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OZET

Son yillarda ilag bulma ve gelistirme ¢alismalarinda, biyolojik etkinligi bilinen bir
molekiilden yola ¢ikilarak kimyasal veya biyoteknolojik yontemlerle turevlendirme ile
daha yiiksek biyolojik aktiviteye ve daha az yan etkiye sahip ilaclarin elde edilmesine

yonelik caligmalar 6nem kazanmustir.

Bu calismada farkli biyolojik aktivite gosterdigi bilinen betllin molekilinin
bakteriyel kilturler ile biyotransformasyontepkimeleri sonucu tirevlerinin elde edilmesi,
betllin ve elde edilmesi muhtemel tirevlerin antimikrobiyal ve A549, HepG2 ile 5RP7
kanser hiicrelerine kars1 apoptotik etkilerinin ortaya konmasi amag¢lanmstir. Betulinin 7
farkli  bakteri (StaphylococcusaureusATCC 6538, ProteusvulgarisNRRL B-123,
BacillussubtilisNRRL  B-4378,  StreptomycesgriseolusNRRL  B-1062,Escherichia
coliATCC 8739, StaphylococcusaureusATCC 43300 ve BacillusvelezensisNRRL B-
14580) ile gergeklestirilen biyotransformasyon tepkimelerinden saf metabolit Gretilemedi.
Antikanser aktivite ¢alismalarinda, betlin molekilinin A549, HepG2 ve 5RP7 hiicre
dizilerine kars1 sirastyla 207.7, 125.0 ve 28.3 pg/mL 1Kso degerlerine sahip oldugu
bulunmustur. SI degerleri ise sirasiyla 30, 50 ve 223 olarak belirlenmistir. Bu durum
betlinin aktivitesininA549 ve HepG2 hiicrelerine karst secici olmadigi ve saglikli
hiicrelere kars1 sitotoksisitesinin etkinligini smirlandirdigini, ancak 5RP7 (28.33+1.53
pg/mL) hiicresine karsi segici olarak sitotoksik etkinlik gosterdigini sdylemek miimkiindiir.

Ayrica bunun etkisinin apoptotik mekanizmaya dayandigi gésterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Betilin, biyotransformasyon, biyolojik aktivite,apoptotik
etki, bakteri.
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SUMMARY

In recent years, research Studies based on derivatisation of a biologically active
molecules through chemical and Biotechnological methods to develop more active drug
ingredients with less side effects have gained importance in finding and developing new drug

canditate molecules studies.

In this study it was aimed at obtaining derivatives of betuline which is known to
exhibit a variety of Biological properties through biotransformation Reactions with bacterial
strains and investigating the antimicrobial activities and apoptotic effects against A549,
HepG2 and 5RP7 cancer cell of betuline and its possible metabolites. Biotransformation
reactions of betuline by 7 bacteria (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Proteus vulgaris
NRRL B-123, Bacillus subtilis NRRL B-4378, Streptomyces griseolus NRRL B-1062,
Escherichia coliATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 43300 and Bacillus velezensis
NRRL B-14580) produced no pure metabolite. In in vitro anticancer activity studies, betuline
was found to exert anticancer activity against A549, HepG2 and 5RP7 cell lines with an IC50
value of 207.7, 125.0 and 28.3 pg/mLwhereas SI values were found to be 30, 50 and 223,
respectively. This indicated that betuline activities against A549 and HepG2 cell lines were
nonselective and limited its cyctotoxic activity against healthy cells but it is possible to say
that it exerted selective activity against SRP7 cell (28.33+£1.53 pg/mL). In addition, it was

shown that its effect is based on apoptotic mechanism.

Keywords: Betulin, biotransformation, biological activity, apoptotic effects, bacteria.
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1. GIRIS VE AMAC

Yeni ilaclarin kesfi, 6liimciil hastaliklarla miicadelede ve yasam siiresinin daha
kaliteli bir hayata donistiiriilebilmesi, giiniimiizde kiiresel ekonomide ila¢ ekonomisini en
yiiksek aragtirma-gelistirme potansiyeline sahip endiistrisi haline getirmistir. Bu yilizden
yeni ila¢ molekiillerin tespiti ve gelistirilmesine yonelik bilimsel ¢alismalarin sayis1 hizla
artmistir. Glinlimiizde ticari olarak iiretilen ve kullanilan ila¢ adaylarinin saptanmasina
yonelik ¢alismalar, {i¢ sekilde sunulmaktadir. Bunlar; deniz organizmalari, kara hayvanlari,
kara bitkileri ve mikroorganizmalarin metabolitlerinin olusturdugu dogal kaynakli
bilesikleri temel alan c¢alismalar, reseptor veya enzim-substrat teorisine dayali
"kombinatoryal kimya" teknolojisi ile iiretilen ve sayilart milyonlar1 denk gelen sentetik
kimyasal maddeleri temel alan ¢alismalar ile rekombinant teknolojisi ile (Gretilen
biyoteknolojik ilaglardir. Bu yaklasimlardan ilag aday molekiilii tespiti ve gelistirilmesinde
en yaygin olarak kullanilani, Reseptor veya Enzim-substrat teorisine dayali "kombinatoryal
kimya" teknolojisidir. Ayrica son yillarda biyolojik etkinligi bilinen bir molekilden yola
¢ikarak tiirevlendirme islemi ile daha yiiksek biyolojik aktivite ve daha az yan etkiye sahip
ilaglarin elde edilmesine yonelik ¢alismalar da onem kazanmistir. ilag gelistirme uzun
yillar gerektiren pahali bir siiregtir. Yapilan ¢aligmalar yaklasgik 10,000 tane ilag
molekiilinden yalnizca 10 tanesinin klinik asamada test i¢in kullanilabilir hale

gelebildigini gdstermektedir.

Bu c¢alismada farkli biyolojik aktivite gosterdigi bilinen betlilin molekulinun
bakteriyel kaltlrler ile biyotransformasyon tepkimeleri sonucu tirevlerinin elde edilmesi,
betllin ve elde edilmesi muhtemel tirevlerin A549, HepG2 ile 5SRP7 kanser hiicrelerine

kars1 apoptotik etkilerinin ortaya konmasi amaglanmustir.



2.LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Biyotransformasyon Tanim

Biyotranformasyon, canli sistem enzimlerinden ya da bu sistemlerden elde edilen
izole enzimlerin (biyolojik katalizorleri) kullanimiyla bir maddeden baska bir maddeye
biyolojik yollardan dogal doniisiimii olarak tanimlanir (Hanson, 1995; Telefoncu ve
Kasikara, 2010). Ik deneysel ve bilimsel anlamli biyotransformasyonlardan biri Pasteur
tarafindan 1858°de gergeklestirilen Penicillium glaucum kullanilarak D-enantiyomerin
secici parcalanmasiyla, D-L-ammonium tartarat’tan L-ammonyum tartarat elde edilisidir

(Telefoncu, 1995).

Her gecen gin biyotransformasyon tepkimelerinin maddelerin Uretiminde
kullanilmasi artmaktadir. Baslica kullanildigi alanlar; antibiyotik Gretimi, ila¢ etken
maddeleri, gida katki maddeleri ve esans maddeleri Gretimi gibi alanlardir. Atik sularin
temizlenmesi ve geri kazanimi gibi ¢evre sorunlarinin ¢éziimiinde de kullanilan bir
tekniktir. Biyotransformasyon teknigi, enzimler tarafindan gergeklestirilen bir ya da birden
fazla tepkimeleri icerir (Faber, 2004).

2.2. Biyotransformasyon Teknikleri

Biyotransformasyon tepkimeleri toplamda bes farkli sekilde gerceklestirilebilir.
Bunlar (Sekil 2.1);



Biyotransformasyon Teknikleri

Duragan hiicreler ile

Immobilize hiicreler ile

Sporlar ile

Serbest ve immobilize hiicreler ile

Biiyiiyen/ ¢ogalan hiicreler ile

Sekil 2.1. Biyotransformasyon teknikleri

2.2.1. Duragan hiicreler ile biyotransformasyon

Mikroorganizma ideal besi ortaminda iiretilir, santrifiij ve filtrasyon gibi ¢esitli
fiziksel yontemlerle ayrilir. Ayrilma igleminden sonra biyotransformasyon i¢in kullanilan
besi ortaminda dagitilip substrat ilavesi gerceklestirilir. Hiicre canliligini koruyabilmesi
icin bir miktar glukoz eklenir. Bu yontemin en biyik stiinliigii biyotransformasyon
stiresince ortamdaki hiicre sayisinin sabit kalmasi ve iirlin izolasyonunun kolayligidir

(Telefoncu ve Pazarlioglu, 2010).

2.2.2.immobilize hiicreler ile biyotransformasyon

Mikroorganizmalar, substratin ve iriiniin gegisine izin saglayacak sekilde bir
polimer matrikste immobilize hale getirilerek gergeklestirili. Bu polimer matrikslere,
nisasta, kappa-karragenan ve poliakrilamid 6rnek verilebilir. immobilize hiicreler surekli
ortamdan uzaklastirilip tekrar kullanilabilir. Bu kullanim yontemin daha avantajli olmasim

saglar (Rajaguru vd., 2000; Armstrong ve Yamazaki, 1986).



2.2.3. Sporlar ile biyotransformasyon

Mikroorganizmalar spor olusumu i¢in uygun kosullarda tiretilir, sporlar misellerden
ayrilarak soguk ortamda saklanir. Biyotransformasyon yapilacagi donemde bu sporlardan
faydalanilir. Sporlarin depolanma kolaylig1 ve tekrar kullanilabiliyor olmasi bu teknigin

avantajidir (Rajaguru vd., 2000; Kivang ve Kaplan, 2001)

2.2.4.Serbest ve immobilize enzimler ile biyotransformasyon

Immobilize hiicrelerin biyotransformasyonda kullanilmasi ¢ok daha ekonomiktir.
Fakat buna ragmen, ¢ok basit yapida ki bir hlicrede binlerce enzim bulundugundan 6tiiri
olugsmasi istenmeyen yan reaksiyonlara ve Urlnlere sebep olabilir. Bundan dolay1 bu
yontemin kullanimi tercih edilmez. Bu yontem yerine pahali olsa da tek tip enzim tirl
iceren serbest enzim sistemleri kullanilarak bu sorun ¢o6ziilmektedir (Telefoncu ve
Pazarlioglu, 2010).

