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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ
°C			: Derece Celsius
µg			: Mikrogram
µM			: Mikromolar
AR			: Androjen Reseptörü
ATP			: Adenozin Trifosfat
BC			: Meme Kanseri
BCS			: Biyofarmasötik Sınıflandırma Sisteminde
DLT			: Doz sınırlayıcı toksisite
DMEM		: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO		: Dimetilsülfoksit
DNA			: Deoksiriboz nükleik asit
ER			: Östrojen Reseptörü
FBS			: Fetal Sığır Serumu
HER2			: Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü
cDNA                         : Komplementer DNA
LC			: Akciğer Kanseri
LEP                            : Leptin Geni
MCF-7		: Meme Kanseri Hücre Hattı
Ml			: Mililitre
mTOR                        : Rapamisin Kinazın Mekanik Hedefi
Myc                            : Miyolostomatoz onkogeni
Nm			: Nanometre (dalga boyu birimi)
OA			: Oleanolik Asit
Ob-R			: Leptin Reseptörü
PBS			: Phosphate-buffered Saline
PI3K                           : Fosfotidilinositol-3-kinazlar
PR			: Progesteron Reseptörü
ROS			: Reaktif Oksidatif Türleri
RT-PCR		: Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu
TG			: Trigliserid
	     Tripsin-EDTA
	      : Tripsin-Etilendiamin tetraasetik asit


UA			: Ursolik Asit
UV			: Ultraviyole
VKİ			: Vücut Kitle İndeksi
WHO 			: Dünya Sağlık Örgütü
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URSOLİK ASİDİN MEME KANSERİ HÜCRELERİNDE LEPTİN GEN EKSPRESYONU ve SALINIMI ÜZERİNE ETKİLERİ

Kuruçay F. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Beslenme ve Diyetetik Programı, Yüksek Lisans Tezi, Aydın, 2026.
Amaç: Bu araştırmada doğal bir biyoaktif bileşen olan ursolik asidin, düşük sağ kalım oranlarıyla öne çıkan meme kanserinde MCF-7 hücre hattında leptin gen ekspresyonu ve salınımı üzerindeki etkisini araştırmayı amaçlamaktadır.
Gereç ve Yöntem: Araştırmada meme kanseri hücre hattı MCF-7 kullanılmıştır. Ursolik asitin hücre canlılığına olan etkisini belirlemek amacıyla 5-125 μM doz aralığında uygulama yapılarak, 48. saat sonunda Muse hücre canlılık testi ile etkinliği belirlenmiştir. Süre ve doza bağlı olarak elde edilen proliferasyon grafiğinden apoptoz ve RT-PCR çalışmaları için IC25ve IC50 dozları belirlenmiştir. Bu dozlarda uygulama yapılarak Muse hücre analiz cihazında Muse Annexin V kiti ile apoptoz tespit edilmiştir. Gerçek zamanlı PCR (RT-PCR) yöntemi ile Leptin, ER-α ve ER-β genlerinin ifadeleri mRNA düzeyinde belirlenmiştir. İstatistiksel analizler IBM SPSS (v27) programında bağımsız örneklem t-testi kullanılarak yapılmıştır (p<0,05). 
Bulgular: MCF-7 hücrelerinin %50’sini inhibe eden ursolik asit dozunun 62,5 μM olduğu hesaplanmıştır. Ayrıca, ursolik asit uygulamasıyla MCF-7 hücrelerinde apoptozun arttığı bulunmuştur. Aynı zamanda ursolik asit uygulamasının (27,5ve 62,5 μM) Leptin ve ER-α gen ifadelerini anlamlı olarak azaltırken, ER-β ifadesini artırmıştır. 
Sonuç: Ursolik asidin MCF-7 meme kanseri hücrelerinde leptin gen ekspresyonu ve salınımı üzerine etkisi literatürde ilk kez incelenmiş; UA'nın hücre proliferasyonunu baskıladığı, apoptozu indüklediği, leptin ve ER-α ekspresyonlarını önemli ölçüde azalttığı ve ER-β ekspresyonunu arttırdığı tespit edilmiştir. Bu sonuçlar, UA'nın leptin-östrojen ekseni üzerinden meme kanseri progresyonunu hedefleyen doğal bir terapötik ajan olarak potansiyelini ortaya koyması ve yeni hedefe yönelik tedavi stratejileri için temel oluşturması bakımından önemlidir.
Anahtar kelimeler: Ursolik asit, meme kanseri, apoptoz, gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu
[bookmark: _Toc221714804]ABSTRACT

