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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Mide kanseri diinyada yaygin olarak goriilen, biyolojik olarak agresif tavirli bir tiimordiir. Mide
kanseri en sik Japonya ve Cin’de gériiliir. Diinya Saglik Orgiitii raporuna gore; kanserler, diinya
capinda yilda 7,6 milyon 6liimden sorumludur ve bu dliimlerin yaklagik 736000’1i mide kanserinden
kaynaklanmaktadir.

Mide kanserinin gelisiminde genetik ve c¢evresel predispozan faktorlerin  oldugu
diistiniilmektedir. Giiniimiizde, mide kanseri i¢in ana tedavi yontemleri sisplatin (cisplatin) gibi
kimyasal ilaglarla birlestirilen cerrahidir. Multidisipliner bir ¢alisma gerektiren bu tedaviler;
radyoterapi, kemoterapi gibi farkli secenekleri icermektedir.

Geleneksel Cin tibbi, giiniimiizden yaklasik 3.000 y1l 6ncesine dayanmaktadir. Mide kanserinin
sik goriildiigii Cin’de mide kanseri tedavisi i¢in farkli bitkisel yontemler kullanilmaktadir. Cinlilerin
mide kanseri tedavisinde; elma, feslegen, kizilcik, nane, biberiye, lavanta, kekik ve ozelliklede
Hedyotis diffusa bitkisinin kullanildigindan bahsetmektedir. Bu bitkilerin ortak o6zellikleri
incelendiginde karsimiza Ursolik Asit ¢ikmistir ve projemizin ¢ikis noktasidir.

Bu ¢alisma, ursolik asidin mide kanseri hiicreleri tizerindeki etkisini, mide kanseri hiicrelerinin
apoptosisi ile iligskili olup olmadigimi ve ursolik asidin mevcut klinik ilaglara yardimci olup
olamayacagini belirlemek amaciyla yapilmistir. Calismada MKN45 gastrik kanser hiicreleri
kullanilarak ursolik asidin kanser hiicreleri iizerine etkileri ve sisplatin le karsilastirmas1 yapilarak
sisplatin etkisini artirip arttirmayacagi saptanmaya calisilismistir.

Mikroskopik gozlem, ursolik asidin mide kanseri hiicresi olan MKN45 sagkalim oraninin
diismesine neden oldugunu ve hiicre morfolojisinin kiigiildiigiinii, biiziildiiglinii ve canli hiicrelerin
sayisinin ve seklinin dnemli lgiide degistigini gdsterdi. Insan MKN45 mide kanseri hiicreleri, SRB
hiicre sagkalim analizi ile 0 ila 50 uM ursolik asit ile muamele edildi ve toksisiteleri gézlendi.

Calismamda Ursolik asit konsantrasyonu arttikca, hiicre canliligi ve goriiniir konsantrasyona
bagl etkinin de azaldig1 bulunmustur.

2. Problem/Sorun:

Bu c¢alisma, ursolik asidin mide kanseri hiicreleri lizerindeki etkisini, mide kanseri hiicrelerinin
apoptosisi ile iligskili olup olmadigini ve ursolik asidin mevcut klinik ilaglara yardimci olup
olamayacagin belirlemek amaciyla yapilmistir.

Aragtirma kapsaminda;

- Ursolik asidin mide kanseri hiicrelerinin biiyiimesi ve apoptozla iliskili degisimlerin
tizerindeki etkisi
- Ursolik asit ve sisplatinin mide kanseri hiicreleri {izerinde sinerjistik etkilerini arastirmak
Amaglanmistir.

Sekil.1: Ursolik asit (Ursolic acid ) (Molekiiler Formiil: C30H4803, Molekiil Agirligi: 456,68)



3. Céoziim

Mikroskopik gozlem, ursolik asidin mide kanseri hiicresi olan MKN45 sagkalim oraninin
diismesine neden oldugunu ve hiicre morfolojisinin kii¢iildiigiinii, biiziildiigiinii ve canli hiicrelerin
sayisinin ve seklinin 6nemli 6l¢iide degistigini gosterdi. Insan MKN45 mide kanseri hiicreleri, SRB
hiicre sagkalim analizi ile 0 ila 50 pM ursolik asit ile muamele edildi ve toksisiteleri gozlendi.
Ursolik asit konsantrasyonu altinda, reaksiyon siiresi ne kadar uzun olursa, zamana bagl etkiyi
dogrulayan hiicre sagkalim orani1 o kadar diisiiktiir (time -dependent manner). Ek olarak, ursolik
asit konsantrasyonu arttikca, hiicre canlilif1 ve goriiniir konsantrasyona bagl etkinin de azaldig1
bulundu (dose -dependent manner).