2.2.5. Bityiiyen/ cogalan hucreler ile biyotransformasyon

Mikroorganizma ideal besiyerinde ¢alkamali sistemde iiretilir ve iiretilen hiicreler
tizerine belirlenen derisimlerde biyotransformasyona ugratilacak substrat eklenir. Bu
yontemin avantaji hem basit olmasi hem de yiiksek verim elde edilebilirligidir (Roberts,

vd., 1992).

2.3. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olusan 30 C’lu iskelete sahip yapilardan
olugsmaktadir. Monoterpen ve seskiterpenlere gore daha karisik bir siklik yapiya sahiptirler.
Yiksek erime noktali ve kristal yapidadirlar, bazi hayvanlar ve bitkilerden elde

edilebilirler. Bitkilerden elde edilen triterpenler apolar ¢oziiciilerle yapilmis ekstrelerde ve
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yaglarda bulunur. Bunlardan bazilar1 olan a-amirin, f-amirin, ursolik asit ve oleanolik asit
yaygin bir sekilde bitki yapraklarinda ve meyve (zerindeki mumsu tabakada bulunurlar.
Mumsu tabakada bulunan triterpenlerin mikrobiyal saldirilara karsi koruyucu ve bdcekleri
uzaklastiric1 fonksiyonlari oldugu diistiniilmektedir (Cseke, 2006). Triterpenlerin bir kismi
dogada da bulunurlar. Cok sayida farkli iskelete sahip olan triterpenler sahip olduklari
halka sayisina gore siniflandirilabilir. Bunlar (Sekil 2.2);

[ Triterpenler ]

Asiklik Triterpenler

Monosiklik Triterpenler

Bisiklik Triterpenler

Trisiklik Triterpenler

Tetrasiklik Triterpenler

Pentasiklik Triterpenler

INNNNNI

Sekil 2.2. Triterpenlerin siniflandirilmasi

Yukarida belirtilen gruplar icinde ayirimlar, halkalarin igerdikleri iiye sayisina
gore yapilabilir. Bu tiir bir siniflandirmada tetrasiklik ve pentasiklik triterpenlerin
gruplandirilmast 6nemlidir. Ciinkii dogadan elde edilen bir¢ok triterpen bu gruplarin

uyesidir (Sekil 2.3).



Asiklik Triterpen

Bisiklik Triterpen Monosiklik Triterpen
X
Kadidena Farnesol
Trisiklik Triterpen Tetrasiklik Triterpen
Ambran Ophan

Pentasiklik Triterpen

Olenan

Sekil 2.3. Triterpenlere 6rnek molekiller



2.3.1. Triterpenlerin Biyosentezi

Terpenoid bilesikler izopren gruplarinin birbirleriyle birlesmesinden olusurlar.
Terpenoidlerin izopren gruplarindan olustugunu ilk fark eden kisi Otto Wallach’dir ve
“Izopren Kuralmi” ileri siirmiistiir. Bu kurali biraz daha gelistiren Leopold Ruzicka
“Izopren Biyo-olusum Kurali” hipotezini olusturmustur (Teisseire, 1994). Ruzicka’nin
kurali terpenoidlerin olusumunun izopren gruplari tarafindan olusturulan oncii gruplar

lizerinden yiiriidiiglinii anlatmaktadir.

Terpenlerin biyosentezi mevalonik asit yolu ile baglar. Bu biyosentezin basamaklari
tum bitki, hayvan ve bakterilerde aym sekilde olmaktadir. Oncelikle yaglarin
oksidasyonundan ya da iki asetilkoenzim-A molekilinun tiyolaz enziminin
katalizorliigiinde kondenzasyonundan asetilkoenzim-A olusur. Bagka bir asetilkoenzim-A
molekdli ile aldol tipi bir kondenzasyon ve enzim ile hidrolitik par¢alanma sonucu, (S)-3-
hidroksi-3-metilglutaril-KoA olusur (Akay, 2002).

Bu molekilln tiyoester grubunun NADPH ile indirgenmesi ve spesifik rediiktaz
enziminin katalizorliigiinde (R)-mevalonik asit olusur. Indirgenme basamag: tek yonlu, geri
dontlisimsiiz  olarak gergeklesir. (R)-Mevalonik asit, ATP ile fosforilasyon ve
dekarboksilasyonla izopentanilpirofosfat’a (3-metilbut-3-enilpirofosfat) doénistiriliir.
(Akay, 2002).

Bu basamakta izomerizasyon dimetilallilpirofosfat’1 verir. Bundan sonra bir gesit
kondenzasyon-polimerlesme ile izopentenilpirofosfat terpenlere doniistiiriilir. Bu
bilesikteki reaktif alillik pirofosfat grubunun ¢ift bagla niikleofilik yer degistirme ve proton
kaybiyla trans-geranilpirofosfat ve bunun hidrolizinden de monoterpenler meydana gelir
seskiterpenlerin olusumu farnesol iizerinden, diterpenlerin olusumu geranilgeraniol
tizerinden ve triterpenlerin olusumu skualen {izerinden gergeklesmektedir (Nelson, 2005).

Izopren biriminin biyosentezi Sekil 2.4’de verilmistir.
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Sekil 2.4. Izopren birimi biyosentezi (Mann,1994)

Triterpenlerin biyosentezi, skualen molekuliniin katyonik saldiriya ugramasiyla
baglar ve farkli yollara sahip siklizasyonlar ile devam eder. Siklizasyonlar1 gerceklestiren
enzimler triterpen sentazlardir. Triterpen biyosentezi temelinde skualen bulunsa da, skualen
tirevleri de triterpen olusumunda kullanilir. Bu tlrevlere; 2,3-oksidoskualen, trans-skualen,
bis-oksidoskualen molekdlleri 6rnek olarak gosterilebilir. Skualen molekilu 6 izopren
biriminin birlesmesi ile olusan 6 ¢ift baga sahip 30 karbonlu molekildir. Cok sayida ¢ift

baga ve karbon sayisina sahip olmasi tiirevlenme olasiligini arttirir.

Bundan kaynakli olarak triterpen molekiillerinin sayis1 fazladir. Bu ¢aligmada
kullanilan Betulin molekiilii pentasiklik triterpen yapisinda bulunmaktadir. Sekil 2.5 *de

pentasiklik triterpenlerin biyosentezi verilmistir.



CHs
Hg,C)\/\O farnesil pirofosfat 1% OH
I OH p | i
| =p—0-P=
0=pP—0-P=0 sentaz CH, e} |? ¢} FI> 0
OH  OH OH  OH

HsC

i tenil pirofosfat
1zopenient’ pirotosia farnesil pirofosfat

skualen
sentaz

CHg CHj CHj

CHj CHj CHg

skualen

skualen
epoksidaz

H;C

= =
CH;  CH,
CHs

2,3-oksidoskualen

lupeol
sentaz

amirin amirin
sentaz sentaz

amirin amirin

Uvaol l Eritrodiol

7,
7,
Z,

Ursolik asit

Betiilinik asit Oleanolik asit

CHj

Sekil 2.5. Pentasiklik triterpen biyosentezi
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2.3.2. Triterpenlerin biyolojik aktiviteleri

Bitki ve hayvanlardan izole edilen triterpenler 6nemli biyolojik ve farmakolojik
aktivite gosterdiklerinden, son donemlerde bilimsel arastirmalara konu olmuslardir. Bu
calismalarda kimyasal ve/veya biyoteknolojik yollarla tirevlendirme ile yeni molekdllerin
elde edilmesi, elde edilen bu tiirevlerin baslangic maddelerine oranla biyolojik aktivitesinin
artirtlmas1 hedeflenmektedir. Triterpenler ile gerceklestirilen bazi biyolojik aktivite

calismalar1 sunlardir;

» Antimikrobiyal aktivite
» Antiviral aktivite

» Antikanser aktivite

> Antibakteriyel aktivite

> Sitotoksisite

Bu c¢alismalar sonucunda yapilar1i degistirilen triterpenlerden bazilar1 Onemli

biyolojik aktivite gdstermislerdir.

Birgok triterpen serbest bazilar1 ise 6zel birlesik formlardan olusur. Pentasiklik
triterpenler ¢cok yaygindir ve bulunmasi ¢ok kolaydir. Bu triterpenler genis bir biyolojik
aktiviteye sahiptir ve ilaglarda etkilerinin iyi oldugu arastirmalarda goriilmiistiir.
Pentasiklik triterpenlerde betiilin dogada en yaygin bulunan bilesiktir ve betiilinik asit
biyosentezinin dncusidir. Betiilinik asit gelecegi olan bir bilesiktir ve kanser hucrelerinde
apoptozu indukleyerek etki gosterdigi bilinmektedir. Pentasiklik triterpen yapisina sahip
diger onemli bilesikte lupan’dir. Lupan bilesiginin anti-inflamatuar, antikanser etkisi
tizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir ve yapilan deneylerde anti-inflamatuar etki

gosterdigi ortaya konmustur (Szakiel vd., 1995) (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Triterpenlerin biyolojik aktivitesi

11

Triterpen Biyolojik Aktivite Kaynakca
Betdlin % Antimikrobiyal aktivite | -Cota
2 Antiviral aktivite vd. 2003
- - o -Pavlova
X A-ntlkan?er ak-t|V|te vd.. 2003
s Sitotoksik etki “Thi Mai
 Antifungal aktivite vd.,2011
-Po-wei vd.,
2012
Betilinik < Antitimor aktivite -Jiti
. Patocka
asit . . )
% Antiviral aktivite
2003
< Antibakteriyel aktivite | _safayhi
% Antiinflamatuar aktivite | vd-, 1997
Lupeol % Antiinflamatuar aktivite
-Jifd
Patocka,
2003
Amirin EHs < Antimikrobiyal aktivite
¢ Antifungal aktivite -Vazquez
vd.,2012

Antiinflamatuar aktivite
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2.4. Betillin

Betlilin, organik yapiya sahip pentasiklik bir triterpendir. Dogal bir iiriin olup, hus
agaclarinin kabugundan izole edilir (Miura vd., 1999; Liu vd., 2011; Grishko vd., 2014).
(Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Hus agaclari resimleri

Genis kimyasal c¢esitlilik gosterir ve biyolojik 6zellige sahiptir. Uzun zaman
hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Son yillarda yapilan birgok bilimsel ¢aligmada bazi
kanser tiirlerine karsi sitotoksik etki gosterdigi ortaya konmus ve etki mekanizmasi
calisilmistir. Dolayistyla betiilin molekiilii antikanser ilaglarin bulunmasi c¢aligmalarina
konu olmus olup, ¢ikis molekiilii olarak kullanilarak yeni kanser ilaglarin kesfedilmesinde
kullanilmaktadir (Miura vd., 1999; Liu vd., 2011; Grishko vd., 2014). Sekil 2.7°de

betiilinin molekiil yapist verilmistir.
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Sekil 2.7. Betiilin molekdiliiniin yapis1

2.4.1. Betulinin biyotransformasyon tepkimeleri

Betilin molekiilii ile gergeklestirilen literatiir ¢aligmalart Sekil 2.8°da gosterilmistir.
Sekil incelendiginde betiilin molekiiliiniin mantar, izole enzim ve bakteriler kullanilarak
gergeklestirilen biyotransformasyon tepkimeleri sonucunda genellikle betiilon ve bettlinik

asit tlirevlerine doniistiigli goriilmektedir.

