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1-Proje Ozeti (Proje Tanimi)
Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlarin etkinligini artirma yoniindeki Ar-Ge

caligmalar1 diinya ¢apinda devam etmektedir. Bu ¢aligmada; Olea europaea embriyolarindan
elde edilen ekstraktin anti-kanser aktivitesinin belirlenmesi, kemoterapi ilaclarinin dozunun
diistiriilmesi hedeflenmistir. Caligmaya baslarken yapilan kromotografik analizlerde zeytin
yapragindaki ve embriyosundaki oleuropein degerleri incelenmis, etken maddenin
oleuropein’in 6ncii maddesi oldugu fikrine ulasilmistir. in vitro deneylerde Olea europaea
embriyolarindan elde edilen ekstraktin anti-kanser etkisini ispatlamak i¢in farkli kanser hiicre
soyu (A-549, HelLa, HT-29, MCF-7) iizerinde SRB (Sulforhodamine B) metodu kullanarak
sitotoksik etki arastirilmigtir. Yapilan ¢aligmalar sonucu 400pug embriyo ekstrakt
uygulandiginda hiicre canlilik orani en diisitk MCF-7 hiicrelerinde %59,726; en yiiksek A-549
hiicrelerinde %97,867 olarak belirlenmistir. 800 pg/ml embriyo ekstraktinda ise en basaril
olunan hiicre grubu MCF-7 hiicrelerinde canlilik orant %31,209; en basarisiz olunan hiicre
grubu ise HT-29 hiicre soyu olmustur. MCF 7 hiicre hattinda alinan sonuglar olumlu
bulundugu i¢in ileri diizey analizlerde MCF-7 ve meme kanserinin agresif tiirevlerinden
MDA-MB-231 hiicre soyu kullanilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde ekstre +
paklitaksel kombinasyonunun ¢esitli dozlari ile kullanilmis ve sinerjistik bir etki gozlenmistir.
MCF-7 hiicre hattinda paklitaksel 3,98uM oraninda %14,66 canlilik gosterirken 400pg
ekstrakt + paklitaksel 3,98uM’de canlilik %9,91°e diisliriilmiistir; MDA-MB231 hiicre
hattinda ise paklitaksel 3,98uM oraninda %21,98 canlilik gosterirken 400pg ekstrakt +
paklitaksel 3,98uM oraninda canlilik %11,19’a disiiriilmiistiir. 400 pg onciil oleuropein ile
yapilan deneylerde en verimli sonu¢ 3,98uM paklitaksel ile MCF-7 hiicre hattinda %9,91
olarak kaydedilmistir. MDA-MB231 hiicre hattinda Taxol 3,98uM 9%31,73 canlilik
gosteritken 800pg ekstrakt + paklitaksel 3,98uM’de canlilik %5,41 diisiirilmistir.
Fliloresans boyama yonteminde ise bu etkinin apoptoz kaynakli olabilecegi sonucuna
varilmustir.

2-Problem Durumunun Tamimlanmasi
Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapinin ana ilkesi; hastanin veya konak¢inin normal

hiicrelerine zarar vermeden mikrop veya tiimor hiicrelerinin biiylimesini, ¢ogalmasini
durdurmak veya yok etmektir. Kemoterapi ilaglari, etki 6zellikleriyle ilgili olarak, bireyde
rahatsiz edici bir dizi yan etkilere yol agabilmektedir (Thompson ve ark. 1997, White 2001).
Bu durum kemoterapi ilaglarimin hizli biiyliyen hiicrelerini dldiirmesinin yani sira saglikli
viicut hiicrelerine de zarar vermesinden kaynaklanmaktadir. Saglikli hiicrelerin zarar gérmesi
bazi yan etkilere neden olur. Kemoterapinin bireyde goriilen yan etkileri, ilaglarin
ozelliklerine bagl olarak degismekle birlikte; bulanti, kusma, istahsizlik, kemik iligi
baskilanmasi (anemi, l6kopeni, trombositopeni), sa¢ dokiilmesi, mukozit, cilt problemleri,
uykusuzluk, noérolojik problemler, agri, g6z problemleri, halsizlik, yorgunluk seklinde
belirtilebilir (Craddock 1999, Flyge 1993, Miller ve Kearney 2001, Nagel 2004, Platin 1996).
Mevcut kanser tedavileri arasinda kemoterapi, radyoterapi ve alternatif tedavi yontemleri