Kanser hiicrelerinin 6liimiiniin ana nedeni, mide kanseri hiicrelerini diizenleyen molekiiler
mekanizmanin, Stat3 sinyal yolunu inhibe etmek, anti-apoptotik proteinleri BclBcl-2 ve BclBcl-
xI'yi azaltmak ve apoptotik proteinlerin Bax ve Bak'in yiikselmesini tegvik etmektir.

Sonug olarak; ursolik asidin, mide kanseri hiicrelerinin biiyiimesini etkili bir sekilde
engelleyebildigini ve mide kanseri hiicreleri olan MKN45’i onemli Olgiide oldiirebildigini
dogrulamistir. Hiicre morfolojisi ve miktarindaki degisikliklerin deneysel olarak gozlemlenmesi ve
SRB ile hiicre canliliginin analizi, ursolik asidin mide kanseri hiicrelerinin biiyiimesini
engelleyebilecegini dogrulamistir. Ilag kombinasyon endeksi analizine gére, ursolik asit mide
kanseri icin yaygin olarak kullanilan bir ila¢ olan sisplatin ile birlestirilirse, sinerjistik etki elde
edilebilir
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Sekil.1: Arastirma Mimarisi Diyagram



4.1. Mide Kanseri Hiicrelerinin Coziilmesi

MKN45 gastrik kanser hiicreleri sivi azottan c¢ikarildiktan sonra, dondurulmus tip 37°C
sicakliginda yiizen bir yataga yerlestirildi hiicreler hizla ¢6ziildi, hizla 10 cm ¢anaga ekildi ve %10
FBS ve %] antibiyotik RPMI kiiltiir ortami igeren ilave edildi. 37°C"' de %5 CO2 Inkiibatdriine
yerlestirildi.

4.2. Mide Kanseri Hiicrelerinin Alt Kiiltiirii
Adimlar;

1.

2.

Orijinal hiicre kiiltiir ortam1 kdiltiir tabagindan ¢ikarildi ve PBS ile durulayarak artik
kiiltiir ¢ozeltisi ¢ikarildi.

Her birine 1 ml tripsinirpsin-EDTA ilave ettikten sonra yaklasik 7 dakika boyunca
inkiibatore geri koyuldu ve plakanin altina tutturulan hiicrelerin askiya alinmasi saglandi.
Trypsinrypsin-EDTA etkisini sonlandirmak i¢in serum proteinleri igeren kiiltiir ortamu,
1200 rpm ,5 dakika santrifiijlendi .

Santrifiijlemeden sonra silipernatan uzaklastirilmis ve geri eritmek i¢in 3 ml kiiltiir
cozeltisi eklenmis ve iyice karistirilmistir.

Sulandirildiktan sonra 10 pl Tripan mavisi ve 10 pl hiicre s1vis1 alindi, 1yice karistirilarak
hiicre sayma 1zgarasina 10 pl ilave edildi.

Yaklasik 1 milyon hiicre, yeni bir 10 cm'lik kiiltlir kabina asiland1 ve hiicrelerin esit
sekilde dagilmasini saglamak i¢in ¢anak yatay olarak ¢alkalandi.

Kalan hiicreler, 1: 1 hiicre dondurucu saklama ¢6zeltisi ve hiicre sivisi ile karistirtlir, -
20 ° C'de en az 20 dakika, -80 ° C'de yaklasik 16 saat kalmig daha sonra siv1 nitrojene
aktarilmistir.

4.3 Mide Kanseri Hiicrelerinin Morfolojik Degisikliklerinin SRB ile Analizi
4.3.1. On Hazirhk

Belirtilen adimlar izlenmistir.

