Misir, Afrika ve Mezopotamya gibi
bolgelerde yasayan uygarliklarin kendi kiiltiirlerine gore farkh sekilde tedavi yontemlerine
kaynak olmuglardir [3]. Yapilan arastrmalarda Antik Misir doneminde kil tabletlerinde
bitkisel tedavi yontemi olarak papiriis, hint otu, ardig, aloe, kenevir ve sarimsak gibi 800’

den fazla bitkinin kullanildig1 saptanmustir [4].

Bitkileri kullanilarak hastaliklar1 tedavi etme yaklagim fitoterapi terimi olarak ilk kez
1870-1953 yillar1 arasinda yasamis Fransiz Hekim LENCLERC tarafindan “La Presce
Medice 1 “ adli dergide kullanildig1 iddia edilmistir. Bitkiler antiseptik, antibakteriyel,
antifungal, antikanser, antiviral Ozelliklerinden dolay1r birgok arastirmaci tarafindan
incelenmistir. 19-20. ylizyillarda ise gelisen kimya ve biyokimya bilimleri sayesinde ilag
sanayisinde biiyiik etkileri gozlemlenmistir. Zararsizligi ve dogalligi ile laboratuvar
calismalarinda tibbin gereksinimlerine yanit veren bir¢ok bitkisel kokenli ilag

gelistirilmistir. Halen giiniimiizde kullanilan ilaglarm % 25°1 bitkisel kokenlidir [5].

Tarih boyunca insanligin tedavi amaci ile kullandig bitkisel ilaclarin sagladig: faydalarin
yaninda beklenmeyen yan etkileri ortaya cikabilecegi bilinmektedir. Bu sebeple ortaya
cikabilecek kotii sonuglara karsin, bitkilere ait bilesenler bilim diinyas1 i¢in bir arastirma
konusu haline gelmistir. Bu arastirmalar neticesinde bitkisel materyallerin de icerisinde yer
alan bir¢ok bilesik son yillarda tedavi amaciyla kullanilabilme potansiyeli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bitki bilinyesinde yer alan bu bilesiklerin antioksidan, antikanser,
antimutajen, antiinflamatuar, antiseptik gibi bir¢ok aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir

[6]. Tedavi edici olarak kullanilan bitkilerin icerigindeki bilesiklerden biri viicuda fayda
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saglarken diger bilesik veya bilesikler insan viicudunda tahmin edilemeyen etkilere yol
acabilmektedir [7]. Bilimsel gelismeler sayesinde bitkilerden dogrudan elde edilen birgok
madde gida, ilag, kozmetik ve tekstil gibi alanlarda kullanilabildigi gibi alternatif tip,
fitoterapi ve aromaterapi gibi bircok alanda da kullanilmaktadir. Insanoglu ge¢misten bu
yana ister istemez bitkilerin icerdikleri bilesiklere dogrudan ya da dolayli yoldan maruz
kalmistir [6]. Bu sebeple bitki blinyesinde yer alan bilesiklerin kullanim siiresi ve dozunun

yaratabilecegi sorunlar ile karsilagilmamasi i¢in iyi bir sekilde ayarlanmasi gerekmektedir.
2.1.1. Sekonder Metabolitler

Bitki biinyesinde ortaya ¢ikan {iriinler primer ve sekonder metabolit olmak {izere ayrilir.
Sekonder metabolitler; bitki tarafindan tretilen biliylime ve gelisme swrasinda islevi
olmayan ¢ok sayida ¢esitli organik maddelerin (aminoasit, seker ve niikleotidler) digindaki
bilesiklerdir. Primer metabolitlerin karsit1 olarak tanimlanan ve bitkiler tarafindan iiretilen
fotosentez sonucu elde edilmeyen, cesitli bircok mekanizma fonksiyonu sonucu ortaya
cikan ve bitkilerin temel yasamsal olaylarinda gorev almayan sekonder metabolitlerin,
primer metaboliler {izerindeki etkileri de heniiz tam anlamiyla kesfedilmemistir. Sekonder
metabolitler {izerine yapilan ¢alismalar sonucunda 100.000°den fazla cesitliligi oldugu, bu
kompleks bilesiklerin organdan organa ve bazen de bitki tiirleri arasinda farklilik
gosterdigi gozlemlenmistir. Goriilen bu farkliliklar bitki siniflandirilmasinda taksonomik

ozellik olarak da kullanilabilecegi tespit edilmisir [8].

Daha oOnceleri bilim insanlar1 sekonder metabolitlerin, bitki yasami boyunca degisiklik
gostermeden biriken atik ve depo iiriinii oldugu goriisiine sahiptiler. Yapilan arastirmalar
sonucunda tanenler, ligninler, kauguk gibi polimerlerin disinda tiim sekonder
metabolitlerin degisebilecegi goriisii hakim olmustur. Bitki biinyesinde biiyiime, fotosentez
gibi iirlin doniisiimii faaliyetlerinde dogrudan iligkisi olmayan bu yapilar bitki doku, organ
ve gelisim kisimlarinda spesifik yollarla sentezlenmektedir. Bu metabolitler bitki

organlarnda farkli yogunluk oranlarinda depolanabilmektedir.

Sekonder metabolitler spesifik olarak sentezlendikleri yerlerde depolanmasi zorunlu
degildir. Yapilan ¢aligmalarda floem, ksilem ve apoplast yolu ile uzak mesafelere tagindigi
tespit edildigi gibi sekonder metabolitlerin yagda ve suda c¢oziinebildigi hidrofilik
bilesiklerin vakuolde, lipofilik bilesiklerin ise regine kanallarinda depolandigi tespit
edilmistir [9].



Tablo 1.Suda ve Yagda Coziinen Sekonder Metabolitler ve Bitkilerde Depolandiklart Yerler [9].

Bitki Depo Bolgeleri Suda Coziinenler Bitki Depo Yagda Coziinenler
Bolgeleri
Alkoloidler
Saponinler Mumlar
Glikozitler Lipofilik
Vakuol Flavonoidler Kutikula Flavonidler
Antosianinler Terpenoidler
Aminler
Taninler
Tiiyler Monoterpenler
Sesquiterpenler
Regine Terpenoidler
Kanallar
Alkolidler Lipofilik
Kardiyak Flavonoidler
Latisifer Glikozitler Politerpenler
Latisifer Diterpenler
Lipofilik
Flavonoidler
Antaquinone
Hiicre Duvari Taninler Yag Hiperisin
Terpenoid
Plastid Ubiquinone




Membran
Teraterpenler

Sekonder metabolitler; kimyasal yapilari, farkli ¢oziiciilerdeki ¢oziinebilirlik diizeyleri

veya sentez sekillerine gore siniflandirilabilir. Basit siniflandirmaya gore,
e Terpenler (Mevalonik asitten iiretilir karbon ve hidrojenin birlesmesi ile olusur)
e Fenolikler (Basit sekerlerden olusur hidrojen oksijen ve benzen halkalari igerir)

e Nitrojen icerikli (Siilfiir icerebilirler oldukc¢a cesitlidir) olmak {izere 3 gruba

ayrilabilinmektedir [8].
Bitkilerde bulunan 6nemli sekonder metabolitler
e Alkolodidler
¢ Flavonoidler
e Glikozitler
e Fenilpropanoidler
e Terpenler ve Terpenoidler
2.1.2. Terpenler ve Terpenoidler

Izopren birimlerinden olusan terpenler, (CsHs), formiiliine sahiptir. Terpenlerin temel
yapist izopren (2- metil biita-1,3-dien) polimerlerdir. 5 karbon ve 2 ¢ift bag iceren kisa
karbonlu bilesiklerdir. Terpenler, sekonder metabolitler i¢erisinde belirlenmis en yaygin ve
en genis grubu olusturmaktadir. Terpenler genellikle bitkisel kdkenli olup kdknar (Abies),
ladin (Picea), ¢cam (Pinus), ardi¢ (Juniperus) gibi igne yaprakl bitkilerde esansiyel yag,
recine, mum, kaucuk gibi iirlinlerin ana bilesimidir [9]. Terpenler antioksidan, antimutajen
ve antikarsinojen oOzelliklerinden dolay1 biyolojik olarak aktif bilesiklerin kaynagini
olusturmaktadirlar [10]. Bu 6zellikleri sayesinde fitoterapi ve aromaterapi gibi alternatif tip
alanlarinda ilgi ¢ekmektedir. Terpenler igne yaprakli bitkiler disinda sardunya
(Pelargonium sp.), hindistan cevizi (Myristica fragrans), keklik otu (Origanum vulgares

sp.) kekik (Tyhmus vulgaris) gibi ¢esitli bitki tiirlerinden de elde edilmektedir [11].




Icerdikleri izopren birim sayisina gore terpenlerin siniflandirilmast;

» Hemiterpenler

» Monoterpenler

» Seskiterpen

» Diterpen

» Sesterpen

» Triterpen

» Tetraterpen

» Politerpenler olmak iizere ayrilirlar
2.1.3. Oleanolik Asit

Bitkilerden dogrudan ya da sekonder metabolit olarak izole edilen bilesiklerin bir¢ok
hastaligin tedavisinde veya onlenmesinde, sentetik olarak kullanilan molekiillere kiyasla
daha az yan etkileri olmas1 nedeni ile daha ¢ok tercih edilmektedir. Oleanolik asit bir ¢ok
gida ve tibbi aromatik bitkiler de dahil olmak iizere 120’den fazla bitki tiirlinden izole
edilen aktif pentasiklik bir triterpenoid bilesiktir [12]. 1- biitanol ve etil asetatta ¢cdziinen
ucucu olmayan acgik sari renkte bir bilesiktir. Etanol, 2-propanol, metanol, aseton ve suda
daha az ¢oziindiigii tespit edilmistir. Triterpenoid bilesiklerin biiyiik bir farmokolojik etki
potansiyeline sahip oldugu ve bitkilerdeki biyosentetik yollar1 arastirmacilarn ilgisini
cekmektedir. Oleanolik asitin kimyasal adi 3-8-hidroksi-olea-12-en-28-oik asittir.

Oleanolik asit yapist sekil 1° de verilmistir.



Sekil 1. Oleanolik Asit Yapis1 [25].