bulunmaktadir. Fakat bu tedavi segenekleri hastalar1 maddi, manevi ve psikolojik olarak
yormakla beraber tedavi yontemleri bireyin saglik durumunu daha ciddi seviyelere
tagiyabilmektedir.

3- Coziim

Anti-kanser olarak bilinen ve iizerinde pek ¢ok arastirma yapilan bitki zeytin (Olea
europaea L.) ve zeytinyaginda bulunan antioksidanlar arasinda anti-tiimor aktiviteden
sorumlu ana bilesigin oleuropein oldugu bildirilmektedir. Yapilan HPLC analizlerinde
zeytinin tiim kisimlarindan daha fazla ve etkili oleuropein tespit edilmistir. Zeytin
cekirdeginin biitiin olarak tedavide kullanilmasi yeterince verimli degildir. Kabuk kismi
hemiseliilozik yapida olup, embriyoya kiyasla oleuropein agisindan oldukg¢a fakirdir. Bu
nedenle 6z niteligindeki c¢ekirdek icerigi tercih edilmistir.Calismamizda daha once atik ve
enerji alaninda geri doniisiime kazandirilan zeytin ¢ekirdeginin igindeki embriyo bilinyesinde
bulunan oleureropeinin program hali kullanilmistir. Tim diinyada yan etkileri dolayisiyla
tedavi siirecinde kemoterapi ajanlarinin kullaniminin azaltilmasi yoniinde arastirmalar
yapilmaktadir. Caligmamizda zeytin embriyosunun anti-kanser 6zelligi tespit edildikten sonra
kanser tedavisi sirasinda kemoterapi ilaci ile birlikte kullanilip, ilacin dozunun azaltilmasi
amaglanmistir. Zeytin embriyo ekstrakti ile bir kemoterapi ajani olan taksan grubu
ilaglarindan paklitaksel kullanilmigtir. Paklitaksel, Taxus brevifolia (Porsuk agaci)’nin
kabuklarindan izole edilen dogal diterpendir. Bitkisel kdkenli kanser ilaci Paklitaksel ile
birlikte zeytin embriyosundan elde edilen igerik meme kanseri hiicre soylar1 tizerinde
denenmis; sinerjik bir etki tespit edilmistir. Yani kullanilan ilacin dozu diisiiriilmiis;sitotoksik
etki saglikli hiicrelerde degil kanserli hiicrelerde olmustur.Hiicrelerin 6liim sekli apoptotik
olup; tedavide istenilen sekildedir.

4- Yontem

Olea europaea (Zeytin) meyvesinden embriyolarinin elde edilmesi
Ekim-Kasim aylar1 arasinda toplanmig ve hicbir sekilde islem gormemis Ayvalik tiirii zeytin

meyveleri (Sekil 1. A.). Olea europaea tiiriine ait 150 kilogram zeytinin embriyolarina zarar
vermeyecek sekilde ¢ekirdekleri parcalanmistir (Sekil 1. B.).

Zeytin ¢ekirdegi embriyosundan ekstrakt eldesi
Zeytin cekirdek embriyosu ekstrakti eldesi saf metanol ve hekzan kullanilarak

gergeklestirilmistir. Cekirdek kabuklari1 ve embriyolar ayrilarak zaman kaybetmeden 34°C’1ik
etlive yerlestirilmis, 12 saat boyunca kurutulmustur. Tamamen kurutulmus 6rnekler kisa siire
sonra homojenizatérden gegcirildikten sonra toz halindeki kuru numunelerden 5,00 g alinip 50
mL, metanol ve hekzan eklenmis, karisim 20 dakika manyetik karistiricida karigtirilmstir.
Her karisim agzi kapali sekilde 24 saat bekletildikten sonra kaba filtre kagidi ile siiziilmiistiir
(Sekil 2.). Siiziintiiden soxhlet cihazinda ekstraksiyona tabi tutulmus; rotary evaporatdrde
metanol ve hekzandan arindirilip, ekstre elde edilmistir. Elde edilen sivi embriyo ekstrakti
daha sonra liyofilizasyon islemine tabi tutularak toz haline getirilmistir (Sekil 3.).



