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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

OLEANOLİK ASİTİN MODEL ORGANİZMA 

Drosophila melanogaster VE KANSER HÜCRE 

HATLARI ÜZERİNDE SİTOTOKSİK VE 
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Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Serap Yalçın Azarkan 

Eş Danışman: Doç.Dr.Fahriye Ercan 

Bilim insanları son yıllarda bitkilerin yapısında doğal olarak bulunan ve bitkilerde 

sekonder metabolit olarak salgılanan bileşiklere giderek ilgi duymaktadır. Bu bileşiklerden 

elde edilen maddelerin günlük kullanımı yanı sıra kanser gibi hastalıklara karşı tedavisinde 

terapötik olarak kullanılabilinmesine yönelik çalışmalar yapmaktadır. Bu bileşiklerden biri 

olan oleanolik asit betulinik aside bağlı doğal olarak oluşan bir pentasiklik triterpenoiddir. 

Triterpenoid bileşiklerin farmokolojik etki potansiyeline sahip olduğu yapılan çalışmalarda 

ortaya sunulmuştur. Oleanolik asitin de anti kanser, antioksidan, antifungal, antimikrobiyal 

ve antiflamatuar etkileri bilinmektedir. 

Yapılan çalışmada oleanolik asidin insan meme hücre hattı üzerine sitotoksik etkiler 

belirlenerek ve aynı zamanda iyi bir model organizma olan Drosophila melanogaster 

larvaları üzerine öldürücü etkisi belirlenmesi hedeflenmiştir. Çalışmada oleanolik asidin 1, 

5, 10, 20 mM konsantrasyonlarında çözeltiler yabanıl tip D.melanogaster III. Instar 

İX



larvalarına uygulanmıştır. 10 dişi ve 10 erkek taze besiyerinde 25 °C ve % 60 nem 

ortamında 24 saat inkübe edilmiştir. Konsantrasyonlarda bulunan maddeler doğrudan 

larvalar üzerine uygulanmıştır ölüm oranları LC 50 ve LC 99 değerleri 10,4 mM ve 32,5 

mM olarak belirlenmiştir.  

Oleanolik asidin  D. melanogaster üzerinde CG15530, AKT-1, DR-PN  gen ifade düzeyleri 

kontrol grubuna göre uygulanan bütün konsantrasyonlarda anlamlı olarak belirlenmiştir. 

Ancak DR-Buffy gen ifade düzeyinde kontrol grubuna göre herhangi bir anlamlılık 

görülmemiştir.  MCF-7 hücre hatlarında ise BAD, BCL-2, H-prune ve AKT-1 gen ifade 

düzeyi sonuçlarında  ise H-prune ve BCL-2 genlerinde anlamlılık tespit edilmiştir.     

EYLÜL 2021 55 Sayfa  

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

M.Sc. THESIS 

INVESTIGATION OF THE CYTOXIC AND MOLECULAR EFFECT 

OF OLEANOLIC ACID ON MODEL ORGANISMA Drosophila 

Melanogaster AND CANCER CELL LINES 

ŞERİF YASİN KÖKSAL 

Kırsehir Ahi Evran University 

Graduate School of Sciences and Engineering 

Moleculer Biology and Genetics Department 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serap Yalçın 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 III. 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. 

CG15530, 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. GİRİŞ

Oleanolik asit 120’den fazla bitkinin yaprak veya köklerinden izole edilebilen ve doğal 

olarak gıda maddelerinde bulunan pentasiklik triterpendir. Oleanolik asitin antibakteriyel, 

antimutajenik, antidiyabetik, antitümöral, antiinflamatuar, antioksidan etkilerinin yanında 

kolon, meme, karaciğer kanserleri gibi kanser türlerinde de apoptozisi indüklediği yapılan 

çalışmalarda gösterilmiştir. Oleanolik asitin uzun yıllardır Çin’de karaciğer fibrozisi ve 

siroz gibi karaciğer rahatsızlıklarında kullanıldığı bilinmektedir. 

Kanser türleri arasında yaygın olan meme kanseri kadınlar arasında en sık görülen kanser 

tipi olmakla birlikte akciğer kanserinden sonra ölüm oranında ikinci sırada yer almaktadır. 

Meme kanserinin tedavilerinde birçok ilaç kullanımda olmasına rağmen kötü prognozla 

sonuçlanmaktadır. Son yıllarda geleneksel kanser tedavilerine ek alternatif tıptan köken 

alan tedaviler popüler olmaktadır. 

1.1. Amaç 

Çalışmamızda oleanolik asitin; 

MCF-7 Kanser hücre hatları üzerine etkisi 

Model organizma olan D. melanogaster (Meig)(Diptera: Drosophilidae) üzerine öldürücü 

etkisi 

Oleanolik asitin CG15530, AKT-1, Dr-PN BCL-2, H-Prune ve BAD genleri üzerinde 

ekspresyonlarının ortaya konması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. Fitoterapi 

Bitkiler tarihin çok eski dönemlerinden beri dünya üzerinde yaşamsal faaliyet sürdüren 

canlılar için vazgeçilmez temel oksijen ve besin kaynağı olarak kullanılmaktadır. Bitkilerin 

temel besin maddesi olarak kullanılmasının dışında insanlar tarafından çeşitli formlarını 

giysi, barınma, alet vb. gibi alanlarda kendilerine fayda sağlamak amacıyla kullanmıştır. 

İnsanoğlu bitkileri hem taze olarak tüketmiş hem de uzun süre saklamak amacıyla kurutma 

yöntemiyle çeşitli baharatlar olarak da kullanmışlardır. Bitkiler tarihin birçok döneminde 

insanların çeşitli hastalıklara karşı da tedavi edici olarak kullandıkları bilinmektedir [1-2]. 

Bitkiler endemik türlerine göre Çin, Hindistan, Mısır, Afrika ve Mezopotamya gibi 

bölgelerde yaşayan uygarlıkların kendi kültürlerine göre farklı şekilde tedavi yöntemlerine 

kaynak olmuşlardır [3]. Yapılan araştırmalarda Antik Mısır döneminde kil tabletlerinde 

bitkisel tedavi yöntemi olarak papirüs, hint otu, ardıç, aloe, kenevir ve sarımsak gibi 800’ 

den fazla bitkinin kullanıldığı saptanmıştır [4]. 

Bitkileri kullanılarak hastalıkları tedavi etme yaklaşım fitoterapi terimi olarak ilk kez 

1870-1953 yılları arasında yaşamış Fransız Hekim LENCLERC tarafından “La Presce 

Medice I “ adlı dergide kullanıldığı iddia edilmiştir. Bitkiler antiseptik, antibakteriyel, 

antifungal, antikanser, antiviral özelliklerinden dolayı birçok araştırmacı tarafından 

incelenmiştir. 19-20. yüzyıllarda ise gelişen kimya ve biyokimya bilimleri sayesinde ilaç 

sanayisinde büyük etkileri gözlemlenmiştir. Zararsızlığı ve doğallığı ile laboratuvar 

çalışmalarında tıbbın gereksinimlerine yanıt veren birçok bitkisel kökenli ilaç 

geliştirilmiştir. Hâlen günümüzde kullanılan ilaçların % 25’i bitkisel kökenlidir [5]. 

Tarih boyunca insanlığın tedavi amacı ile kullandığı bitkisel ilaçların sağladığı faydaların 

yanında beklenmeyen yan etkileri ortaya çıkabileceği bilinmektedir. Bu sebeple ortaya 

çıkabilecek kötü sonuçlara karşın, bitkilere ait bileşenler bilim dünyası için bir araştırma 

konusu haline gelmiştir. Bu araştırmalar neticesinde bitkisel materyallerin de içerisinde yer 

alan birçok bileşik son yıllarda tedavi amacıyla kullanılabilme potansiyeli olabileceği 

düşünülmektedir. Bitki bünyesinde yer alan bu bileşiklerin antioksidan, antikanser, 

antimutajen, antiinflamatuar, antiseptik gibi birçok aktiviteye sahip olduğu görülmüştür 

[6]. Tedavi edici olarak kullanılan bitkilerin içeriğindeki bileşiklerden biri vücuda fayda 
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sağlarken diğer bileşik veya bileşikler insan vücudunda tahmin edilemeyen etkilere yol 

açabilmektedir [7]. Bilimsel gelişmeler sayesinde bitkilerden doğrudan elde edilen birçok 

madde gıda, ilaç, kozmetik ve tekstil gibi alanlarda kullanılabildiği gibi alternatif tıp, 

fitoterapi ve aromaterapi gibi birçok alanda da kullanılmaktadır. İnsanoğlu geçmişten bu 

yana ister istemez bitkilerin içerdikleri bileşiklere doğrudan ya da dolaylı yoldan maruz 

kalmıştır [6]. Bu sebeple bitki bünyesinde yer alan bileşiklerin kullanım süresi ve dozunun 

yaratabileceği sorunlar ile karşılaşılmaması için iyi bir şekilde ayarlanması gerekmektedir. 

2.1.1. Sekonder Metabolitler 

Bitki bünyesinde ortaya çıkan ürünler primer ve sekonder metabolit olmak üzere ayrılır. 

Sekonder metabolitler; bitki tarafından üretilen büyüme ve gelişme sırasında işlevi 

olmayan çok sayıda çeşitli organik maddelerin (aminoasit, şeker ve nükleotidler) dışındaki 

bileşiklerdir. Primer metabolitlerin karşıtı olarak tanımlanan ve bitkiler tarafından üretilen 

fotosentez sonucu elde edilmeyen, çeşitli birçok mekanizma fonksiyonu sonucu ortaya 

çıkan ve bitkilerin temel yaşamsal olaylarında görev almayan sekonder metabolitlerin, 

primer metaboliler üzerindeki etkileri de henüz tam anlamıyla keşfedilmemiştir. Sekonder 

metabolitler üzerine yapılan çalışmalar sonucunda 100.000’den fazla çeşitliliği olduğu,  bu 

kompleks bileşiklerin organdan organa ve bazen de bitki türleri arasında farklılık 

gösterdiği gözlemlenmiştir. Görülen bu farklılıklar bitki sınıflandırılmasında taksonomik 

özellik olarak da kullanılabileceği tespit edilmişir [8]. 

Daha önceleri bilim insanları sekonder metabolitlerin, bitki yaşamı boyunca değişiklik 

göstermeden biriken atık ve depo ürünü olduğu görüşüne sahiptiler. Yapılan araştırmalar 

sonucunda tanenler, ligninler, kauçuk gibi polimerlerin dışında tüm sekonder 

metabolitlerin değişebileceği görüşü hâkim olmuştur. Bitki bünyesinde büyüme, fotosentez 

gibi ürün dönüşümü faaliyetlerinde doğrudan ilişkisi olmayan bu yapılar bitki doku, organ 

ve gelişim kısımlarında spesifik yollarla sentezlenmektedir. Bu metabolitler bitki 

organlarında farklı yoğunluk oranlarında depolanabilmektedir. 