Ayrica betiilin ile yapilan ve olumlu sonu¢ alinamayan biyotransformasyon
tepkimeleri de bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin birinde betiilin molekiilii 28 farkli fungal
kaltdr ile biyotransformasyona tabi tutulmus, biyotransformasyon sonucu elde edilen
ekstraktlarda ¢ok sayida bilesik igceren karisimlar elde edilmistir. Fakat kolon
kromatografisi ve MPLC (orta basingli sivi kromatografisi) teknikleri ile gerceklestirilen
saflastirma calismalar1 sonucunda herhangi bir saf metabolit elde edilemedigi belirtilmistir

(Ozsen, 2018).
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o

Betiilinik asit

in biyotransformasyon turevleri

Sekil 2.8a. Betill
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Betilin

Sekil 2.8b. Betiilin biyotransformasyon tirevleri

2.4.2. Betilinin biyolojik aktiviteleri

Pentasiklik triterpen yapisina sahip bir molekil olan betllinin pek ¢ok kanser
tirine karst etki gosterdigi goriilmistiir. Betiilin molekulunin; antikanser, anti-HIV,
antiviral, antiproliferatif ve apoptotik ozellikleri gibi pek ¢ok aktivite gosterdigi ortaya
konmustur (Alakurtti vd., 2006; Mai vd., 2011; Sultana ve Saify, 2013; Rastogi vd., 2015;
Ali-Seyed vd., 2016). Betulin molekiilii ile gerceklestirilen mevcut biyolojik aktivite

calismalar1 Cizelge 2.2’de gosterilmistir.



Cizelge 2.2. Betdlinin biyolojik etkileri

Cota vd.,2003 Antimikrobiyal
aktivite

Pavlova vd.,2003 Antiviral aktivite

Laszczyk Antikanser aktivite
vd.,2006
Zhao vd.,2012 Antibakteriyal
[Gram(+)]

Sultana ve Saeed Antiviral aktivite

Saify, 2013 Anti-inflamatuar
aktivite

Antitumor aktivite

Fotso vd.,2014 Antimikrobiyal etki
Corréavd.,2014  Anti-enflamatuar etki
Antimikrobiyal etki
Yim vd., 2015 Apoptotoik Etki
Li vd., 2010
Alvarez vd., 2015

Antimikobakteriyal
Sitotoksite
Antiviral aktivite
Hajati vd., 2016  Antioksidan aktivite

Yoshida vd., Mutajenik etki
2016 (Ames Testi)

Betulin

Betulin

Betulin

Betulin

Betulin

Betulin

Betulin

Betulin

Betulin

Betulin

Betulin

Betulinik A.

Betulin
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Fusarium oxysporum

Herpes simplex tipl
InfluenzaFPV/Rostock
ECHOG virusleri
HepG2 hicrelerine ve

Cilt kanserine kars1
B. subtilis
S. aureus
Human immunodeficiency
virus
Herpes simplex virus
Epstein Barr virus
Human melanoma
Ve Human melignancies

Candida albicans

Escherichia coli
Candida albicans
RCC4-c¢oklu ilaca direncli
insan renal karsinom hucreleri
M. tuberculosis (H37Ra)
CCso huicreleri
Herpes Simplex (HSV1,
HSV2)

B. pendula hiicre slispansiyon
kalturleri
Salmonella typhimurium
kaltdrleri (TA98, TA100,
TA102, and TA97a)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Genel Deneysel Bilgiler

Biyotransformasyon ¢alismalarinda kullanilan besiyeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu Systec VE 65 marka otoklav ile gerceklestirildi. Kiiflerin aktive edilmesi
ve biyotransformasyon c¢aligmalarinda kullanilan derin kiiltiir teknigi i¢in Gerhardt
THO 500 Laboshake g¢alkalamali inkiibator kullanildi. Mikrooganizmalarin aktariima
ve steril kosullarda ekim islemleri Herasafe steril kabininde gerceklestirildi. Elde
edilen ekstraktlart buharlastirip ¢oziicii fazindan ayirma islemleri ise Rotary
Evaporator Heidolph Hei-VAP Precision cihazi ile saglandi. Kolon kromatografisi i¢in
Biichi Sepacore X10 MPLC Flash kromatografi sistemi kullanildi. Saflastirma
esnasinda gerceklestirilen ince tabaka kromatografisi (ITK) ¢alismalari iginse 0,25 mm
kalinhiginda silika jel plakalari (Merck silika jel GF254) kullanildi. Coziicii sistemi
olarak etil asetat- hekzan (1:1) karisimi tercih edildi. On denemeden elde edilen
spotlar, bilesenleri anisaldehit (0,5 mL), siilfiirik asit (8 mL), metil alkol (85 mL),
asetik asit (10 mL) olan reaktif ile renklendirdikten sonra 1sitilarak (110°C) belirgin

hale getirildi.

3.2. Materyaller, Kimyasal Maddeler, Mikroorganizmalar

Biyotransformasyon deneyleri esnasinda kullanilan kimyasal maddeler ve

cozlculer ise Cizelge 3.1’°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

* n-Hekzan * Anisaldehit

* Aseton » Potato dekstroz agar

« Susuz Sodyum Siilfat (NazSOa) * Piridin

« Disodyum hidrojen fosfat (NazHPO4 * Glikoz

« SUlfurik asit (H2SO04) * Pepton

» Yeast Ekstrakt * Asetik asit

» Metanol (MeOH) * Hidroklorik asit (HCI)
« Sodyum klorur (NaCl) » Malt ekstrakt agar

« Etil asetat (EtOAC) * Asetik anhidrit

* Agar agar « Sodyum Hidroksit (NaOH)
« Sodyum bikarbonat (NaHCO:3) « Etanol (EtOH)

Mikrobiyal biyotransformasyon ve biyolojik aktivite c¢aligmalarinda kullanilan
mikroorganizmalar Anadolu  Universitesi Farmakognozi Anabilim Dali  kultlr
koleksiyonlarindan saglandi. Alinan kiiltiirler +4°C’de muhafaza edildi. Cizelge 3.2.’te tez

calismasinda kullanilan 7 farkli bakterinin adlar verilmisti

Cizelge 3.2. Kullanilan bakteriler

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Proteus vulgaris NRRL B-123
Bacillus subtilis NRRL B-4378
Streptomyces griseolus NRRL B-1062
Escherichia coli ATCC 8739

Staphylococcus aureus ATCC 43300

Bacillus velezensis NRRL B-14580
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3.3. Biyotransformasyon Calismalari

3.3.1. Mikroorganizmalarin iiretimi ve ¢cogaltilmasi

Kiiltiir koleksiyonlarindan alinan bakteriler Mueller hinton agar (MHA) (Sigma M-
9552) besiyerinde tretildi. Daha sonra hazirlanan bakteriler Mueller hinton broth (MHB)
(Merck 1.10293) s1v1 besiyerlerine aktarilarak ¢ogaltildi.

Secilen bakteri kultirleri -83°C dereceden ¢ikartilarak, 34 gr/L distile suda ¢ozulup
121°C derecede 10 dk otoklavlanarak steril edilen ve oda sicakligina sogutularak
hazirlanan MHA (Mueller Hinton Agar) ylizeyine bir 6ze ucu ile aktarilarak ¢izgi ekimi

yapildi ve 20-24 saat 37°C’de biiyiimeleri saglandi.

3.3.1.1. Mueller hinton agar besiyeri bilesenleri

Et ekstrakt1 5049

Kazein hidrolizati 175¢g
Nisasta 159
Agar 120g¢

Secilen bakteri kulturleri -83°C dereceden ¢ikartilarak, 34 gr/L distile suda ¢ozulup
121°C derecede 10 dk otoklavlanarak steril edilen ve oda sicakligina sogutularak
hazirlanan MHA (Mueller Hinton Agar) yiizeyine bir 6ze ucu ile aktarilarak ¢izgi ekimi

yapildi ve 20-24 saat 37°C’de biiyiimeleri saglandi.
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3.3.1.2. Mueller hinton broth besiyeri bilesenleri

Et ekstrakt1 5049
Kazein hidrolizati 175¢
Nisasta 159

Ticari olarak satin alinan besiyeri litrede 21 g olacak sekilde tartilip 1000 mL
saf suda ¢oziildii. Otoklavda 1.1 atmosfer basincinda, 121°C’de 60 dakika siire ile steril
edildi. MHB besiyeri bakterilerin biyotransformasyon tepkimeleri ic¢in sivi besiyeri
olarak kullanildi.

3.3.2 Biyotransformasyon tepkimesinin gergeklestirilmesi

Katt MHA ylizeyi iizerinde biiyiitiilen mikroorganizmalar, mikroorganizma
yogunlugu Mac Farland No: 0.5 olacak sekilde ayarlanarak 100 pL’si, icerisinde 100 mL
steril MHB (Mueller Hinton Broth) ¢ozeltisi iceren 250 mL’lik erlenlere aktarildi. Bu
erlenler 20-24 saat boyunca 37°C derecede calkalayicili inkiibatorde bekletildi. Daha

sonra bu erlenlere asetonda ¢6ziilerek hazirlanmis betulin gozeltisinden (15 pg/mL) 1 mL
ilave edildi ve 30-35°C’de dairesel ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bakterilerin hazirlig1 ve preinkiibasyon asamasi
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3.4. Metabolitlerin Ekstraksiyonu ve Analizi

30-35°C’de dairesel ¢alkalayicida bekletilen erlenlerden 3., 5. ve 7.gunlerde 10 mL
ornek alinarak 6,000 g, 10 dk santrifiijlendi. Ardindan biyokiitleden ayrilan siipernatan
kisim alinarak 20 mL etil asetat ile 2 defa ckstrakte edildi. Organik faz evaporatorde

ucuruldu ve ITK ile metabolit varlig1 tespiti yapild: (Sekil 3.2).