Zeytin ¢ekirdegi embriyosu ve zeytin yapragindaki oleuropein konsantrasyonunun
belirlenmesi
Erken hasat doneminde toplanan zeytin yapragi ve embriyo ekstraktlarinin Oleuropein

bilesiginin  konsantrasyonlar1 HPLC cihaz1 kullanilarak  kromatografik  yontemle
belirlenmistir. Oleuropein konsantrasyonlar1 Agilent Technologies EZChrom Elite Version
marka HPLC cihaz1 (Sekil 4.) ile C-18 silikajel kolon kullanilarak UV dedektor ile 240 nm’de
gerceklestirilmistir. Deneyde mobil faz olarak asetonitril ve su kullanilmistir. Sonuglar
mg/mL olarak ifade edilmistir. Zeytin yapragi ekstrakti referans olarak Kale Extract
markasindan tedarik edilmistir.

Oleuropein miktarimin zeytin yapragiyla kiyaslanmasi

Oleuropein standart ¢ozeltileri 0,03125 mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,250 mg/mL,
0,500 mg/mL, 1.00 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanmis, standart ¢ozeltilerden 5 pL
alinip HPLC ile 6l¢iimler gerceklestirilmistir. Zeytin embriyosunda ki oleuropein miktari
yaklagik 0,075+0,015 iken zeytin yapraginda yaklasik 0,063+0,017°dir (Analiz Bursa Gida
Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.)(Sekil 5.).

Sitotoksisite Calismalar: )
Sitotoksisite caligmalari Bursa Uludag Universitesi Biyoloji bolimiinde bulunan Bursa

Uludag Kanser Arastirma Laboratuvarinda (BUKAL) gerceklestirilmistir.

Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirli, kontrollii sartlar altinda hiicrelerin boliinilip ¢ogalmasini kapsayan bir siiregtir.
Calismamizda asagidaki tabloda gosterilen insan kanser hiicre soylart kullanilmistir. Insan
kolon kanseri hiicreleri (HT-29), akciger kanseri hiicreleri (A549), serviks kanseri hiicreleri
(HeLa), meme kanseri (MCF7, MDA-MB-231) hiicre soylar1 kullanild: (Tablo 1.). Kanser
hiicre soylart American Type Culture Collection (ATCC)’den ticari olarak temin edilmistir.
Kullanilan hiicre soylar1 asagidaki tabloda verilmigtir. MDA-MB-231 hiicre hatt1 MCF-7
Hiicre hattindan gelen sonuglara gore ¢alismaya eklenmistir.

Kullamilan Hiicre Soyu Hiicre Kodu
Akciger kanseri hiicre soyu A-549
Serviks kanseri hiicre soyu HeLa

Kolon kanseri hiicre soyu HT-29
Meme kanseri hiicre soyu MCF-7
Meme kanseri hiicre soyu MDA-MB-231

Tablo 1. Kullanilan hiicre soylari

Hiicre Soylarimin Pasajlanmasi
A549, MCF-7, MDA-MB-231, HT-29 ve HeLa hiicre soylari, flask ylizeyini %60-70

kapladiklarinda (konfluent olduklarinda) flask igerisindeki besi yeri aspire edildi. Hiicrelerin
serumdan arindirilmasi i¢in 25cm? °lik flask igerisine 2ml 1X PBS (Gibco) ilave edildi ve
hiicrelerin yiizeylerinin hafif¢e yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek



