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1. Proje Özeti (Proje Tanımı)  

Mide kanseri dünyada yaygın olarak görülen, biyolojik olarak agresif tavırlı bir tümördür. Mide 

kanseri en sık Japonya ve Çin’de görülür. Dünya Sağlık Örgütü raporuna göre; kanserler, dünya 

çapında yılda 7,6 milyon ölümden sorumludur ve bu ölümlerin yaklaşık 736000’i mide kanserinden 

kaynaklanmaktadır. 

Mide kanserinin gelişiminde genetik ve çevresel predispozan faktörlerin olduğu 

düşünülmektedir. Günümüzde, mide kanseri için ana tedavi yöntemleri sisplatin (cisplatin) gibi 

kimyasal ilaçlarla birleştirilen cerrahidir. Multidisipliner bir çalışma gerektiren bu tedaviler; 

radyoterapi, kemoterapi gibi farklı seçenekleri içermektedir. 

Geleneksel Çin tıbbı, günümüzden yaklaşık 3.000 yıl öncesine dayanmaktadır. Mide kanserinin 

sık görüldüğü Çin’de mide kanseri tedavisi için farklı bitkisel yöntemler kullanılmaktadır. Çinlilerin 

mide kanseri tedavisinde; elma, fesleğen, kızılcık, nane, biberiye, lavanta, kekik ve özelliklede 

Hedyotis diffusa bitkisinin kullanıldığından bahsetmektedir. Bu bitkilerin ortak özellikleri 

incelendiğinde karşımıza Ursolik Asit çıkmıştır ve projemizin çıkış noktasıdır. 

Bu çalışma, ursolik asidin mide kanseri hücreleri üzerindeki etkisini, mide kanseri hücrelerinin 

apoptosisi ile ilişkili olup olmadığını ve ursolik asidin mevcut klinik ilaçlara yardımcı olup 

olamayacağını belirlemek amacıyla yapılmıştır. Çalışmada MKN45 gastrik kanser hücreleri 

kullanılarak ursolik asidin kanser hücreleri üzerine etkileri ve sisplatin le karşılaştırması yapılarak 

sisplatin etkisini artırıp arttırmayacağı saptanmaya çalışılışmıştır. 

Mikroskopik gözlem, ursolik asidin mide kanseri hücresi olan MKN45 sağkalım oranının 

düşmesine neden olduğunu ve hücre morfolojisinin küçüldüğünü, büzüldüğünü ve canlı hücrelerin 

sayısının ve şeklinin önemli ölçüde değiştiğini gösterdi. İnsan MKN45 mide kanseri hücreleri, SRB 

hücre sağkalım analizi ile 0 ila 50 μM ursolik asit ile muamele edildi ve toksisiteleri gözlendi. 

Çalışmamda Ursolik asit konsantrasyonu arttıkça, hücre canlılığı ve görünür konsantrasyona 

bağlı etkinin de azaldığı bulunmuştur. 

2. Problem/Sorun: 

Bu çalışma, ursolik asidin mide kanseri hücreleri üzerindeki etkisini, mide kanseri hücrelerinin 

apoptosisi ile ilişkili olup olmadığını ve ursolik asidin mevcut klinik ilaçlara yardımcı olup 

olamayacağını belirlemek amacıyla yapılmıştır. 

Araştırma kapsamında; 

- Ursolik asidin mide kanseri hücrelerinin büyümesi ve apoptozla ilişkili değişimlerin 

üzerindeki etkisi 

- Ursolik asit ve sisplatinin mide kanseri hücreleri üzerinde sinerjistik etkilerini araştırmak 

Amaçlanmıştır. 

 

Şekil.1: Ursolik asit (Ursolic acid ) (Moleküler Formül:C30H48O3, Molekül Ağırlığı: 456,68) 
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3. Çözüm 

Mikroskopik gözlem, ursolik asidin mide kanseri hücresi olan MKN45 sağkalım oranının 

düşmesine neden olduğunu ve hücre morfolojisinin küçüldüğünü, büzüldüğünü ve canlı hücrelerin 

sayısının ve şeklinin önemli ölçüde değiştiğini gösterdi. İnsan MKN45 mide kanseri hücreleri, SRB 

hücre sağkalım analizi ile 0 ila 50 μM ursolik asit ile muamele edildi ve toksisiteleri gözlendi. 