Substrat

-

Sekil 3.2. Substrat ilavesi, inkiibasyon, filtrasyon ve ekstraksiyon asamalari

3.5. Sitotoksisite Testleri

Betlinin antikanser etkisinin arastirillmasinda, HepG2 (insan hepatoselller
karaciger karsinoma-ATCC® HB-8065™), A549 (insan akciger adenokarsinoma-ATCC®
CCL-185) ve 5RP7 (sigan embriyonik fibroblast) hiicre dizileri kullanildi (ATCC, ABD).
Antikanser aktivitenin selektivitesi ise NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hiicre dizisi
(ATCC® CRL-1658™) {izerinde degerlendirildi (ATCC, ABD).

3.5.1. Hucrelere uygun besiyerinin hazirlanmasi
HepG2 Insan hepatoseliiler karaciger karsinoma hiicre dizisi igin, son derisiminde

%10 Fotal Buzagi Serumu (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya), %1 Penisilin-Streptomisin
(Sigma-Aldrich, Almanya), %89 Eagle''n Minimum Esansiyel Medyumunu (EMEM)
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(Sigma-Aldrich, Almanya) ve 2 g/L NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Almanya) igerecek sekilde

hazirlanan besiyeri kullanildi ve pH 7.4’e ayarlandi.

A549 Insan akciger adenokarsinoma hiicre dizisi i¢in ise son derisimde %10 FBS
(Sigma-Aldrich, Almanya), %1 Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich, Almanya) ve %89
RPMI-1640 Medyum (Sigma-Aldrich, Almanya), 2 g/L NaHCOs (Sigma-Aldrich,

Almanya) igerecek sekilde hazirlanan besiyeri kullanildi ve pH 7.4’e ayarlandi.

NIH/3T3 fare embryonik fibroblast hiicre dizisi ve 5RP7 H-ras onkogen aktif fare
fibroblast hucreleri igin, son derisimde %10 FBS (Sigma-Aldrich, Almanya), %1
Penisilin-Streptomisin  (Sigma-Aldrich, Almanya), %89 Dulbecco’nun Minimum
Esansiyel Medyumunu (DMEM) (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 2 g/L NaHCO3 (Sigma-
Aldrich, Almanya) icerecek sekilde hazirlanan besiyeri kullanildi ve pH 7.4’¢ ayarlandi.

3.5.2. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi

Deneylerde kullanilan hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve deneye hazirlanmasi igin 2-3
gunde bir rutin olarak pasajlama islemi yapildi. Hiicreler kiiltiir sisesine 5 mL fosfat
tamponu ilave edilerek yikandi ve yikama c¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildi. Kaltar
sisesine tripsin EDTA ¢ozeltisi (1x) konularak hafif¢e ¢alkalandiktan sonra inkiibatorde
yaklasik 5 dk bekletildi (%5 CO2, %5 nem ve 37°C). Inkiibatorden alman kiiltiir
siselerinin tizerine 20-25 mL besiyeri ilave edilerek hiicreler siispanse edildi ve 1:2, 1:3
bolunerek yeni kiiltiir siselerine alindi. Kiiltiir siseleri inkiibatore konularak inkiibasyona
birakildi.

3.5.3. Hucrelerin plakalara ekilmesi

Inkiibatorden alinan hiicre kiiltiir sisesi, Ol0 hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine
gecmesini saglamak icin hafifce calkalandi ve steril bir pipetle kiiltiir sisesi i¢indeki
besiyeri alinarak atildi. Kiiltiir sisesine Tripsin-EDTA ¢0zeltisi (1x) konularak hafifce
calkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik 5 dk bekletildi. Inkiibatérden alman kiiltiir
siselerinin i¢ine besiyeri ilave edilerek pipet yardimiyla santrifiij tiipiine alindi. Santrifij

tiipli i¢indeki hiicre silispansiyonu calkalandiktan sonra 10 pL almarak 10 pL tripan
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mavisi (Biorad, ABD) ile boyandi ve 10 uL’si otomatik hiicre sayma cihazinda (Biorad,
ABD) sayildi. Hiicre siispansiyonu 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre kiiltiir
plakasina dagitilarak 24 saat inkiibasyona birakildi.

3.5.4. Hucrelere XTT sitotoksisite testinin uygulanmasi

Tetrazolium  tuzlarni olan XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-stlfofenil]-2H-
tetrazolum-5-karboksianilit ~ tuzu) ve MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium bromiir) canli hiicrelerdeki metabolik aktivitenin o6lg¢iilmesinde
kullanilmaktadir. Tetrazolium tuzlarin1 metabolizma ve solunum zinciri intakt hiicrelerde
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi ile formazana doniismektedir. Mitokondriyal
siiksinat dehidrogenaz sar1 renkli tetrazolyum tuzunu elektron kenetli reaktif varliginda

¢ozunur turuncu renkli formazana dontistirmektedir (Berridge vd., 2005).

Betllinin 3,9-500 pg/mL arasinda 8 seri dilusyonu (3,9; 7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 125;
250; 500 pg/mL) negatif ve pozitif kontroller ile birlikte plakalara uygulanarak 24 saat
inkiibasyona birakild1 (%5 CO2, %95 nem ve 37°C). Son DMSO derigimi <%0,1 olacak
sekilde ayarlandi. Negatif kontrol olarak DMSO %0,1, pozitif kontrol olarak ise sisplatin
kullanild1 (Altintop vd., 2012). 24 saatlik inklibasyon surresinden sonra hiicre kiltirlerinin
Ust kismu ters cevrilerek atildi. Hlcreler fosfat tamponu ile yikandiktan sonra yikama
cOzeltisi ortamdan uzaklastirildi. Hiicre kiiltiir plakasina 200 pL/kuyucuk olacak sekilde
besiyeri ilave edildi. XTT1 ve XTT2 cozeltileri (Xenometrix, Isvigre) 1:100 oraninda
karistirilarak hiicre kiiltiir plakasina 50 pL/kuyucuk olacak sekilde ilave edildi. Ardindan
3 saat inkiibasyona birakildi (%5 CO2, %95 nem ve 37°C). 3 saatlik inkiibasyon suresi
sonunda plakalar 5 dk hafif¢e ¢alkalandiktan sonra ELISA okuyucuda (Biotek, ABD) 480
nm’ de optik yogunluk (OD) degerleri okundu.

Test maddelerinin her bir derisimi i¢in % inhibisyon degerleri hesaplandi. %
inhibisyon degerlerine karsilik derisimleri ile doz-cevap egrisi ¢izilerek maddelerin
inhibitdr derisim 50 (iKso) degerleri hesaplandi ve maddelerin sitotoksik 6zellikleri
yorumlandi. Tiim deneyler 4 tekrarli ve 3 farkli zamanda tekrar edilerek yapildi. Sonuglar

ortalamazstandart sapma olarak verildi.
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% 1nhibisy0n= 100-[(0Dtest maddesi~ ODk(‘jr/Ongz[qu kontrol= ODkdr) X 100]

Betiilin bilesiginin selektivitesi dnceki ¢alismalar ile belirtilen formiil yardimiyla
hesapland1 (Popiotkiewicz vd., 2005). iKso degeri 500 ug/mL biiyiik degerler 500 olarak

alind.

Selektivite Indeksi (S1) = (IKso niHraTs/ K50 Hepc2isrRP7/AS49) X 100

3.5.5. MTT olguimu

Betulinin in vitro sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlendi. Bu amagla, deney igin
yeterli saytya ulasan 5RP7 hiicreleri Thoma lami ile sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her
kuyucuga 2x10° hiicre gelecek sekilde ekilerek ve ayn1 zamanda hiicrelere 3,9-500 pg/mL
derisimlerinde betulin ve pozitif kontrol (Sisplatin) eklenerek 37 °C’ de inkiibe edildi. 24
saat inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 pL MTT boyasi (5 mg/mL) ilave
edilerek, hiicreler 37 °C’ de 2 saat daha inkiibe edildi. Bu siire sonunda, hiicrelerden MTT
boyasi uzaklastirilarak her bir kuyuya 200 pL DMSO eklenip 10 dakika daha inkibe
edildi. Renk degisimi, ELx808-1U Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyu ile
belirlendi. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligt % 100 olarak kabul

edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi.

3.6. DNA Sentez Analizi

XTT metodu ile belirlenen betilin dozlarina bagl olarak, DNA sentez analizi Cell
Proliferation ~ELISA, BrdU (kolorimetrik) kit kullanilarak  Olgiildii.  Bu
immunehistokimyasal boyamaya dayali bir ydntem olup, spesifik bir anti-BrdU
kullanilarak hiicre siklusunun S-fazi siiresince timidin yerine bromodeoksiuridinin (BrdU)
niikleer DNA’ya katiliminin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir.  Boylece, bu metot
karsinojenik hicrelerde  DNA sentezinin inhibisyonu oraninin kolorimetrik olarak
dlciilmesini saglamaktadir (Malikova vd, 2008). Hicrelerin 2x10% yogunlukta olacak
sekilde 96°lik diiz tabanli mikroplakalara ekilmesinden sonra, ¢esitli derisimlerde (20, 50,
100, 200 ve 500 pg/mL) betilin ve pozitif kontrol (Sisplatin)(tumor hcrelerine ilave
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edilerek, mikroplakalar 37°C’de 24 saat boyunca %5 CO2 ve %95 nem tasiyan ortamda
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra, 2 saat siiresince hiicreler 10 uL BrdU c¢ozeltisi ile
isaretlendi ve sonra karistirildi.  Anti-BrdU-POD (100 pL) ilave edilerek 90 dakika
inkiibasyona birakildi ve 1xPBS c¢ozeltisi ile yikama yapildiktan sonra orneklerin
absorbans degerleri 492 nm’de okundu. Deneyler iki kez tekrar edildi ve ayrica her
dozdaki bilesik icin ikili kuyucuklar kullanilda.