Sekonder metabolitler spesifik olarak sentezlendikleri yerlerde depolanması zorunlu 

değildir. Yapılan çalışmalarda floem, ksilem ve apoplast yolu ile uzak mesafelere taşındığı 

tespit edildiği gibi sekonder metabolitlerin yağda ve suda çözünebildiği hidrofilik 

bileşiklerin vakuolde, lipofilik bileşiklerin ise reçine kanallarında depolandığı tespit 

edilmiştir [9]. 
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Tablo 1.Suda ve Yağda Çözünen Sekonder Metabolitler ve Bitkilerde Depolandıkları Yerler [9]. 

Bitki Depo Bölgeleri Suda Çözünenler Bitki Depo 

Bölgeleri 

Yağda Çözünenler 

 

 

 

Vakuol 

 

Alkoloidler 

Saponinler 

Glikozitler 

Flavonoidler 

Antosianinler 

Aminler 

Taninler 

 

 

 

Kutikula 

 

Mumlar 

Lipofilik 

Flavonidler 

Terpenoidler 

 

 

 

 

 

Latisifer 

 

 

 

 

Alkolidler 

Kardiyak 

Glikozitler 

 

Tüyler Monoterpenler 

Sesquiterpenler 

Reçine 

Kanalları 

Terpenoidler 

Lipofilik 

Flavonoidler 

 

Latisifer 

Politerpenler 

Diterpenler 

Lipofilik 

Flavonoidler 

 

Hücre Duvarı 

 

Taninler 

 

 

Yağ 

Antaquinone 

Hiperisin 

Terpenoid 

   Plastid Ubiquinone 
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Membran 
Teraterpenler 

 

Sekonder metabolitler; kimyasal yapıları, farklı çözücülerdeki çözünebilirlik düzeyleri 

veya sentez şekillerine göre sınıflandırılabilir. Basit sınıflandırmaya göre, 

 Terpenler (Mevalonik asitten üretilir karbon ve hidrojenin birleşmesi ile oluşur) 

 Fenolikler (Basit şekerlerden oluşur hidrojen oksijen ve benzen halkaları içerir) 

 Nitrojen içerikli (Sülfür içerebilirler oldukça çeşitlidir) olmak üzere 3 gruba 

ayrılabilinmektedir [8].  

Bitkilerde bulunan önemli sekonder metabolitler 

 Alkolodidler 

 Flavonoidler 

 Glikozitler 

 Fenilpropanoidler 

 Terpenler ve Terpenoidler 

2.1.2. Terpenler ve Terpenoidler 

İzopren birimlerinden oluşan terpenler, (C5H8)n formülüne sahiptir. Terpenlerin temel 

yapısı izopren (2- metil büta-1,3-dien) polimerlerdir. 5 karbon ve 2 çift bağ içeren kısa 

karbonlu bileşiklerdir. Terpenler, sekonder metabolitler içerisinde belirlenmiş en yaygın ve 

en geniş grubu oluşturmaktadır. Terpenler genellikle bitkisel kökenli olup köknar (Abies), 

ladin (Picea), çam (Pinus), ardıç (Juniperus) gibi iğne yapraklı bitkilerde esansiyel yağ, 

reçine, mum, kauçuk gibi ürünlerin ana bileşimidir [9]. Terpenler antioksidan, antimutajen 

ve antikarsinojen özelliklerinden dolayı biyolojik olarak aktif bileşiklerin kaynağını 

oluşturmaktadırlar [10]. Bu özellikleri sayesinde fitoterapi ve aromaterapi gibi alternatif tıp 

alanlarında ilgi çekmektedir. Terpenler iğne yapraklı bitkiler dışında sardunya 

(Pelargonium sp.), hindistan cevizi (Myristica fragrans), keklik otu (Origanum vulgares 

sp.) kekik (Tyhmus vulgaris) gibi çeşitli bitki türlerinden de elde edilmektedir [11]. 
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İçerdikleri izopren birim sayısına göre terpenlerin sınıflandırılması;  

 Hemiterpenler 

 Monoterpenler 

 Seskiterpen 

 Diterpen 

 Sesterpen 

 Triterpen 

 Tetraterpen 

 Politerpenler olmak üzere ayrılırlar 

2.1.3. Oleanolik Asit  

Bitkilerden doğrudan ya da sekonder metabolit olarak izole edilen bileşiklerin birçok 

hastalığın tedavisinde veya önlenmesinde, sentetik olarak kullanılan moleküllere kıyasla 

daha az yan etkileri olması nedeni ile daha çok tercih edilmektedir. Oleanolik asit bir çok 

gıda ve tıbbi aromatik bitkiler de dahil olmak üzere 120’den fazla bitki türünden izole 

edilen aktif pentasiklik bir triterpenoid bileşiktir  [12]. 1- bütanol ve etil asetatta çözünen 

uçucu olmayan açık sarı renkte bir bileşiktir. Etanol, 2-propanol, metanol, aseton ve suda 

daha az çözündüğü tespit edilmiştir. Triterpenoid bileşiklerin büyük bir farmokolojik etki 

potansiyeline sahip olduğu ve bitkilerdeki biyosentetik yolları araştırmacıların ilgisini 

çekmektedir. Oleanolik asitin kimyasal adı 3-ß-hidroksi-olea-12-en-28-oik asittir. 

Oleanolik asit yapısı şekil 1’ de verilmiştir. 
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Şekil 1. Oleanolik Asit Yapısı [25]. 

Bitkilerdeki oleanolik asit hem serbest formunda hem de bir veya daha fazla şeker grubuna 

bağlı triterpenoid saponinlerin bir aglikonu olarak meydana gelmektedir. Serbest haliyle, 

bitki biyotik ve abiyotik stres yanıtlarında yer aldığı, bitkilerin kutikula tabasında mumsu 

yapılarda bulunduğu tespit edilmiştir [13]. 

Bitkilerde ve bitki bazlı gıdalarda, oleanolik asit genellikle izomeri ursolik asit ile birlikte 

bulunmakta ve E halkasındaki metil grubunun bölgelerine göre farklılık göstermektedir 

[14]. Her iki izomer de benzer farmakolojik özelliklere sahiptir. Metil gruplarındaki 

farklılık nedeni ile biyolojik aktivitenin yoğunluğunda farklılık gösterirler, bu da 

potansiyellerini ve dolayısıyla bileşiklerin biyo-aktivitesini etkilemektedir [15],[16]. 

Yapılan araştırmalarda Oleanolik asit triterpenoidlerinin intrakutiler balmumu bölmesinde 

yoğunlaştığı bu nedenle meyve kabuklarında, posalarda daha çok bulunduğu tespit 

edilmiştir. Genel olarak kurutulmuş meyveler de dâhil olmak üzere kabukla tüketilen 

meyveler, oleanolik asit için daha iyi beslenme kaynakları olmaktadır [17].  
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Tablo 2. Oleanolik Asitin Bitkisel Ürünlerdeki Miktarları [17]. 

Meyveler Analiz Edilen Bölüm Oleanolik Asit 

Konsantrasyonu 

Yöntem 

Elma 

 

Kabuk 

Posa 

16 µg/g.dm 

28 µg/g·dm 

HPLC-DAD 

 Yenilebilir meyvede nd HPLC-DAD 

Nar Kabuk 29.96 ±0.93 µg/g.dw HPLC-DAD 

 Tohum 1.12 ± 0.09 µg/g.dw HPLC-DAD 

Limon Yenilebilir meyvede nd HPLC-DAD 

 Kabuk 0.62 ± 0.01 µg/g.dw HPLC-DAD 

Mandalina Yenilebilir meyvede 

Kabuk 

nd 

1.05 ± 0.04 µg/g.dw 

HPLC-DAD 

Yaban Mersini 

Armut 

 

Üzüm 

Trabzon Hurması 

 

Hünnap 

Zeytin 

Bütün meyvede 

Kabuk 

Posa 

Kabuk 

Kabuk 

Yenilebilir meyvede 

Posa 

Kabuk 

Posa 

Çekirdek 

1679,2–2029,6 µg/g.dw 

164,3–3066,6 µg/g.fw 

34,0–156,0 µg/g.fw 

176.2 µg/g.dw 

367.7 µg/g.dw 

17,2 µg /g.dw 

360± 10,7 µg/g.dw 

3094–4356 µg/g.fw 

27–29 µg/g.fw 

nd 

GC-MS-FID 

HPLC-PAD 

HPLC-PAD 

HPLC-FD 

HPLC-FD 

HPLC-FD 

UHPLC- 

MS/MS 

HPLC-DAD 
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kuru madde, dw: kuru ağırlık, fw: taze ağırlık, nd: algılanamadı. 

Özellikle Zeytingiller (Oleaceae) familyasına ait bitkilerde yaygın olarak bulunmaktadır. 

Oleaceae familyasının en önemli türleri arasında gösterilebilecek zeytin; oleanolik asit 

kaynağıdır [18]. Zeytine ek olarak çeşitli baklagiller, hünnap gibi akdeniz diyetinde yaygın 

olan yiyecekler oleanolik asit içermektedirler. Ginseng (Panex sp.) ağaç minesi (Lantana 

camara L.) gibi tıbbi aromatik bitkilerin kökleri de oleanolik asit bakımından zengindir. 

Alıç meyveleri (Crataegus sp.), kurtbağrı meyveleri (Ligustrum lucidum) ve Çin ayvası 

(Chaenomeles sinensis) geleneksel tıp tedavilerinde kullanılan diğer bitkiler arasında iyi 

bir oleanolik asit kaynağı olarak öne çıkmaktadır [19-22]. 

Yapılan araştırmalarda aslında birçok tıbbi arotmatik bitkinin oleanolik asit içeriğine sahip 

olduğu tespit edilmiştir. Lamiaceae familyası üzerinde yapılan büyük ölçekli bir çalışmada 

88 taksonda varlığını göstermiştir [23]. Oleanolik asit ayrıca bitkisel yağlarda, propoliste, 

kuruyemişlerde ve baharatlar da dâhil olmak üzere birçok bitkisel kaynaklı gıda ürününde 

tespit edilmiştir [24-26]. 

Genellikle oleanolik asit birçok farmakolojik özelliği paylaştığı izomeri ursolik asit (3-β-

hidroksiüre-12-en-28-oik asit) ile birlikte bulunmaktadır [27]. Oleanolik asit gibi konjuge 

olmayan triterpenoidler genellikle bitkilerin kutikula tabakasında mumsu yapıda bulunur 

ve su kaybını önleyerek patojenlere karşı ilk savunma bariyeri görevini görür [28]. Zeytin 

yapraklarındaki oleanolik asit bitkilerdeki fungal hastalıklara karşı fiziksel bir koruma 

bariyeri oluşturan saf kristaller olarak görev yapmaktadırlar [29]. Oleanolik asit sadece 

serbest bir asit olarak görülmemektedir. Bunun yanında bir veya daha fazla şeker zincirine 

bağlı olduğu triterpenoid saponinler için bir aglikon öncüsü olarak bitkilerde çeşitli gliko-

formlarda bulunan oleanolik asit ilk başlarda etkisiz kabul edilse de son yıllarda düşük 

toksititesi ve göstermiş olduğu farmakolojik etkileri sayesinde dikkatleri üzerinde 

toplanmıştır. Oleanolik asitin antibakteriyal, antidiyabetik, antiparazitik ve antiflamatuar 

aktiviteleri olduğu ortaya konmuştur [30], [31]. 