Ursolik asit konsantrasyonu altında, reaksiyon süresi ne kadar uzun olursa, zamana bağlı etkiyi 

doğrulayan hücre sağkalım oranı o kadar düşüktür (time -dependent manner). Ek olarak, ursolik 

asit konsantrasyonu arttıkça, hücre canlılığı ve görünür konsantrasyona bağlı etkinin de azaldığı 

bulundu (dose -dependent manner).  

Kanser hücrelerinin ölümünün ana nedeni, mide kanseri hücrelerini düzenleyen moleküler 

mekanizmanın, Stat3 sinyal yolunu inhibe etmek, anti-apoptotik proteinleri BclBcl-2 ve BclBcl-

xl'yi azaltmak ve apoptotik proteinlerin Bax ve Bak'ın yükselmesini teşvik etmektir. 

Sonuç olarak; ursolik asidin, mide kanseri hücrelerinin büyümesini etkili bir şekilde 

engelleyebildiğini ve mide kanseri hücreleri olan MKN45’i önemli ölçüde öldürebildiğini 

doğrulamıştır. Hücre morfolojisi ve miktarındaki değişikliklerin deneysel olarak gözlemlenmesi ve 

SRB ile hücre canlılığının analizi, ursolik asidin mide kanseri hücrelerinin büyümesini 

engelleyebileceğini doğrulamıştır. İlaç kombinasyon endeksi analizine göre, ursolik asit mide 

kanseri için yaygın olarak kullanılan bir ilaç olan sisplatin ile birleştirilirse, sinerjistik etki elde 

edilebilir  

 

4. Yöntem 

 

 

 

                                                                   Şekil.1: Araştırma Mimarisi Diyagramı 
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4.1. Mide Kanseri Hücrelerinin Çözülmesi 

     MKN45 gastrik kanser hücreleri sıvı azottan çıkarıldıktan sonra, dondurulmuş tüp 37℃ 

sıcaklığında yüzen bir yatağa yerleştirildi hücreler hızla çözüldü, hızla 10 cm çanağa ekildi ve %10 

FBS ve %1 antibiyotik RPMI kültür ortamı içeren ilave edildi. 37℃ ' de %5 CO2 İnkübatörüne 

yerleştirildi. 

 

4.2. Mide Kanseri Hücrelerinin Alt Kültürü 

     Adımlar; 

1. Orijinal hücre kültür ortamı kültür tabağından çıkarıldı ve PBS ile durulayarak artık 

kültür çözeltisi çıkarıldı. 

2. Her birine 1 ml tripsinirpsin-EDTA ilave ettikten sonra yaklaşık 7 dakika boyunca 

inkübatöre geri koyuldu ve plakanın altına tutturulan hücrelerin askıya alınması sağlandı. 

3. Trypsinrypsin-EDTA etkisini sonlandırmak için serum proteinleri içeren kültür ortamı, 

1200 rpm ,5 dakika santrifüjlendi . 

4. Santrifüjlemeden sonra süpernatan uzaklaştırılmış ve geri eritmek için 3 ml kültür 

çözeltisi eklenmiş ve iyice karıştırılmıştır. 

5. Sulandırıldıktan sonra 10 µl Tripan mavisi ve 10 µl hücre sıvısı alındı, iyice karıştırılarak 

hücre sayma ızgarasına 10 µl ilave edildi. 

6. Yaklaşık 1 milyon hücre, yeni bir 10 cm'lik kültür kabına aşılandı ve hücrelerin eşit 

şekilde dağılmasını sağlamak için çanak yatay olarak çalkalandı. 

7. Kalan hücreler, 1: 1 hücre dondurucu saklama çözeltisi ve hücre sıvısı ile karıştırılır,      -

20 ° C'de en az 20 dakika, -80 ° C'de yaklaşık 16 saat kalmış daha sonra sıvı nitrojene 

aktarılmıştır. 

 

4.3 Mide Kanseri Hücrelerinin Morfolojik Değişikliklerinin SRB ile Analizi 

4.3.1. Ön Hazırlık 

     Belirtilen adımlar izlenmiştir. 

1. MKN45 mide kanseri hücreleri, FBS ortamında 3 x 103 mide kanseri hücreleri içeren 100 

µl hücre yoğunluğu başına 96 kuyu bir kültür plakasında ayrı ayrı kültürlendi. Kültür 

plakalarının hiçbiri ekilmedi ancak 100 µl PBS ilave edildi ve % 37 0C'lik bir % 5 C02 

kuluçka makinesine yerleştirildi. 