EFFECTS of URSOLIC ACID on LEPTIN GENE EXPRESSION and SECRETION in BREAST CANCER CELLS
Kurucay F. Aydın Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Nutrition and Dietetic Program, Master Thesis, Aydın, 2026. 
Objective: This research aims to investigate the effects of ursolic acid, a natural bioactive compound, on leptin gene expression and secretion in the MCF-7 breast cancer cell line, which is associated with low survival rates in breast cancer.
Materials and Methods: The MCF-7 breast cancer cell line was used in this study. To determine the effect of ursolic acid on cell viability, applications were performed within the 5-125 μM dose range, and its efficacy was assessed using the Muse cell viability assay at the 48th hour. IC25 and IC50 doses were determined from the dose- and time-dependent proliferation graph for apoptosis and RT-PCR studies. Apoptosis was detected using the Muse Annexin V kit on the Muse cell analyzer at these doses. The expression levels of Leptin, ER-α, and ER-β genes were determined at the mRNA level using real-time PCR (RT-PCR). Statistical analyses were performed using the independent samples t-test in IBM SPSS (v27) software (p<0.05).
Results: The ursolic acid dose that inhibits 50% of MCF-7 cells was calculated as 62,5 μM. Additionally, ursolic acid application was found to increase apoptosis in MCF-7 cells. Simultaneously, ursolic acid applications (27,5 and 62,5 μM) significantly reduced Leptin and ER-α gene expressions while increasing ER-β expression.
Conclusion: The effect of ursolic acid on leptin gene expression and secretion in MCF-7 breast cancer cells was investigated for the first time in the literature; UA was determined to suppress cell proliferation, induce apoptosis, significantly reduce leptin and ER-α expressions, and increase ER-β expression. These results are important in demonstrating UA's potential as a natural therapeutic agent targeting breast cancer progression through the leptin-estrogen axis and forming the basis for new targeted treatment strategies.

Keywords: Ursolic acid, breast cancer, apoptosis, Real-Time PCR
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Meme kanseri, kanser türleri arasında en sık görülenlerden biridir ve özellikle kadınlarda yüksek mortalite ile morbiditeye yol açması nedeniyle önemli bir halk sağlığı sorunudur (Ekimci, 2023). Meme kanserinin 2022 yılında dünya genelinde yaklaşık 670.000 ölüme neden olduğu tahmin edilmektedir. Yapılan araştırmaya göre, 2022 yılında 185 ülke arasında 157 ülkede kadınlarda en sık görülen kanser türü meme kanseri olmuştur (WHO, 2022). Bu epidemiyolojik veriler, meme kanserinin küresel yükünü ve erken tanı-tedavi ihtiyacını vurgulamaktadır.
Leptin, 1994 yılında keşfedilen ve adipositler tarafından salgılanan bir hormon olup, anoreksijenik etkiyle enerji dengesini düzenler (Zhang ve diğerleri, 1994). Leptin ve reseptörleri meme kanserinde, özellikle yüksek dereceli tümörlerde aşırı derecede eksprese edilmektedir ve sağlıklı meme dokusunda belirgin olarak bulunmamaktadır. Serum leptin düzeyi Vücut kitle indeksi (VKİ) ile pozitif ilişkili ve meme kanserli hastalarda kontrol grubuna göre daha yüksek seviyelerde bulunmaktadır (Koprivčić ve diğerleri, 2022).
Fitokimyasallar, bilimsel olarak temel besinler olarak tanımlanmayan ancak bitki bileşiklerini tanımlamak için kullanılmaktadır. Bitkilerden elde edilen birçok fitokimyasalın kanserlerin önlenmesinde ve tedavisinde rol oynadığı bildirilmiştir. Triterpenoidler, sarımsaktan elde edilen oleanolik asit (OA), elmada bulunan ursolik asit (UA), yaban mersini, kızılcık, lavanta, ökseotundan elde edilen moronik asit ve betulinik asit gibi moleküllerin de aralarında bulunduğu triterpen moleküllerinin terpenoid türevleridir. Doğada 20.000'den fazla triterpenoid bulunmuştur. Triterpenoidler, farklı kanser türleri de dahil olmak üzere birçok insan hastalığına faydalı olan güçlü fitokimyasallardır (Li ve diğerleri, 2020). 
Ursolik asit, kanser tedavisinde ümit verici bir fitokimyasal olarak öne çıkmaktadır. Özellikle, meme kanserine karşı güçlü antikanser etki göstermiştir. UA, PI3K/Akt/mTOR, ERK ve EGFR ile ilgili sinyal yolakları gibi farklı sinyal kaskadlarını modüle ederek meme kanseri hücrelerini çoğalmasını önemli ölçüde engellediği gösterilmiştir (Iqbal ve diğerleri, 2018; Guo ve diğerleri, 2020).  
Bu çalışmada, sağ kalım oranı düşük ve halk sağlığını önemli derecede tehdit eden meme kanserinde doğal bir biyoaktif bileşen olan ursolik asidin MCF-7 hücre hattında leptin gen ekspresyonu ve salınımı üzerine etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.