Pentaksiklik triterpenoid bileşiklerin; antioksidan, antiviral, antiparazitik, antimikrobiyal 

ve antitümöral aktiviteleri başta olmak üzere insan sağlığı için önemli biyolojik yararlığa 

sahip olduğu çeşitli çalışmalarla ortaya konmuştur [32]. 

Triterpenoidlerden olan oleanolik asit siroz, karaciğer fibrozisi karaciğer rahatsızlıklarında 

uzun yıllardan beri Çin’de tedavi edici bileşik olarak kullanılmaktadır. Düşük toksisitesi ve 
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göstermiş olduğu farmakolojik etkileri sebebiyle dikkat çekmiştir. Bunun yanında 

oleanolik asitin kolon kanseri, meme kanseri ve akciğer kanseri gibi birçok tümör 

hücrelerini baskıladığı yapılan çalışmalarda gözlemlenmiştir [33], [34]. 

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

tarafından bildirilmiştir [35]. 

2.1.4. Oleanolik Asitin Biyosentezi 

Bir tripertenoid olan oleanolik asit sterol, steoid ve triterpenoid saponinleri içeren yapısal 

olarak çeşitli doğal ürünlerden elde edilen geniş bir gruba aittir [36].  Bitki hücrelerinde, 

primer sterol metabolizmasının öncü molekülü olan 2,3-oksidoskualen, mevalonat 

(metabolik bir yolak) yolundan türetilen izopentenil pirofosfattan sitozolde sentezlenir 

[37]. Primer sterol ile sekonder triterpenoid metabolizması arasında dallanma noktası 

oluşturur ve oleanolik aside yol açar. Bitkisel sterollerin biyosentezi için 2,3-

oksidoskualen, tetrasiklik bitkisel strel öncüsü olan sikloartenol verecek şekilde 

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

 

Şekil 2. Oleanolik Asitin Biyosentezi [38]. 

Bitkilerin oluşmasına öncülük eden CAS, sekonder metabolitlerde mevcut olan bitki 

oksidoskualen siklazlarınn (OSC) atalarından kalma bir enzimdir [39]. Oleanolik asit 

biyosentezi için 2,3-oksidoskualen, OSC β-amyrin sentaz (BAS) tarafından pentasiklik 

oleanan tipi bir omurga bamirine siklize edilir. (BAS) ilk olarak tıbbi aromatik bitkilerden 

olan ginseng daha sonra zeytin gibi çeşitli bitkilerden elde edilmiştir [40]. Oleanolik asitin 
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son aşamasında β-amyrin, sitokrom P-450 enzimi tarafından üç aşamalı oksidoasyonda 

oksitlenir ve oleanolik asit elde edilir [41], [42]. 

2.1.5. Oleanolik Asitin Tespiti 

 Bitkisel pentasiklik tripertenoidlerin ayrılması ve belirlenmesi için çeşitli analitik 

teknikler kullanılmaktadır. Bunlar; 

 İnce Tabaka Kromatografisi(TLC) 

 Sıvı Kromatografi (LC) 

 Kapiler Elektroforez (CE) 

 Alev İyonizasyonu veya Kütle Spektrometresi (MS) 

 Gaz Kromatografisi (GC) 

Bu yöntemler içerisinde Kütle Spektrometresi (MS) ile Gaz Kromatografisi (GC) oleanolik 

asit ve ursolik asit gibi benzer yapılara sahip izomerlerinin ayrılması ve yapılarının 

belirlenmesi açısından en iyi yöntem olarak kullanılmaktadır. Bu yöntemle beraber 

oleanolik asitin yüksek moleküler ağırlığı ve polaritesi ayrıca düşük uçuculuğu nedeniyle, 

Gaz Kromatografisi analizinden önce sililasyon, asetilasyon veya metilasyon yoluyla 

çoğaltmak zorunludur [43], [44]. 

2.1.6. Farmokolojisi 

Oleanolik asitin önemli farmakolijik özellikleri bulunmaktadır. Bunlardan biri olan 

hepatoprotektif (Karaciğer koruma) etkisidir. Ayrıca oleanolik asitin sadece karaciğer 

hasarlarından koruma etkisi olmadığı, aynı zamanda karaciğer de kronik hastalıklardan 

olan fibroz ve sirozdan da koruduğu tespit edilmiştir. Bu karaciğeri koruma özellikleri 

Çin’de viral hepatit gibi karaciğer bozuklukları için insanlara reçetesiz bir ilaç olarak 

kullanılmaktadır [45]. Oleanolik asitin etki mekanizması tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Ancak antioksidan ve detoksifiye edici enzimlerinin temel bir transfripsiyonel 

düzenleyicisi olan Nrf2’ nin nükleer birikimini arttırdığı ve böylelikle karaciğerin 

korunmasında yol oynayan Nrf2’ ye bağımlı genlerin aktif olmasına yol açtığı 

gösterilmiştir [46], [47]. 
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Oleanolik asitin karaciğer koruma ve antioksidan etkilerinin yanı sıra antikanser ve 

antiflamatuar aktviteleri olduğu yapılan çalışmalar sonucu tespit edilmiştir [48]. Ayrıca 

Oleanolik gibi tripertenoidler apoptozu indükleyerek antiflamatuvar aktiviteleriyle tümör 

ortamını modüle ederek kanser hücrelerini hedef alır.  İnflamasyonda yer alan temel bir 

transkripsiyon faktörü olan NF-JB, kanser hücrelerinde yaygın olarak çok fazla bir biçimde 

ekspere edilir. Böylece tümör hücrelerinin apoptozu bastırılır ve kanser proliferasyonu için 

faydalı bir ortam oluşturur [49]. Birçok çalışmada oleanolik asitin anti inflamtuar ve 

antikanser potansiyelleri gösterilmiştir. Ancak kesin etki mekanizması halen keşfedilmeyi 

beklemektedir [50]. 

2.1.7. Oleanolik Asitin Kimyasal Türevleri 

Doğasında var olan farmakojik aktivite potansiyeli, bulunabilirliği ve düşük üretim 

maliyetleri nedeniyle, oleanolik asit daha fazla sentetik modifikasyonlara 

dönüştürülebilmesi için başlangıç molekülü olarak kabul edilebilmektedir [51]. Oleanolik 

asitin üç aktif kısmı C-3 Hidroksi, C-12 C-13 çift bağı ve C-28 karboksilik asit üzerindeki 

kimyasal modifikasyonu bir dizi yeni sentetik oleanan tripertenoidlere yol açabilmektedir. 

Bunlar oleanolik asit ile karşılaştırıldıklarında bileşiklerin birkaçının iltihaplanma 

sürecinde kilit rol oynayan bir enzim türü olan uyarılabilir Nitrik Oksit Sentaz (INOS) 

sentezini bloke etme potansiyelini artırdığı gözlemlenmiştir [52]. 

2.1.8. Oleanolik Asitin Biyoyararlanımı 

Oleanolik asit gibi bitkisel temelli bileşenlerin biyoyararlanımları yani biyolojik etkileri 

yalnızca belirli gıdalardaki miktarlarıyla doğru orantılı değildir. Biyoyararlanım bir 

bileşiğin vücuda verildiğinde dolaşım sistemine girip emilme ve vücuttaki etki yerine 

ulaşabilme hızı ve derecesi olarak tanımlanabilir. Yapılan çalışmalarda oleanolik asitin 

bozulmamış haliyle insan vücudunda alınmasından birkaç saat sonra kanda bulunduğu 

bildirilmiştir [53]. Ancak oleanolik asitlerin suda çözünürlüğünün düşük olması ve 

sitokrom P450 izoenzimleri (CYP) yoğun metabolik etkilerinden dolayı oral yollardan 

alındığında biyorarlanımlarının düştüğü,  tespit edimiştir [54]. Oleanolik asitin oral 

yollardan alındığında biyoyararlanımlarını tespit etmek üzere yapmış oldukları bir 

çalışmada farelerde sadece % 0,7 olduğunu tespit etmiştir [55]. Diğer bir ifade ile de 

biyoyararlanımın sadece bir bileşiğin fiziksel ve kimyasal özelliklerine bağlı olmadığı, 

tüketilen gıdalarda bulunan diğer mikro ve makro bileşiklerin mevcut bileşiğin 
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biyoyararlanım ve metabolizmasını etkilediği gerçeğidir. Bu nedenle son yıllarda 

çözünürlüğünü arttırabilecek kompleksler ve formülasyonlar oluşturmak için çok sayıda 

çalışma yapılmaktadır. 

Endüstriyel alanda ve fitoterapi gibi alternatif tıp yöntemlerinde tercih edilebilen oleanolik 

asitlerin olumsuz biyolojik aktivitelerinin incelenebilmesi amacıyla model organizma 

olarak tercih edilen D. melanogaster üzerinde ve normal insan meme hücresi üzerindeki 

sitotoksitesi genler üzerindeki ekspresyonları araştırılacaktır. 

2.2. Drosophila melanogaster 

Model organizmalar, biyolojik araştırmaların ve süreçlerin daha iyi bir şekilde 

anlaşabilmesi için çalışmalarda kullanılan canlılardır. Bu tür organizmaların laboratuvar 

ortamlarında çoğaltılması ve beslenmesi diğer organizmalara göre nispeten daha kolay 

olmasından dolayı çalışılması zor olan organizmaların biyolojik süreçlerini anlamada kilit 

rol oynamaktadırlar. Latince adı D. melanogaster olan meyve sineği model organizma 

olarak tercih edilen ve biyolojik araştırmalarda özellikle moleküler genetik, gelişim 

biyolojisi, popülasyon genetiği, nörofarmakolojik ve genetik toksikoloji gibi birçok 

araştırmalarında sıklıkla kullanılmaktadır. 

D. melanogaster, 19.y.y’da Dipteriyoloji’ nin babası olarak bilinen Johann Wilhem 

Meigen tarafından 1830 yılında tanımlanmıştır. İlk kez 1910 yılında Amerikalı Zooloji ve 

Genetik uzmanı “Thomas Hunt Morgan” tarafından kullanılmıştır. Kromozomlarının 

haritalama potansiyelini ilk fark eden kişidir. Tüm DNA dizilimi 2001 yılında tamamlanan 

D. melanogaster’in 14.000 gen ve 165 milyon baz çiftine sahip olduğu tespit edilmiştir 

[56]. 

D. melanogaster 100 yılı aşkın süredir model organizma olarak tercih edilmektedir. Bu 

böceğin model organizma olarak kullanılmasının birçok nedeni vardır; 

 İnsan gen dizilimleri ile olan ortak özellikleri bu organizmayı insanlardaki birçok 

hastalıklara karşı ilaç üretilmesi ve geliştirilmesi konularındaki aktif olarak 

kullanılan bir canlı materyal haline getirmiştir. 