2. 24 saat sonra hücre yerleşimi onaylandıktan sonra, hücre kültür plakaları sırasıyla 0, 5, 

10, 20 ve 50 μM ursolik asit konsantrasyonları eklenmiş ve belirtilen konsantrasyonların 

her biri altı kopya hazırlanmıştır. 

3. Mide kanseri hücreleri 12, 24 ve 48 saat ursolik asit için reaksiyona girdikten sonra hücre 

morfolojisi farklı konsantrasyonlarda değişir ve mikroskop altında farklı zaman dilimleri 

gözlenir. Hücre canlılığı, SRB tahlili kullanılarak 12, 24 ve 48. saatlerde hesaplanmıştır. 

4. Deney aynı şartlarda tekrarlanmıştır. 

 

4.3.2. SRB Hücre Sağkalım Analizi  

     Belirtilen adımlar izlenmiştir. 

1. Test edilecek 96 kültür plakasının kültür ortamı çıkarıldı ve iki kez süzülmek üzere 100 

µl PBS ilave edildi. 

2. Her bir oyuğa% 10 TCA 200 μl ekleyin ve 1 saat 4 ° C'de yerleştirildi. 

3. Orijinal çözelti oyuğa döküldü, iki kez ddH2O 100 µl ile süzüldü, her bir oyuğa 200 µl 

SRB boyası eklendi ve oda sıcaklığında 1 saat bekletildi. 

4. Her bir SRB boyası geri kazanıldıktan sonra,% 1 asetik asit 100 µl ile iki kez süzülmüştür. 



5 

 

5. Fazla sıvının bulaşmasından sonra, 20 dakika boyunca bir fırında kurutuldu. 

6. 20 mM Tris'in 200 µl 'sinde çözündürülür, 30 dakika bekletilir ve 565 nm'de ayarlanmış 

bir ELISA okuyucudaki absorbansı ölçülür. 

7. Deney adımlarının her birinin konsantrasyonu altı tekrar yapılmıştır, deney koşulları ile 

iki kez tekrar edilmiştir ve sonuçların ortalaması alınmıştır. 

 

4.4. Mide Kanseri Hücrelerinin metabolik aktivitenin ölçümüne dayalı MTT test Yöntemi 

            1. Hücre kültürlerinden ortam atılır. Yapışık hücreler için, ortamı dikkatlice aspire 

edilir. Süspansiyon hücreleri için, mikroplaka uyumlu bir santrifüj içinde 5 dakika boyunca 96 x 

plaka 1.000 x g, 4 ° C'de döndürülür ve dikkatlice ortamı aspire edilir. 

Alternatif bir yöntem, kültürdeki mevcut ortama eşit miktarda MTT çözeltisi ilave etmektir. Her 

örnek için aynı hacimde mevcut ortam bulunduğu kontrol edilir. 

           2. Her kuyucuğa 50 µL serumsuz ortam ve 50 µL MTT çözeltisi eklenir. 

           3. Plakayı 37 ° C'de 3 saat inkübe ederiz. 

           4. İnkübasyondan sonra, her oyuğa 150 uL MTT çözücü ilave edilir. 

           5. Plakayı folyoya sarın ve 15 dakika boyunca bir orbital çalkalayıcıda sallayın. Bazen, MTT 

formazan'ı tamamen çözmek için sıvının pipetlenmesi gerekebilir. 

           6. OD = 590 nm'de okuma absorbansı. Plaka en geç 1 saat içinde okunur. 

 

4.5. İlaç Kombinasyon Yöntemi (COMBOSYN) ile Sisplatin ve Ursolik Asidi 

Kombinasyonunun Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkisinin Analizi 
 

     İlaç kombinasyon yöntemi doz yanıt eğrisini analiz etmek için metoda göre CI değerini 

hesaplamak gerekmektedir. CI> 1, antagonizmi, CI = 1 ilave etkiyi ve CI <1 sinerjiyi belirtir. 

     Kemoterapi ilaçlarının duyarlılığını elde edip edemediğini keşfetmek için ursolik asitle birlikte 

mevcut kemoterapi ilacı sisplatin kullanımı ve sonra adjuvan ilaçların terapötik etkisi incelendi. 