Bitkilerdeki oleanolik asit hem serbest formunda hem de bir veya daha fazla seker grubuna
bagl triterpenoid saponinlerin bir aglikonu olarak meydana gelmektedir. Serbest haliyle,
bitki biyotik ve abiyotik stres yanitlarinda yer aldigi, bitkilerin kutikula tabasinda mumsu
yapilarda bulundugu tespit edilmistir [13].

Bitkilerde ve bitki bazli gidalarda, oleanolik asit genellikle izomeri ursolik asit ile birlikte
bulunmakta ve E halkasindaki metil grubunun bélgelerine gore farklilik gostermektedir
[14]. Her iki izomer de benzer farmakolojik 6zelliklere sahiptir. Metil gruplarindaki
farklilik nedeni ile biyolojik aktivitenin yogunlugunda farklilik gosterirler, bu da

potansiyellerini ve dolayisiyla bilesiklerin biyo-aktivitesini etkilemektedir [15],[16].

Yapilan arastirmalarda Oleanolik asit triterpenoidlerinin intrakutiler balmumu bdlmesinde
yogunlastigi bu nedenle meyve kabuklarinda, posalarda daha c¢ok bulundugu tespit
edilmistir. Genel olarak kurutulmus meyveler de dahil olmak iizere kabukla tiiketilen

meyveler, oleanolik asit i¢in daha iyi beslenme kaynaklar1 olmaktadir [17].



Tablo 2. Oleanolik Asitin Bitkisel Uriinlerdeki Miktarlar1 [17].

Meyveler Analiz Edilen Boliim  Oleanolik Asit Yontem
Konsantrasyonu
Elma Kabuk 16 ug/g.dm HPLC-DAD
Posa 28 ug/g-dm
Yenilebilir meyvede nd HPLC-DAD
Nar Kabuk 29.96 £0.93 pg/g.dw HPLC-DAD
Tohum 1.12 £ 0.09 pg/g.dw HPLC-DAD
Limon Yenilebilir meyvede nd HPLC-DAD
Kabuk 0.62 +£0.01 pg/g.dw HPLC-DAD
Mandalina Yenilebilir meyvede nd HPLC-DAD
Kabuk 1.05 £0.04 pg/g.dw
Yaban Mersini Biitiin meyvede 1679,2-2029,6 ug/g.dw GC-MS-FID
Armut Kabuk 164,3-3066,6 ng/g.fw HPLC-PAD
Posa 34,0-156,0 ug/g.fw HPLC-PAD
Uziim Kabuk 176.2 ug/g.dw HPLC-FD
Trabzon Hurmasi Kabuk 367.7 ug/g.dw HPLC-FD
Yenilebilir meyvede 17,2 ug /g.dw HPLC-FD
Hiinnap Posa 360+ 10,7 pg/g.dw UHPLC-
Zeytin Kabuk 30944356 pg/g.fw MS/MS
Posa 27-29 uglg.fw HPLC-DAD
Cekirdek nd




kuru madde, dw: kuru agirlik, fw: taze agirlik, nd: algilanamadi.

Ozellikle Zeytingiller (Oleaceae) familyasina ait bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir.
Oleaceae familyasinin en onemli tiirleri arasinda gosterilebilecek zeytin; oleanolik asit
kaynagidir [18]. Zeytine ek olarak cesitli baklagiller, hiinnap gibi akdeniz diyetinde yaygin
olan yiyecekler oleanolik asit icermektedirler. Ginseng (Panex sp.) aga¢ minesi (Lantana
camara L.) gibi tibbi aromatik bitkilerin kokleri de oleanolik asit bakimindan zengindir.
Alig meyveleri (Crataegus sp.), kurtbagri meyveleri (Ligustrum lucidum) ve Cin ayvasi
(Chaenomeles sinensis) geleneksel tip tedavilerinde kullanilan diger bitkiler arasinda iyi

bir oleanolik asit kaynagi olarak one ¢ikmaktadir [ 19-22].

Yapilan arastirmalarda aslinda bir¢ok tibbi arotmatik bitkinin oleanolik asit icerigine sahip
oldugu tespit edilmistir. Lamiaceae familyasi iizerinde yapilan biiylik 6lgekli bir calismada
88 taksonda varligimi gostermistir [23]. Oleanolik asit ayrica bitkisel yaglarda, propoliste,
kuruyemislerde ve baharatlar da dahil olmak {izere bir¢ok bitkisel kaynakli gida iirliniinde

tespit edilmistir [24-26].

Genellikle oleanolik asit bircok farmakolojik 6zelligi paylastig1 izomeri ursolik asit (3-f-
hidroksiiire-12-en-28-oik asit) ile birlikte bulunmaktadir [27]. Oleanolik asit gibi konjuge
olmayan triterpenoidler genellikle bitkilerin kutikula tabakasinda mumsu yapida bulunur
ve su kaybii Onleyerek patojenlere karsi ilk savunma bariyeri gorevini goriir [28]. Zeytin
yapraklarindaki oleanolik asit bitkilerdeki fungal hastaliklara karsi fiziksel bir koruma
bariyeri olusturan saf kristaller olarak gorev yapmaktadirlar [29]. Oleanolik asit sadece
serbest bir asit olarak goriilmemektedir. Bunun yaninda bir veya daha fazla seker zincirine
bagli oldugu triterpenoid saponinler i¢in bir aglikon Onciisii olarak bitkilerde ¢esitli gliko-
formlarda bulunan oleanolik asit ilk baslarda etkisiz kabul edilse de son yillarda diisiik
toksititesi ve gostermis oldugu farmakolojik etkileri sayesinde dikkatleri {izerinde
toplanmistir. Oleanolik asitin antibakteriyal, antidiyabetik, antiparazitik ve antiflamatuar

aktiviteleri oldugu ortaya konmustur [30], [31].

Pentaksiklik triterpenoid bilesiklerin; antioksidan, antiviral, antiparazitik, antimikrobiyal
ve antitiimoral aktiviteleri basta olmak tizere insan saglig1 i¢cin 6nemli biyolojik yararliga

sahip oldugu ¢esitli ¢aligmalarla ortaya konmustur [32].

Triterpenoidlerden olan oleanolik asit siroz, karaciger fibrozisi karaciger rahatsizliklarinda

uzun yillardan beri Cin’de tedavi edici bilesik olarak kullanilmaktadir. Diisiik toksisitesi ve



gostermis oldugu farmakolojik etkileri sebebiyle dikkat c¢ekmistir. Bunun yaninda
oleanolik asitin kolon kanseri, meme kanseri ve akciger kanseri gibi birgok timdr

hiicrelerini baskiladig1 yapilan ¢aligmalarda gézlemlenmistir [33], [34].

Oleanolik asitin antienflamatuar etkisi ilk olarak 1960’ larda Gupta ve arkadaslar1

tarafindan bildirilmistir [35].
2.1.4. Oleanolik Asitin Biyosentezi

Bir tripertenoid olan oleanolik asit sterol, steoid ve triterpenoid saponinleri i¢eren yapisal
olarak cesitli dogal tiriinlerden elde edilen genis bir gruba aittir [36]. Bitki hiicrelerinde,
primer sterol metabolizmasmin Oncii molekiilii olan 2,3-oksidoskualen, mevalonat
(metabolik bir yolak) yolundan tiiretilen izopentenil pirofosfattan sitozolde sentezlenir
[37]. Primer sterol ile sekonder triterpenoid metabolizmasi arasinda dallanma noktasi
olusturur ve oleanolik aside yol agar. Bitkisel sterollerin biyosentezi icin 2,3-
oksidoskualen, tetrasiklik bitkisel strel Oncilisii olan sikloartenol verecek sekilde

sikloartenol sentez (CAS) ile siklize edilir [38].

PP STEROLLER

2,3=0xidosqualene SIKLOARTENOL

BASl

’
b,

CYP716A cH.oM  CYPTI6A
[ .

HO™

B-AMYRIN ERITRODIOL OLEANOLIK ASIT

Sekil 2. Oleanolik Asitin Biyosentezi [38].

Bitkilerin olugmasma Onciiliik eden CAS, sekonder metabolitlerde mevcut olan bitki
oksidoskualen siklazlarinn (OSC) atalarindan kalma bir enzimdir [39]. Oleanolik asit
biyosentezi i¢in 2,3-oksidoskualen, OSC B-amyrin sentaz (BAS) tarafindan pentasiklik
oleanan tipi bir omurga bamirine siklize edilir. (BAS) ilk olarak tibbi aromatik bitkilerden

olan ginseng daha sonra zeytin gibi ¢esitli bitkilerden elde edilmistir [40]. Oleanolik asitin
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son agamasinda B-amyrin, sitokrom P-450 enzimi tarafindan ii¢ asamali oksidoasyonda

oksitlenir ve oleanolik asit elde edilir [41], [42].
2.1.5. Oleanolik Asitin Tespiti

» Bitkisel pentasiklik tripertenoidlerin ayrilmasi ve belirlenmesi i¢in ¢esitli analitik

teknikler kullanilmaktadir. Bunlar;
> Ince Tabaka Kromatografisi(TLC)
» Sivi Kromatografi (LC)
» Kapiler Elektroforez (CE)
> Alev Iyonizasyonu veya Kiitle Spektrometresi (MS)
» Gaz Kromatografisi (GC)