x
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Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen kanser türü olup genetik, hormonal ve çevresel faktörlerin etkileşimiyle ortaya çıkmaktadır. Meme kanseri gelişiminde kilo, yaş, cinsiyet, diyet, eksojen ve endojen hormon maruziyeti, yaşam tarzı (UV’ye maruz kalma, sirkadiyen ritim bozukluğu), emzirme, doğurganlık, erken menarş, oral kontraseptif kullanımı, tütün ve alkol kullanımı, diyabet, obezite gibi birçok risk faktörleri bulunmaktadır (Iqbal ve diğerleri, 2018). 
Meme kanseri hem histopatolojik hem de moleküler düzeyde heterojen yapısı nedeniyle hormon reseptörleri ve gen ekspresyon profillerine göre farklı şekilde sınıflandırılmıştır. Bu sınıflandırma; östrojen reseptörü (Estrogen receptor, ER), progesteron reseptörü (PR), epidermal büyüme faktörü reseptörü (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, HER2), androjen reseptörü (AR) ve Meme Kanseri Geni 1/2 (Breast Cancer Gene 1/2, BRCA 1/2) ekspresyonu varlığına göre yapılmaktadır (Ekimci, 2023). 
ER-pozitif meme kanseri vakaları, toplam vakaların yaklaşık %70'ini oluşturmakta olup bu durum kanser hücrelerinin hayatta kalma ve proliferasyonu için östrojene bağımlılığını ortaya koymaktadır. Östrojen reseptörü, meme kanseri biyolojisinde kritik bir rol oynayan transkripsiyon faktörüdür ve ER-pozitif meme kanseri tedavisi için önemli bir terapötik hedef konumundadır. Yapılan çalışmalar, ER’nin meme kanseri hücrelerinde mRNA translasyonunu düzenleyebildiği göstererek, ER aracılı gen ekspresyon kontrolünde ek mekanizmaların varlığını düşündürmektedir (Nejati-Koshki ve diğerleri, 2014a; Fard ve Holz, 2023).
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Leptin, 167 amino asitten oluşan bir polipeptit olup ağırlıklı olarak adipositlerde sentezlenmektedir. Ancak, plasenta, yumurtalıklar, iskelet kasları, meme epitel hücreleri, kemik iliği, hipofiz ve karaciğerde de eksprese olmaktadır. Leptin, vücut ağırlığının düzenlenmesi ve metabolizmasında önemli bir role sahiptir. Serum leptin düzeyi ile vücut kitle indeksi (VKİ) arasında bir bağlantı olduğu kanıtlanmıştır. Obez hastalarda yüksek serum leptin düzeyi, daha yüksek yağ dokusu içeriği ve insülin direnci gelişimi ile bağlantılıdır. Aşırı kilolu meme kanseri hastalarının leptin düzeyi normal kilolu meme kanserli kadınlara göre daha yüksek bulunmuştur (Koprivčić ve diğerleri, 2022). 
Meme kanser hücrelerinde, leptin reseptörleri (Ob-R) bulunmaktadır. Ob-R, meme kanser hücrelerinde sıklıkla (olguların ~%80’inde) eksprese edilmektedir. Yapılan çalışmalarda, leptinin mitogenez, sağkalım, transformasyon, migrasyon ve invazyon gibi çeşitli etkilerle meme kanseri riskini artırdığı gösterilmiştir (Nejati-Koshki ve diğerleri, 2014b; Lipsey ve diğerleri, 2020). Leptin, ER-α ile birlikte hücrenin sağkalımını ve çoğalmasını arttırarak etkisini göstermektedir. Leptin reseptörünün ekspresyonu, insan meme kanseri hücre hatlarında ER-α’nın bulunmasıyla ilişkilidir. Leptin reseptör ekspresyonunun aynı zamanda primer meme karsinomasındaki ER-α ekspresyonu ile pozitif korelasyon gösterdiği sonucuna ulaşılmıştır (Nejati-Koshki ve diğerleri, 2014a; Urhan ve Akbulut, 2017).  Leptin; ERα, büyüme faktörleri, Notch ve inflamatuar faktörler de dahil olmak üzere diğer sinyal molekülleri ile çapraz etkileşim kurarak meme kanseri riskini artırmaktadır (Atoum ve diğerleri, 2020). Bu durum, insanda meme kanseri gelişiminde östrojen ve leptin sistemleri arasındaki pozitif ilişkiyi açıklamaktadır.
[bookmark: _Hlk160590493]Östrojenler seks hormonu değişimi yoluyla, hormona duyarlı meme kanseri riskinin arttırmaktadır. Aynı zamanda, DNA hasarına, anjiyogenezin uyarılmasına, mutajeneze ve hücre çoğalmasına yol açan sinyal yolları üzerindeki etkisiyle tümör oluşumuna neden olmaktadır. Dolaşımdaki östrojenler, özellikle menopoz sonrası kadınlarda olmak üzere, hormona duyarlı meme kanseri riskinin artmasıyla ilişkilendirilmiştir (Atoum ve diğerleri, 2020).
Leptin, tümörün başlatılmasını, gelişmesini, büyümesini ve metastazı teşvik eden obezite-meme kanseri bağlantısının en önemli aracısıdır (Atoum ve diğerleri, 2020). Menopoz öncesi kadınlarda, aşırı kilo ve obezitenin meme kanseri görülme sıklığı ile ters ilişkili olduğu görülmektedir. Ancak diğer tümörlerde olduğu gibi menopoz sonrası meme kanserinin gelişiminde de obezitenin önemli bir risk faktörü olduğu düşünülmektedir. Yapılan meta-analiz çalışmasında, menopoz sonrası kadınlarda vücut kitle indeksindeki (VKİ) her 5 kg/m2’lik artış için meme kanseri riskinin %12 arttığı sonucuna ulaşılmıştır (Sánchez-Jiménez ve diğerleri, 2019).
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Terpenoidler, özellikle bitkilerde doğal olarak bulunan ve en büyük doğal ürün sınıfını oluşturan bileşiklerdir; enerji kaynağı, biyolojik yapı taşı veya sinyal molekülü olarak işlev görürler. Bu bileşikler seskiterpenoidler, diterpenoidler ve triterpenoidler olarak üç sınıfa ayrılır. Özellikle, antiproliferatif, antianjiyojenik, antimetastatik ve apoptotik aktiviteleri yoluyla çeşitli biyolojik eylemleri düzenlediği bilinen triterpenoidler en yaygın olarak incelenen gruptur (Ling ve diğerleri, 2022).
Triterpenoidler, bitkilerden elde edilen en önemli fitokimyasallar grubudur. Günümüzde yaklaşık 20.000 kimyasal yapı doğrulanmıştır. Triterpenoidler, temel bir moleküler formüle (C30 H48) sahip altı izopren biriminden oluşmaktadır. Biyolojik perspektifler açısından, beş üyeli halkalara sahip temel moleküler yapılara sahip geniş pentasiklik triterpenoid grubu, antikanser, anti-inflamatuar, antioksidan, antiviral, antimikrobiyal vb. dahil olmak üzere dikkate değer geniş farmakolojik aktivite spektrumları nedeniyle birçok araştırmanın konusu olmuştur (Khwaza ve diğerleri, 2020).
Triterpenoidlerin çoğu, bitkide doğal olarak sentezlenen ve elma, kızılcık ve yaban mersini gibi meyve ve sebzelerde yaygın olarak bulunan ikincil metabolitlerdir (Li ve diğerleri, 2020). Yapılan bir çalışma, triterpenoidlerin proinflamatuar medyatörleri inhibe ederek, hücre döngüsünü durdurarak, apoptozu indükleyerek ve faz II detoksifiye edici enzimleri düzenleyerek kronik inflamasyon dahil olmak üzere çeşitli hücresel süreçleri önemli ölçüde baskıladığını göstermiştir (Patlolla ve Rao, 2012). 
Triterpenoid türevleri arasında ursolik asit (3β-hidroksi-urs-12-en-28-oik asit; UA), oleanolik asit (3β-hidroksi-olea-12-en-28-oik asit), CDDO (2-siyano-3,12-dioks-olean-1,9(11)-dien-28-oik asit), maslinik asit, lupeol, betulin ve betulinik asit; özellikle kanserler olmak üzere kronik hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde güçlü farmakolojik ve tıbbi özellikler göstermektedir (Li ve diğerleri, 2020). UA, serbest radikal temizleme, hücre döngüsü düzenlemesi, hücre apoptozis indüksiyonu ve NF-κB yolu gibi bazı sinyal yolları dahil olmak üzere çoklu moleküler mekanizmalar yoluyla güçlü antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanser aktiviteler göstermektedir (Yin ve diğerleri, 2018; Besasie ve diğerleri, 2023).
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Ursolik asit (UA), ilk kez 1920’lerde elmaların epikütiküler mumlarından izole edilmiştir. UA, yenilebilir meyvelerin (elma, yaban mersini, kiraz, kızılcık, Japon muşmulası, limon, zeytin, portakal, şeftali, armut, kuru erik, ayva, mandalina), yaprakların (kahve, mürver, parlak ligustrum, alıç, lavanta, nerium, mercanköşk, zeytin, organum, biberiye, kekik ve halkalı reçine otu), çiçeklerin (muşmulası, kadife çiçeği) ve tıbbi bitkilerin kabuklarının (mürver, zeytin ve huş ağacı) çeşitli kütiküler mumlarında bulunan en bol ve iyi çalışılmış triterpenoidlerden biridir (Panda ve diğerleri, 2022).