İşlem, 4 saat boyunca 96 oyuklu bir kültür tepsisindeki inkübatöre sisplatin ilave edildikten sonra 

24 saat ursolik asit ilave edilir ve daha sonra her bir deney grubunun hücre ölüm oranını 

dönüştürmek için SRB tahlil sonuçları kullanıldı. 

a. MKN45 mide kanseri hücreleri FBS ortamında 3 x 103 mide kanseri hücreleri içeren 100 μl 

hücre yoğunluğu başına 96 oyuklu bir kültür plakasında ayrı ayrı kültürlendi. Kültür plakası 

çevre birime ekilmedi ancak 100 μl PBS ilave edildi ve yaklaşık 18 saat boyunca 37 ° C ve% 

5 C02 inkübatörüne yerleştirildi. 

b. Hücre yerleşimini onayladıktan sonra hücre kültürü plakalarını 0, 2.5, 5, 10 ve 20 μM 

sisplatin'e eklendi. 4 saat sonra, 0, 2.5, 5 ve 10 μM ursolik asit eklendi, her konsantrasyon 

için üç tekrar yapıldı. SRB testi kullanarak ortalama absorbansı gözlemlendi  sağkalım oranı 

ve mortaliteye dönüştürüldü. Deney koşulları aynı olmak üzere tüm adımlar iki kez tekrar 

edildi. 

 

5. Yenilikçi (İnovatif) Yönü 

Türk literatüründe Bacanlı ve Ark. yaptığı “Diyabetik Sıçanların Böbreklerinde Ursolik Asidin 

Koruyucu Etkileri” dışında bir çalışmaya rastlanmamıştır. Ursolik asit tedavisinin DNA hasarını ve 

glutatyon redüktaz enzim aktivitelerini ve MDA düzeylerini önemli derecede azalttığı ve GSH 

düzeyleri ve CAT, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini artırdığı sonucuna ulaşmışlardır. 

Yabancı literatürde Ursolik asidin potansiyel biyokimyasal etkileri araştırılmıştır, ancak insan 

sağlığına faydaları gösteren herhangi bir klinik çalışma yapılmamıştır. Ursolik asit, STAT3 

aktivasyon yolunu (Shishodia ve Ark. 2003, Pathak ve Ark. 2007) inhibe ederek çeşitli kanser 

hücresi tiplerinin proliferasyonunu inhibe eder ve ayrıca kanser hücrelerinin proliferasyonunu 

azaltabilir ve apoptozu indükleyebilir (Wang ve Ark. 2011) sonuçları vardır.  
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Bu çalışma ursolik asidin mide kanseri hücreleri üzerindeki etkisi, mide kanseri hücrelerinin 

apoptosisi ile ilişkisi ve ursolik asidin mevcut klinik ilaçlara yardımcı rolü ile diğer çalışmalardan 

ayrılmaktadır ve literatüre katkı sağlayacaktır. 

 

6. Uygulanabilirlik  

Sonuçların genişletilip genişletilemeyeceği, insan kullanımına uygunluğunu, etkinliğini ve 

güvenliğini doğrulamak için klinik deneylere ihtiyaç duymaktadır. Daha fazla araştırma ve 

geliştirme yapılabilir ise, Ursolik asitin mide kanseri tedavisi için önemli bir potansiyele sahip 

olduğu doğrulanabilir. 

  

7. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanıcılar):  

Bu çalışma spesifik bir sağlık sorunuyla ilgilidir. Mide kanseri hastalarının tedavisinde yardımcı 

olacağı düşünülmektedir. 

 

8. Proje Ekibi 

Takım Lideri: Yalın AKBIYIK 

Adı Soyadı Projedeki Görevi Okul  Projeyle veya 

problemle 

ilgili tecrübesi 

Tolgahan Bostan Proje Danışmanı Adana Bilim ve Sanat Merkezi STEAM, Oyun Teorisi, 

Eğitim Psikolojisi, 

İstatistiksel Analiz ve 

Uygulamalı Matematik 

alanlarında uzman 

Matematik Öğretmeni 

Yalın Akbıyık Hazırlayan Öğrenci Adana Bilim ve Sanat Merkezi Ulusal ve uluslararası 

proje yarışmalarına 

katılım göstermiş, 

Matematik ve Biyoloji 

alanında özel yetenekli 

11. sınıf öğrencidir. 