3.7. Apoptotik Etki Deneyleri

3.7.1. Annexin V FITC: Erken faz apoptozun belirlenmesi

Betllin derisimlerine bagli olarak 24 saat inkiibasyon sonunda hiicrelerin apoptotik
etkileri akim sitometrede BD, Pharmingen Akim sitometri kiti ile dretici firmanin
onerilerine gore belirlendi. Ozetle, hiicreler, 800 rpm de 4 dakika santrifiij edildikten sonra
1xPBS ile 2 kez yikand: ve 2-3 x 10° hiicre/mL de olacak sekilde 1xAnnexin-V baglanma
cozeltisinde siispanse edildikten sonra hiicre soliisyonundan 100 pL alinarak tuplere
aktarildi. Daha sonra her bir tiipe, 5 pL Annexin-V FITC ve 10 pL propidyum iyodiir
cozeltisi eklenerek, oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 400 puL
1xAnnexin-V baglanma ¢ozeltisi ilave edildi ve hlcreler 1 saatlik boyama suresi igerisinde
akim sitometre (BD FACSCaliburTM) ile analiz edildi. Erken ve ge¢ apoptotik hiicre
miktart pozitif kontrole (Sisplatin) gore hesaplandi (Akalin Cift¢i vd, 2013).

3.7.2. Kaspaz-3 Antikor Apoptoz:Erken faz apoptozun belirlenmesi

Betilin derisimlerine baglh olarak hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonrasinda Kaspaz
3 aktiviteleri akim sitometrede BD, Pharmingen Akim sitometri kiti ile iiretici firmanin

Onerilerine gore belirlenmistir.

Ozetle, hiicreler belirlenen doz ve zamanda maddeler ile inkibe edildi. Soguk
1xPBS ile iki kez hiicreler yikandi. Daha sonra bu hiicreler BD Cytofix/Cytoperm
solusyonu ile siispanse edildi (1x10° hiicre/0.5 mL olacak sekilde) ve 20 dk. buz {izerinde

bekletildi. Santrifuj edildikten sonra hicreler, BD Cytofix/Cytoperm soliisyonu atildi ve
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hiicreler iki kez BD Perm/Wash™ buffer ile (1x10° hiicre/0.5 mL) yikandi. Daha sonra
hicreler yeniden BD Perm/Wash™ buffer ve antikor ile siispanse edildi ve 30 dk oda
1s1sinda bekletildi. Her bir test icin 1 mL BD Perm/Wash™ buffer iginde yikandi ve 0.5 mL
BD Perm/Wash™ buffer i¢inde stispanse edilerek flow sitometre ile analiz edilsi. Kaspaz 3

aktif hiicre miktar1 pozitif kontrole (Sisplatin) gore hesaplandi.

3.7.3. Hucrelerin JC-1 ile boyanmasi (Mitokondrial membran biitiinliigiiniin

saptanmasi

IKso derisimlerine bagli olarak betulinin SRP7 hiicreleri izerindeki mitokondriyal
membran biitiinligiiniin saptanmasi1 flow sitometride BD, Pharmingen Flow sitometri kiti
ile iretici firmanin Onerilerine gore belirlenecektir. Bu amag¢ dogrultusunda, hiicreler
optimal bir yogunlukta 6 kuyucuklu plakalara ekildi (1x10%mL hiicreyi gegmemelidir).
Daha sonra hicreler bettlin ile uygun derisim ve zamanda inkibe edildi. Muameleden
sonra her bir hicre stispansiyonu 15 mL lik polistiren santrifiij tiipiine alind1 ve hiicreler
400 g. de 5 dk. oda sicakliginda santrifiij edildi slipernatant uzaklastirildi. 0.5 mL taze
hazirlanmis ¢alisma soliisyonu her bir pellete ilave edildi ve vortekslendi. 37 °Cde
hicreleri 10-15 dk. JC-1 calisma soliisyonunda bekletildi ve hiicreler iki kez yikandi. 1.
yikamada 2 mL 1X assay buffer eklendi ve hassas bir sekilde hiicreler siispanse edildi.
Daha sonra 400 g. de hucreler 5 dk. santrifllj edildi ve dikkatli bir sekilde supernatant
uzaklastirildi. 2. yikamada 1 mL 1X assay buffer ilave edildi ve vortekslendi. 400 g. de 5
dk. hucreler santriflij edildikten sonra her bir hiicre pelleti 0,5 mL lik 1X Assay buffer’da
stispanse edildi ve vortekslendi. Son olarak da hiicre akim sitometre ile analiz edildi.

Pozitif kontrol olarak sisplatin kullanildi ve sonuglar bu pozitif kontrole gore kiyaslandi.

3.7.4. Hucre siklusu dlcimd

Betllinin 1Ksp derisimlerine bagli olarak A549 ve HCA-7 Colony 29 hucreleri
tizerindeki hiicre siklusuna etkileri {iretici firmaninin Onerilerine gore gerceklestirildi.

Ozetle, hiicreler sitratli tampon ¢ozeltisinde siispanse edildi.
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Hicreler 400 g. de 5 dk. oda sicakliginda santrifiij edildi. Siipernatant alind1 ve
pellet tizerine 250 pl solisyon A ilave edildi. Daha sonra 200 pl soliisyon B eklenerek oda
sicakliginda 10 dk. bekletildi. Sonra 200 uL soliisyon C eklendi. Sonra +4 °C da 10 dk.
korunarak BD Bioscience’s MODFID software kullanilarak akim sitometri ile analiz
edildiler.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Betiilinin biyotransformasyon ¢alismalari

Betllin molekultnun 7 farkli bakteri ile preparatif Olcekte gergeklestirilen
biyodoniisiim tepkimeleri sonucu elde edilen ekstrelerden saf metabolit izolasyonu

gerceklestirilememistir. Calismamizda kullanilan bakteri suslar1 sunlardir;

e Staphylococcus aureus ATCC 6538 (1)

e Proteus vulgaris NRRL B-123 (2)

e Bacillus subtilis NRRL B-4378 (3)

e Streptomyces griseolus NRRL B-1062 (4)
e Escherichia coli ATCC 8739 (5)

e Staphylococcus aureus ATCC 43300 (6)
e Bacillus velezensis NRRL B-14580 (7)

7 Farkli bakteri kiiltiirii ile preparatif Olgekte gerceklestirile biyotransformasyon
tepkimeleri sonrasi ortamdan 3., 5. ve 7. giinlerde alinan 6rneklerin ITK’lar1 asagida

sunulmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Betiline ait 3. Giin (A), 5. Gun (B) ve 7. Giin (C) 6n deneme sonug ITK lar1

4.2. Sitotoksisite ¢alismalari

Sitotoksisite testleri, ila¢ adaylarinin hiicrelerin temel fonksiyonlarina etkilerini
belirleyerek hiicresel hasarin degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir. Bu testler hiicre
sayisina, morfolojisine ve metabolik aktivitesine dayanarak ila¢ adaylarinin toksisitesi ve
giivenilirligi hakkinda 6n bilgi saglamaktadir (Pohjala vd, 2007). Sitotoksik etkilerin
belirlenmesi ve mekanizmasimin aydinlatilmasinda mitokondriyal aktivite tayini

(MTT/XTT) sik kullanilan bir yontemdir (Langdon vd, 2010).
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Amerikan Kanser Birligi’nin hazirladig1 rapora gore, gelismekte olan iilkelerde en
sik teshis edilen kanserler erkeklerde akciger, hepatoseliiler ve mide iken kadinlarda meme,

serviks ve akciger kanseri olarak siralanmaktadir.

Erkeklerde akciger kanseri; kanser iliskili 6liimlerin en basinda yer alirken ikinci
siray1 ise hepatoseliiler karsinoma almaktadir. Kadinlarda ise akciger kanserinin ikinci,
hepatoseliiler karsinomanin ise besinci sirada oldugu tespit edilmistir (American Cancer
Society, 2015). Ayrica son yillarda hepatoseliiler karsinomanin goériilme sikliginin arttig
saptanmistir (Attwa ve El-Etreby, 2015). Bu noktada ortak paydada tim diinyada her iki
cinsiyet agisindan da akciger kanseri ve hepatoseliiler karsinoma oldukca Onem
tasimaktadir. Bu sebeple de calismamizda sonug¢ bilesiklerinin A549 insan akciger
adenokarsinoma ve HepG2 insan hepatoselliler karsinoma hicre dizileri Uzerindeki
antikanser etkileri XTT yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve I1Kso degerleri
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Bilesiklere ait [Kso ve SI degerleri

Bilesik IKso degerleri (ug/mL) SI degerleri
NIH/3T3 A549 HEPG2 5RP7 A549 HEPG2 | 5RP7
Betilin 62.5+9.6 207.7+ 125+ 15.1 28.33+1.53 30 50 223
18.1
Sisplatin 500 +£5.6 21.5+ 0.6 384+1.1 7.33+0.58 2326 1302 6821

Calisma sonuclarina gore, betiilin molekiiliiniin A549 ve HepG2 hiicre dizilerine
karst; sirastyla 207.7 pg/mL ve 125 pg/mL iKso degerlerine sahip oldugu bulunmustur.
Betiilin ile ilgili elde edilen bu degerler literatiirde A549 ve HepG2 kanser huicrelerine
kars1 gergeklestirilen smirl sayida galisma verisi karsilastirildiginda (IKso=5-15 pg/mL)
farklilik gostermektedir (Yang vd, 2010; Li vd., 2010). Bu farkliliklar hiicre hatlarinin
pasaj sayilarindaki ve inkiibasyon zamanindaki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir. Her
iki ¢alisma da bu etkilerinin doza bagimli oldugu ortaya konulmustur (Yang vd, 2010, Li
vd, 2014). Bu caligmalarda betiilinin saghkli hiicre dizisine karsi sitotoksisitesi
degerlendirilmemistir. Bulgularimiza gére, saglikl hiicre dizisine kars1 (NIH/3T3) ise iKso
degerinin 62.5 pg/mL oldugu saptanmistir. Bu noktada, SI degerleri sirasiyla 30 ve 50
olarak hesaplanmigtir. Sonug¢ olarak, betiilin bilesigin aktivitesinin A549 ve HepG2
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hiicrelerine karst secici olmadigi ve saglikli hiicrelere karsi sitotoksisitesinin etkinligini
siirlandirdigint séylemek miimkiindiir. Ancak 5RP7 (28.33+1.53 pg/mL) hiicresine karsi
secici olarak sitotoksik etkinlik gostermistir (Cizelge 4.1).