1.

4.

MKN45 mide kanseri hiicreleri, FBS ortaminda 3 x 103 mide kanseri hiicreleri iceren 100
ul hiicre yogunlugu basina 96 kuyu bir kiiltiir plakasinda ayr1 ayr kiiltiirlendi. Kiiltiir
plakalariin higbiri ekilmedi ancak 100 pl PBS ilave edildi ve % 37 0C'lik bir % 5 C02
kulucka makinesine yerlestirildi.

24 saat sonra hiicre yerlesimi onaylandiktan sonra, hiicre kiiltiir plakalar sirasiyla 0, 5,
10, 20 ve 50 uM ursolik asit konsantrasyonlar1 eklenmis ve belirtilen konsantrasyonlarin
her biri alt1 kopya hazirlanmistir.

Mide kanseri hiicreleri 12, 24 ve 48 saat ursolik asit i¢in reaksiyona girdikten sonra hiicre
morfolojisi farkli konsantrasyonlarda degisir ve mikroskop altinda farkli zaman dilimleri
gozlenir. Hiicre canliligi, SRB tahlili kullanilarak 12, 24 ve 48. saatlerde hesaplanmustir.
Deney ayn sartlarda tekrarlanmistir.

4.3.2. SRB Hiicre Sagkalim Analizi

Belirtilen adimlar izlenmistir.

1.

2.
3.

Test edilecek 96 kiiltiir plakasinin kiiltiir ortami ¢ikarildi ve iki kez siiziilmek iizere 100
ul PBS ilave edildi.

Her bir oyuga% 10 TCA 200 pl ekleyin ve 1 saat 4 © C'de yerlestirildi.

Orijinal ¢6zelti oyuga dokiildi, iki kez ddH20 100 pl ile siiziildii, her bir oyuga 200 pl
SRB boyas1 eklendi ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

Her bir SRB boyasi geri kazanildiktan sonra,% 1 asetik asit 100 pl ile iki kez stiziilmiistiir.



o

Fazla sivinin bulagmasindan sonra, 20 dakika boyunca bir firinda kurutuldu.

6. 20 mM Tris'in 200 pl 'sinde ¢oziindiirtliir, 30 dakika bekletilir ve 565 nm'de ayarlanmis
bir ELISA okuyucudaki absorbansi 6lgiiliir.

7. Deney adimlarinin her birinin konsantrasyonu alt1 tekrar yapilmistir, deney kosullar1 ile

iki kez tekrar edilmistir ve sonuglarin ortalamast alinmistir.

4.4. Mide Kanseri Hiicrelerinin metabolik aktivitenin dl¢iimiine dayali MTT test Yontemi

1. Hiicre kiiltiirlerinden ortam atilir. Yapisik hiicreler icin, ortami dikkatlice aspire
edilir. Stispansiyon hiicreleri i¢in, mikroplaka uyumlu bir santrifiij iginde 5 dakika boyunca 96 x
plaka 1.000 x g 4 ° C(C'de dondirilir ve dikkatlice ortami1 aspire edilir.
Alternatif bir yontem, kiiltiirdeki mevcut ortama esit miktarda MTT c¢ozeltisi ilave etmektir. Her
ornek i¢in ayn1 hacimde mevcut ortam bulundugu kontrol edilir.

2. Her kuyucuga 50 pL serumsuz ortam ve 50 pL MTT c¢ozeltisi eklenir.

3. Plakay1 37 © C'de 3 saat inkiibe ederiz.
4. Inkiibasyondan sonra, her oyuga 150 uL MTT ¢éziicii ilave edilir.

5. Plakay1 folyoya sarin ve 15 dakika boyunca bir orbital calkalayicida sallayin. Bazen, MTT
formazan'i tamamen ¢6zmek i¢in sivinin pipetlenmesi gerekebilir.