uzaklastirildiktan sonra flask ylizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5ml
%0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanild1 ve hiicreler 37°C’de, %5 CO,’li ortamda
5dk inkiibe edildi. Mikroskopla bakildiginda flask ylizeyinden ayrildigi kabul edilen
hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on kat1 kadar besi yeri ilave edildi. Boylece tripsinin
hiicreleri ylizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslamasi
engellenmis oldu. Flask icerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde besi yeri bulunan 15ml’lik
falkon tiip igerisine alindi. 800 rpm’de 5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti 1ml hiicre besi yerinde ¢dziindiikten sonra hiicre
siispansiyonu 75cm? °lik flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO, iceren ortamda inkiibasyona
birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar ¢ogalmalar1 saglandi (Sekil 6.).

Kullanilan besi yerinin hazirlanmasi
Kullanilan hiicre soylarmmin besi yerleri RPMI1640 medium igerisinde Tablo 2.” de

gosterildigi konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

Hiicre Soylar1 | FBS(Fetal Bovine Penisilin Non-essential
Serum) Streptomisilin Amino Asit
A-549 %10 %1 -
HelLa %10 %1 -
HT-29 %10 %1 %1
MCF-7 %5 %1 -
MDA-MB-231 %10 %1 -

Tablo 2. Kullanilan hiicre soylarinin besi yerleri.

Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim
Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre

stispansiyonundan 10 pl 0,5ml’lik tiipe alind1 ve tizerine esit miktarda %0,5 tripan mavisi
(Biological Industries) konarak iyice karigmasi saglandi. Hematositometre distile su ile iyice
temizlendi. Bu karisimdan 10 pl alinarak thoma lamma koyuldu ve mikroskopta bu lam
iizerinde bes alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile carpilarak 1
ml besi yerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

SRB (Sulforhodamine B) Metodu
SRB metodu hiicre kiiltiiriinde sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan, hiicrelerdeki total

protein Ol¢limiine dayanan kolorimetrik bir metottur. Pasajlama isleminden sonra 75cm?’lik
flask igerisinde konfluent olan hiicreler, hiicre pasaj protokoliindeki gibi tripsin ile kaldirildi.
Flask igerisindeki hiicre slispansiyonu, igerisinde besi yeri bulunan (falkondaki toplam hacim
tripsinin 10 kati olmali) 15ml’lik falkon tlip igerisine alindi. 800 rpm’de S5dk santrifii
yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti Iml hiicre besi
yerinde ¢oziindiikten sonra 9ml besi yeri ilave edildi ve 10ml’lik hiicre siispansiyonu elde
edildi. Hiicreler, 96 kuyulu plate icerisine son hacim 200ul medium iginde 5000 hiicre/kuyu
olacak sekilde ekildi. Kontrol i¢in kullanilacak kuyulara ise 200 pl medium eklendi.
Liyofilize edilip saklanan Olea europaea embriyosundan elde edilen liyofilize ekstrenin stok
cozeltisi 100 mg/ml (0,05gr bitki ekstrakti + 0,5ml DMSO) olacak sekilde DMSO ile



coziinerek hazirlandi. SRB testi i¢in, bitki 6rneklerinin farkli konsantrasyonlar1 hiicre besi
yerinde hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. A549, MCF-7, HT29, HelLa
ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 100 pl besi yeri igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde
her bir kuyuya ilave edildi. Hiicrelerde, kontrol olarak sadece besi yeri ortami igerisinde
ekilen hiicreler kullanildi. Bu kuyularin igerisine ise 200ul besi yeri ilave edildi. Ardindan
hiicreler 72 saat 37°C, %5 CO;li ortamda inkiibasyona birakildi. Ileri analizlerde MDA-MB-
231 hiicreleri kullanildi. Bu hiicreler bitki ekstresinin 400-800 pg/ml dozlart ile paklitakselin
farkli konsantrasyonlar1 kombine edilerek SRB canlilik testi ger¢eklestirildi. Bu analiz i¢in 96
plate diizeni sekil 7’daki gibi diizenlendi.