 D. melanogaster’ in fenotip özellikleri mikroskop altında (göz rengi, vücut rengi, 

kıl tipi) çok çeşitli mutasyonlar ve varyasyonlar olsa dahi incelenebilen ve 

gözlemlenebilen bir organizmadır [57]. 
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 Laboratuvar koşullarında yetiştirilmesi ve beslenme şartları maliyeti düşüktür. 

 Genom sekansı çıkartılmış ve insan vücudundaki hastalıklara neden olabilecek 

genlerin % 60’ ından fazlası bu tür ile homoloji gösterdiği tespit edilmiştir. 

 Kanser gibi hastalıklarda homologlarının olduğu ve insan hücre döngüleri 

yolaklarının birbirine benzediği bilinmektedir [58-59]. 

D. melanogaster çürümüş meyveler üzerinden beslenip yaşamını 4 farklı evrede sürdürür. 

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

 

Şekil 3 D.melanogaster Evreleri [60] 

D. melanogaster, diploid kromozom sayısına sahiptir ve dört çift kromozom taşımaktadır. 

Bu dört çift kromozomdan üç çifti otozomal kromozom, bir çifti ise cinsiyet 

kromozomlarıdır [60].  

 

Kültüre alınan bireyler besin üzerlerine yumurta bıraktıktan 1 gün sonra yumurtalar 

açılmaya başlar ve larvalar mevcut besin üzerinden beslenmeye başlarlar. Beslenen 

larvalar üçüncü evreye ulaştıktan sonra yaşama ortamlarında kuru bir yer bularak pupa 

evresine geçmektedir [61]. Pupa içerisinde imajinal disklerden kanat, göz bacak gibi 

metamorfoz geçirerek gelişir [62]. 
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D.Melanogaster’in  taksonomideki yeri şu şekildedir. 

Regnum(Alem): Animalia (Hayvanlar) 

Phylum (şube) : Arthropoda (Eklembacaklılar) 

Clasis (Sınıf) : Insecta-Hexapoda (Böcekler-Altıbacaklılar) 

Subclasis (Alt Sınıf) : Pterygota (Kanatlılar) 

Süperordo (Üst Sınıf) : Mecopteroidae (Uzun kanatlılar) 

Ordo (Takım) : Diptera (Çift kanatlılar) 

Subordo (Alt takım) : Brachycera (Kısa antenli sinekler) 

Familie (Aile) : Drosophilidae (Sirke sinekleri) 

Genus Cins : Drosophila 

Species Tür : Drosophila melanogaster 

 

Şekil 4. Erkek (alt) ve Dişi (Üst) D.melanogaster [60]. 

D. melanogaster’ın genel özellikleri, kiremit kırmızısına sahip bir göz, sarı-kahverengi 

renk ve abdomende enine ve birbirine paralel olacak şekilde dizilmiş siyah çizgiler 

bulunmaktadır. Erkek ve dişi bireylerde farklılık göstermektedir. Dişilerde abdomen yedi 

segmente sahip ve uzun sivri şekildedir. Erkekler de ise dişilere nazaran kısa beş segmentli 
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ve küt şeklindedir. Ayrıca dişilerde devamlı yumurta gelişimi ve yaşlanmaya bağlı olarak 

abdomenlerde genişleme görülmektedir. D. melanogaster’ in birçok soylarında tüm 

abdomen arkası dişilerde açık koyu, erkeklerde ise siyahtır. Baş bölgesinde yanlarda bir 

çift göz ve tepede üç basit göz ile ağız ve bir çift arista tipi anten bulunmaktadır. Göğüs 

bölgesi ise önden arkaya doğru sırasıyla protoraks, mesotoraks ve metatoraks olmak üzere 

üç segmentten meydana gelmektedir. 

D. melanogaster’ in gelişimi periyodu sıcaklığa göre değişmektedir, 30°C’de 11 gün, 

18°C’de 19 gün, 12 °C ise 50 gündür ve en uygun sıcaklık derecesi ise 25°C’dir [63],[64]. 

2.3. Kanser 

İnsanlık tarihi boyunca kanser sık görülen bir sağlık sorunu olarak karşımıza çıkmaktadır. 

M.Ö 3000 yıllarına kadar uzanan bir geçmişi vardır. Latince canker veya corcinos 

kelimelerinden türemiştir. Terim M.Ö. 3. Yüzyılda tümör yapısının etrafında şişen 

damarların bir yengecin bacakları gibi göründüğü Hipokrat tarafından kullanılmıştır [65]. 

Kanser canlı bir organizmada bulunan hücrelerin kontrolsüz bir şekilde çoğalması, 

birikmesi ve bölünmesidir. Bu çoğalma ve bölünme durumu tek bir organ yapısını 

etkileyebildiği gibi diğer organlara da yayılma gösterebilmektedir. Günümüzde genel 

çerçevede bazı tedavi yöntemleri belirlenmiş olsa da kanser türlerine karşı farklı tedavi 

metodları uygulanmaktadır. İnsan vücudunu etkileyen 100’den fazla kanser türü tespit 

edilmiştir [66]. 

İnsan vücudundaki genler hücre bölünmesi ve çoğalmasında kontrol mekanizmasıdır. 

Kromozomlar üzerindeki değişimler hücre işlevlerini etkilediği için genlerde meydana 

gelebilecek bir hasar proteinlerin eksik ya da hatalı üretilmesine yol açar bu da hücre 

yapısındaki işlevlerin bozulmasına neden olur. Kanserin ortaya çıkmasında 3 gen grubu 

büyük rol oynamaktadır. Bunlar onkogenler, tümör baskılayıcı genler ve DNA tamir 

genleridir. Kanserin meydana gelmesinde sigara kullanımı, alkol, kötü beslenme (obezite), 

virüsler, UV ışınlar, mesleki hastalıklar ve çevresel faktörler sayılabilir. Dünyada kanser 

türlerine bakıldığında hem kadınlar da hem de erkeklerde en çok karşılaşılan ve ölüme 

neden olan kanser türü akciğer kanseridir. Kadınlar da ikinci sırada meme kanseri gelirken, 

erkekler de ise prostat kanseri gelmektedir [67]. 

İnsan vücudunda hücreler sinyal aldıklarında büyüme gerçekleşir ve bölünerek çoğalırlar. 

Gelen sinyal hücre dış membrandan girerek hücre çekirdeğine ulaşır. Hücre yeterli 
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miktarda besin ve ortam oluştuğunda büyüme evresini başlatır, temas ile karşılaştığında ise 

durmaktadır. DNA’nın ya da hücre elemanlarının hasarlı olması durumunda ise büyüme ve 

bölünmeyi durdurarak tamir aşamasına geçmektedir. Tamir aşamasında düzeltilemeyecek 

derecede bir hasar var ise apoptoz adı verilen mekanizma programlı bir şekilde hücre 

ölümü gerçekleşmektedir. Ancak kanserli hücrelerde; hücre yüzeyleri daha çok sinyal 

almaktadır ve kendi sinyal sistemlerini oluşturarak kontrolsüz bir biçimde çoğalma 

gerçekleştirirler. Yanındaki hücre ile temas halinde olması durumunda büyümeyi ve 

bölünmeyi durdurmayarak devam etmedir. İnsan vücudundaki sağlıklı bir hücre her tipteki 

besini kullanma özelliğinde olmasına karşın kanser hücreleri sadece glikolizden gelen 

glukozu kullanmaktadır. Şekeri normal hücreye kıyasla 100 kat daha fazla kullanmaktadır. 

Kanserli hücreler gerekli besin ve oksijeni almak için yeni damar sistemleri 

oluşturabilirler. Telomerlerini sabitleyerek sonsuz bölünme gerçekleştirebidikleri gibi 

apoptozdan kaçabilme özellikleri vardır [68]. 

2.3.1. Kanserin Tedavisi 

Kanser tedavi yöntemlerinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi müdahale yöntemleri en çok 

kullanılan tedavi yöntemleri arasındadır. Ayrıca hormon terapisi ve biyolojik yöntemlerde 

son zamanlarda diğer tedavilere destek olacak şekilde kullanılmaktadır. Kanser tedavisinde 

kişiden kişiye farklılık göstermesi nedeniyle kesin bir tedavi yönteminden bahsetmek 

mümkün değildir. 

2.3.2. Radyoterapi 

Radyoterapi, mevcut kanserli hücreleri iyonize ışınlar sayesinde öldürmeye dayalı bir 

tedavi şeklidir. Bu tedavi yönteminde tüm vücudun hedef aldığı uygulamalar yapılabildiği 

gibi sadece belirli bir bölgesinin hedef alınarak yapıldığı tedavi şekilleri de mevcuttur. 

Radyoterapi tedavi yönteminde  

• 3 Boyutlu Konformal Radyoterapi 

• Konformal Proton Işın Radyosyon Terapi 

• Yoğunluk Aracılı Radyoterapi 

• Görüntü Rehberliğinde Radyoterapi gibi çeşitleri bulunmaktadır. 
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Yoğunluk Aracılı Radyoterapi sistemlerinde genellikle beyin, prostat, baş boyun ve meme 

kanserlerinde kullanılmaktadır. Tedavi edilecek olan bölgeye farklı kuvvetlerde ışınlar 

verilmesi ve bu sayede diğer sağlıklı bölgelerin korunmasını sağlanması hedef 

alınmaktadır. Radyoterapi yöntemleri sıklıkla cerrahi işlemler öncesi uygulanmakta olup 

tümörün küçültülmesi amaçlanır. Belirlenen dozaj hesapları ile birlikte doku ve organa 

verilen radyo ışınlar ile kanserli hücrelerin öldürülmesi veya küçültülmesi sağlanmaktadır. 

Ancak radyoterapide bu işlemler yapılırken bir dezavantaj ortaya çıkmaktadır. Bu da 

kanserli hücreler ile birlikte sağlıklı hücrelerin de ölmesidir. Ayrıca hastalarda saç kaybı, 

kusma, iştahsızlık sık görülmektedir. Bu gibi sebepler hasta yaşam kalitesini etkilemektedir 

[69]. 

2.3.3. Kemoterapi 

Kemoterapi kemoterapik ajanlar kullanılarak kanser hücrelerini öldürmek amaçlanmıştır. 

Sitotoksik ve anti-neoplastik ajanlar kemoterapide kullanılmaktadır. Aynı radyoterapide 

olduğu gibi cerrahi işlemler yapılmadan önce mevcut tümör boyutunu küçültmek üzere 

birleşik şekilde ya da tek başına tedavi etmek amacıyla kullanılmaktadır. Lenfoma ve 

lösemi gibi kanser çeşitlerinde uygulanarak etkili bir tedavi yöntemi olduğu saptanmıştır 

[70]. Kemoterapi ile tedavi yönteminde uygulanan ilaçlar kortikosteraidler, anti 

metabolitler, topoizomeaz inhibitörler ve alkilleyici ajanlardır. 

Kemoterapi yönteminde kullanılan ajanlar; 

• Alkil sülfonatlar 

• Niftozürler 

• Traizenler 

• Nitrojen Hardalları 

• Etilenamin  

• Metilenamin olmak üzere 6 gruba ayrılmaktadır. 