6. OD = 590 nm'de okuma absorbansi. Plaka en ge¢ 1 saat icinde okunur.

45. 1ilag Kombinasyon Yontemi (COMBOSYN) ile Sisplatin ve Ursolik Asidi
Kombinasyonunun Hiicre Canlihig1 Uzerindeki Etkisinin Analizi

llag kombinasyon yontemi doz yanit egrisini analiz etmek i¢in metoda gore CI degerini
hesaplamak gerekmektedir. CI> 1, antagonizmi, CI = 1 ilave etkiyi ve CI <1 sinerjiyi belirtir.

Kemoterapi ilaglarinin duyarliligini elde edip edemedigini kesfetmek i¢in ursolik asitle birlikte
mevcut kemoterapi ilact sisplatin kullanim1 ve sonra adjuvan ilaglarin terapotik etkisi incelendi.
Islem, 4 saat boyunca 96 oyuklu bir kiiltiir tepsisindeki inkiibatdre sisplatin ilave edildikten sonra
24 saat ursolik asit ilave edilir ve daha sonra her bir deney grubunun hiicre 6liim oranini
doniistiirmek i¢in SRB tahlil sonuglar1 kullanildi.

a. MKN45 mide kanseri hiicreleri FBS ortaminda 3 x 10° mide kanseri hiicreleri iceren 100 pl
hiicre yogunlugu basina 96 oyuklu bir kiiltiir plakasinda ayr1 ayr kiiltiirlendi. Kiiltiir plakasi
cevre birime ekilmedi ancak 100 ul PBS ilave edildi ve yaklasik 18 saat boyunca 37 °© C ve%
5 CO02 inkiibatoriine yerlestirildi.

b. Hiicre yerlesimini onayladiktan sonra hiicre kiiltiirii plakalarin1 0, 2.5, 5, 10 ve 20 uM
sisplatin‘e eklendi. 4 saat sonra, 0, 2.5, 5 ve 10 uM ursolik asit eklendi, her konsantrasyon
icin li¢ tekrar yapildi. SRB testi kullanarak ortalama absorbansi gézlemlendi sagkalim orani
ve mortaliteye donistiiriildii. Deney kosullar1 ayn1 olmak {izere tiim adimlar iki kez tekrar
edildi.

5. Yenilikei (Inovatif) Yonii

Tiirk literatiiriinde Bacanli ve Ark. yapti§1 “Diyabetik Sicanlarin Bobreklerinde Ursolik Asidin
Koruyucu Etkileri” disinda bir ¢calismaya rastlanmamustir. Ursolik asit tedavisinin DNA hasarini ve
glutatyon rediiktaz enzim aktivitelerini ve MDA diizeylerini 6nemli derecede azalttigi ve GSH
diizeyleri ve CAT, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini artirdig1 sonucuna ulagmislardir.

Yabanci literatiirde Ursolik asidin potansiyel biyokimyasal etkileri arastirilmistir, ancak insan
sagligma faydalar1 gosteren herhangi bir klinik calisma yapilmamistir. Ursolik asit, STAT3
aktivasyon yolunu (Shishodia ve Ark. 2003, Pathak ve Ark. 2007) inhibe ederek c¢esitli kanser
hiicresi tiplerinin proliferasyonunu inhibe eder ve ayrica kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
azaltabilir ve apoptozu indiikleyebilir (Wang ve Ark. 2011) sonuglari vardir.



Bu ¢alisma ursolik asidin mide kanseri hiicreleri tizerindeki etkisi, mide kanseri hiicrelerinin
apoptosisi ile iligkisi ve ursolik asidin mevcut klinik ilaglara yardimei rolii ile diger ¢alismalardan
ayrilmaktadir ve literatiire katki saglayacaktir.

6. Uygulanabilirlik

Sonuglarin genigletilip genisletilemeyecegi, insan kullanimina uygunlugunu, etkinligini ve
giivenligini dogrulamak i¢in klinik deneylere ihtiyag duymaktadir. Daha fazla arastirma ve
gelistirme yapilabilir ise, Ursolik asitin mide kanseri tedavisi i¢in énemli bir potansiyele sahip
oldugu dogrulanabilir.

7. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar):

Bu caligma spesifik bir saglik sorunuyla ilgilidir. Mide kanseri hastalarinin tedavisinde yardimci
olacag diisiiniilmektedir.
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