Bu yontemler icerisinde Kiitle Spektrometresi (MS) ile Gaz Kromatografisi (GC) oleanolik
asit ve ursolik asit gibi benzer yapilara sahip izomerlerinin ayrilmasi ve yapilarinin
belirlenmesi agisindan en 1yi yontem olarak kullanilmaktadir. Bu yontemle beraber
oleanolik asitin yiiksek molekiiler agirligi ve polaritesi ayrica diisiik uguculugu nedeniyle,
Gaz Kromatografisi analizinden once sililasyon, asetilasyon veya metilasyon yoluyla

cogaltmak zorunludur [43], [44].
2.1.6. Farmokolojisi

Oleanolik asitin 6nemli farmakolijik 6zellikleri bulunmaktadir. Bunlardan biri olan
hepatoprotektif (Karaciger koruma) etkisidir. Ayrica oleanolik asitin sadece karaciger
hasarlarindan koruma etkisi olmadigi, ayn1 zamanda karaciger de kronik hastaliklardan
olan fibroz ve sirozdan da korudugu tespit edilmistir. Bu karacigeri koruma 6zellikleri
Cin’de viral hepatit gibi karaciger bozukluklari i¢in insanlara recetesiz bir ila¢ olarak
kullanilmaktadir [45]. Oleanolik asitin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir.
Ancak antioksidan ve detoksifiye edici enzimlerinin temel bir transfripsiyonel
diizenleyicisi olan Nrf2’ nin niikleer birikimini arttirdigi ve boylelikle karacigerin
korunmasinda yol oynayan Nrf2’ ye bagimli genlerin aktif olmasma yol agtig:

gosterilmistir [46], [47].
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Oleanolik asitin karaciger koruma ve antioksidan etkilerinin yani sira antikanser ve
antiflamatuar aktviteleri oldugu yapilan calismalar sonucu tespit edilmistir [48]. Ayrica
Oleanolik gibi tripertenoidler apoptozu indiikleyerek antiflamatuvar aktiviteleriyle timor
ortamimi1 modiile ederek kanser hiicrelerini hedef alir. Inflamasyonda yer alan temel bir
transkripsiyon faktorii olan NF-JB, kanser hiicrelerinde yaygin olarak ¢ok fazla bir bicimde
ekspere edilir. Boylece tiimor hiicrelerinin apoptozu bastirilir ve kanser proliferasyonu igin
faydali bir ortam olusturur [49]. Bircok calismada oleanolik asitin anti inflamtuar ve
antikanser potansiyelleri gosterilmistir. Ancak kesin etki mekanizmasi halen kesfedilmeyi

beklemektedir [50].
2.1.7. Oleanolik Asitin Kimyasal Tiirevleri

Dogasinda var olan farmakojik aktivite potansiyeli, bulunabilirligi ve diisiik iiretim
maliyetleri nedeniyle, oleanolik asit daha fazla sentetik modifikasyonlara
dontistiiriilebilmesi i¢in baslangic molekiilii olarak kabul edilebilmektedir [51]. Oleanolik
asitin ti¢ aktif kismi1 C-3 Hidroksi, C-12 C-13 ¢ift bag1 ve C-28 karboksilik asit iizerindeki
kimyasal modifikasyonu bir dizi yeni sentetik oleanan tripertenoidlere yol acabilmektedir.
Bunlar oleanolik asit ile karsilastirildiklarinda bilesiklerin birka¢inin iltithaplanma
stirecinde kilit rol oynayan bir enzim tiirii olan uyarilabilir Nitrik Oksit Sentaz (INOS)

sentezini bloke etme potansiyelini artirdig1 gozlemlenmistir [52].
2.1.8. Oleanolik Asitin Biyoyararlanimi

Oleanolik asit gibi bitkisel temelli bilesenlerin biyoyararlanimlar1 yani biyolojik etkileri
yalnizca belirli gidalardaki miktarlariyla dogru orantili degildir. Biyoyararlanim bir
bilesigin viicuda verildiginde dolasim sistemine girip emilme ve viicuttaki etki yerine
ulagabilme hizi ve derecesi olarak tanimlanabilir. Yapilan ¢alismalarda oleanolik asitin
bozulmamig haliyle insan viicudunda alinmasindan birka¢ saat sonra kanda bulundugu
bildirilmistir [53]. Ancak oleanolik asitlerin suda ¢Oziiniirliigiiniin diisiik olmast ve
sitokrom P450 izoenzimleri (CYP) yogun metabolik etkilerinden dolay1 oral yollardan
alindiginda biyorarlanimlarinin diistiigii, tespit edimistir [54]. Oleanolik asitin oral
yollardan alindiginda biyoyararlanimlarmi tespit etmek iizere yapmis olduklar1 bir
calismada farelerde sadece % 0,7 oldugunu tespit etmistir [55]. Diger bir ifade ile de
biyoyararlanimin sadece bir bilesigin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagli olmadigi,

tiketilen gidalarda bulunan diger mikro ve makro bilesiklerin mevcut bilesigin
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biyoyararlanim ve metabolizmasini etkiledigi gercegidir. Bu nedenle son yillarda
¢cOziiniirligiinti arttirabilecek kompleksler ve formiilasyonlar olusturmak ic¢in ¢ok sayida

caligma yapilmaktadir.

Endiistriyel alanda ve fitoterapi gibi alternatif tip yontemlerinde tercih edilebilen oleanolik
asitlerin olumsuz biyolojik aktivitelerinin incelenebilmesi amaciyla model organizma
olarak tercih edilen D. melanogaster iizerinde ve normal insan meme hiicresi iizerindeki

sitotoksitesi genler tizerindeki ekspresyonlar1 arastirilacaktir.
2.2. Drosophila melanogaster

Model organizmalar, biyolojik arastrmalarin ve silireglerin daha iyi bir sekilde
anlasabilmesi i¢in ¢alismalarda kullanilan canlilardir. Bu tiir organizmalarin laboratuvar
ortamlarinda cogaltilmas1 ve beslenmesi diger organizmalara gore nispeten daha kolay
olmasindan dolay1 calisilmas1 zor olan organizmalarm biyolojik siireglerini anlamada kilit
rol oynamaktadirlar. Latince ad1 D. melanogaster olan meyve sinegi model organizma
olarak tercih edilen ve biyolojik arastirmalarda oOzellikle molekiiler genetik, gelisim
biyolojisi, popiilasyon genetigi, norofarmakolojik ve genetik toksikoloji gibi bir¢ok

arastirmalarida siklikla kullanilmaktadir.

D. melanogaster, 19.y.y’da Dipteriyoloji’ nin babasi olarak bilinen Johann Wilhem
Meigen tarafindan 1830 yilinda tanimlanmistir. Ilk kez 1910 yilinda Amerikali Zooloji ve
Genetik uzmani “Thomas Hunt Morgan” tarafindan kullanilmistir. Kromozomlarinin
haritalama potansiyelini ilk fark eden kisidir. Tiim DNA dizilimi 2001 yilinda tamamlanan
D. melanogaster’in 14.000 gen ve 165 milyon baz ¢iftine sahip oldugu tespit edilmistir
[56].

D. melanogaster 100 yil1 agskin siiredir model organizma olarak tercih edilmektedir. Bu

bdcegin model organizma olarak kullanilmasinin bir¢ok nedeni vardir;

e Insan gen dizilimleri ile olan ortak &zellikleri bu organizmayi insanlardaki birgcok
hastaliklara kars1 ilag {iretilmesi ve gelistirilmesi konularindaki aktif olarak

kullanilan bir canli materyal haline getirmistir.

e D. melanogaster’ in fenotip 6zellikleri mikroskop altinda (g6z rengi, viicut rengi,
kil tipi) ¢ok g¢esitli mutasyonlar ve varyasyonlar olsa dahi incelenebilen ve

gozlemlenebilen bir organizmadir [57].
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e Laboratuvar kosullarinda yetistirilmesi ve beslenme sartlar1 maliyeti diisiiktiir.

e Genom sekansi ¢ikartilmis ve insan viicudundaki hastaliklara neden olabilecek

genlerin % 60’ indan fazlasi bu tiir ile homoloji gosterdigi tespit edilmistir.

e Kanser gibi hastaliklarda homologlarinin oldugu ve insan hiicre dongiileri

yolaklarmnin birbirine benzedigi bilinmektedir [58-59].

D. melanogaster ¢iirimiis meyveler iizerinden beslenip yasamini 4 farkl evrede siirdiiriir.

Bu evreler yumurta evresi, larva evresi, pupa evresi ve ergin evreleridir.

pupa
evresindeki
glinler l.instar Larva [ i
M. Giin Evresi
—
Dresopitila yasam donglsl 1 Giin/

e

1. instar
Larva Evresi

ILinstar Larva

'- - ....___.---""1 o Evresi
Sekil 3 D.melanogaster Evreleri [60]

D. melanogaster, diploid kromozom sayisina sahiptir ve dort ¢ift kromozom tagimaktadir.
Bu dort cift kromozomdan ii¢ ¢ifti otozomal kromozom, bir cifti ise cinsiyet

kromozomlaridir [60].

Kiiltiire alman bireyler besin iizerlerine yumurta biraktiktan 1 giin sonra yumurtalar
acilmaya baglar ve larvalar mevcut besin iizerinden beslenmeye baslarlar. Beslenen
larvalar ii¢lincli evreye ulastiktan sonra yasama ortamlarinda kuru bir yer bularak pupa
evresine ge¢mektedir [61]. Pupa igerisinde imajinal disklerden kanat, géz bacak gibi

metamorfoz gegirerek gelisir [62].
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D.Melanogaster’in taksonomideki yeri su sekildedir.
Regnum(Alem): Animalia (Hayvanlar)

Phylum (sube) : Arthropoda (Eklembacaklilar)

Clasis (Snif) : Insecta-Hexapoda (Bocekler-Altibacaklilar)
Subclasis (Alt Smif) : Pterygota (Kanatlilar)

Siiperordo (Ust Snif) : Mecopteroidae (Uzun kanatlilar)
Ordo (Takim) : Diptera (Cift kanatllar)

Subordo (Alt takim) : Brachycera (Kisa antenli sinekler)
Familie (Aile) : Drosophilidae (Sirke sinekleri)

Genus Cins : Drosophila

Species Tiir : Drosophila melanogaster

Sekil 4. Erkek (alt) ve Disi (Ust) D.melanogaster [60].

D. melanogaster’m genel ozellikleri, kiremit kirmizisina sahip bir goz, sari-kahverengi

renk ve abdomende enine ve birbirine paralel olacak sekilde dizilmis siyah g¢izgiler

bulunmaktadir. Erkek ve disi bireylerde farklilik gostermektedir. Disilerde abdomen yedi

segmente sahip ve uzun sivri sekildedir. Erkekler de ise disilere nazaran kisa bes segmentli
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ve kiit seklindedir. Ayrica disilerde devamli yumurta gelisimi ve yaslanmaya bagl olarak
abdomenlerde genisleme goriilmektedir. D. melanogaster’ in bir¢ok soylarinda tiim
abdomen arkas1 disilerde acik koyu, erkeklerde ise siyahtir. Bag bolgesinde yanlarda bir
cift goz ve tepede li¢ basit goz ile agiz ve bir ¢ift arista tipi anten bulunmaktadir. Gogiis
bolgesi ise Onden arkaya dogru sirastyla protoraks, mesotoraks ve metatoraks olmak tizere

ic segmentten meydana gelmektedir.