Bu ajanlar akciğer, meme kanserleri, lösemi ve birçok hastalıkta kullanılmaktadır [71]. 
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2.3.4.  Kök Hücre Tedavisi 

Kök hücreler çeşitli tip hücreler ile farklılaşabilen spesifik hücrelerdir. Her bir kök 

hücrenin yeni bir kök hücre üretme potansiyeli bulunmaktadır. Kök hücre bölündüğü 

zaman farklılaşıp başka bir hücreye dönüşebilir ya da bölündüğünde bir kök hücre olarak 

kalabilmektedir. Diğer yetişkin hücrelerden farklı olarak bölünerek kendilerini yenileme 

becerilerine sahiptir [72]. 

Temel olarak iki tip kök hücre bulunmaktadır 

• Embriyonik Kök Hücreleri 

• Embriyonik Olmayan Kök Hücreleri 

Hücre odaklı tedavide, rejeneratif tıpta, ilaç geliştirmede, bazı hastalıkların 

modellenmesinde kullanıldığı gibi kanser de olmak üzere birçok hastalığın tedavisinde 

kullanılmaktadır [73]. 

Kök hücre tedavi yönteminin avantajlarının yanında bazı dezavantajları da bulunmaktadır. 

En büyük dezavantajlardan biri ise alıcı ve verici arasındaki doku uyumunun tam olarak 

sağlanamamasından kaynaklı durumlardır. Alıcı ve verici arasında doku uyumsuzluğuna 

bağlı olarak hasta vücuduna yeni verilen bu kök hücreleri reddebilmektedir [74]. Kök 

hücre tedavisi sırasında hastaya bağışıklığı baskılayıcı etkili ilaçlar verilmek suretiyle bu 

tepkime azaltılabilir ya da rayoterapi veya kemoterapi ile tedavi etkinliği artırmaktadır. Bu 

tedavi yönteminde Mikro Sitoktosisite Assay (MCA) yöntemi kullanılarak altı da altı uyum 

aranmaktadır. Kök hücre tedavi yöntemi lösemi, miyelom, lenfoma ve böbrek gibi kanser 

türlerinde hastalara başarı ile uygulanmaktadır [75]. 

2.3.5. Hormonal Tedaviler 

Hormonlar insan vücudunda doğal olarak üretilmekte olan proteinler veya ihtiyaca göre 

dışarıdan hazır olarak verilen kimyasal maddelerdir. Bu moleküller dolaşım yolu ile 

endokrin sinyaller sayesinde hücre, doku ve organların davranışlarını kontrol 

etmektedirler. 

Hormonlar prostat kanseri, meme kanseri ve endometriyum kanserlerinde ilaç tedavisi 

olarak kullanılmaktadır. Bu ilaçlar kemoterapi tedavi yöntemindeki ilaçlara benzese de 
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vücudun doğal yollar ile ürettiği hormonlardan sağlanarak kanser hücrelerinin büyümesini 

engellemektedir [76]. 

2.3.6. Cerrahi Yöntemler 

Cerrahi yöntemler kanser tedavisinde tek başına kullanılan bir yöntem olmakla beraber 

radyoterapi veya kemoterapi tedavi yöntemleri ile birlikte kullanılmaktadır. Özellikle 

kanserli dokunun /kitlenin vücuttan alınmasında veya gelişmekte olan kanserli dokudan 

biyopsi alınarak tanı konmasında, metastaz veya yayılma durumlarında sıklıkla kullanılır. 

Kemoterapi veya radyoterapi tedavi uygulamaları ile kanserli hücrelerin küçültülmesi veya 

bölünmesi sağlandıktan sonra kalan kitleyi cerrahi yöntemle almak tercih edilmektedir. 

Kanser tedavilerinde cerrahi yöntem hasarlı dokularının yenilenmesinde de 

kullanılmaktadır [77]. 

2.3.7. Biyolojik Tedaviler 

Biyolojik tedavi yöntemlerinde tedavi şekli biyolojik materyaller kullanılarak 

yapılmaktadır. Kanser aşıları, anti anjiyogenikler (kan damarlarının büyümesini 

engelleyiciler), monoklonal antikorlar, interferonlar, interlökinler ve gen terapi gibi tedavi 

yöntemleri biyolojik tedaviler arasındadır. 

 İmmünoterapi: Bu tedavi yönteminde mevcut vücut sistemlerine dışarıdan veya 

içeriden gelen uyarılara karşı savunma mekanizmasını kullanılması ile yapılmaktadır. 

İmmünoterapide sitokinler, antikorlar ve hücreler sıklıkla kullanılan 3 adet moleküllerdir. 

Bu tedavi yöntemindeki temel amaç vücut sistemindeki bağışıklığı harekete geçirip 

kanserli hücrelere karşı saldırmasını sağlamaktadır. Bu yöntem sentetik uyarıcılar 

(monoklonal antikorlar ile yapılabileceği gibi vücudun kendi bağışıklığı ile de 

yapılabilmektedir [78].  

Tanı ve tedavide önemli ilerlemeler kaydedilmesine rağmen, radyoterapi, fototerapi, 

kemoterapi, immünoterapi ve cerrahi tedavi yöntemleri gibi mevut tedavi yöntemleri belirli 

protokoller ile sınırlıdır ve hala düşük sonuç yüksek hastalık ve ölüm oranına neden 

olmaktadır. Bu nedenle araştırmacılar yeni ve etkili terapötik ajanlar bulma konusunda 

çalışmalarına devam etmektedir [79]. Kanser gelişimini önlemek veya geciktirmek için 

farmakolojik ajanların, nutrsötiklerin yanı sıra bioaktif doğal ürünlerin kullanılmasına 

kemoprevansiyon denmektedir. Son zamanlarda kanseri önlemek veya gelişimini 
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geciktirmek için doğal ürünlerin antikanser ajanı olarak klinik kullanıma ağırlık 

verilmektedir [80]. 

Epidemiyolojik kanıtlar, yüksek sebze ve meyve tüketimi ile belirli kanser türleri, felç ve 

nörodejeneratif hastalıklar gibi bulaşıcı olmayan hastalıkların gelişimi arasında ters bir 

ilişki olduğunu göstermektedir [81]. Yapılan araştımalarda bitkisel kaynaklı bazı gıdalarda 

çeşitli formlarda besleyici olmayan fitokimyasal ajanlar olduğu düşünülmektedir [82]. 

Araştırmacılar bitki özlerinin veya bitkisel ürünlerin terapötik etkinliğinin çeşitli biyoaktif 

bileşenlerinin sinerjik veya ilave ettiklerinin sonucu olduğunu savunurken tam tersine saf 

olarak bileşikleri tercih eden araştırmacılar; doğal bir kaynaktan izoele edilen bileşiklerin 

biyolojik olarak elde edilemeyeceği ya da sınırlı biyo-yararlanıma sahip olabileceklerini 

ileri sürmektedir[83],[84]. 

Sonuç olarak kanser insanlık tarihi boyunca karşılaştığı en büyük sağlık problemlerinden 

biri olarak karşımıza çıkmaktadır. Yüzyıllardır dünyanın birçok bölgesindeki bilim insanı 

her gün bu karmaşık hastalığın tedavisi için çok çeşitli yöntemler geliştirmekte ve 

denemektedir. Yeni teknolojilerin ve yöntemlerin gelişmesi ile kanser hastalığı insanlık 

için problem olmaktan çıkacaktır.  
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3. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

Geçmişte olduğu gibi günümüzde de hala bitkiler ve bitkisel bileşikler ile tedavi tedavi 

yöntemleri uygulanmaktadır. Bilim dünyasındaki yapılan araştırmalar neticesinde fitoterapi 

uygulamaları artık daha da özele inerek bitki bünyesindeki bileşikleri etki mekanizmalarını 

inceler hale gelmiştir. Aratştırmacılar kanser gibi tedavisi henüz tam olarak bulunmamış 

hastalıklarda bitkisel bileşiklerin tek başına olmasada da destekleyici taraflarını bulmak 

adına çalışmalarını yoğunlaştırmıştır. Kanser vakalarındaki artış, ilaçların hastalara 

verdikleri yan etkiler, tedaviye cevap verme oranları baz alındığında doğal tedavi 

yöntemlerine olan ilgiyi artırmıştır. 

Oleanolik asitin farmakoloji modellemesini, insan meme hücre hatlarının migrasyonu, 

proliferasyonu ve invazyonun inhibisyonunu tedavi etmek amacı ile yapmış oldukları 

çalışmada; oleanolik asitin yeni analoglarını tanımlamış ve Brak/ Paxillin/ Rac1 

yolaklarının oleanolik asit anti-invaziv ve antimirrografik etkilerinde önemli bir yer 

tuttuğunu gözlemlemişlerdir [85]. 

Oleanolik asit apoptoz ilişkisi üzerine yapılan bir diğer çalışmada bileşiğin mitokondriyal 

ilişkili yolaklar vasıtasıyla apoptozise sebep olabileceği ve mitokandrial kaspazların ve pro 

apoptik Bax proteinlerinin salınımı teşvik ettiğini gözlemlemişlerdir [86]. 

Sitotoksite üzerine yapılan bir çalışmada ise oleanolik asitin bir türevi olan metil ester, hem 

apoptoz hem de reaktif oksijen türü üretimiyle konsantrasyon ve zamana bağlı bir şekilde 

insan rahim boynu kanseri (HeLa) üzerinde etki gösterdiği keşfedilmiştir [87]. 

Oleanolik asitin anti kanser aktivitesi üzerine yapılan bir çalışmada kronik  olarak oral 

uygulamalarda (dört hafta boyunca, haftada beş kez), sıçanlarda kolon karsinogenezisinde 

azaltma gösterdiği ve oleanolik asidin tümörün başlatılmasını inhibe edebileceğini 

belirtmişlerdir [88]. Bir diğer çalışmada ise In vivo koşullar altında fare cilt kanseri 

hücrelerinin oluşturduğu tümörün teşvik edilmesi, hücreler üzerindeki birkaç genin 

düzensiz gen ekspresyonunun inhibasyonu yoluyla kimyasal olarak indüklenen karsigonezi 

inhibe ettğini bildirmişlerdir. [89]. 

Oleanolik asitin anti tümör etkisinin bulunduğu,  kültür ortamında oral epidermoid 

karsinoma ve kolorektal kanser HT29 hücre hattı gibi birçok hücre hattında sitotoksik etki 

gösterdiği görülmüştür [90]. 
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Oleanolik asit gibi tripertenoid bir bileşik olan maslinik asit ile beraber yapılan bir 

çalışmada ise her iki asitin de A549, HI1299 ve HUVEC hücre hatlarında genotoksit 

etkileri üzerine etkileri Mikronükleus sayımı testi ile incelenmiştir. Sonuç olarak 

hücrelerde mikronükleus sayısını arttırdığı ve hücre bölünmesini yavaşlatıp sitotoksik 

aktivetisini harekete geçirdiği ve hücre ölümüne neden olduğunu bulmuşlardır  [91]. 