Tablo 1. Bazı meyve, sebze ve baharatların ursolik asit içeriği (He ve Liu, 2007; Yin ve diğerleri, 2012; Lin ve diğerleri, 2011; Cai ve Huang, 2012.)
	Kaynaklar
	Bitkisel isim
	İçerik (mg/100 g DW)

	Elma kabuğu
	Malus pumila
	152

	Kudret narı
	Momordica Charantia
	42 ± 5

	Hardal otu
	Brassica juncea
	14 ± 5

	Yıldız meyvesi
	Averrhoa karambola
	13 ± 4

	Guava
	Psidyum guajava
	12 ± 2

	Alıç
	Crataegus
	520

	Damnakantus
	Damnacanthus indicus
	19.2–192

	Maun
	Swietenia macrophylla
	57 ± 8

	Güngüzeli
	Hemerocallis 
	19 ± 5



Çalışmalar, UA'nın anti-inflamatuar, hepatoprotektif, antitümör, kardiyoprotektif, nöroprotektif, antimikrobiyal, antihiperlipidemik, anti-diyabetik, antifungal, antiviral ve tripanosidal dahil olmak üzere çeşitli farmakolojik etkilere sahip olduğunu göstermektedir (Khwaza ve Aderibigbe, 2024). Ancak suda çözünürlüğünün düşük olması ve biyolojik zarlardan geçememesi nedeniyle sınırlı farmakolojik etkileri nedeniyle Biyofarmasötik Sınıflandırma Sisteminde sınıf IV ilaç olarak sınıflandırılmıştır. Böylece, bu bileşiğin biyofarmasötik özelliklerini geliştirmek için yeni yaklaşımlar, özellikle ilaç dağıtım teknolojileri ortaya çıkmıştır (Pironi ve diğerleri, 2018).