4.3. Genotoksisite calismalari

flag gelistirilme siireclerinde, bilesiklerin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde
erken donemde tercih edilen en avantajli testler in vitro genotoksisite test yontemleridir
(Fltckiger-Isler vd, 2004). Ames testi, ilag gelistirilme siirecinde giivenilirlik taramalarinin
ana bileseni olup potansiyel mutajen ve karsinojen bilesiklerin belirlenmesinde onciil bir
test olarak uygulanmaktadir (Fluckiger-Isler vd, 2004; Thybaud vd, 2007; Greene vd,
2010). GlUnumuzde, standart Ames testine alternatif olarak agar plakalar yerine kugcuik
kuyucuklu plakalarda sivi bir siispansiyon iginde gelisen bakterileri kullanan daha verimli

Ames MPF testi gelistirilmistir (Houck ve Kavlock, 2008).

Ames MPF genotoksisite testinde kullanilan Salmonella typhimurium suslart TA98
ve TA100’diir. TA100 baz ¢ifti substitiisyonlarinin, TA98 ise ¢erceve kaymasi
mutasyonlariin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu mutasyonlar histidin kaynagi
olmadan histidin tasiyan organizmalarin biiylimesini durdurmaktadir. Maddelerin
mutajenite potansiyeli, degisik derisimlerine bu organizmalarin maruz birakilmasinin
ardindan iireme miktarlariin gozlenmesi ile degerlendirilmektedir. Bakteride histidin
geninde baz degisimleri veya ¢erceve kaymalari gibi mutajenik bir olay meydana gelmesi
ile bakteri histidin olmayan ortamda da biyume gOstermekte ve buna bagli olarak
maddenin mutajenik olduguna karar verilebilmektedir (Chandrasekaran vd, 2010; Kouvelis
vd, 2011). Bilesiklerin metabolik aktivasyon ile mutajenite kazanabilme ihtimalleri g6z
oniinde bulundurularak uygun ortam i¢in sigan karacigerinden elde edilen S9 karaciger

mikrozomal enzim fraksiyonu eklenmektedir (Kouvelis vd, 2011).

Bulgularimiza gore, Ames MPF testinde Salmonella typhimurium TA98 ve TA100
bakteri suslari ile S9 enzim fraksiyonu varliginda pozitif kontroller olan 2-aminoantrasen
ile TA98 ve TA100 ile S9 enzim fraksiyonu yoklugunda ise sirasiyla 4-nitro-o-kuinolin ve
2-nitrofluren ile 25’ ten fazla pozitif kuyucuk gozlenmistir. Negatif kontroller i¢in

Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 ile S9 enzim fraksiyon varliginda ve yoklugunda
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pozitif kuyucuklarin sayis1 8’ den az olarak belirlenmistir. Bu duruma gore sonuglarimiz

Ames MPF testi icin gereken validasyon kriterlerini saglamistir.

Cizelge 4.2. Bilesiklerin Ames MPF genotoksisite testi sonuglari

Bilesik Derisim Mutajenite
(mg/mL) Taban TA 08 Taban TA 100
Cizgisi Cizgisi

S9+ S9- S9+ S9- S9+ S9- S9+ S9-
Betulin 0,156 2,49 3,86 0,54 1,38 5,55 3,00 0,48 0,22
0,3125 0,13 1,81* 0,18 0,56
0,625 0,54 1,64* 0,24 0,78
1,25 0,94 0,52 0,54 0,44
2,5 0,54 0,52 0,42 0,56
5 1,74* 0,17 1,08 0,44

*student-t testi ne gore p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir; ™ student-t testi ne gore
p<0,001 anlamli olarak kabul edilmistir.

Degerlendirme kriterlerine gore ise; zemin ¢izgisi <3 ise; zemin ¢izgisinin 2-3 kati
olan belirgin artiglar zayif mutajenite; 3 Kkattan biiyiilk artiglar mutajen olarak
siiflandirilmistir. Bu durumda, en az 2 ardisik dozun t-testine (p<0.05) gore istatistiksel
olarak anlamli artiga sahip olmasi veya en yiiksek non-toksik derisimin anlamli bir artiga
sahip olmasi gerekmektedir. Zemin ¢izgisi >3 ise; zemin c¢izgisinin 1.5-2.5 kat1 anlamlt
artiglar zayif mutajen; 2.5 kattan biliyilk anlamli artiglar ise mutajen olarak
simiflandirilmistir. Bu durumda, en az 2 ardisik dozun t-testine (p<0.05) gore istatistiksel
olarak anlamli artiga sahip olmas1 veya en yiiksek non-toksik derigimin anlamli bir artiga
sahip olmasi gerekmektedir. Betliline ait taban ¢izgisi degerleri ve kag¢ kati artig

gosterdikleri ile istatistiki degerlendirmeleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Betiilin Sekil 4.2°de degerlendirme kriterlerine gére mutajenite agisindan TA 98 ve
TA 100 suslarina kars1 metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda zemin ¢izgisinin
belirtilen kati artiglara hi¢ bir dozda ulagsmamis ve istatistiksel anlamliliklar arasinda
ardistk dozlar arasinda doz-cevap egilimine rastlanmamistir. Betiilinin AMES testi

sonuglarina gore mutajenite gostermedigi bulunmustur.
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Sekil 4.2. Betiline ait AMES MPF TA 98/100 testi sonuglari (---Zemin ¢izgisi * 2)

Sonug olarak, test kriterlerine gore betiilin bilesiginin ilag gelistirilme safhasinin en
onemli izlem testlerinden olan Ames testi ile gelistirilme basamagindan geri ¢ekilmenin en
onemli etkeni olan mutajenite gostermedikleri saptanmuistir. Betiilin bilesigi Ames testine
gore kendileri veya metabolik aktivasyon yoluyla olan iirtinleri TA 98 ve TA 100 suslarina
kars1 non-mutajen yani negatif olarak belirlenmislerdir. Kayda deger biyolojik aktiviteye
sahip olan bilesikler i¢in Ames test sonucu negatif olmasi sebebi ile ilerleyen aragtirmalara

gecmeleri i¢in bir engel olmadig1 vurgulanabilir.

4.4. DNA sentez analizi calismalari

Hiicre proliferasyonu ELISA, BRDU (kolorimetrik) deneyi DNA sentezini
gerceklestirerek replike olan hiicrelerdeki proliferasyonunun dSlglilmesi  amaciyla
kullanilmaktadir. Bu deney BRDU’nun bu hiicrelere girisinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
Bu proje kapsaminda betllinin  DNA Sentez inhibisyon aktivitesi 24 saat igin
degerlendirilmistir. A549 ve HepG2 hiicre hatlari, bilesiklerin iKso degerlerine bagl olarak
belirlenen 5 farkli derisim degeri ile inkiibe edilmis ve sisplatin pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Betllinin, A549 ve HepG2 hicreleri zerinde DNA sentez inhibisyonu
aktiviteleri Sekiller 4.3 ve 4.4’de gosterilmistir. Ayrica betilinin SRP7 hiicreleri Gizerinde
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DNA sentezi inhibisyonu iizerine olan etkileri, betiilinin IKso ve iKsoo degerlerine bagh
olarak iki farkli derisim degerinde calisilmis ve elde edilen aktiviteler Sekil 4.5°de

gosterilmistir. Bu ¢alismada da sisplatin pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Betiilinin bes farkli dozda (20, 50, 100, 200 ve 500 pg/mL) A549 ve HepG2
hiicreleri ile 24 saat inkiibe edilmesi sonrasinda hiicre proliferasyonu deneyinden elde
edilen veriler, bu bilesigin DNA sentezi inhibisyonuna neden oldugunu gostermistir.
Betiilin’in 20, 50, 100, 200 ve 500 pg/mL derisimlerinde A549 hiicrelerinde DNA sentezi
inhibisyonu sirasiyla 4.5, 41, 47, 50 ve 53 olarak hesaplanmis ve sisplatinden (41.2,
53.97, 51.41, 54.10 or 61.95) daha diisik bulunmustur (Sekil 4.3). Diger taraftan
betulinin’nin 20, 50, 100, 200 and 500 pg/mL derisimlerinde HepG2 hiicrelerinde DNA
sentezi inhibisyonu sirasiyla 17, 22, 46, 51 ve 55 olarak bulunmustur. Bu degerler
sisplatinde ise 10.04, 45.88, 45.06, 46.91 ve 49.38 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4). Bu
sonuglara bakildiginda betiilin doza bagimli bir DNA sentezi inhibisyonuna neden olsa da
etkileri 50 pg/mL ve daha yiiksek dozlarda sisplatine kiyasla daha yiiksektir. Ayrica,
betiilinin ve Sisplatinin IKso ve IKso/ (Betiilin icin 28 ve 14 pug/mL ve sisplatin igin 7 ve
3.6 pg/mL) dozunda 5RP7 hiicreleri ile 24 saat inkiibe edilmesi sonrasinda hiicre
proliferasyonu deneyinden elde edilen veriler, betilinin DNA sentezi inhibisyonuna
neden oldugunu gostermistir (Sekil 4.5). Betiilin’nin 28 ve 14 pg/mL derisimlerinde
5RP7 hicrelerinde DNA sentezi inhibisyonu sirasiyla 21 ve 14 olarak bulunmustur. Bu
degerler sisplatinden (35.49, 19.59) daha diisiik bulunmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.3. Betilin ve sisplatinin A549 hicreleri zerindeki DNA sentez
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inhibisyon etkileri
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Sekil 4.5. Betilin ve sisplatinin 5RP7 hiicreleri Uizerindeki DNA sentez
Inhibisyon etkileri

Her (¢ hiucre hatti lizerindeki DNA sentez inhibisyon etkileri kiyaslandiginda
betulin, HepG2 hiicreleri iizerine daha fazla etki gostermistir. Betilinin yuksek
antiproliferatif etki goOstermesi bizi daha ileri mekanizma c¢alismalar1 yapmamiza

yonlendirmistir.

4.5. Betulinin apoptotik etki deneyleri

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterdpatik ajanlarin genel amaci, kanserli doku
hiicrelerini programli hiicre Sliimiine (apoptoz) siiriiklemektir. Apoptoz, son yillarda
kanser tedavisi i¢in daha etkili terapotik ajanlar1 arastirmaya yonelik yapilan ¢alismalarin
hedefi olmustur (Ricci ve Zong, 2006). Apoptoz, normal yetigkin dokularin erken gelisim
ve biylme doéneminde onemli rol oynayan morfolojik olarak farkli bir ¢esit hiicre
Oliimiidiir. Apoptozun belirlenmesi amaciyla ¢alismamizda Annexin V FITC ve Kaspaz 3

deneylerini gergeklestirilmistir.