Anti-kanser Aktivite SRB (Sulforhodamine B) Analiz Sonuclar:
Bitki ekstresinin anti kanser potansiyelini belirlemek i¢in insan akciger (A-549), meme (MCF

7), kolorektal (HT29) ve serviks (HeLa) kanser hiicreleri ekstrenin farkli konsantrasyonu ile
muamele edildi.Bitki ekstresinin meme kanseri hiicre soyu olan MCF-7 hiicrelerinde olduk¢a
etkili oldugu belirlendi. Bu nedenle ileri analizler icin Meme kanseri hiicre soylari
kullanildi.Zeytin embriyo ekstraktinin 400pug/ml dozunun tiim hiicre soylarinda canli hiicre
oranini azalttig1 tespit edilmistir. En etkili olunan hiicre soyunun MCEF-7 hiicre soyu oldugu,
%59,726’ya diistiigii; bu dozda en az etkili olunan hiicre soyunun ise akciger kanseri (A549)
oldugu (%97,867) dl¢ililmiistiir. 800pg/ml dozunda ise yine en etkili olunan hiicre soyu MCF-
7 (meme kanseri) olmustur. Canlilik oranin1 %31,209 a kadar diismiistiir. Canlilik oraninin en
az diisiis yasandigi hiicre soyu bu kez kolon kanseri(HT-29) olmustur. Bu sonuglardan yola
c¢ikilarak en etkili olunan kanser tiiri olan meme kanseri hiicreleri iizerinde ¢alisilmaya devam
edilmistir (Sekil 8).

Canhilik hesab1(%)

Bitki ornekleri uygulanmamis kontrol hiicre canliligt %100 olarak kabul edilerek, bitki
ekstraktlar1 uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
Deney igerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda tekrarlandi. %

Canlilik=[100%(Bitki ekstresi ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamast)/(Kontrol hiicre
absorbansi ortalamasi)] olarak hesaplandi.

Paklitaksel + Bitki 400 pg/ml
Konsantrasyonu

Paklitaksel + Bitki 800 pg/ml
Konsantrasyonu

MCF-7

*+Yapilan kombinasyonu
uygulamasi sonucunda,
paklitakselin tek basina
uygulamasina gore anlamli bir
fark gozlenmemistir.

% Ornegin Paklitaksel 7,97uM
dozunda %8,98 hiicre canlilig
gozlenirken, Bitki ekstrakti ile
yapilan kombinasyon
uygulamasinda %9,33 canlihk
gozlenmistir.

<  Paklitakselin 398, 199, 1 uM
konsantrasyonlar1 1ile 800 pg/ml Bitki
ekstrakti  kombinasyonunda, kemoterapi
llacinin ve bitki ekstraktinin tek basina
kullanimlarina oranla hiicre canliligl oldukca
azalmistir.

% Ornegin, Paklitaksel 3,98uM dozunda
hiicre canlilign %17, Bitki ekstraktinin tek
basina kullaniminda hiicre canliligi %20’ dir.
Fakat Paklitaksel 3,98uM +Bitki ekstrakt: 800
pg/ml kullanildig: zaman hicre canliliginin
%8,4 oldugu gozlenmistir.




MDA-MB-231 | 4 Paklitakselin 3.98, 1,0.5,0.25 | % Paklitakselin 7,97 M konsantrasyonlari
ve 0.12 uM konsantrasyonlart ile | diginda diger tiim dozlarda yapilan
400 pg/ml Bitki ekstrakti kombinasyon uygulamasinda, kemoterapi
!CombmaSYOI}UI}daa kemoterapi ilacinin ve bitki ekstraktinin tek basina
ilacinin ve bitki ekstraktinin tek kullanimlarina oranla hiicre canlihg: olduk¢a
basina kullanimlarina oranla azalmustir.
hiicre canlihs oldukea + Kombinasyon uygulamasinin en etkili
azalmistir. N

oldugu gruptur,

Tablo 3.) Elde edilen zeytin embriyo ekstraktinin paklitaksel ile olan kombinasyonunun
yorumlanmasi.