Şekil 1. Ursolik asidin potansiyel mekanizmaları (Yin ve diğerleri, 2017).

[bookmark: _Hlk215684364]Birçok doğal, tıbbi bileşik gibi, UA'nın parenteral olarak uygulanması, düşük çözünürlüğü ve Dimetil Sülfoksit veya Dimetil Formamid gibi çözücülerin potansiyel toksisitesi nedeniyle nadiren kullanılmaktadır. Ursolik asidin diyete veya içme suyuna eklenerek oral yoldan tüketilmesi çok az etki göstermektedir. UA'nın plazmadaki biyoyararlanımı ≤500 nM ile sınırlıdır. Çoğu in vitro çalışma, düşük mikromolar konsantrasyonlarda tümör hücresi çoğalmasının inhibisyonunu göstermiştir. UA bir antikanser tedavisi olarak ümit verici olsa da çözünürlüğünü, emilimini, düşük protein bağlanmasını ve 

daha uzun doku birikimini artırmak için UA molekülünde yapısal modifikasyonun, kanser hastalarında uygulamasını önemli ölçüde artırması gerektiğini düşündürmektedir (Panda ve diğerleri, 2022).

[bookmark: _Toc221714811] Ursolik Asidin Biyoyararlanımı ve Farmakokinetiği

Biyofarmasötik Sınıflandırma Sisteminde (BCS), UA, suda neredeyse çözünmeyen ve zayıf oral biyoyararlanım ve bağırsak geçirgenliği gösteren bir tip IV bileşiği olarak sınıflandırılmaktadır. UA, bağırsak yolu tarafından esas olarak pasif difüzyon yoluyla emilir ancak UA'nın muhtemelen P-gp geçirgenlik glikoproteini 1'in (P-gp) bir substratı olarak hareket etmesi nedeniyle aktif taşınması da bildirilmiştir. UA, karaciğer tarafından hızla metabolize edildiği için düşük biyoyararlanımına neden olmaktadır (Kornel ve diğerleri, 2023)
Yapılan bir çalışmada, UA'nın fosfolipid kompleksinin aynı doz seviyesinde saf UA ile karşılaştırıldığında hepatoprotektif potansiyeli artırdığını göstermiştir. Kompleks, tedavi edilmeyen gruba göre serum hepatik belirteç enzimlerinin seviyelerini eski haline getirdiği ve aynı doz seviyesinde saf bileşiğe kıyasla sıçan plazmasındaki UA'nın bağıl biyoyararlanımını 8,49 kat artırdığı sonucuna ulaşılmıştır (Biswas ve diğerleri, 2019).
Başka bir çalışmada, UA'nın biyoerişilebilirliğini ve biyoyararlanımını in vitro simüle edilerek sindirim ve Caco-2 hücre modelleri ile birlikte araştırmak için birkaç UA sistemi oluşturulmuştur. Kolza yağı eklendikten sonra UA'nın biyoerişilebilirliğinin önemli ölçüde arttığı sonucuna ulaşılmıştır. Caco-2 hücre modelleri, UA-yağ karışımının toplam emilimde UA emülsiyonundan daha avantajlı olduğunu göstermektedir (Liu ve diğerleri, 2023). 
İnsanlarda UA uygulamasının toksisitesi ve olası yan etkileri kapsamlı bir şekilde incelenmemiştir. Wang ve diğerleri (2013) tarafından yapılan bir çalışmada, toksisiteyi değerlendirmek için 4 hastaya ve 35 sağlıklı yetişkin gönüllüye 4 saatlik intravenöz infüzyonla tek doz UA (11, 22, 37, 56, 74, 98 ve 130 mg/m2) uygulanmıştır. Doz sınırlayıcı toksisite (DLT) 74, 98 ve 130 mg/m2'de gözlenmiştir. Şiddetli yan etki olarak hepatotoksisite ve diyare gözlemlenirken bildirilen diğer hafif yan etkiler; bulantı, karın şişkinliği, mikroskobik hematüri, yükselmiş serum sodyumu ve cilt döküntüsü gözlemlenmiştir (Wang ve diğerleri, 2013).
Yapılan çalışmada (Hirsch ve diğerleri, 2014), insanlarda tek bir oral doz UA'nın (100 mg, 500 mg ve 1000 mg) sağlıklı yetişkin gönüllülerde (14 denek) çok düşük biyoyararlanıma sahip olduğunu bildirmiştir (Kornel ve diğerleri, 2023).
Wang ve diğerleri, farmakokinetik parametrelerin doğrusal değerlerini sunan ve UA lipozomlarının maksimum tolere edilebilir dozunun 98 mg/m2 olduğunu gösteren tek dozluk bir UA lipozom çalışması için 63 denek ile bir çalışma yürütmüşlerdir (Wang ve diğerleri, 2013). Genel olarak, UA lipozomlarının farmakokinetik profilleri doğrusaldır ve 37 mg/m2  ile 98 mg/m2 aralığındaki dozajla orantılıdır (Kornel ve diğerleri, 2023). 
Genel olarak, insanlarda UA'nın oral uygulamasının toksisitesini ayrıntılı olarak inceleyen hiçbir çalışma bulunmamaktadır ve bu önemli konuyu ele almak için gelecekte çalışmalara ihtiyaç vardır.