Apoptotik hiicrelerde fosfatidilserin hiicre membraninin i¢ yiizeyinden dis ylizeyine
taginir. Bu degisim Annexin V FITC metodu ile akim sitometride belirlenmistir. Bu
apoptotik yolak, hiicresel organeller ve iskeletin hizlica bozulmasina aracilik eden

kaspazlar olarak adlandirilan proteolitik enzimlerin aktivasyonunu saglar. Bunlar arasinda
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en onemlisi ve en iyi tanimlanmis olan1 Kaspaz-3’diir. Kaspaz-3 ¢ogu hiicresel anahtar
proteinin spesifik olarak ayrilmasini katalize eden o6lim proteazlarini aktive eder
(Mosieniak vd., 2006; Thayyullathil vd., 2008) Bu nedenle g¢alismamizda Kaspaz-3

aktivasyonu akim sitometri ile belirlenmistir.

A549 hiicreleri tlizerinde akim sitometrik analiz sonucunda betulin ve sisplatinin
sirastyla 207.7 ve 21.5 pg/mL derisimlerinde erken ve gec¢ apoptotik etkileri sirasiyla
%9.6 ve 8.0 olarak belirlenirken, nekrotik etkileri sirasiyla % 4.4 ve 4.1 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.3, Sekil 4.6).

Cizelge 4.3. Betlin ve sisplatin uygulanan A549 ve HepG2 hicreleri Anneksin
V-FITC/propidyum iyodiir akim sitometri kuadran analiz yizdeleri.

Gruplar % Erken and ge¢ % Canlilik
apoptotik hiicreler
A549 HepG2 A549 HepG2

Kontrol 5.0 4.5 93.8 88.5

- , 86.5
Betiilin uygulanan hiicreler 9.6 12.1 86.0

. . y 55.5
Sisplatin uygulanan hcreler 8.0 32.3 87.9

Diger taraftan betllin ve sisplatinin sirastyla 125 ve 38.4 pg/mL derisimlerinde
HepG2 hucreleri lizerinde erken ve ge¢ apoptotik etkileri sirastyla %12.1 ve 32.3 olarak
belirlenirken, nekrotik etkileri sirasiyla %1.5 ve 12.2 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.7).
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Cizelge 4.4. Betilin ve sisplatin uygulanan 5RP7 hticreleri Anneksin V-FITC/propidyum
iyodiir akim sitometri kuadran analiz yiizdeleri.

Gruplar 5RP7
% Erken apoptotik hicreler % Geg apoptotik hucreler % Canlilik
Kontrol 59 2,4 90,2
Betiilin IKso/2 dozu 26,7 27,0 38,8

uygulanan hcreler

Betiilin iKso 65,4 20,0 12,5
uygulanan hicreler

Sisplatin K50 6,2 4.8 87,9
uygulanan hicreler

Sisplatin IKso 10,4 5,6 82,4
uygulanan hicreler

Ayrica, 5RP7 hiicreleri iizerinde akim sitometrik analiz sonucunda betiilinin iKso ve
IKsor2 derisimlerinde erken ve gec apoptotik etkileri sirasiyla % 85.5 ve 53.7 olarak
belirlenirken, nekrotik etkileri sirasiyla % 2.0 ve 7.6 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3,
Sekil 4.8). Sisplatinin IKso ve IKso/2 derisimlerinde erken ve ge¢ apoptotik etkileri sirastyla
% 16.0 ve 11.0 olarak belirlenirken, nekrotik etkileri sirasiyla % 1.6 ve 1.1 olarak
bulunmustur ( Cizelge 4.4, Sekil 4.8).

Bu sonuclar, betilinin 5RP7 hicrelerinde sisplatine oranla daha fazla apoptoza

neden oldugunu ve bu etkinin doza bagli oldugunu gdstermistir.
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Sekil 4.8. Betllin ve sisplatinin IKso ve 1Kso2 derisimlerinde 5SRP7 hicreleri Gzerindeki
akim sitometrik analizleri. Q1: Nekrotik hicreler, Q2: Geg apoptotik hiicreler, Q3:Canli
hicreler, Q4: Erken apoptotik hiicreler.
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4.6. Betllinin kaspaz 3 aktivite sonuclar:

Kaspaz 3 aktivasyonunu arastirmak i¢in A549, HepG2 ve 5RP7 hicreleri, 24 saat
icin betllin ve sisplatin ile inkiibe edilmislerdir (A549 hiicreleri igin 207.7 ve 21.5 pg/mL
ve HepG2 hicreleri icin 125 ve 38.4 pug/mL ve betdlin icin 28.33 and 14.17 pg/ml)
(Cizelge 4.5 ve Sekiller 4.9, 4.10).

Cizelge 4.5. Betilin ve sisplatin (A549 hucreleri i¢in 500, 125, 207.7 ve 21.5 pg/mL ve
HepG2 hucreleri icin 409.2, 500, 125 ve 38.4 pg/mL) uygulanan A549 ve HepG2
hicrelerinin aktif kaspaz-3 aktivitesinin akim sitometri kuadran analiz yiizdeleri

Gruplar % Kaspaz 3 pozitif (+) % Kaspaz 3 negatif (-)
hicreler hicreler
AbB49 HepG2 A549 HepG2
Kontrol 0.4 0.9 99.6 98.2
Betiilin uygulanan hucreler 2.3 28.7 97.7 65.5
Sisplatin uygulanan hucreler 3.1 4.1 96.9 95.9

Akim sitometri analizi sonrasi kaspaz 3 pozitif hicre ylzdeleri betllin ve sisplatin
icin sirasiyla A549 hicreleri lGzerinde %2.3 ve 3.1 olarak ve kaspaz 3 negatif hiicre
yiizdeleri sirasiyla %97.7 ve 96.9 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.9). Diger
taraftan HepG2 hucreleri Uzerinde betllin ve sisplatin igin kaspaz 3 pozitif hicre
yuzdeleri sirastyla HepG2 hiicreleri tizerinde % 28.7 ve 4.1 olarak ve kaspaz 3 negatif
hiicre yiizdeleri sirastyla % 65.5 ve 95.9 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil
4.10).
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Cizelge 4.6. Betilin ve sisplatin uygulanan 5RP7 hiicrelerinin aktif kaspaz-3 aktivitesinin
akim sitometri kuadran analiz yilizdeleri

5RP7
Gruplar
% Kaspaz 3 pozitif (+) % Kasp?\;_ 3 nlegatlf
hiicreler () htcreler
Kontrol 0.5 99.6
Betiilin [Kso/2 uygulanan 19.7 79.6
hiicreler ' '
Betiilin iKso uygulanan 133 86.4
hiicreler ' '
Sisplatin K502 uygulanan 0.8 99.2
hiicreler ' '
Sisplatin IKso uygulanan 15 98.5
hiicreler ' '

Ayrica, Kaspaz 3 aktivasyonunu aragtirmak i¢in SRP7 hiicreleri, 24 saat i¢in betiilin
ve sisplatin ile IKso ve IKso2 dozlarinda (Betiilin igin 28.33 and 14.17 pg/mL ve sisplatin
igin 7.33 ve 3.67 pg/mL) inkiibe edilmislerdir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.11). Akim sitometri
analizi sonras1 Kaspaz 3 pozitif hiicre yiizdeleri betiilinin iKso ve IKso2 dozlarmda 5RP7
hicreleri Gzerinde % 13.3 ve 19.7 olarak ve kaspaz 3 negatif hiicre yiizdeleri sirastyla %
86.4 ve 79.6 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.11). Diger taraftan sisplatinin
K50 ve 1Kso2 dozlarinda SRP7 hiicreleri iizerinde % 1.5 ve 0.8 olarak ve kaspaz 3 negatif
hiicre yiizdeleri sirasiyla % 98.5 ve 99.2 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil
4.11).
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Sekil 4.10. Betilin ve sisplatinin HepG2 hiicreleri tizerindeki (409.2, 500, 125 ve 38.4
pg/mL) aktif kaspaz-3 aktivitesinin akim sitometri kuadran analizi. Q3: Kaspaz 3 pozitif
hlcreler, Q4: Kaspaz 3 negatif hiicreler.
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Sekil 4.11. Betilin ve sisplatinin 5RP7 hucreleri Gzerinde aktif Kaspaz-3 aktivitesinin
akim sitometri kuadran analizi. P4: Kaspaz 3 negatif hicreler, P5: Kaspaz 3 pozitif

hiicreler.
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4.7. Membran polarizasyon/depolarizasyonun belirlenmesi

Mitokondriyal membran polarizasyon/depolarizasyonun belirlenmesi icin 5RP7
hiicreleri betiilin ve sisplatinin 1Kso ve 1Kso2 dozlari ile 24 saat inkiibe edilmistir (Cizelge
4.7 ve Sekil 4.12). Akim sitometri analizleri sonrasi SRP7 hiicreleri {izerinde betiilinin
IKso ve 1Kso/2 derisimlerinde mitokondriyal membran depolarize hiicre yiizdeleri sirasiyla
% 65.0 ve 66.0 olarak bulunurken, bu bilesiklerin mitokondriyal membran polarize hiicre
yiizdeleri sirasiyla % 34.8 ve 32.5°dur. Sisplatinin iKso ve 1Ksoz derisimlerinde
mitokondriyal membran depolarize hiicre yiizdeleri sirasiyla % 35.0 ve 22.8 olarak
bulunurken, bu bilesiklerin mitokondriyal membran polarize hiicre yilizdeleri sirasiyla %

64.4 ve 77.2 olarak hesaplanmustur.

Cizelge 4.7. Betulin ve sisplatin uygulanan 5RP7 hucrelerinin aktif JC-1 aktivitesinin akim

sitometri kuadran analiz yiizdeleri.

5RP7
% Mitokondri % Mitokondri Membrani
Membrani polarize depolarize hucreler
hicreler
Kontrol 99.4 0.3
Betiilin IKso2 uygulanan
hicreler 325 66.8
Betiilin ixso uygulanan hiicreler 348 65.0
Cisplatin IKso, uygulanan
hicreler 72 228
Cisplatin IKso uygulanan 64.4 350

hiicreler
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Bu sonuclara gore, betilin pozitif kontrol sisplatinden daha fazla miktarda mitokondriyal

membran depolarizasyonuna neden olmustur. Ancak bu etki doza bagimli degildir.
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Sekil 4.12. Betilin ve sisplatinin 5RP7 hcreleri tzerindeki (ug/mL) mitokondriyal
membran polarize/depolarize etkilerinin akim sitometri kuadran analizi. P1:
mitokondriyal membran polarize hicreler, P2: mitokondriyal membran depolarize
hicreler.