Morfolojik Degerlendirme

MDA-MB-231 hiicrelerinde bitki ekstresinin 400-800 pwg/ml dozlari ile paklitakselin farkl
konsantrasyonlar1 kombine edilerek meydana getirdigi sitotoksik etki morfolojik olarak da
degerlendirildi. Sonuglar sekil 9 ve 10’ da belirtilmistir.

Floresan Boyama Yontemi ile Oliim Modunun Belirlenmesi

Hiicrelerde gergeklesen 6liim modunu (apoptozis/nekrozis) belirlemek amaciyla floresan
boyalar kullanildi. Hoechst33342, hiicre membranindan niifuz ederek DNA'ya baglanabilen
bir boyadir ve biitlin hiicrelerin, canli ve 6lil (apoptotik/ nekrotik), niikleusunu boyamak icin
kullanilmaktadir. MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 200 pl
icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,’li
ortamda inkiibasyonu takiben hiicreleri zedelemeden {izerlerinden 100 pl besi yeri
uzaklastirildi ve sonrasinda bitki ekstresinin 400-800 pg/ml dozlari ve paklitaksel ile kombine
edilerek hiicrelerin {izerlerine uygulandi. Kontrol kuyularindan 100 pl besi yeri uzaklastirild:
ve yerine 100 pl taze besi yeri ilave edildi. Ardindan hiicreler, 72 saat 37°C, %5 COy’li
ortamda inkiibasyona birakildi. 72 saat sonra hiicrelere zarar vermeden iizerlerinden 50 pl
uzaklastirildi. Hoechst 33342 boyast 5pug/ml ve PI boyast 1 pg/ml konsantrasyonlar da
hazirlanarak hiicrelere uygulandi ve floresan mikroskopta goriintilleme yapildi. Boyama
sonucunda hiicrelerin apoptoz yoluyla 6ldiigiinii géstermekte olup; verimli bir sonugtur (Sekil
11). Sitotoksisite sonuglar1 ayrica 151tk mikroskobunda gézlenmis ve fotograflanmistir. Doza
bagl bir sekilde hiicre popiilasyonundaki ve canhiligindaki azalma c¢ok net bir sekilde
gortilmektedir.

5-Yenilikei (Inovatif) Yonii

Literatiirde oleuropein iceren zeytin yapragi, meyvesi, yagindan elde edilen kisimlarla ¢aligsma
yapildigina dair pek ¢ok ¢alismaya rastlanmistir. Ancak islenmemis zeytin ¢ekirdeginden elde
edilen oncii oleuropein ile ¢alisilmadig: tespit edilmistir. Etken maddemizin kanser ilaci ile
sinerjik bir etki yapmasi; kemoterapide ilag dozunu diistirmesi oldukga inovatif ve umut vaad
etmektedir.

6- Uygulanabilirlik

Yiiksek bir iiretim potansiyeline sahip islenmemis zeytine ait ¢ekirdeklerden embriyo kismi
cikarilip hammadde eldesi ger¢eklesebilir. Cikarilan embriyolar 6giitiiliip; organik ¢oziiclide
¢oziildiikten sonra ekstresi cikarilabilir. Uriin piyasadaki ilaclara ek olarak hap veya sivi
formda tiiketilebilir olacak sekilde iiretime ge¢mesi planlanmaktadir. Kimyasal iglemler
oldukca basit olup; Ar-Ge c¢alismalar1 bittikten sonra iretim asamasi kisa siirede diisiik
maliyetle yapilabilmektedir. Zeytin pazarnin gida {riinlerinin yani1 sira saglik alanmna
sunacagl katma degeri iilkemiz adina milli bir kaynak niteligindedir. Zira bu degerli
hammaddenin ekonomik getirisi ¢ok yiiksektir. Kanser tedavisi sirasinda kullanilan ilacin



dozunun diisiiriilmesi; ilaca 6denen tutarin ve yan etkilerin azaltilmasi ¢ok degerli bir
kazanimdir.