D. melanogaster’ in gelisimi periyodu sicakliga gore degismektedir, 30°C’de 11 giin,

18°C’de 19 giin, 12 °C ise 50 giindiir ve en uygun sicaklik derecesi ise 25°C’dir [63],[64].
2.3. Kanser

Insanlik tarihi boyunca kanser sik goriilen bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
M.O 3000 yillarma kadar uzanan bir gecmisi vardwr. Latince canker veya corcinos
kelimelerinden tiiremistir. Terim M.O. 3. Yiizyilda tiimdr yapisinin etrafinda sisen

damarlarin bir yengecin bacaklar1 gibi goriindiigii Hipokrat tarafindan kullanilmistir [65].

Kanser canli bir organizmada bulunan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi,
birikmesi ve bdliinmesidir. Bu ¢ogalma ve bolinme durumu tek bir organ yapisini
etkileyebildigi gibi diger organlara da yayilma gosterebilmektedir. Giiniimiizde genel
cercevede bazi tedavi yontemleri belirlenmis olsa da kanser tiirlerine kars1 farkli tedavi
metodlar1 uygulanmaktadir. insan viicudunu etkileyen 100°den fazla kanser tiirii tespit

edilmistir [66].

Insan viicudundaki genler hiicre bdliinmesi ve ¢ogalmasinda kontrol mekanizmasidir.
Kromozomlar {izerindeki degisimler hiicre islevlerini etkiledigi i¢in genlerde meydana
gelebilecek bir hasar proteinlerin eksik ya da hatali iiretilmesine yol acar bu da hiicre
yapisindaki islevlerin bozulmasia neden olur. Kanserin ortaya ¢ikmasinda 3 gen grubu
biiyliik rol oynamaktadir. Bunlar onkogenler, tiimor baskilayici genler ve DNA tamir
genleridir. Kanserin meydana gelmesinde sigara kullanimi, alkol, kétii beslenme (obezite),
viriisler, UV 1sinlar, mesleki hastaliklar ve ¢evresel faktorler sayilabilir. Diinyada kanser
tiirlerine bakildiginda hem kadinlar da hem de erkeklerde en ¢ok karsilasilan ve oliime
neden olan kanser tiirli akciger kanseridir. Kadinlar da ikinci sirada meme kanseri gelirken,

erkekler de ise prostat kanseri gelmektedir [67].

Insan viicudunda hiicreler sinyal aldiklarinda biiyiime gerceklesir ve bliinerek gogalirlar.

Gelen sinyal hiicre dis membrandan girerek hiicre cekirdegine ulasir. Hiicre yeterli
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miktarda besin ve ortam olustugunda biiylime evresini baslatir, temas ile karsilastiginda ise
durmaktadir. DNA’nin ya da hiicre elemanlarinin hasarli olmasi durumunda ise biliylime ve
boliinmeyi durdurarak tamir asamasina gegmektedir. Tamir asamasinda diizeltilemeyecek
derecede bir hasar var ise apoptoz adi verilen mekanizma programli bir sekilde hiicre
olimii gerceklesmektedir. Ancak kanserli hiicrelerde; hiicre yiizeyleri daha ¢ok sinyal
almaktadir ve kendi sinyal sistemlerini olusturarak kontrolsiiz bir bigimde ¢ogalma
gerceklestirirler. Yanindaki hiicre ile temas halinde olmasi durumunda biiylimeyi ve
boliinmeyi durdurmayarak devam etmedir. Insan viicudundaki saglikli bir hiicre her tipteki
besini kullanma 6zelliginde olmasina karsin kanser hiicreleri sadece glikolizden gelen
glukozu kullanmaktadir. Sekeri normal hiicreye kiyasla 100 kat daha fazla kullanmaktadir.
Kanserli hiicreler gerekli besin ve oksijeni almak icin yeni damar sistemleri
olusturabilirler. Telomerlerini sabitleyerek sonsuz bolinme gergeklestirebidikleri gibi

apoptozdan kacgabilme 6zellikleri vardir [68].
2.3.1. Kanserin Tedavisi

Kanser tedavi yontemlerinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi miidahale yontemleri en ¢ok
kullanilan tedavi yontemleri arasindadir. Ayrica hormon terapisi ve biyolojik yontemlerde
son zamanlarda diger tedavilere destek olacak sekilde kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde
kisiden kisiye farklilik gdstermesi nedeniyle kesin bir tedavi yonteminden bahsetmek

miimkiin degildir.
2.3.2. Radyoterapi

Radyoterapi, mevcut kanserli hiicreleri iyonize 1sinlar sayesinde 6ldiirmeye dayali bir
tedavi seklidir. Bu tedavi yonteminde tiim viicudun hedef aldig1 uygulamalar yapilabildigi
gibi sadece belirli bir bolgesinin hedef alinarak yapildigi tedavi sekilleri de mevcuttur.

Radyoterapi tedavi yonteminde

. 3 Boyutlu Konformal Radyoterapi

. Konformal Proton Isin Radyosyon Terapi

. Yogunluk Aracili Radyoterapi

. Goriintli Rehberliginde Radyoterapi gibi ¢esitleri bulunmaktadir.
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Yogunluk Aracili Radyoterapi sistemlerinde genellikle beyin, prostat, bas boyun ve meme
kanserlerinde kullanilmaktadir. Tedavi edilecek olan bolgeye farkli kuvvetlerde isinlar
verilmesi ve bu sayede diger saglikli bdlgelerin korunmasmi saglanmasi hedef
alinmaktadir. Radyoterapi yontemleri siklikla cerrahi islemler 6ncesi uygulanmakta olup
tiimoriin kiigiiltiilmesi amaclanir. Belirlenen dozaj hesaplar ile birlikte doku ve organa
verilen radyo 1simlar ile kanserli hiicrelerin 6ldiiriilmesi veya kiigliltiilmesi saglanmaktadir.
Ancak radyoterapide bu islemler yapilirken bir dezavantaj ortaya c¢ikmaktadir. Bu da
kanserli hiicreler ile birlikte saglikl hiicrelerin de 6lmesidir. Ayrica hastalarda sa¢ kayba,
kusma, istahsizlik sik goriilmektedir. Bu gibi sebepler hasta yagam kalitesini etkilemektedir

[69].
2.3.3. Kemoterapi

Kemoterapi kemoterapik ajanlar kullanilarak kanser hiicrelerini 6ldiirmek amaglanmistir.
Sitotoksik ve anti-neoplastik ajanlar kemoterapide kullanilmaktadir. Ayni1 radyoterapide
oldugu gibi cerrahi islemler yapilmadan 6nce mevcut timor boyutunu kiigiiltmek iizere
birlesik sekilde ya da tek basmma tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir. Lenfoma ve
losemi gibi kanser cesitlerinde uygulanarak etkili bir tedavi yontemi oldugu saptanmistir
[70]. Kemoterapi ile tedavi yoOnteminde uygulanan ilaglar kortikosteraidler, anti

metabolitler, topoizomeaz inhibitorler ve alkilleyici ajanlardir.
Kemoterapi yonteminde kullanilan ajanlar;

. Alkil siilfonatlar

. Niftoziirler

. Traizenler

. Nitrojen Hardallar1

. Etilenamin

. Metilenamin olmak iizere 6 gruba ayrilmaktadir.

Bu ajanlar akciger, meme kanserleri, 16semi ve bir¢ok hastalikta kullanilmaktadir [71].
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2.3.4. Kok Hiicre Tedavisi

Kok hiicreler cesitli tip hiicreler ile farklilagabilen spesifik hiicrelerdir. Her bir kok
hiicrenin yeni bir kdk hiicre liretme potansiyeli bulunmaktadir. Kok hiicre boliindiigi
zaman farklilasip baska bir hiicreye doniigebilir ya da boliindiiglinde bir kok hiicre olarak
kalabilmektedir. Diger yetiskin hiicrelerden farkli olarak boliinerek kendilerini yenileme

becerilerine sahiptir [72].

Temel olarak iki tip kok hiicre bulunmaktadir
. Embriyonik Kok Hiicreleri

. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreleri

Hiicre odakli tedavide, rejeneratif tipta, ilag gelistirmede, bazi hastaliklarin
modellenmesinde kullanildig1 gibi kanser de olmak {izere bir¢ok hastalign tedavisinde

kullanilmaktadir [73].

Kok hiicre tedavi yonteminin avantajlarinin yaninda bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.
En biiyiilk dezavantajlardan biri ise alic1 ve verici arasindaki doku uyumunun tam olarak
saglanamamasindan kaynakli durumlardir. Alic1 ve verici arasinda doku uyumsuzluguna
bagl olarak hasta viicuduna yeni verilen bu kok hiicreleri reddebilmektedir [74]. Kok
hiicre tedavisi sirasinda hastaya bagisikligi baskilayici etkili ilaglar verilmek suretiyle bu
tepkime azaltilabilir ya da rayoterapi veya kemoterapi ile tedavi etkinligi artirmaktadir. Bu
tedavi yonteminde Mikro Sitoktosisite Assay (MCA) yontemi kullanilarak alt1 da alti uyum
aranmaktadir. Kok hiicre tedavi yontemi 16semi, miyelom, lenfoma ve bobrek gibi kanser

tiirlerinde hastalara basar1 ile uygulanmaktadir [75].
2.3.5. Hormonal Tedaviler

Hormonlar insan viicudunda dogal olarak iiretilmekte olan proteinler veya ihtiyaca gore
disaridan hazir olarak verilen kimyasal maddelerdir. Bu molekiiller dolasim yolu ile
endokrin sinyaller sayesinde hiicre, doku ve organlarin davramiglarini kontrol

etmektedirler.