4.8. Hucre siklusu analizi

Hiicre proliferasyonunun gelisimi ii¢ major kontrol noktasini igerir. Bunlar, G1/S, S
and G2/M fazlaridir (Ming et al. 2011). Calismamizda betiilinin 1Kso2 dozunda %2100
oraninda bir G1 faz tutulumu gozlenmistir. Ayica [Kso dozunda da % 49.5’lik bir G1 faz
tutulumu bulunmaktadir. Bu degerler kontrol (% 42.7) ve sisplatine (25.9) kiyasla fazladir
(Sekil 4.13). Elde edilen sonuglar, betilinin proliferasyon (zerindeki inhibitor etkisinin
hicre siklusu diizenlenme etkisi ile iliskili oldugunu ve betiilin SRP7 hiicrelerinin
apoptozunu hiicre siklusunun G0/G1 fazinda indiikledigini gosterebilir (Takahaski et al.
2014). Apoptoz cogunlukla prolifere olan hiicrelerde bulundugundan, ge¢ G1 fazinda
hicrelerde rol alan molekdller apoptozun indiksiyonu icin gereklidir. Hiicre siklusu ve

apoptoz arasindaki iliski Kim ve ark. (2001) tarafindan gosterilmistir. Kaspaz 3 tiimor
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blylme faktori (TGFb1) ilavesi ile hicrelerde hiicre siklusu tutulumu tzerinden RB, p21
ve p27’yi parcalamistir ve TGF-bl ile kaspaz-3 aktivasyonu hicre siklusu tutulumunun

apoptosise doniisiimiinii baslatabilecegi goriilmiistiir (Alenzi, 2004).

Kontrol

Betiilin IK50/2

.

Betilin IK50

R

o

Sisplatin IK50/2

Sizplatin IK30

Sekil 4.13. 5RP7 hiicreleri betiilin ve sisplatinin 1Kso ve [Ksop dozlari ile 24 saat
bekletildikten sonra hiicre siklusu dagilimi analizi. Her 6rnek igin 10.000 hiicre analiz
edilmistir. Mavi renk debris, yesil renk agregatlar1 ve kirmizi renk G1 ve G2 fazlarindaki
hlcre ylzdelerini gosterir.

Sonug olarak, biitiin apoptotik deney sonuglar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda,
betulin her ¢ hiicre hattinda da apoptosisi indiiklemis goziikmektedir. Ancak, apoptosis
indukleyici etkileri betllinin 5RP7 hiicre hattinda daha iyi oldugunu gostermistir. Ayrica,
betllin HepG2 hiicrelerinin potansiyel bir DNA sentez inhibitéri olarak gorilmektedir.

Apoptotik etkisi ve DNA sentez inhibisyonu birbirinden bagimsiz géziikkmektedir.

Literatlir ¢alismalar1 incelendiginde, HepG2 hucrelerinin 48 saatte 10 pg/mL
derisimde betiilin ile muamele edilmesinden sonra apoptozun Kaspaz 9 aracilikli olarak
indiiklendigi gosterilmistir (Yang vd., 2010). Ayrica betillin bu dozda kaspaz 3’
indiiklemis ve mitokondriyal membranda depolarizasyona neden olmustur. Kaspaz 3
aktivasyonu florometrik metod ile mitokondriyal membranda depolarizasyonu ise floresan
mikroskobi yontemi gosterilmistir. Calismamizda elde etmis oldugumuz degerler,
literatiirdeki  c¢alismalardaki kadar yiiksek bulunmamistir. Bu nedenle HepG2
hicrelerindeki apoptozun 24 saat inkibasyonda, yeterince kaspaz 3 aktivasyonu
gosteremedigini ve hiicre Olimii i¢in farkli bir yolu da kullaniyor olabilecegini

diistindiirmektedir.

Literatiirde betiilinin A549 hiicreleri {izerinde apoptotik etkilerini arastirmak
amaciyla akim sitometri analizi gerceklestirilmistir. PI negatif ve Anneksin pozitif hiicre

yiizdeleri tespit edilmis ve apoptotik etkilerinden dolay1 ileri analizler gerceklestirilmistir



46

(Sung vd, 2009). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde betiilin hem A549, HepG2 ve
5RP7 hucreleri tzerinde annexin V pozitif hiicre yizdelerine sahip bulunmus ve ayrica
kaspaz 3 aktiviteleri A549 hiicrelerinde daha fazla olmak iizere tespit edilmistir. Ancak
apoptoz indiiklenen hiicre yiizdeleri farklilik gostermektedir. Bu farkliliklarin da
hiicrelerin ~ pasaj  sayilarindaki ~ farkliliklarindan ~ kaynaklaniyor  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Diger taraftan literatiir taramalarimizda betiilinin SRP7 {izerindeki
apoptotik etkileri ile ilgili her hangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu yonuyle

calismamiz 6zgiindiir.

Sonug olarak, betulin 5RP7 hiicreleri lizerinde sitotoksik ve antiproliferatif etkilere
neden olmugtur. Biitiin apoptotik deney sonuclarini diisiinerek, betiilin SRP7 hiicre
hattinda apoptosisi indiiklemis goziikkmektedir. Ancak, betiilinin erken apoptozu
indiikleyici etkileri doza bagmmli iken, kaspaz 3 ve mitokondriyal membran
depolarizasyon etkileri doza bagimli degildir. Bu nedenle betiilin H-ras aktif kanser

tiirlerine kars1 iyi bir antikanser ila¢ aday olarak diisiiniilebilir.



47

5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Tez kapsaminda gergeklestirilen deneylerde elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir;

Betiilin molekiiliiniin bakteriler ile gerceklestirilen biyodoniisiim tepkimeleri sonucu

saf metabolit elde edilememistir.

Betiilin molekiiliiniin antikanser etki calismasi, elde edilmesi muhtemel metabolitleri
icin karsilagtirma amagh olarak gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda elde edilen veriler,
literatiirdeki ayni1 ¢alismalarla karsilastirilmis ve bunun sonucunda degerler arasinda
farkliliklar oldugu bulunmustur. Bu farkliliklar bize, hiicre hatlarinin pasaj
sayilarindaki ve inkiibasyon zamanindaki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilecegini

diistindiirmektedir.

Onceki caligmalarda betiilinin  saglikli  hiicre dizisine kars1 sitotoksisitesi
degerlendirilmemistir. Bulgularimiza gore, saglikli hiicre dizisine kars1 (NIH/3T3) ise
[Kso degerinin 62.5 pg/mL oldugu saptanmistir. Calismamiz bu noktada literatiire katki
saglamigtir. Ayrica, betiilinin SI degerleri sirasiyla 30, 50 ve 223 olarak hesaplanmistir.
Sonug olarak, yine betllinin antikanser aktivitesinin A549 ve HepG?2 hiicrelerine kars1
sec¢ici olmadigr ve saglikli hiicrelere karsi sitotoksisitesinin etkinligini sinirlandirdigi
soylemek mimkindir. Ancak, betiilin SRP7 hiicrelerine kars1 segici olarak sitotoksik
etkilidir. Projede hedeflenen betiiline ait antikanser aktivite tayini gergeklestirilmis

ayrica aktivitenin seciciligi de ilk kez saptanarak yorumlanmustir.

Betiilinin antikanser etkisinin apoptotik mekanizmaya dayandigir gosterilmistir. A549
hiicreleri lizerinde akim sitometrik analiz sonucunda betiilin ve sisplatinin sirasiyla
207.7 ve 21.5 pg/mL derisimlerinde erken ve ge¢ apoptotik etkileri sirastyla %9.6 ve

8.0 olarak belirlenmis, HepG2 hiicreleri Uzerinde ise erken ve ge¢ apoptotik etkileri
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strasiyla %12.1 ve 32.3 olarak bulunmustur. Ayrica SRP7 hiicreleri tizerinde ise erken
ve geg¢ apoptotik etkileri sirastyla IK50 degerinde % 65.4 ve %20 olarak bulunmustur.
Bu sonuclara bakildiginda betiilin SRP7 hiicrelerinde sisplatine kiyasla daha fazla
apoptoza neden olmustur. HepG2 hcreleri Gzerinde betlin ve sisplatin i¢in kaspaz 3
pozitif hiicre yiizdeleri sirasiyla HepG2 hiicreleri iizerinde %?28.7 ve 4.1 olarak
bulunmustur. Biitiin apoptotik deney sonuglari gézéniinde bulunduruldugunda, betiilin

her (i¢ hiicre hattinda da apoptosisi indiiklemis goziikmektedir.

Betiilinin antiproliferatif etkisinin literatiirde belirtildigi gibi doza bagimli oldugu
gosterilmistir. Ayrica, betiilin HepG2 hiicrelerinin potansiyel bir DNA sentez inhibitorii
olarak gorilmektedir. Elde edilen deneysel veriler apoptotik etkisi ve DNA sentez

inhibisyonunun birbirinden bagimsiz oldugunu gostermistir.

Genotoksisite calismalari sonucunda, ilag gelistirilme sathasinin en Onemli izlem
testlerinden olan Ames test kriterlerine gore betiilin bilesiginin gelistirilme
basamagindan geri c¢ekilmenin en Onemli etkeni olan mutajenite gostermedigi
saptanmustir. Ilag gelistirilme siireglerinde, potansiyel mutajen ve karsinojen
bilesiklerin belirlenmesinde Onciil bir test olarak Ames testi ila¢ giivenilirligi icin erken
sathadaki en 6nemli bilesen olarak sayilmaktadir (Fllckiger-Isler vd, 2004; Thybaud
vd, 2007; Greene vd, 2010). Calismamiz betiilin bilesiginin genotoksisitesinin ortaya
konmasi agisindan da literatiire katki saglamistir. Literatiirde betiiline ait biyolojik
etkilerden bahsedilse de mutajeniteleri yeterince aydinlatilmamustir. Ayrica, bu ¢alisma
ile betiilinin mutajenitesi valide test yontemi Ames ile belirlenerek hem literatiire katki
saglanmis hem de ilag gelistirilme siireclerinin giivenilirlik arastirmasimnin en 6nemli

bileseni gerceklestirilmistir.

Betiilin S5RP7 hiicrelerinin apoptozunu hiicre siklusunun GO0/G1 fazinda indiikledigi

sOylenebilir.
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