 

 

9. Kaynaklar  

Altınışık, M. (2004). İMMÜNOLOJİK TEKNİKLER. ADÜTF Biyokimya. 

https://abs.mehmetakif.edu.tr/upload/_6131_elisa.pdf  (Son Erişim Tarihi: 09/09/2019) 

Bacanlı, M., Aydın, S., Anlar, H. G., Çal, T., Ündeğer Bucurgat, Ü., Arı, N., ... & Başaran, N. 

Diyabetik Sıçanların Böbreklerinde Ursolik Asidin Koruyucu Etkileri. 

https://www.journalagent.com/tjps/pdfs/TJPS-49469-RESEARCH_ARTICLE-BACANLI.pdf  

(Son Erişim Tarihi: 13/09/2019) 

Campbell, T. C., Campbell, T. M., Güç, Ş., & Doğan, M. (2010). Çin mucizesi. Martı Yayıncılık. 

GÖÇMEN, E., & KOCAOĞLU, H. (2000). Mide kanseri epidemiyolojisi. Turkiye Klinikleri 

Journal of Surgery, 5(4), 161-162. 

Gürel S. Mide kanserlerinin genel özellikleri. Güncel Gastroenteroloji 1999; 3: 392-402. 

Kalkan, R. (2016). Sitotoksite Analizleri. Yakın Doğu Üniversitesi-DESAM. https://neu.edu.tr/wp-

https://abs.mehmetakif.edu.tr/upload/_6131_elisa.pdf
https://www.journalagent.com/tjps/pdfs/TJPS-49469-RESEARCH_ARTICLE-BACANLI.pdf
https://neu.edu.tr/wp-content/uploads/2016/06/Sitotoksite-Analizleri-DESAM.pdf


7 

 

content/uploads/2016/06/Sitotoksite-Analizleri-DESAM.pdf (Son Erişim Tarihi: 19/09/2019) 

MTT TEST PROTOKOL, https://www.abcam.com/kits/mtt-assay-protocol (Son Erişim Tarihi: 

17/09/2019) 

Pathak AK, Bhutani M, Nair AS, et al. (2007). "Ursolic acid inhibits STAT3 activation pathway 

leading to suppression of proliferation and chemosensitization of human multiple myeloma cells". 

Mol. Cancer Res. 5 (9): 943–55. doi:10.1158/1541-7786.MCR-06-0348. PMID 17855663. 

Sağlık Bakanlığı Kanser İstatistikleri. http://www.saglik.gov.tr/TR/belge/1-7179/eski2yeni.html 

(Son Erişim Tarihi: 11/09/2019) 

Sağlık Bakanlığı Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü, Mide Kanseri. 

https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser-turleri/kanser-turleri/826-mide-kanseri.html (Son Erişim Tarihi: 

15/09/2019)  

Shishodia S, Majumdar S, Banerjee S, Aggarwal BB (2003). "Ursolic acid inhibits nuclear factor-

kappaB activation induced by carcinogenic agents through suppression of IkappaBalpha kinase and 

p65 phosphorylation: correlation with down-regulation of cyclooxygenase 2, matrix 

metalloproteinase 9, and cyclin D1" (PDF). Cancer Res. 63 (15): 4375–83. PMID 12907607. 

Terry MB, Gaudet MM, Gammon MD. The epidemiology of gastric cancer. Semin Radiat Oncol. 

2002; 12: 111-27. 

Wang X, Zhang F, Yang L, Mei Y, Long H, Zhang X, Zhang J, Qimuge-Suyila, Su X.,"Ursolic 

acid inhibits proliferation and induces apoptosis of cancer cells in vitro and in vivo", J Biomed 

Biotechnol. 2011;2011:419343 Full-text pdf  

Wayman J, Forman D, Griffin SM. Monitoring the changing pattern of esophagogastric cancer: 

data from a UK regional cancer registry. Cancer Causes Control. 2001; 12: 943-49 

WHO (World Health Organisation Report, Cancer Fact sheet N°297 

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/ (Son Erişim Tarihi: 16/09/2019) 

 

https://neu.edu.tr/wp-content/uploads/2016/06/Sitotoksite-Analizleri-DESAM.pdf
https://www.abcam.com/kits/mtt-assay-protocol
https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser-turleri/kanser-turleri/826-mide-kanseri.html