Hormonlar prostat kanseri, meme kanseri ve endometriyum kanserlerinde ilag tedavisi

olarak kullanilmaktadir. Bu ilaglar kemoterapi tedavi yontemindeki ilaglara benzese de
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viicudun dogal yollar ile iirettigi hormonlardan saglanarak kanser hiicrelerinin biiyiimesini

engellemektedir [76].
2.3.6. Cerrahi Yontemler

Cerrahi yontemler kanser tedavisinde tek bagina kullanilan bir yontem olmakla beraber
radyoterapi veya kemoterapi tedavi yontemleri ile birlikte kullanilmaktadir. Ozellikle
kanserli dokunun /kitlenin viicuttan alinmasinda veya gelismekte olan kanserli dokudan
biyopsi alinarak tan1 konmasinda, metastaz veya yayilma durumlarinda siklikla kullanilir.
Kemoterapi veya radyoterapi tedavi uygulamalari ile kanserli hiicrelerin kiiciiltiilmesi veya
boliinmesi saglandiktan sonra kalan kitleyi cerrahi yontemle almak tercih edilmektedir.
Kanser tedavilerinde cerrahi yontem hasarli dokularmmn yenilenmesinde de

kullanilmaktadir [77].
2.3.7. Biyolojik Tedaviler

Biyolojik tedavi yontemlerinde tedavi sekli biyolojik materyaller kullanilarak
yapilmaktadir. Kanser asilari, anti anjiyogenikler (kan damarlarinin biiyiimesini
engelleyiciler), monoklonal antikorlar, interferonlar, interlokinler ve gen terapi gibi tedavi

yontemleri biyolojik tedaviler arasindadir.

Immiinoterapi: Bu tedavi ydnteminde mevcut viicut sistemlerine disaridan veya
iceriden gelen uyarilara karsi savunma mekanizmasmi kullanilmasi ile yapilmaktadir.
Immiinoterapide sitokinler, antikorlar ve hiicreler siklikla kullanilan 3 adet molekiillerdir.
Bu tedavi yontemindeki temel amag¢ viicut sistemindeki bagisikligi harekete gegirip
kanserli hiicrelere karsi saldirmasini saglamaktadir. Bu ydntem sentetik uyaricilar
(monoklonal antikorlar ile yapilabilecegi gibi viicudun kendi bagisikligi ile de

yapilabilmektedir [78].

Tan1 ve tedavide Onemli ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, radyoterapi, fototerapi,
kemoterapi, immiinoterapi ve cerrahi tedavi yontemleri gibi mevut tedavi yontemleri belirli
protokoller ile smirhdir ve hala diisilk sonu¢ yiiksek hastalik ve 6liim oranimna neden
olmaktadir. Bu nedenle arastirmacilar yeni ve etkili terapdtik ajanlar bulma konusunda
caligmalarima devam etmektedir [79]. Kanser gelisimini 6nlemek veya geciktirmek icin
farmakolojik ajanlarin, nutrsotiklerin yani siwra bioaktif dogal iirlinlerin kullanilmasina

kemoprevansiyon denmektedir. Son zamanlarda kanseri Onlemek veya gelisimini
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geciktirmek icin dogal drlinlerin antikanser ajani olarak klinik kullanima agirhik

verilmektedir [80].

Epidemiyolojik kanitlar, yiiksek sebze ve meyve tiiketimi ile belirli kanser tiirleri, felg ve
norodejeneratif hastaliklar gibi bulasici olmayan hastaliklarin gelisimi arasinda ters bir
iliski oldugunu gostermektedir [81]. Yapilan arastimalarda bitkisel kaynakli baz1 gidalarda
cesitli formlarda besleyici olmayan fitokimyasal ajanlar oldugu diisiiniilmektedir [82].
Arastirmacilar bitki 6zlerinin veya bitkisel iirlinlerin terapotik etkinliginin ¢esitli biyoaktif
bilesenlerinin sinerjik veya ilave ettiklerinin sonucu oldugunu savunurken tam tersine saf
olarak bilesikleri tercih eden arastirmacilar; dogal bir kaynaktan izoele edilen bilesiklerin
biyolojik olarak elde edilemeyecegi ya da smirli biyo-yararlanima sahip olabileceklerini

ileri siirmektedir[83],[84].

Sonug olarak kanser insanlik tarihi boyunca karsilastigi en biiylik saglik problemlerinden
biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yiizyillardir diinyanm bir¢cok bolgesindeki bilim insant
her giin bu karmasik hastaligin tedavisi i¢in ¢ok cesitli yontemler gelistirmekte ve
denemektedir. Yeni teknolojilerin ve yontemlerin gelismesi ile kanser hastaligi insanlik

icin problem olmaktan ¢ikacaktir.
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Gecmiste oldugu gibi gilinimiizde de hala bitkiler ve bitkisel bilesikler ile tedavi tedavi
yontemleri uygulanmaktadir. Bilim diinyasindaki yapilan arastirmalar neticesinde fitoterapi
uygulamalar1 artik daha da 6zele inerek bitki biinyesindeki bilesikleri etki mekanizmalarini
inceler hale gelmistir. Aratstirmacilar kanser gibi tedavisi heniiz tam olarak bulunmamis
hastaliklarda bitkisel bilesiklerin tek basina olmasada da destekleyici taraflarini bulmak
adina c¢aligmalarmi yogunlastirmistir. Kanser vakalarindaki artis, ilaglarin hastalara
verdikleri yan etkiler, tedaviye cevap verme oranlar1 baz alindiginda dogal tedavi

yontemlerine olan ilgiyi artirmistir.

Oleanolik asitin farmakoloji modellemesini, insan meme hiicre hatlarinin migrasyonu,
proliferasyonu ve invazyonun inhibisyonunu tedavi etmek amact ile yapmis olduklari
calismada; oleanolik asitin yeni analoglarin1 tanimlamig ve Brak/ Paxillin/ Racl
yolaklarmnin oleanolik asit anti-invaziv ve antimirrografik etkilerinde Onemli bir yer

tuttugunu gozlemlemislerdir [85].

Oleanolik asit apoptoz iliskisi lizerine yapilan bir diger ¢alismada bilesigin mitokondriyal
iligkili yolaklar vasitasiyla apoptozise sebep olabilecegi ve mitokandrial kaspazlarin ve pro

apoptik Bax proteinlerinin salinimi tesvik ettigini gézlemlemislerdir [86].

Sitotoksite iizerine yapilan bir ¢calismada ise oleanolik asitin bir tiirevi olan metil ester, hem
apoptoz hem de reaktif oksijen tiirli iiretimiyle konsantrasyon ve zamana bagli bir sekilde

insan rahim boynu kanseri (HeLa) {izerinde etki gosterdigi kesfedilmistir [87].

Oleanolik asitin anti kanser aktivitesi iizerine yapilan bir ¢alisjmada kronik olarak oral
uygulamalarda (dort hafta boyunca, haftada bes kez), sicanlarda kolon karsinogenezisinde
azaltma gosterdigi ve oleanolik asidin tiimoriin baslatilmasmi inhibe edebilecegini
belirtmiglerdir [88]. Bir diger calismada ise In vivo kosullar altinda fare cilt kanseri
hiicrelerinin olusturdugu tiimoriin tesvik edilmesi, hiicreler iizerindeki birka¢ genin
diizensiz gen ekspresyonunun inhibasyonu yoluyla kimyasal olarak indiiklenen karsigonezi

inhibe ettgini bildirmislerdir. [89].

Oleanolik asitin anti timdr etkisinin bulundugu, kiiltiir ortaminda oral epidermoid
karsinoma ve kolorektal kanser HT29 hiicre hatt1 gibi bir¢cok hiicre hattinda sitotoksik etki
gosterdigi goriilmiistiir [90].
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Oleanolik asit gibi tripertenoid bir bilesik olan maslinik asit ile beraber yapilan bir
calismada ise her iki asitin de A549, HI1299 ve HUVEC hiicre hatlarinda genotoksit
etkileri iizerine etkileri Mikroniikleus sayimi testi ile incelenmistir. Sonu¢ olarak
hiicrelerde mikroniikleus sayisini arttirdigi ve hiicre boliinmesini yavaslatip sitotoksik

aktivetisini harekete gecirdigi ve hiicre 6liimiine neden oldugunu bulmuslardir [91].

Bitkilerden elde edilen triterpenoid bilesiklerden biri olan betiilinik asit iizerine yapilan
arastirmada kansere karsi terapdtik etkileri incelenmis, bu baglamda betiilinik asit ve
tiirevlerinin birgok kanser c¢esidinde secici toksisite gostermesi, farkli yolak ve molekiiller
iizerinde etki gostermesi ayrica dogrudan dogruya mitokondriyi hedeflemesi, agresif ve
ozellikle tedaviye diren¢ gOsteren bazi kanser tiirlerinde yararl olabilecegi tespit edilmisir

[92].

Yapilan bir ¢alismada ise kakule ve mercankoskii bitkilerinden elde edilen terpinen
metabolitlerinin 0.5, 0.75 ve 1.0 mg/ml dozlarmnin rat uygulamalar1 sonucunda metabolitin
tim dozlarda hiicrelerin yapisini etkileyerek canliligini azalttigt Na® metabolizmasimni
degistirdigi ve DNA hasarini1 indiikledigi goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada terpen ¢esidi olan
timoliiniin noro-toksik etkilerine de bakildiginda hafiza kayiplarina, kan beyin bariyerinde
yikimlara yol ag¢tig1 tespit edilmistir. Timoliin beyin asetilkolnesteraz (AChE) enzimini
artirdigi Na*, K*, ATpaz aktivitesini inhibe ettigi ve ROS seviyesini yiikselttigi
goriillmiistir [93].

Terpen tiirlerine ait bir ¢alismada ise kemik iligi mezenkimal hiicreleri ve ince bagirsak
mukozasinda bulunan hiicreler iizerine yapilan deneyde timol, 6jenol, mirsen gibi cesitli

terpenlerin bu hiicreler lizerinde toksik etkiler sergiledigi gézlenmistir [94].

Seskiterpen tiirii olan ptaquilosid {izerine yapilan bir ¢aligmada lenfositlerde kardes

kromatid degisimini uyardig1 ve yiiksek dezeyde genotoksik oldugu bildirilmistir [ 95].