7-Maliyet Hesabi )
Sarf Malzemeleri ve hiicre soylart Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji

Boliimii’'nden {icretsiz olarak temin edilmistir. Deney asamalari belirtilen fakiilte biinyesinde
yer alan Kanser Aragtirma Laboratuvari(BUKAL)nda gerceklestirilip, gerekli cihazlari
yetkililer gozetiminde kullanilmistir. Hammadde kaynagi olan zeytin ise Balikesir Edremit’te
bulunan zeytin ftriinleri satis1 yapilan Kale Naturel firmasindan etli kismi ¢ikarilmig
zeytinlerden atik durumuna ge¢mis g¢ekirdek kisimlari oldugu igin licretsiz olarak temin
edilmistir. Bahsi gecen firmanin presi kullanilarak 150 kilo zeytinden elde edilen
cekirdeklerin embriyolar1 zarar gérmeyecek sekilde kirilip 6z kisimlari ¢ikarilmastir.

8-Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)
Meme kanseri tedavisi goren hastalar ve belirtli gosteren muhtemel risk grubu {iyeleri

ekstrakt1 kullanabilir.

9-Riskler
Bolgede artan yagis ve Uretim tesisinin
olumsuz hava kosullar yeterli sermaye

Yiksek | sebebiyle zeytin bulunamamasindan
hasadinin negatif kaynakli
etkilenmesi.(Dénemlik) kurulamamasi.

Orta | Cografi etkenler

Olasiik sebebiyle iiriinlerde
etken maddenin

veriminin azalmast.

Diisiik | Proje arastirma Kanser hiicrelerinin | Ulkemizde zeytin
stirecinde yapilan ongorillemeyen mutasyonlar: | tariminin bitmesi.
deneyler sonucu 6l¢iim | sonucu etken maddenin etki
hatalarindan kaynakli | potansiyelinin azalmasi.
hesaplama hatalari.

Diisiik Orta Yiiksek
Etki
B Plani

Uriiniin piyasaya ¢ikamamasi durumunda dncelikle eksik yapilan veya hata yapilan durumlar
belirlenecek ve eksikliklerin giderilmesi saglanacak. Etken maddenin aktivitesinden kaynakli
meydana gelen sorunlarda diger iilkelerdeki zeytin iireticilerinden tedarik edilen zeytinler
{izerine daha detayl1 bir Ar-Ge ¢alismalar {izerine yogunlasilacaktir. Iklim kosullarindan
kaynakli sorunlarda optimum degeri veren toprak ve iklim kosullar1 belirlenerek standartlara
uygun liretim yapilmasi planlanmaktadir.
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10-is —Zaman Takvimi(Proje Siireci)

Zaman Stirecte gerceklesen faaliyet

Agustos 2021 Proje fikri lizerine yogunlasildi. Ekipce benzer ¢aligmalar incelenerek yol haritasi
cizildi.

Eyliil 2021 Fikir belirlendikten sonra literatiirde materyal ve metot iizerinde detayli arastirma
yapildi. BUKAL ve zeytin tedarikgisiyle iletisime gecildi. Kararmaya
baslamayan ¢ekirdek ¢ap1 18-22 mm aralig1 zeytinler toplandi.

Ekim 2021 Ekim ay1 boyunca oleuropein miktar1 artan zeytinler toplanmaya devam edildi
diger yandan Bursa Gida Arastirma Laboratuvarinda kromatografik analizler
yapildi. Caligmada kullanilacak metotlar belirlenmek iizere literatiir taramasi
slireci son agamaya geldi.

Kasim 2021 ATCC’ den temin edilen hiicre hatlar1 iizerinde ilk sitotoksisite g¢alismalari
BUKAL’de yapildu.
Aralik 2021 A-549, MCF-7,HeLa,HT-29 hiicre hatlarinin analiz sonuglarinin yorumlanmasi

iizerine ¢alismaya devam edilecek yol haritast belirlendi.MCF-7 hiicre hattina
dair sonuglar, ¢calismaya MDA-MB-231 hiicre hattinin dahil olmasi konusunda
onemli bir etken varsayilarak ileri diizey analizlerde hiicre 6liim mekanizmasi
izerine yogunlasildi.