Bitkilerden elde edilen triterpenoid bileşiklerden biri olan betülinik asit üzerine yapılan 

araştırmada kansere karşı terapötik etkileri incelenmiş, bu bağlamda betülinik asit ve 

türevlerinin birçok kanser çeşidinde seçici toksisite göstermesi, farklı yolak ve moleküller 

üzerinde etki göstermesi ayrıca doğrudan doğruya mitokondriyi hedeflemesi, agresif ve 

özellikle tedaviye direnç gösteren bazı kanser türlerinde yararlı olabileceği tespit edilmişir 

[92].  

Yapılan bir çalışmada ise kakule ve mercanköşkü bitkilerinden elde edilen terpinen 

metabolitlerinin 0.5, 0.75 ve 1.0 mg/ml dozlarının rat uygulamaları sonucunda metabolitin 

tüm dozlarda hücrelerin yapısını etkileyerek canlılığını azalttığı Na+ metabolizmasını 

değiştirdiği ve DNA hasarını indüklediği görülmüştür. Aynı çalışmada terpen çeşidi olan 

timolünün nöro-toksik etkilerine de bakıldığında hafıza kayıplarına, kan beyin bariyerinde 

yıkımlara yol açtığı tespit edilmiştir. Timolün beyin asetilkolnesteraz (AChE) enzimini 

artırdığı Na+, K+, ATpaz aktivitesini inhibe ettiği ve ROS seviyesini yükselttiği 

görülmüştür [93]. 

Terpen türlerine ait bir çalışmada ise kemik iliği mezenkimal hücreleri ve ince bağırsak 

mukozasında bulunan hücreler üzerine yapılan deneyde timol, öjenol, mirsen gibi çeşitli 

terpenlerin bu hücreler üzerinde toksik etkiler sergilediği gözlenmiştir [94]. 

Seskiterpen türü olan ptaquilosid üzerine yapılan bir çalışmada lenfositlerde kardeş 

kromatid değişimini uyardığı ve yüksek dezeyde genotoksik olduğu bildirilmiştir [ 95]. 

Terpen çeşitlerinden olan guaiazulende yapılan çalışmada yüksek oranda sahip olduğu 

mitotik özelliği nedeniyle kanser araştırmalarında nöroblastom hücreleri ile sağlıklı 

hücreler kullanılarak karşılaştırılmıştır. Metabolitin yüksek dozları TOS’u yani (Total 

oksidatif seviyeyi) artırıdığı ve bunun sonucunda sitotoksik etkileri gözlenmiştir. Poliferal 

kan lenfositleri üzerine bir çalışmada ise yine farklı dozları (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 

ve 400 mg/L) sitotoksitiye neden olduğu bildirilmiştir [96]. 
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Model organizma olarak kullanılan ve insan ile % 75 oranında genetik benzerlik gösteren 

D. Melanogaster üzerinde yapılan çalışmada 0.01 g/mL, 0.05 g/mL, 0.01g/mL, ve 1 g/mL 

olmak üzere beş farklı dozda Annona muricata bitki ekstratı uygulanmış hem model 

organizma olarak D. Melanogaster öldürücü doz belirlenerek hemde insan meme 

hücresinde Buffy, CG15530 AKT-1  ve DR-PN gen ifade seviyeleri incenmiştir. Yapılan 

çalışmada CG15530 genin gen ifadesinde artış olduğu gözlemlenmiştir [97]. 
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4. MALZEME VE YÖNTEM 

4.1. Materyal 

4.1.1. Hücre Hatları 

MCF-7 ve MCF-10A hücre hatları Kırşehir Ahi Evran Üniversitesi Kanser ve Kök Hücre 

laboratuvarından temin edilen bir tür meme kanseri ve normal meme hücre dizisidir. 

4.1.2. Kullanılan Kimyasal ve Reaktifler 

Tablo 3. Kullanılan Kimyasal ve Reaktifler 

 Kimyasal ve Reaktif Ürün Firma Adı  

 RPMI- 1640 Medium Biological Industries, İsrail  

 Fetal Bovin Serum(FBS) Biological Industries, İsrail  

Hücrelerin Rutin Bakımı Gentamisin Biological Industries, İsrail  

 Tripsin- EDTA Biological Industries, İsrail  

 Phosphate Buffered Saline (PBS) Biological Industries, İsrail  

 Dimetil Sülfoksit(DMSO) Amresco®,ABD  

 Memeli Hücresi RNA İzalosyon 

Kiti 

GeneAll®,Kore  

Ticari Kitler XTT Analiz Kiti Biological Industries, İsrail  

 cDNA Sentez Kiti GeneAll®,Kore  

 Meyve Sineği RNA İzalasyon Kiti Zymo Research, ABD  

Meyve Sineği Bakımı Agar Oxoid™,İngiltere  

 Yem Ekstrakt Himedia, Hindistan  
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4.1.3. Kullanılan Makine ve Teçhizatlar 

Tablo 4. Çalışmada Kullanılan Makine ve Teçhizat 

Kullanım Amacı Makine ve Teçhizat Ürün Firma Adı 

 CO2 İnkübatör Nüve EC 160, Türkiye 

 Laminar Akımlı Kabin Nüve MN 090, Türkiye 

Hücresel Çalışma Inverted Mikroskop BAB, Türkiye 

 Mikroskop Kamerası Leica, Almanya 

 Stereo Mikroskop Leica, Almanya 

 PCR Cihazı Thermo Hybaid, ABD 

 Vorteks IKA®Vortex, ABD 

 Mini Santifüj Cihazı Nüve NF 024, Türkiye 

Moleküler Çalışma Santrifüj Cihazı Nüve NF 400, Türkiye 

 Nanodrop Cihazı Mecasys Obtizen NanoQ, Kore 

 ELISA Okuyucusu BIOTEK ELX808, ABD 

 Jel Yükleme Cihazı Thermo Scientific, ABD 

 Jel Görüntüleme Cihazı BIO-RAD, ABD 

 Sinek İlaç Deneme Sistemi Marangozda yapıldı 

Meyve Sineği Çalışması Hassas Terazi KERN, Almanya 

 Isıtıcılı Manyetik Karıştırıcı IKA® C-MAG HS 7, ABD 

 Buzdolabı(+4˚C) Vestel, Türkiye 

Malzeme Depolanması Buzdolabı(+4˚C) Vestel, Türkiye 

 Derin Dondurucu(-80 ˚C) ARCTIKO, Danimarka 
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 Masaüstü Bilgisayar Hewlett Packard(Hp),ABD 

Diğer Cihazlar Diziüstü Hewlett Packard(Hp),ABD 

 Dizüstü Bilgisayar Lenova core i5, Hong Kong 

4.2. Metod 

4.2.1. Hücre Kültürü 

4.3.1.1 MCF-7 ve MCF-10A Hücre Hattının Geliştirilmesi 

Mevcutta bulunan MCF-7 Kanser hücre hattı %10 (v/v) Fetal Bovin Serum ve %1 (v/v) 

Gentamisin antibiyotiği ilave edilmiş %88 (v/v) RPMI-1640 besiyerinde 37˚C’ de %5 

karbondioksit inkübatöründe ve 75 cm2’ lik flasklarda üretilmiştir. Flask içerisine 12 mL 

taze medium eklendikten sonra flask yüzeyinin %80’ i hücreler tarafından kaplanmasıyla 

beraber hücreler tripsin-EDTA kullanılarak pasajlama işlemi yapılmıştır. 

 

Şekil 5. MCF-7 Hücreleri 

MCF-10A hücre hatları normal insan meme dokusu hücre hattı 75 cm2’ lik kültür 

kaplarında, %10’ luk fetal bovin serum eklenmiş RPMI 1640 besi yerinde ve DMEM / F12 

37˚ C sabit sıcaklık ve %5’ lik karbondioksit sağlayan inkübatörde büyütülmüştür. Flask 



 
 

28 

 

yüzeyinin %80’ lik kısmı hücreler tarafından kaplanması sağlandıktan sonra, mevcut 

hücreler tripsin kullanılarak pasajlanmıştır. 

MCF-10A normal meme dokusu hücrelerin büyütülmesi için gerekli malzemeler 

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

Horse serum 50 ml 

Hidrokortizon 1 gram 

İnsülin 100 mg 

Epidermal büyüme faktörü(EGF) 0,2 mg 

Penisillin/streptomisin antibiyotik 10 ml 

 

4.3.1.2 Hücrelerin Pasajlanması 

Hücreler hazırlanmış olan flask tabanında sıkışık bir duruma geldiğinde besi yeri 

ortamından yeteri kadar faydalanamaz ve çoğalmaları durmaktadır. Bu olaya kontakt 

inhibasyonu adı verilmektedir. Bu nedenle mevcut hücrelerin pasajlanması gerekmektedir. 

Hücre pasajı işlemi, elimizdeki hücrelerin yüzey alanında (substrat) yardımı ile ayrılması 

ve yeni kültür ortamlarına yani şişelere aktarılması anlamına gelir. Hücreler kültür 

ortamının yüzey alanını büyük oranda kapadıklarında, laminer akış kabininin içerisinde 

tripsinizasyon yoluyla kaldırılır. 

Bu işlemler yapılmasının akabinde, öncelikle hücreler mikroskop altında incelenmiştir. 

Mevcut hücreler %80 oranında flask taban yüzeyini kapladığı (ing. konfluent) görülmüştür. 

Flask içerisindeki 12 mL hücre mediumu çekilip, 5 mL Fosfat Tampolu Salin (ing. PBS) 

ile yıkanmıştır. Hücrelerin üzerine 2 mL tripsin-EDTA ilave edilip hücreler flask 

tabanından ayrılana kadar 37 ˚C’ de 5 dakika inkübe edilmiştir. Flask tabanından ayrılmış 

olan hücreler mikroskopta gözlemlenmiştir. Tripsinin ayrılan hücreler yüzeyindeki toksik 

etkisini inhibe etmek için 4 mL hücre mediumu eklenip ihtiyaç duyulan kadar sayıda hücre 

yeni bir kültür ortamına aktarılmıştır. 
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4.3.1.3. Tripan Mavisi ile Hücre Sayımı  

Tripan mavisi boyasının aktivitesi, kromoforun negatif yüklü olduğu ve membran hasar 

görmediği sürece hücre ile etkileşime girmediği duruma bağlıdır [85]. Bu durumla beraber 

ölü olmayan hücreler tripan mavisi ile boyanmazken, ölü hücreler mavi renge 

boyanmaktadır. 

Tripsin-EDTA ile yüzeyden kaldırılan hücre sölüsyonu tripan mavisi solüsyonu ile 10:1 

oranında karışım kullanılarak karıştırma işlemi yapılır. Bu oran baz alınarak 250 µL hücre 

sölüsyonu, 25 µL tripan mavisi sölüsyonu ile karıştırılıp hemositometri yani thoma lamı 

üzerinde hücrelerin sayım işlemi yapılmıştır. 