Terpen cesitlerinden olan guaiazulende yapilan caligmada yliksek oranda sahip oldugu
mitotik Ozelligi nedeniyle kanser arastirmalarinda noroblastom hiicreleri ile saglikh
hiicreler kullanilarak karsilastirilmistir. Metabolitin yiiksek dozlar1 TOS’u yani (Total
oksidatif seviyeyi) artiridig1 ve bunun sonucunda sitotoksik etkileri gozlenmistir. Poliferal
kan lenfositleri lizerine bir ¢calismada ise yine farkli dozlar1 (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200
ve 400 mg/L) sitotoksitiye neden oldugu bildirilmistir [96].
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Model organizma olarak kullanilan ve insan ile % 75 oraninda genetik benzerlik gosteren
D. Melanogaster lizerinde yapilan ¢alismada 0.01 g/mL, 0.05 g/mL, 0.01g/mL, ve 1 g/mL
olmak iizere bes farkli dozda Annona muricata bitki ekstrati uygulanmig hem model
organizma olarak D. Melanogaster Oldiiriicii doz belirlenerek hemde insan meme
hiicresinde Buffy, CGiss30 AKT-1 ve DR-PN gen ifade seviyeleri incenmistir. Yapilan

caligmada CGiss3o genin gen ifadesinde artis oldugu gézlemlenmistir [97].
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4. MALZEME VE YONTEM

4.1. Materyal
4.1.1. Hiicre Hatlan

MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlar1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi Kanser ve Kok Hiicre

laboratuvarindan temin edilen bir tiir meme kanseri ve normal meme hiicre dizisidir.
4.1.2. Kullamlan Kimyasal ve Reaktifler

Tablo 3. Kullanilan Kimyasal ve Reaktifler

Kimyasal ve Reaktif Uriin Firma Ad1
RPMI- 1640 Medium Biological Industries, Israil
Fetal Bovin Serum(FBS) Biological Industries, Israil
Hiicrelerin Rutin Bakimi Gentamisin Biological Industries, Israil
Tripsin- EDTA Biological Industries, Israil

Phosphate Buffered Saline (PBS) Biological Industries, Israil

Dimetil Siilfoksit(DMSO) Amresco®, ABD
Memeli Hiicresi RNA Izalosyon GeneAll®,Kore
Kiti
Ticari Kitler XTT Analiz Kiti Biological Industries, Israil

cDNA Sentez Kiti GeneAll®,Kore

Meyve Sinegi RNA izalasyon Kiti Zymo Research, ABD
Meyve Sinegi Bakimi Agar Oxoid™, ingiltere

Yem Ekstrakt Himedia, Hindistan
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4.1.3. Kullanilan Makine ve Techizatlar

Tablo 4. Caligmada Kullanilan Makine ve Techizat

Kullamim Amaci

Makine ve Techizat

Uriin Firma Adi

Hiicresel Calisma

Molekiiler Calisma

Meyve Sinegi Calismast

Malzeme Depolanmasi

CO; Inkiibatér
Laminar Akimli Kabin
Inverted Mikroskop
Mikroskop Kamerasi
Stereo Mikroskop
PCR Cihazi
Vorteks
Mini Santifiij Cihazi
Santrifiij Cihazi
Nanodrop Cihazi
ELISA Okuyucusu
Jel Yiikleme Cihazi
Jel Goriintiileme Cihazi
Sinek flag Deneme Sistemi
Hassas Terazi
Isiticilt Manyetik Karistirict
Buzdolabi(+4°C)
Buzdolabi(+4°C)

Derin Dondurucu(-80 °C)

Niive EC 160, Tiirkiye
Niive MN 090, Tiirkiye
BAB, Tiirkiye
Leica, Almanya
Leica, Almanya
Thermo Hybaid, ABD
IKA®Vortex, ABD
Niive NF 024, Tiirkiye

Niive NF 400, Tiirkiye

Mecasys Obtizen NanoQ, Kore

BIOTEK ELX808, ABD
Thermo Scientific, ABD
BIO-RAD, ABD
Marangozda yapildi
KERN, Almanya
IKA® C-MAG HS 7, ABD
Vestel, Tiirkiye
Vestel, Tiirkiye

ARCTIKO, Danimarka
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Masaiistii Bilgisayar Hewlett Packard(Hp),ABD
Diger Cihazlar Dizilistii Hewlett Packard(Hp),ABD

Diziistii Bilgisayar Lenova core i5, Hong Kong

4.2. Metod
4.2.1. Hiicre Kiiltiirii
4.3.1.1 MCF-7 ve MCF-10A Hiicre Hattinin Gelistirilmesi

Mevcutta bulunan MCF-7 Kanser hiicre hatt1 %10 (v/v) Fetal Bovin Serum ve %1 (v/v)
Gentamisin antibiyotigi ilave edilmis %88 (v/v) RPMI-1640 besiyerinde 37°C’ de %5
karbondioksit inkiibatoriinde ve 75 cm?’ lik flasklarda iiretilmistir. Flask icerisine 12 mL

taze medium eklendikten sonra flask yiizeyinin %80’ i hiicreler tarafindan kaplanmasiyla

beraber hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak pasajlama islemi yapilmistir.

Sekil 5. MCF-7 Hiicreleri

MCF-10A hiicre hatlar1 normal insan meme dokusu hiicre hatt1 75 cm?’ lik kiiltiir

kaplarinda, %10’ luk fetal bovin serum eklenmis RPMI 1640 besi yerinde ve DMEM / F12
37° C sabit sicaklik ve %5’ lik karbondioksit saglayan inkiibatorde biyiitiilmistiir. Flask
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yiizeyinin %80’ lik kismi hiicreler tarafindan kaplanmasi saglandiktan sonra, mevcut

hiicreler tripsin kullanilarak pasajlanmigtir.
MCF-10A normal meme dokusu hiicrelerin biyiitiilmesi i¢in gerekli malzemeler

Tablo 5. Horse Serum 1000 ml/ DMEM/ F12 (Besiyeri Igin)

Horse serum 50 ml
Hidrokortizon 1 gram
Insiilin 100 mg
Epidermal biiyiime faktorii(EGF) 0,2 mg
Penisillin/streptomisin antibiyotik 10 ml

4.3.1.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler hazirlanmis olan flask tabaninda sikisik bir duruma geldiginde besi yeri
ortamindan yeteri kadar faydalanamaz ve cogalmalar1 durmaktadir. Bu olaya kontakt
inhibasyonu adi1 verilmektedir. Bu nedenle mevcut hiicrelerin pasajlanmasi gerekmektedir.
Hiicre pasaji1 islemi, elimizdeki hiicrelerin yiizey alaninda (substrat) yardimi ile ayrilmasi
ve yeni kiiltlir ortamlarina yani siselere aktarilmasi anlamma gelir. Hiicreler kiiltiir
ortaminin yiizey alanini biiylik oranda kapadiklarinda, laminer akis kabininin igerisinde

tripsinizasyon yoluyla kaldirilir.

Bu islemler yapilmasinin akabinde, oncelikle hiicreler mikroskop altinda incelenmistir.
Mevcut hiicreler %80 oraninda flask taban yiizeyini kapladigi (ing. konfluent) gériilmiistiir.
Flask igerisindeki 12 mL hiicre mediumu cekilip, 5 mL Fosfat Tampolu Salin (ing. PBS)
ile yikanmistir. Hiicrelerin {lizerine 2 mL tripsin-EDTA ilave edilip hiicreler flask
tabanindan ayrilana kadar 37 “C’ de 5 dakika inkiibe edilmistir. Flask tabanindan ayrilmis
olan hiicreler mikroskopta gozlemlenmistir. Tripsinin ayrilan hiicreler yiizeyindeki toksik
etkisini inhibe etmek i¢in 4 mL hiicre mediumu eklenip ihtiya¢ duyulan kadar sayida hiicre

yeni bir kiiltiir ortamina aktarilmistir.
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4.3.1.3. Tripan Mavisi ile Hiicre Sayimi

Tripan mavisi boyasmin aktivitesi, kromoforun negatif yliklii oldugu ve membran hasar
gormedigi siirece hiicre ile etkilesime girmedigi duruma baglidir [85]. Bu durumla beraber
Olii olmayan hiicreler tripan mavisi ile boyanmazken, oOlii hiicreler mavi renge

boyanmaktadir.

Tripsin-EDTA ile ylizeyden kaldirilan hiicre soliisyonu tripan mavisi soliisyonu ile 10:1
oraninda karigim kullanilarak karistirma islemi yapilir. Bu oran baz alinarak 250 pL hiicre
sOliisyonu, 25 uL tripan mavisi soliisyonu ile karistirilip hemositometri yani thoma lami

izerinde hiicrelerin sayim iglemi yapilmistir.

Tripan mavisi ile hiicre sayim isleminde 1 mL’ deki hiicre sayis1 bulmak i¢in, karelerdeki

hiicre sayisi ile seyreltme faktorii carpimmin 4x10° katidir.
4.3.1.4. Sitotoksite Analizi

Hiicre kiiltiiriinde biiyiitilen MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlarinda, Oleanolik asitin
hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisini ve hiicrelere uygulanacak dozunu belirlemek i¢in

sitotoksisite analizi yapilmistir.