Ocak 2022 fleri diizey analizlerde etken maddenin Taxol ile kombinasyonu MDA-MB-231
ve MCF-7 hiicre hatlarinda denenip, hiicre 6lim mekanizmasini belirleme adina
yapilan floresan boyama analizi sonug¢landiktan sonra rapor yazim siireci bagladi.

Subat-Mart Rapor yazimu bitirildi. Yarigma basvurusu yapildi.
2022
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12-Proje EKibi
Adi Soyadi Projedeki Gorevi Projeyle veya

problemle ilgili
tecriibesi

Zeytin  bilesimindeki

SErpItKORKMAZ ) 211 B Uludag

Literatiir tarama, uygun Universitesi  etken maddeler ile
yontem belirleme, deney Fen Edebiyat ilgili 2013 yilindan bu
malzemesi temini, ¢alisma  Fakdiltesi yana arastirma ve
alan1 belirleme, deney Yiikseklisans projeler yapmaktadir.
verilerini yorumlama, rapor
kontrolii

Omer Faruk Takim Kaptam Sakarya Saglik ve

YILDIRIM Proje fikri gelistirme, Universitesi ~ Biyoteknoloji ile ilgili
literatiir tarama, Tibbi lise 6gretimi boyunca
laboratuvar ¢alismalari, Laboratuvar  arastirmalar
deneyleri gozlemleyip, Bilimleri yapip,Tubitak
verileri kaydetme, rapor Bolimi Projelerine dahil
yazma. olmustur.Projeyle

ilgili 2 y1ldir

¢alismaktadir.
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13- Proje siireci gorselleri

(Sekil 1). A. Olea europae (zeytin) bitkisinin Ekim-Kasim alnda toplanan 14-18mm

capindaki meyveleri, B. Meyveden elde edilen ¢ekirdekler ve embriyolar.

(Sekil 4.) A. HPLC cihazinda oleuropein tayini B. Test Numuneleri
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(Sekil 6). Hiicre soylarinin pasajlanmasi

Mecf-7 Hiicre Soyu

Mda-mb231 Hiicre Soyu

Sekil 8) Kanser gesitleri tizerindeki etkiler(Yiizde canlilik orani)

(Sekil 7.) SRB plate diizeni

Meme, Akciger, Kolon ve Serviks Kanseri Hicre
Soylarinda Anti-Kanser Tarama Calismasi
120
100
"=:‘ 80
5 60
g
2 a0 I
20
o
m MCF-7 31,209 59,726
W A549 84,111 97,867
mHT-29 90,179 95,589
I HELA 82,458 89,032




MRS O
'T BITKI 400ug/ml KONTROL um\- 40/ml >
[ 1
O <
= »
N
Taxol 3,98uM Taxol .:.u.m | Taxol 3,98uM | Taxol .t.‘nw\l l g
BITKI 400ug/mi BITKI 400ug/m!
(Sekil 9.) MCF-7 ve MDA-MB231 hiicre soylarinin 151k mikroskobu goriintiileri.
(Bitki 400ma/ml)
O
43 x>
(W,
O <
= ®
N
w
Taxol 3,98uM Taxol 3980 [ Taxol398uM Tasol 3980\ [y
BITKI 1;00-1 ml BITK! 800ug/m!

(Sekil 10.) MCF-7 ve MDA-MB231 hiicre soylarinin 1s1k mikroskobu goriintiileri.
(Bitki 800mg/ml)

MDA-MB-231 hiicre hatti

400 pg/ml Bitki

MDA-MB-231 KONTROL

800 pg/ml Bitki

Paklitaksel 7,97 uM Paklitaksel 7,97 pM +800 pg/ml Bitki

Paklitaksel 3,98 uM l Paklitaksel 3,98 uM +800 pg/ml Bitki

Sekil 11.) MDA-MB-231 Hiicre soyu floresan boyama goriintiileri.

Paklitaksel 3,98 pM +400 pg/ml Bitki