Tripan mavisi ile hücre sayım işleminde 1 mL’ deki hücre sayısı bulmak için, karelerdeki 

hücre sayısı ile seyreltme faktörü çarpımının 4x106 katıdır. 

4.3.1.4. Sitotoksite Analizi 

Hücre kültüründe büyütülen MCF-7 ve MCF-10A hücre hatlarında, Oleanolik asitin 

hücreler üzerindeki sitotoksik etkisini ve hücrelere uygulanacak dozunu belirlemek için 

sitotoksisite analizi yapılmıştır. 

Oleanolik asit MCF-7 ve MCF-10A hücrelerinin sitotoksisitesi, Cell Proliferation XTT 

(2,3-Bis (2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil) 2H-tetrazolyum) tabanlı sitotoksisite analiz kiti 

kullanılarak uygulanmıştır. Analizde kuyucuk başına 8x103 hücre gelecek şekilde hücreler 

96 kuyucuklu plakalara ekilmiştir. Ekimi yapılan hücrelerde plakanın bir kolonu besi yeri 

kontrolü olarak ayrılmış olup bu bölgeye hücre ekimi yapılmamıştır. Hücre ekimden bir 

süre sonra ilgili bileşik seri dilüsyonlar şeklinde ekim yapılan kuyucuklara verilmiştir. Bu 

işlemi takiben 72 saat sonra formazan boyası eklenmiş XTT kimyasalı (Her 96 kuyucuklu 

plaka için 1 şişe XTT Reagent A ve 100 μL XTT Reagent B) her bir kuyucuğa eklenerek 5 

saat inkübatörde bekletilmiştir ve 450 absorbans aralığında ELISA okuyucusundan 

faydalınarak optik yoğunluklar hesaplanmıştır. Oleanolik asit verilmemiş kontrol olarak 

ayrılmış kuyularda % 100 oranında büyüme olacağı varsayılmıştır. Analizde farklı 

ölçülerde bileşik içeren kuyulardaki büyüme buna oranlanarak tespit edilmiştir. Sonunda 

her bir bileşik konsantrasyonuna denk gelen büyüme oranı tespit edilip dirençliliğinin 

ölçüsü olan LC50 değeri hesaplanmıştır. 
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4.2.2. Kanser ve Normal Meme Hücre Hattında RNA İzalasyonu 

RNaz inaktivasyonu işlemi için kullanılacak tüm materyaller, dietil karbonat (DEPC) ile 

işleme alınmış, arıtılmış distile su ile sterizlizasyon sağlanmıştır. Üretici protokolünde 

belirtilen toplam RNA izolasyonu için GeneAll® Hybrid-R™ RNA izolasyon kitinden 

faydalanılmıştır. Yaklaşık 1x106 ilâ 5x106 arasında farklılık gösteren hücreler üzerine 1 mL 

RiboEx™ eklenip 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Hücreler yıkıma uğradında 

üzerlerine 200 µL kloroform eklenip 12.000 g’ de 15 dakika santrifüj edilmiştir. (+4 ° C) 

Kolonun üst fazındaki 500 µL saydam süpernatant steril bir ependorfa alınmıştır ve 500 µL 

RBI Tampon ilâve edilmiştir. Pipetaj uygulamasını takiben karışım spin kolona (yeşil) 

aktarılmıştır ve 10.000 g’ de 30 saniye santrifüj işlemine tabi tutulmuştur. Santrifüj tüp 

yenisi ile değiştirilmiştir. Spin kolon üzerine 500 µL SWI Tampon eklenip 10.000 g’ de 30 

saniye santrifüj edilmiştir. Santrifüj tüp yenisi ile değiştirilmiştir. Spin kolon üzerine 500 

µL RNW Tampon ilâve edilip 10.000 g’de 30 saniye santrifüj işlemi yapılmıştır. Örneğin 

içinde herhangi bir tampon kalıntısı kalmaması için 10.000 g’ de 1 dakika boş santrifüj 

işlemine tabi tutulmuştur. 1,5 mL etiketlemesi yapılmış ependorflara spin kolonlar 

aktarılmıştır. Son olarak 50 µL DNaz ve RNaz içermeyen distile su eklenip 10.000 g’ de 1 

dakika santrifüj yapılmıştır. 

İzole edilen RNA’nın konsantrosyonu ve saflık derecesi NanoDrop ve Agaroz Jelde tespit 

edildikten sonra cDNA sentezi ile deney devam edilmiştir. 
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Şekil 6. Hücrelerden Elde Edilen Total RNA (%1 Agaroz Jelde Yürütülmüştür). 

4.2.2.1. cDNA Sentezi ve Ekspresyon Analiz 

İzole edilen tek zincirli mRNA’ nın, çift zincirli komplementer DNA’ ya yani cDNA’ ya 

çevrilmesi gerekmektedir. Bu nedenle cDNA sentezi yapılır. Üreticinin protokolünde 

belirtilmiş olan toplam cDNA sentezi işlemi için GeneAll® HyperScript™ cDNA sentez 

kitinden faydalanılmıştır. Tüm cDNA sentezi işlemi sürecinde kullanılan malzemeler 

Dietilpropiyonat (DEPC) ve otoklava tabi tutulmuştur.  

10 pg ve 500 ng arasında total RNA için gerekli hacimler kit protokolü çerçevesinde 

hesaplanmıştır. Bu hesapla her bir örnek için; 1 µL dNTP ve 1 µL Oligo DT primer 

karışımı hazırlanmıştır. Tespit edilen RNA hacimleri üzerine bu karışım ilâve edilmiştir ve 

üzerine nükleaz free water (DNA ve RNA içermeyen su) eklenmiştir. PCR cihazında 5 

dakika 65 °C’ de inkübe edilip ardından 1 dakika buz blok üzerinde bekletilmiştir. Böylece 

cDNA ilk zincir sentezi gerçekleşmiştir. 

cDNA ikinci zincir sentezi için ayrı bir ependorf içerisinde; 2 µL RTaz Reaksiyon 

Tamponu (10x), 2 µL DTT (0.1 M), 1 µL HyperScript™ Reverse Transkriptaz ve 1 µL 

ZymAll™ RNaz inhibitör karışımı hazırlanmıştır. Elde edilen karışım daha önce yapılan 

cDNA sentezinde ile birleştirilmiştir. PCR cihazında; 55 °C’ de 60 dakika, 85 °C’ de 5 
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dakika inkübe edilmiştir. Birleştirilen ve PCR cihazında inkübe edilen cDNA ürünleri 

ekspresyon analizi için -20 °C’ de muhafâza edilmiştir. 

Tablo 6. Amplifikasyon Koşulları 

Pre-inkübasyon 65 °C, 5 dk 

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

Uzama (ing. Extension) 85 °C, 5 dk 

Döngü Sayısı (ing. Cycle number) 40 

Dizi işlemler sonu elde edilmiş olan cDNA’ ların gen ifade düzeyini (ing. ekspression 

analysis) tespit edebilmesi için hizmet alımı kapsamında revers transkriptaz polimeraz 

zincir reaksiyon (RT-PCR) düzeneği kurulmuştur. (Atlas Biyoteknoloji, Ankara) Revers 

transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu işleminden faydanılarak mRNA ekspresyonunun 

kantitasyonu; kompetetif polimeraz zincir reaksiyonu ve real-time polimeraz zincir 

reaksiyonu olarak iki ana basamakta gerçekleşmiştir. Revers transkriptaz polimeraz zincir 

reaksiyon muhtemel basamakları Şekil 7’ de gösterilmiştir. 
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Şekil 7. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon Muhtemel Basamakları [86]. 

4.2.3. D. melanogaster Ortam Hazırlama ve Aktarma 

Çalışmamızda sirke sineği diğer bir adıyla da meyve sineği olarak da bilinen D. 

Melanogaster model organizması kullanılmıştır. 

Manyetik ısıtıcılı blok üzerinde kaynatılan 600 mL distile suya 3.5 gram agar ile 2 gram 

yeast ekstratı (maya özütü) ilave edilmiş, karışımda herhangi bir topaklanma olmaması için 

karıştırılmıştır. Karışım üzerine 50 gram mısır unu ve 50 gram toz şeker eklenerek 15 

dakika kaynatılmıştır. Kaynama işlemi tamamlandıktan sonra soğumaya bırakılan besiyeri 

ortamının herhangi bir kontaminasyona maruz kalmaması için 3.5 mL propiyonik asit 

(veya sirke) eklenmiştir. Eter yardımı ile sinekler bayıltılmış ve besiyeri ortamlarına 

aktarılmıştır. 
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Şekil 8. D.melanogaster Besiyeri 

Besiyerinde çoğaltılan larvalar üzerinde oleanolik asit doz denemeleri yapılıp RNA 

izalasyonu için deneye devam edilmiştir. 

 

Şekil 9. D. melanogaster Kültürü 

4.2.3.1. Oleanolik Asitin D. melanogaster Uygulamaları 

Çalışmada, oleanolik asidin 1, 5, 10, ve 20 mM konsantrasyonlarında çözeltiler hazırlanarak 

yabanıl tip D. melanogaster III. Instar larvalarına uygulanmıştır. Mikroskop altında belirlenen 10 

dişi ve 10 erkek sinek taze besiyerine aktarılmıştır. 25 °C sıcaklık ve %60 nem ortamında 24 saat 
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sinekler inkübe edilmiştir. Sineklerin yumurta bırakması gerçekleştikten sonra ergin sinekler taze 

besiyerinden uzaklaştırılmıştır. Taze besiyerinde bulunan yumurtalar III. Instar larvaları 

oluşturana kadar bekletilmiştir. (72 h) 100 mL % 20 sukroz çözeltisi larvalar üzerine eklenmiştir. 

Ucu kesilmiş serolojik pipet yardımıyla larvalar toplanmış ve bir örgü sepet içerisine 

aktarılmıştır. Örgü sepet içerisindeki larvalar 2 defa distile su (dH2O) ile yıkanmıştır. Yıkanan 

larvalar belirlenen konsantrasyonlarda oleanolik asit içeren petriler içerisine aktarılmıştır ve 24 

saat bekletilmiştir. Yöntem bölümünde anlatıldığı şekilde mamaya katılarak yapılan 

uygulamalarda herhangi bir ölüm elde edilmediği için belirlenen konsantrasyonlarda madde 

larvalar üzerine doğrudan uygulanarak 24 saat sonunda, ölüm oranları, LC50 ve LC99 değerleri 

belirlenmiştir. Kontrol grubunda larvaların üzerine distile su uygulanmıştır. LC50 ve LC99 

değerleri Probit analizi ile elde edilmiştir (Tablo 7). 

 

Tablo 7. Oleanolik Asit Uygulanan D. melanogaster larvalarının LC50 ve LC99 Değerleri 

Süre (24 saat) Birey 

Sayısı (N) 

LC50 mM LC99 mM DF C2 

Larva 50  10,4 32,5 2 53,498 
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Şekil 10. D. melanogaster larvaları [97]. 