Oleanolik asit MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinin sitotoksisitesi, Cell Proliferation XTT
(2,3-Bis (2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil) 2H-tetrazolyum) tabanli sitotoksisite analiz kiti
kullanilarak uygulanmistir. Analizde kuyucuk basina 8x10° hiicre gelecek sekilde hiicreler
96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Ekimi yapilan hiicrelerde plakanin bir kolonu besi yeri
kontrolii olarak ayrilmis olup bu bdlgeye hiicre ekimi yapilmamaistir. Hiicre ekimden bir
stire sonra ilgili bilesik seri dilisyonlar seklinde ekim yapilan kuyucuklara verilmistir. Bu
islemi takiben 72 saat sonra formazan boyasi eklenmis XTT kimyasali (Her 96 kuyucuklu
plaka i¢in 1 sise XTT Reagent A ve 100 pL XTT Reagent B) her bir kuyucuga eklenerek 5
saat inkiibatorde bekletilmistir ve 450 absorbans araliginda ELISA okuyucusundan
faydalimarak optik yogunluklar hesaplanmistir. Oleanolik asit verilmemis kontrol olarak
ayrimis kuyularda % 100 oraninda biiylime olacagi varsayilmistir. Analizde farkh
Olctilerde bilesik i¢eren kuyulardaki biiyiime buna oranlanarak tespit edilmistir. Sonunda
her bir bilesik konsantrasyonuna denk gelen biiylime orani tespit edilip direncliliginin

olciisti olan LCso degeri hesaplanmustir.
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4.2.2. Kanser ve Normal Meme Hiicre Hattinda RNA izalasyonu

RNaz inaktivasyonu islemi i¢in kullanilacak tiim materyaller, dietil karbonat (DEPC) ile
isleme almmis, artilmis distile su ile sterizlizasyon saglanmustir. Uretici protokoliinde
belirtilen toplam RNA izolasyonu icin GeneAll® Hybrid-R™ RNA izolasyon kitinden
faydalanilmistir. Yaklagik 1x10° ila 5x10° arasinda farklilik gosteren hiicreler iizerine 1 mL
RiboEx™ eklenip 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Hiicreler yikima ugradinda
iizerlerine 200 pL kloroform eklenip 12.000 g’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. (+4 © C)
Kolonun iist fazindaki 500 pL saydam siipernatant steril bir ependorfa alinmistir ve 500 pL
RBI Tampon ilave edilmistir. Pipetaj uygulamasini takiben karisim spin kolona (yesil)
aktarilmistir ve 10.000 g’ de 30 saniye santriflij islemine tabi tutulmustur. Santriflij tiip
yenisi ile degistirilmistir. Spin kolon iizerine 500 pL. SWI Tampon eklenip 10.000 g’ de 30
saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij tiip yenisi ile degistirilmistir. Spin kolon tlizerine 500
pL RNW Tampon ilave edilip 10.000 g’de 30 saniye santrifiij islemi yapilmistir. Ornegin
icinde herhangi bir tampon kalintis1 kalmamas1 i¢in 10.000 g’ de 1 dakika bos santrifiij
islemine tabi tutulmustur. 1,5 mL etiketlemesi yapilmis ependorflara spin kolonlar
aktarilmistir. Son olarak 50 pLL. DNaz ve RNaz icermeyen distile su eklenip 10.000 g’ de 1
dakika santrifiij yapilmistir.

Izole edilen RNA’nin konsantrosyonu ve saflik derecesi NanoDrop ve Agaroz Jelde tespit

edildikten sonra cDNA sentezi ile deney devam edilmistir.
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Sekil 6. Hiicrelerden Elde Edilen Total RNA (%1 Agaroz Jelde Yiiriitiilmiistiir).
4.2.2.1. cDNA Sentezi ve Ekspresyon Analiz

Izole edilen tek zincirli mRNA’ nin, ¢ift zincirli komplementer DNA” ya yani cDNA’ ya
cevrilmesi gerekmektedir. Bu nedenle cDNA sentezi yapilir. Ureticinin protokoliinde
belirtilmis olan toplam cDNA sentezi islemi i¢in GeneAll® HyperScript™ cDNA sentez
kitinden faydalanilmistir. Tiim cDNA sentezi islemi siirecinde kullanilan malzemeler

Dietilpropiyonat (DEPC) ve otoklava tabi tutulmustur.

10 pg ve 500 ng arasinda total RNA icin gerekli hacimler kit protokolii cergevesinde
hesaplanmistir. Bu hesapla her bir 6rnek i¢in; 1 uL ANTP ve 1 pL Oligo DT primer
karisim1 hazirlanmistir. Tespit edilen RNA hacimleri lizerine bu karigim ilave edilmistir ve
iizerine niikleaz free water (DNA ve RNA icermeyen su) eklenmistir. PCR cihazinda 5
dakika 65 °C’ de inkiibe edilip ardindan 1 dakika buz blok tizerinde bekletilmistir. Boylece

cDNA ilk zincir sentezi gerceklesmistir.

cDNA ikinci zincir sentezi i¢in ayr1 bir ependorf icerisinde; 2 uL RTaz Reaksiyon
Tamponu (10x), 2 uL. DTT (0.1 M), 1 puL HyperScript™ Reverse Transkriptaz ve 1 pL
ZymAll™ RNaz inhibitér karisimi hazirlanmistir. Elde edilen karisim daha once yapilan
cDNA sentezinde ile birlestirilmistir. PCR cihazinda; 55 °C’ de 60 dakika, 85 °C’ de 5
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dakika inkiibe edilmistir. Birlestirilen ve PCR cihazinda inkiibe edilen cDNA firiinleri

ekspresyon analizi i¢in -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

Tablo 6. Amplifikasyon Kosullari

Pre-inkiibasyon 65 °C, 5 dk

Baglanma (ing. Annealing) 55 °C, 60 dk

Uzama (ing. Extension) 85 °C, 5dk
Dongii Sayis1 (ing. Cycle number) 40

Dizi islemler sonu elde edilmis olan cDNA’ larm gen ifade diizeyini (ing. ekspression
analysis) tespit edebilmesi i¢in hizmet alimi kapsaminda revers transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyon (RT-PCR) diizenegi kurulmustur. (Atlas Biyoteknoloji, Ankara) Revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu isleminden faydanilarak mRNA ekspresyonunun
kantitasyonu; kompetetif polimeraz zincir reaksiyonu ve real-time polimeraz zincir
reaksiyonu olarak iki ana basamakta gergeklesmistir. Revers transkriptaz polimeraz zincir

reaksiyon muhtemel basamaklar1 Sekil 7° de gosterilmistir.
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Sekil 7. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon Muhtemel Basamaklari [86].

4.2.3. D. melanogaster Ortam Hazirlama ve Aktarma

Calismamizda sirke sinegi diger bir adiyla da meyve sinegi olarak da bilinen D.

Melanogaster model organizmasi kullanilmistir.

Manyetik 1siticili blok tizerinde kaynatilan 600 mL distile suya 3.5 gram agar ile 2 gram
yeast ekstrat1 (maya 6ziitii) ilave edilmis, karisimda herhangi bir topaklanma olmamasi igin
karigtirilmigtir. Karigim iizerine 50 gram misir unu ve 50 gram toz seker eklenerek 15
dakika kaynatilmistir. Kaynama islemi tamamlandiktan sonra sogumaya birakilan besiyeri
ortaminin herhangi bir kontaminasyona maruz kalmamasi i¢in 3.5 mL propiyonik asit
(veya sirke) eklenmistir. Eter yardimi ile sinekler bayiltilmis ve besiyeri ortamlarina

aktarilmistir.
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Sekil 8. D.melanogaster Besiyeri

Besiyerinde c¢ogaltilan larvalar iizerinde oleanolik asit doz denemeleri yapilip RNA

izalasyonu i¢in deneye devam edilmistir.

Sekil 9. D. melanogaster Kiiltiirii

4.2.3.1. Oleanolik Asitin D. melanogaster Uygulamalari

Calismada, oleanolik asidin 1, 5, 10, ve 20 mM konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanarak
yabanil tip D. melanogaster 111. Instar larvalarma uygulanmistir. Mikroskop altinda belirlenen 10

disi ve 10 erkek sinek taze besiyerine aktarilmistir. 25 °C sicaklik ve %60 nem ortaminda 24 saat
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sinekler inkiibe edilmistir. Sineklerin yumurta birakmasi gerceklestikten sonra ergin sinekler taze
besiyerinden uzaklastirilmistir. Taze besiyerinde bulunan yumurtalar III. Instar larvalari
olusturana kadar bekletilmistir. (72 h) 100 mL % 20 sukroz ¢ozeltisi larvalar {izerine eklenmistir.
Ucu kesilmis serolojik pipet yardimiyla larvalar toplanmig ve bir Orgii sepet icerisine
aktarilmustir. Orgii sepet icerisindeki larvalar 2 defa distile su (dH,O) ile yikanmistir. Yikanan
larvalar belirlenen konsantrasyonlarda oleanolik asit iceren petriler igerisine aktarimistir ve 24
saat bekletilmistir. Yontem bolimiinde anlatildigi sekilde mamaya katilarak yapilan
uygulamalarda herhangi bir 6lim elde edilmedigi i¢cin belirlenen konsantrasyonlarda madde
larvalar {izerine dogrudan uygulanarak 24 saat sonunda, 6liim oranlari, LCso ve LCo9 degerleri
belirlenmistir. Kontrol grubunda larvalarin iizerine distile su uygulanmistir. LCso ve LCoo

degerleri Probit analizi ile elde edilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Oleanolik Asit Uygulanan D. melanogaster larvalarinin LCsy ve LCo9 Degerleri

Siire (24 saat) Birey LCsomM LCoo mM DF C?
Sayist (N)
Larva 50 10,4 32,5 2 53,498
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10 Disi ve 10 Erkek Sinek

% 20 Sukroz
Cozeltjsi
1

24 h

500 pm 200 ym

Sekil 10. D. melanogaster larvalar1 [97].

4.2.3.2. D. melanogaster RNA Izalasyonu ve Gen Diizeyi Analizi

Belirlenen dozlarda yasayan larvalardan, ¢alisilan genlerin ifade diizeylerinin belirlenebilmesi

icin oleanolik asit uygulamasini takriben RNA izolasyonu islemi ger¢eklestirilmistir
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Sekil 11. RNA izalasyonu Oncesi Homojenize edilen Larva Ornekleri [97].

Bocekten RNA izolasyonunda LDso doz uygulamasi sonucunda canli boceklerden RNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. RNA izolasyonu hem kanser hatlari hem de D.
melanogaster i¢in ticari RNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir (Zymo Research).
GAPDH ve BETA AKTIN genleri referans gen olarak kullanilmistir. Gen ifadesinin
gercek zamanli polimeraz reaksiyonu ile belirlenebilmesi i¢in Oncelikle genin
transkriptinin, mRNA’smin, DNA’ ya (komplementer DNA, cDNA) cevrilmesi
gerekmektedir. cDNA sentezi ticari kit kullanilarak yapilmistir (WizScript™ cDNA
Synthesis Kit (High Capacity)

Qiagen ticari firmas1 data bankasindan (https://www.qiagen.com) ortak kanser genleri
belirlenmistir. Belirlenen genlerin D. melanogaster da karsitini  bulmak i¢in
www.Flybase.org sitesine erisim saglandiktan sonra QuickSearch boliimiinden arama
kategorisi olarak Orthologs kismi secilmistir. Giris tiirli olarak Homo sapiens ¢ikis tiirii
olarak D. melanogaster belirlenmistir. Ilgili genlerin aramasi yapildiktan sonra
kaynaklardan en fazla taranan gen eslesme kismindan benzerlik yiizdelerine gore genler

belirlenmistir.