[bookmark: _Toc221714812]Ursolik Asit ve Metabolik Hastalıklar

Ramírez-Rodríguez ve diğerleri (2017), tarafından yapılan erken çalışmada, 12 hafta boyunca kahvaltıdan önce günde 150 mg UA alan metabolik sendrom hastalarında UA'nın vücut ağırlığı ve glikoz toleransı üzerindeki etkilerini değerlendirmiş ve hastaların vücut ağırlığında, vücut kitle indeksinde, bel çevresinde ve açlık kan glikoz seviyesinde azalmalar gözlemlenmiştir. Bu sonuçlar ursolik asidin insülin duyarlılığını önemli ölçüde iyileştirdiğini göstermektedir (Seo ve diğerleri, 2018).
Yapılan bir başka çalışmada, ursolik asidi türevinin diyabetik farelerin kemiklerinde yağ hücresi disfonksiyonunu iyileştirdiği, yeni kemik oluşumunu artırdığı ve osteoklastın emilim fonksiyonunu inhibe ederek streptozotosin kaynaklı kemik bozulmasını iyileştirebileceği sonucuna ulaşılmıştır (Yu ve diğerleri, 2015).
Li ve diğerleri (2014), Sprague-Dawley sıçanlarında 8 haftalık yüksek yağlı diyet beslenmesiyle obez Alkolik olmayan yağlı karaciğer hastalığı modeli oluşturmuş ve UA'nın terapötik etkisini, 6 haftada %0,125, %0,25, %0,5 UA takviyeli diyet kullanarak değerlendirmiştir. Hepatik lipid metabolizmasına katılan anahtar genlerdeki yüksek yağlı diyet kaynaklı olumsuz değişiklikler ursolik asit etkisiyle daha hafif gözlemlenmiştir. Bu çalışmada ursolik asitin; insülin direnci, inflamasyon ve oksidatif stres dahil olmak üzere yüksek yağlı diyet kaynaklı metabolik bozuklukları önemli ölçüde iyileştirdiği sonucuna ulaşılmıştır.
Yapılan başka bir çalışmada, 80 µM UA'nın hepatositlerde yağ asidi oksidasyonunu artırıp yağ asidi sentezini azaltarak trigliserid (TG) ve kolesterol seviyelerini düşürdüğü bildirilmektedir; bu da peroksisom proliferatörle aktive olan reseptör alfa (PPAR-α) ekspresyonunun yukarı regülasyonunun UA'nın faydalı etkisi için muhtemelen kritik olduğunu göstermektedir (Jia ve diğerleri, 2014; Seo ve diğerleri, 2018).
Ursolik asidin, diyabetik farelerde kan glikoz konsantrasyonlarını düşürme ve diyabetik semptomların iyileşmesi üzerinde yararlı bir etkiye sahip olduğu bilinmektedir. Öte yandan, UA türevleri protein tirozin fosfataz 1B'yi azaltmakta, insülin reseptörlerinin fosforilasyonunu iyileştirmekte ve glikoz emilimini uyarmaktadır (Mlala ve diğerleri, 2019). 
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Ursolik Asit ve Akciğer Kanseri

Akciğer kanseri (AK), dünya çapında en yaygın ve ölümcül malignitelerden biridir. Erken evre AK genellikle asemptomatik olması nedeniyle gecikmiş tanıya neden olmaktadır. Dünya çapında her yıl yaklaşık 1,6 milyon yeni AK vakası bildirilmektedir (Zhang ve Ma, 2021). Mitokondriler, stres koşulları altında otofaji ve apoptoz gibi hücresel işlevlerin düzenlenmesinde rol oynayan temel organellerdir (Zhang ve Ma, 2021). 
Akciğer kanseri hücre hatları ile yapılan bir çalışmada, UA'nın MD yolu aracılığıyla apoptozu tetiklediğini gözlemlemişlerdir (Chen ve diğerleri, 2019). Ma ve diğerleri (2023), UA’nın sınırlı çözünürlüğünü gidermek için geliştirdikleri iletim sistemi ile yaptıkları çalışma sonucunda, iletim sisteminin TGF-β sinyal yolundaki apoptozla ilişkili proteini ve A549 hücrelerinde p53 ekspresyonunu yukarı düzenlediği, kaspaz-3'ü aktive ettiği ve mitokondriyal apoptozu artırdığını göstermişlerdir.
Mitofaji, lizozomal yollar aracılığıyla hasarlı mitokondrileri parçalayan seçici bir otofajik süreçtir. Mitofaji, UA'nın antikanser etkiler gösterdiği bir diğer mekanizmadır. Yapılan çalışmada, UA'nın A549 hücrelerinde Parkin'den bağımsız bir mekanizma yoluyla mitofajiyi indüklediğini ve p62 aşırı ekspresyonuna ve apoptoza yol açtığını bildirmiştir (Castrejón-Jiménez ve diğerleri, 2019). 
Kemoterapi, AK tedavisinde kullanılan en temel tedavi yöntemidir. Ancak, ilaç direncinin ortaya çıkması, başarılı kemoterapi sonuçlarının önünde önemli bir engel olmaktadır. Özellikle sisplatin direnci, akciğer kanseri hastalarında tedavi başarısızlığının başlıca nedenlerinden biridir. Son zamanlarda, UA, akciğer kanserinde sisplatin direncini aşma potansiyeli nedeniyle giderek daha fazla ilgi görmektedir (Lin ve diğerleri, 2025). 