 

4.2.3.2. D. melanogaster RNA İzalasyonu ve Gen Düzeyi Analizi 

Belirlenen dozlarda yaşayan larvalardan, çalışılan genlerin ifade düzeylerinin belirlenebilmesi 

için oleanolik asit uygulamasını takriben RNA izolasyonu işlemi gerçekleştirilmiştir 

24. h 72. h 

% 20 Sukroz 

Çözeltisi 

24 h 
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Şekil 11. RNA İzalasyonu Öncesi Homojenize edilen Larva Örnekleri [97]. 

Böcekten RNA izolasyonunda LD50 doz uygulaması sonucunda canlı böceklerden RNA 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir. RNA izolasyonu hem kanser hatları hem de D. 

melanogaster için ticari RNA izolasyon kiti kullanılarak yapılmıştır (Zymo Research). 

GAPDH ve BETA AKTİN genleri referans gen olarak kullanılmıştır. Gen ifadesinin 

gerçek zamanlı polimeraz reaksiyonu ile belirlenebilmesi için öncelikle genin 

transkriptinin, mRNA’sının, DNA’ ya (komplementer DNA, cDNA) çevrilmesi 

gerekmektedir. cDNA sentezi ticari kit kullanılarak yapılmıştır (WizScript™ cDNA 

Synthesis Kit (High Capacity) 

Qiagen ticari firması data bankasından (https://www.qiagen.com) ortak kanser genleri 

belirlenmiştir. Belirlenen genlerin D. melanogaster da karşıtını bulmak için 

www.Flybase.org sitesine erişim sağlandıktan sonra QuickSearch bölümünden arama 

kategorisi olarak Orthologs kısmı seçilmiştir. Giriş türü olarak Homo sapiens çıkış türü 

olarak D. melanogaster belirlenmiştir. İlgili genlerin araması yapıldıktan sonra 

kaynaklardan en fazla taranan gen eşleşme kısmından benzerlik yüzdelerine göre genler 

belirlenmiştir. 

Gen ekspresyonu için çalışılacak genler protein veri bankasından seçilmiş ve Tablo 8’ de 

gösterilmiştir 
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Tablo 8. D. melanogaster ve Homo sapiens Çalışılan Genler 

Drosophila melanogaster Homo sapiens 

CG15530 BAD 

BUFFY BCL-2 

AKT-1 AKT-1 

Purine H-Prune 

Analizler sonucunda her bir gen için ortalama Cp değerleri alınarak, ortalama kontrol gen 

Cp değerine oranlanarak göreceli gen ifade düzeyi hesaplanmıştır. Oleanolik asit 

uygulanmış hücrelerdeki bir genin kontrol gene göre Ct değerinden; aynı genin hücre 

hattındaki kontrol gene göre Ct değerinin çıkarılmasıyla ΔΔCt değeri elde edilmiştir Gen 

ifadesi düzeyindeki değişimler, ΔΔCt değeri ile belirlenmiştir. İki tekrar ile elde edilecek 

sonuçlar SPSS 16.0 programı ile değerlendirilmiş ve p değeri 0.05 düzeyinde olan 

farklılıklar “istatistiksel olarak anlamlı” kabul edilmiştir 
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5. BULGULAR 

Kanser ve normal meme hücre hatlarına, Oleanolik asitin hücreler üzerindeki sitotoksik 

etkilerini ve hücrelere uygulanacak konsantrasyon dozunu belirlemek için XTT yöntemi 

kullanılarak sitotoksisite analizi yapılmıştır. Şekil 12’ de XTT sonrası 96 kuyucuklu 

plakalar görülmektedir. Kontrol olarak belirtilen A sütununa hücre ekimi yapılmamıştır. 

Sadece medium kontrol olarak bulunmaktadır. B sütununda hücre kontrolü bulunmaktadır. 

Herhangi bir Oleanolik asit uygulaması yapılmamıştır. C sütununda en yüksek doz 

oleanolik asit uygulaması yapılmıştır. Ardından L sütununa kadar dilüsyon yapılmıştır. 

Plakalar uygulamanın ardından 72 saat 37 ˚ C, CO2’ li etüvde bekletildikten sonra XTT kiti 

kullanılmıştır. Kontrol dahil olmak üzere her bir kuyucuğa XTT solüsyonu eklendikten 

sonra plakalar 4 saat 37 ˚ C, CO2’ li etüvde bekletilmiştir. Ardından 96 well plate Elisa 

reader cihazında okutulmuştur. Sonuçlar 3 tekrarlı olarak yapılmıştır. Ardından her bir 

oleanolik asit hücreler üzerindeki LD50 (IC50) değeri hesaplanmıştır. 
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Şekil 12. Oleanolik asit hücreler üzerinde LC50 değerini belirlemek için yapılan XXT Analizi 

 

Şekil 13. Kontrol MCF-7 Hücre Hatları 
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Şekil 14. Oleanolik Asit Uygulaması Yapılmış MCF-7 Hücre Hatları 

 

 

Şekil 15. Oleanolik asit MCF-7 kanser hücre üzerindeki toksisite grafiği (LD50: 20µM) 
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Şekil 16. Oleanolik asit MCF-10A normal meme hücre hattı üzerindeki toksisite grafiği (LD50: 120 

µM) 

Oleanolik asitin D. melanogaster üzerinde CG15530 AKT-1, DR-PN gen ifade düzeyleri 

kontrol grubuna göre uygulanan bütün konsantrasyonlarında anlamlı olarak belirlenmişir. 

Ancak DR-BUFFY gen ifade düzeyinde kontrol grubuna göre herhangi bir anlamlılık 

görülmemiştir.  MCF-7 hücre hatlarında ise BAD, BCL-2, H-prune ve AKT-1 gen ifade 

düzeyi sonuçlarında ise H-prune ve BCL-2 genlerinde anlamlılık tespit edilmiştir.     

 

Şekil 17. D. melanogaster DR-CG15530 gen ifade düzeyleri 
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Şekil 18. D. melanogaster DR-PN gen ifade düzeyleri 

 

 

Şekil 19. D. Melanogaster DR-AKT1 gen ifade düzeyleri 
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Şekil 20. D.melanogaster DR-BUFFY gen ifade düzeyleri 

 

 

Şekil 21. MCF-7 hücre hatlarında BAD gen ifade düzeyleri 
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Şekil 22. MCF-7 hücre hatlarında  BCL-2 gen ifade düzeyleri 

 

Şekil 23. MCF-7 hücre hatlarında AKT-1 gen ifade düzeyleri 
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Şekil 24. MCF-7 hücre hatlarında  H- Prune gen ifade düzeyleri 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Araştırmacılar kanser gibi henüz tam anlamıyla tedavisi olmayan hastalıklara karşı bitkisel 

ürünlerden faydalanma yolunda çalışmalarını sürdürmektedir. Geçmişte olduğu gibi 

günümüzde de fitoterapi uygulamaları devam etmektedir. Gelişen teknoloji ile beraber 

bitki materyallerini doğrudan kullanmak yerine bitkilerden elde edilen primer ya da 

sekonder metabolitler araştırmacılar için bu tip hastalıklara etken madde olma potansiyeli 

olmaktadır [97]. 

Kanser gibi hastalıklarda bilim insanları tedaviye ek olarak hem kanseri önlemek hem de 

kanser gelişimini geciktirmek için doğal ürünlerin klinik çalışmalarını yapmaktadır. 

Özellike son yıllarda artan vaka sayıları, ilaçların hastalar üzerinde oluşturduğu yan etkiler, 

tedavi maliyetlerin yüksek olması ve artan ilaç dirençlerine karşı bitkisel kaynaklı doğal 

bileşenlere olan ilgi artmaktadır.  Oleanolik asit gibi doğal metabolitlerin kanser önleme 

gibi çeşitli farmakolojik etkileri son yıllarda büyük ilgi çekmiştir. Günümüzde kanser ile 

tedavisinde kullanılan yöntemlere ek destekleyici terapötik ajanlara ihtiyaç duyulmaktadır 

[98]. 

Yapılan çalışmada, oleanolik asitin insan meme hücre hattı üzerine sitotoksik etkileri 

belirlmiş ve aynı zamanda iyi bir model organizma olan Drosophila melanogaster larvaları 

üzerine öldürücü etkisi araştırılmıştır. Çalışmada oleanolik asidin 1, 5, 10, ve 20 mM 

konsantrasyonlarında çözeltiler yabanıl tip D.melanogaster III. Instar larvalarına 

uygulanmıştır. 10 dişi ve 10 erkek taze besiyerinde 25 °C ve % 60 nem ortamında 24 saat 

inkübe edilmiştir. Konsantrasyonlarda bulunan maddeler doğrudan larvalar üzerine 

uygulanmıştır ölüm oranları LC 50 ve LC 99 değerleri 10,4 mM ve 32,5 mM olarak 

belirlenmiştir.  

Oleanolik asitin D. melanogaster üzerindeki uygulamasında hem normal hem de 

malign(kötü huylu) hücrelerde hücre profilerasyonu, hayatta kalma, metobalizma ve 

anjiyogenez dahil olmak üzere birçok hücresel fonksiyonlarını düzenleyen AKT-1 geni 

üzerinde anlamlı kabul edilmiştir. Yine oleanolik asidin D. melanogaster üzerinde CG15530 

ve PN gen ifade düzeyleri kontrol gruplarına göre uygulanan bütün konsantrasyonlarda 

anlamlı olarak belirlenmiştir. Ancak DR-BUFFY gen ifade düzeyinde kontrol grubuna 

göre herhangi bir anlamlılık görülmemiştir. 
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MCF-7 hücre hatları üzerine yapılan çalışmada ise BCL-2 ailesinin bir üyesi olan 

programlanmış hücre ölümünü düzenleyen BAD ve AKT-1 geninde anlamlılık 

göstermemiştir. Ancak lenfositlere benzer bazı hücrelerin apoptotik ölümlerini engelleyen 

BCL-2 ve hücre motilitesinin indüksiyonu yoluyla kanser ilerlemesini ve metastazı uyaran 

H-Prune genlerinde anlamlılık tespit edilmiştir. 

Gyeong-Ji Kim ve ark.’ larının oleanolik asit üzerine yapmış oldukları çalışmada farelerde 

prostat kanseri hücre hatlarında DU145, MCF-7 meme kanseri hücrelerinin ve u87 insan 

glioblastoma hücrelerinin canlılığı, apoptotik aktivitileri ve hücre döngülerini 

incelemişlerdir. Çalışma sonra oleanolik asit ile tedavilerin tüm hücre dizilerinde 

profilereasyonu inhibe ettiği, sitotoksik etkileri için IC50 değerlerinin DU145, MCF-7 ve u87 

hücre hatlarında 112.57, 132.29 ve 163 ug/mL olarak rapor etmişlerdir. Ayrıca oleanolik 

asitin tedavilerde hücre tipine bağlı olarak hücre ilerlemesini ve apaptozu etkilediğini 

belirtmişlerdir [99]. 

Yapılan tez çalışmasında elde edilen verilen ışığında ileride protein düzeyinde ve farklı 

kanser hücre hatlarında da Oleanolik asitin etkilerinin belirlenmesi hedeflenmektedir. 
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