Gen ekspresyonu i¢in ¢alisilacak genler protein veri bankasindan se¢ilmis ve Tablo 8’ de

gosterilmistir
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Tablo 8. D. melanogaster ve Homo sapiens Calisilan Genler

Drosophila melanogaster Homo sapiens
CGissso BAD
BUFFY BCL-2
AKT-1 AKT-1
Purine H-Prune

Analizler sonucunda her bir gen icin ortalama Cp degerleri alinarak, ortalama kontrol gen
Cp degerine oranlanarak goreceli gen ifade diizeyr hesaplanmistir. Oleanolik asit
uygulanmis hiicrelerdeki bir genin kontrol gene gore Ct degerinden; ayni genin hiicre
hattindaki kontrol gene gore Ct degerinin ¢ikarilmasiyla AACt degeri elde edilmistir Gen
ifadesi diizeyindeki degisimler, AACt degeri ile belirlenmistir. Iki tekrar ile elde edilecek
sonuglar SPSS 16.0 programi ile degerlendirilmis ve p degeri 0.05 diizeyinde olan

farkliliklar “istatistiksel olarak anlamli” kabul edilmistir
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5. BULGULAR

Kanser ve normal meme hiicre hatlarma, Oleanolik asitin hiicreler iizerindeki sitotoksik
etkilerini ve hiicrelere uygulanacak konsantrasyon dozunu belirlemek icin XTT yOontemi
kullanilarak sitotoksisite analizi yapilmigtir. Sekil 12° de XTT sonrast 96 kuyucuklu
plakalar goriilmektedir. Kontrol olarak belirtilen A siitununa hiicre ekimi yapilmamaistir.
Sadece medium kontrol olarak bulunmaktadir. B siitununda hiicre kontrolii bulunmaktadir.
Herhangi bir Oleanolik asit uygulamasi yapilmamistir. C siitununda en yiiksek doz
oleanolik asit uygulamasi yapilmistir. Ardindan L siitununa kadar diliisyon yapilmaistir.
Plakalar uygulamanin ardindan 72 saat 37 ° C, CO;’ li etiivde bekletildikten sonra XTT Kkiti
kullanilmistir. Kontrol dahil olmak tizere her bir kuyucuga XTT soliisyonu eklendikten
sonra plakalar 4 saat 37 ° C, CO;’ 1i etiivde bekletilmistir. Ardindan 96 well plate Elisa
reader cithazinda okutulmustur. Sonuglar 3 tekrarli olarak yapilmistir. Ardindan her bir

oleanolik asit hiicreler iizerindeki LDso (ICso) degeri hesaplanmustir.
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Sekil 12. Oleanolik asit hiicreler iizerinde LCso degerini belirlemek i¢in yapilan XXT Analizi

Sekil 13. Kontrol MCF-7 Hiicre Hatlar1

40



Sekil 14. Oleanolik Asit Uygulamas1 Yapilmis MCF-7 Hiicre Hatlar
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Sekil 15. Oleanolik asit MCF-7 kanser hiicre iizerindeki toksisite grafigi (LDso: 20uM)
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Sekil 16. Oleanolik asit MCF-10A normal meme hiicre hatti {izerindeki toksisite grafigi (LDso: 120
uM)

Oleanolik asitin D. melanogaster iizerinde CGiss30 AKT-1, DR-PN gen ifade diizeyleri
kontrol grubuna gore uygulanan biitiin konsantrasyonlarinda anlamli olarak belirlenmigir.
Ancak DR-BUFFY gen ifade diizeyinde kontrol grubuna gore herhangi bir anlamlilik
goriilmemistir. MCF-7 hiicre hatlarinda ise BAD, BCL-2, H-prune ve AKT-1 gen ifade

diizeyi sonuglarinda ise H-prune ve BCL-2 genlerinde anlamlilik tespit edilmistir.

DR-CG155

(3

| -

Kontrol Oleanolik Asit 1 Oleanolik Aszit 5 Oleanolik A=it 20

[

Sekil 17. D. melanogaster DR-CGiss3o gen ifade diizeyleri
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DR-PN

Kontrol Oleanolik As=it 1 Oleanolik Asit 5 Oleanolile Asit20

Sekil 18. D. melanogaster DR-PN gen ifade diizeyleri

35
DR-AKT
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0 i

Eontrol Oleanolil Azit 1 Oleanolik Azit 5 Oleanolil Asit 20

Sekil 19. D. Melanogaster DR-AKT1 gen ifade diizeyleri
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Sekil 20. D.melanogaster DR-BUFFY gen ifade diizeyleri
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Sekil 21. MCF-7 hiicre hatlarinda BAD gen ifade diizeyleri

44



3,5

2,5

15

0.5

Bcl-2

i

Oleanolik Asit

Kontrol

Sekil 22. MCF-7 hiicre hatlarinda BCL-2 gen ifade diizeyleri
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Sekil 23. MCF-7 hiicre hatlarinda AKT-1 gen ifade diizeyleri
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H-Prune

I

MCF-T Oleanolik Asit

Sekil 24. MCF-7 hiicre hatlarinda H- Prune gen ifade diizeyleri
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6. TARTISMA VE SONUC

Aragtirmacilar kanser gibi heniiz tam anlamiyla tedavisi olmayan hastaliklara kars1 bitkisel
iriinlerden faydalanma yolunda c¢aligmalarini siirdiirmektedir. Gegmiste oldugu gibi
giiniimiizde de fitoterapi uygulamalar1 devam etmektedir. Gelisen teknoloji ile beraber
bitki materyallerini dogrudan kullanmak yerine bitkilerden elde edilen primer ya da
sekonder metabolitler aragtirmacilar i¢cin bu tip hastaliklara etken madde olma potansiyeli

olmaktadir [97].

Kanser gibi hastaliklarda bilim insanlar1 tedaviye ek olarak hem kanseri 6nlemek hem de
kanser gelisimini geciktirmek i¢in dogal diriinlerin klinik caligmalarim1 yapmaktadir.
Ozellike son yillarda artan vaka sayilari, ilaglarmn hastalar iizerinde olusturdugu yan etkiler,
tedavi maliyetlerin yiiksek olmasi ve artan ilag direnglerine karsi bitkisel kaynakli dogal
bilesenlere olan ilgi artmaktadir. Oleanolik asit gibi dogal metabolitlerin kanser dnleme
gibi cesitli farmakolojik etkileri son yillarda biiytik ilgi ¢cekmistir. Gilinlimiizde kanser ile
tedavisinde kullanilan yontemlere ek destekleyici terapdtik ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir

[98].

Yapilan ¢alismada, oleanolik asitin insan meme hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkileri
belirlmis ve ayn1 zamanda 1yi bir model organizma olan Drosophila melanogaster larvalari
izerine Oldiiriicii etkisi arastirilmistir. Calismada oleanolik asidin 1, 5, 10, ve 20 mM
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler yabanil tip D.melanogaster 1II. Instar larvalarina
uygulanmistir. 10 disi ve 10 erkek taze besiyerinde 25 °C ve % 60 nem ortaminda 24 saat
inkiibe edilmistir. Konsantrasyonlarda bulunan maddeler dogrudan larvalar {izerine
uygulanmistir 6lim oranlar1 LC so ve LC 99 degerleri 10,4 mM ve 32,5 mM olarak

belirlenmistir.

Oleanolik asitin D. melanogaster tizerindeki uygulamasinda hem normal hem de
malign(kotii huylu) hiicrelerde hiicre profilerasyonu, hayatta kalma, metobalizma ve
anjiyogenez dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel fonksiyonlarimmi diizenleyen AKT-1 geni
izerinde anlaml kabul edilmistir. Yine oleanolik asidin D. melanogaster iizerinde CGiss3o
ve PN gen ifade diizeyleri kontrol gruplarma gore uygulanan biitiin konsantrasyonlarda
anlamli olarak belirlenmistir. Ancak DR-BUFFY gen ifade diizeyinde kontrol grubuna

gore herhangi bir anlamlilik goriilmemistir.
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MCEF-7 hiicre hatlar1 iizerine yapilan calismada ise BCL-2 ailesinin bir iiyesi olan
programlanmis hiicre Oliimiinii diizenleyen BAD ve AKT-1 geninde anlamlilik
gostermemistir. Ancak lenfositlere benzer bazi hiicrelerin apoptotik dliimlerini engelleyen
BCL-2 ve hiicre motilitesinin indiiksiyonu yoluyla kanser ilerlemesini ve metastazi uyaran

H-Prune genlerinde anlamlilik tespit edilmistir.

Gyeong-Ji Kim ve ark.’ larinin oleanolik asit {izerine yapmis olduklar1 ¢aligmada farelerde
prostat kanseri hiicre hatlarinda DU145, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin ve u87 insan
glioblastoma hiicrelerinin canliligi, apoptotik aktivitileri ve hiicre dongiilerini
incelemislerdir. Calisma sonra oleanolik asit ile tedavilerin tiim hiicre dizilerinde
profilereasyonu inhibe ettigi, sitotoksik etkileri i¢in 1Cso degerlerinin DU 145, MCF-7 ve u87
hiicre hatlarinda 112.57, 132.29 ve 163 ug/mL olarak rapor etmislerdir. Ayrica oleanolik
asitin tedavilerde hiicre tipine bagli olarak hiicre ilerlemesini ve apaptozu etkiledigini

belirtmislerdir [99].

Yapilan tez ¢alismasinda elde edilen verilen 1s181nda ileride protein diizeyinde ve farkli

kanser hiicre hatlarinda da Oleanolik asitin etkilerinin belirlenmesi hedeflenmektedir.
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