Ursolik Asit ve Yumurtalık Kanseri 

Yumurtalık kanseri, dünya çapında en yaygın malignitelerden biridir. Jinekolojik tümörler arasında ikinci en yaygın ölüm nedenidir. Amerikan Kanser Derneği, 2021'de 20.000'den fazla yeni doğrulanmış yumurtalık kanseri vakası ve yaklaşık 13.770 hasta ölümü olduğunu tahmin etmektedir (Castano ve diğerleri, 2023). Semptomların erken ortaya çıkmaması, zamanında ve etkili tarama prosedürlerinin eksikliği nedeniyle, hastaların yaklaşık %70'i gecikmiş tanı almaktadır. Günümüzde, platin ve paklitaksel bazlı kemoterapi ve sitoredüktif cerrahi, yumurtalık kanseri için birincil klinik müdahalelerdir (Zhang ve diğerleri, 2025).
UA, apoptozu indükleyerek ve hücre döngüsünün durmasında rol alarak tümör hücrelerinin çoğalmasını etkili bir şekilde inhibe edebilmektedir. Song ve diğerleri (2012) yaptıkları çalışmada UA'nın, SKOV3 yumurtalık kanseri hücrelerinde apoptotik süreci indüklediğini, kaspaz kaskadını aktive ettiğini, c-Myc gibi onkojenik proteinlerin ekspresyonunu baskıladığını ve GSK-3β/β-katenin sinyal yolunu aktive ederek antitümör etkilerini artırdığı sonucuna ulaşmıştırlar. Benzer şekilde Lin ve Ye (2020), UA'nın yumurtalık kanseri hücreleri üzerindeki inhibe edici etkilerini gözlemlemişlerdir.
UA'nın endoplazmik retikulum stresini indükleyebileceğini, otofajiyi inhibe edebileceğini ve Skov3 hücrelerinde apoptozu destekleyebileceğini ortaya koymaktadır (Zhang ve diğerleri, 2025). Altta yatan mekanizmalar arasında apoptozisin indüklenmesi, G2/M faz hücre döngüsünün durdurulması, hücre içi reaktif oksijen türlerinin (ROS) düzeylerinin yükselmesi, Bax/Bcl-2 oranının modülasyonu ve PI3K/AKT sinyal yolunun inhibisyonu yer almaktadır (Chen ve diğerleri, 2025). Bu sonuçlar, UA'nın bir antitümör ajanı olarak potansiyel taşıdığını göstermektedir.

Ursolik Asit ve Meme Kanseri

Doğal biyoaktif bileşenlerden olan ursolik asidin farklı kanser türlerinde apoptoz yolaklarını etkileyerek anti kanser etkiler gösterdiği birçok çalışmada tespit edilmiştir. UA tümör büyümesini, metastazı ve anjiyogenezi inhibe ederek meme kanseri hücrelerinde hücre döngüsünü durdurur, apoptozu indükler  ve böylece tümör boyutunu azaltmaktadır. UA ayrıca kemoterapi ve radyoterapi ile ilişkili olumsuz etkileri azaltabilmektedir (Iqbal ve diğerleri, 2018). 
Yapılan çalışmada, meme kanseri hücrelerinin düşük dozlarda (5-20 µM) UA ile tedavisi, G2/G1 hücre döngüsü durmasına, p21 seviyelerinde artışa, oksidatif strese ve 20 µm'de DNA hasarına neden olmuştur. UA, normal hücre hasarı olmaksızın meme kanseri hücrelerinin otofajisini ve apoptozunu indüklediği sonucuna ulaşılmıştır (Pironi ve diğerleri, 2018).
Shanmugam ve diğerleri (2013), UA'nın antitümör potansiyelini göstermek için yaptıkları çalışmada, meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu, anjiyogenezi, metastazı inhibe ederek ve apoptozu indükleyerek farklı moleküler yolları modüle ettiği sonucuna ulaşmışlardır. Yapılan çalışmada UA’nın, MCF-7 meme kanseri hücrelerinde proliferasyonu ve hücresi büyümesini inhibe ettiği gözlemlenmiştir.  UA’nın, CDK4, FoxM1 ve siklin D1 ekspresyonunu azaltarak MCF-7 meme kanseri hücre hattında apoptozu indüklediği sonucuna da ulaşılmıştır (Shan, 2011).
 Ayrıca, Kim ve diğerleri (2011), UA’nın MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre hattında hem dışsal ölüm reseptör yolları hem de içsel mitokondriyal ölüm yolları yoluyla apoptozu indükleme potansiyeline sahip olduğunu araştırmıştır. UA, Bcl-2 seviyesini düşürerek insan MCF-7 hücrelerinde apoptozu indüklemiştir. Tüm bu araştırma çalışmaları, UA'nın potansiyel bir fitokimyasal olduğu ve meme kanserinin yönetimi için ilaç endüstrilerinde kullanılabileceği sonucuna varmıştır (Iqbal ve diğerleri, 2018).
Ursolik asit, kurkumin ve sauchinon gibi fitokimyasallar meme kanserini önlemede önemli role sahiptirler. Ko ve diğerleri (2015) bu fitokimyasalların, ERK, PI3K/Akt/mTOR ve EGFR ile ilişkili sinyal yollarıyla hücre proliferasyonunun inhibisyonunu sağladığı sonucuna ulaşmıştır. Bu fitokimyasallar ayrıca apoptozu indüklemiş, tümör büyümesini ve metastazını inhibe etmiş ve tümör boyutunu küçültmenin yanı sıra yan etkileri ve çoklu ilaç direncini düşürmüştür (Yin ve diğerleri, 2017).  
UA'nın meme kanserinde en kapsamlı olarak incelenen etkilerinden biri tümör hücresi çoğalmasını baskılama ve apoptozu tetikleme yeteneğidir (Chen ve diğerleri, 2025). De Angel ve diğerleri (2010) UA'nın meme kanseri fare modellerinde tümör büyümesini, potansiyel olarak Akt/mTOR yolunun modülasyonu, apoptozun indüklenmesi ve hücre döngüsünün bozulması yoluyla inhibe ettiğini göstermiştir. Wang ve diğerleri, UA'nın Siklin D1/CDK4 sinyal yolunu inhibe ederek MCF-7 hücre çoğalmasını baskıladığını bildirmiştir (Wang ve diğerleri, 2012). 
UA, metabolik düzenleyici olarak da etki göstermektedir. Guerra ve diğerleri (2020), UA'nın hem meme kanseri hücrelerinde hem de normal meme epitel hücrelerinde glikoliz, trikarboksilik asit döngüsü ve lipit biyosentezi dahil olmak üzere önemli metabolik süreçleri etkilediğini ortaya koyarak daha geniş bir hücresel detoksifikasyon yanıtı önermiştir. 
Ursolik asidin, meme kanseri hücreleri üzerindeki leptin gen salınımı ve östrojen reseptörleri ekspresyonu ile ilgili literatürde herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu çalışma ile güçlü bir antioksidan olan ve apoptik yolaklar üzerinde etkileri bilenen ursolik asidin MCF-7 meme kanseri hücrelerinde anti-kanser özelliklerinin değerlendirilmesi, leptin gen ekspresyonu ve salınımı üzerine etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.
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GEREÇ ve YÖNTEM

[bookmark: _Toc183699836][bookmark: _Toc221714815]Hücre Hattı Kültür Koşulları 

[bookmark: _Hlk172485714]Çalışmada meme kanseri MCF-7 hücre hattı kullanılmıştır. Hücrelerin, içerisinde %10 Fetal sığır serumu (FBS) (Gibco, Theron Fisher Scientific) ve %1 Penisilin-Streptomisin eklenmiş DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) besi yeri içerisinde büyümeleri sağlanmıştır. Hücreler 25 ya da 75 cm2’lik kültür kaplarında 37 °C’de %5 CO2 ve %96 nem içeren ortam koşullarında CO2 inkübatörde (Thermo Scientific) büyütülmüştür. 
[bookmark: _Hlk218268545]Hücrelerin besi yerleri gün aşırı değiştirilmiş ve kültür kabının yüzey yoğunluğu %80-90’a ulaştığında pasajlama işlemi gerçekleştirilmiştir. Pasajlama işlemi için kültür kabı içerisindeki besi yeri uzaklaştırılmış ve kültür kabında bulunan hücre yüzeyi 1X PBS (Phosphate-buffered saline) ile yıkanmıştır. 25 cm2’lik kültür kaplarına 0,75 ml, 75 cm2’lik kültür kaplarına 1,5 ml Tripsin-EDTA (Tripsin- Etilendiamintetraasetik asit) eklenmiş ve hücreler 2 dakika inkübatörde bekletilmiştir. Süre sonunda kültür kabının yüzeyinden ayrılan hücrelerin üzerine eklenen Tripsin-EDTA miktarının 3 katı kadar besi yeri (Tripsin-EDTA aktivitesini durdurmak için) eklenerek 15 ml’lik santrifüj tüpüne alınarak 2300 rpm’de 3 dakika santrifüj (Nüve NF-800R)edilmiştir. Süpernatant uzaklaştırıldıktan sonra hücre peleti besi yeri ile resüspanse edilerek yeni kültür kaplarına aktarılmıştır. 
[bookmark: _Toc183699839]Hücrelerin bir kısmı stok olarak saklanmak üzere %10 dimetilsülfoksit (DMSO) ve %10 FBS (Fetal Sığır Serumu) içeren besi yeri ile 2 ml’lik tüplere aktarılıp aşamalı olarak -80 °C’ deki dolaba, ardından -196 °C’ deki sıvı azot tankına kaldırılmıştır. 

[bookmark: _Toc221714816]Ursolik Asit Hazırlanması

[bookmark: _Hlk172485350]Çalışmada kullanılacak ursolik asit (Sigma-Aldrich) toz halde temin edilmiştir. Ursolik asit DMSO’da çözdürülerek 1mM konsantrasyonda stok çözeltisi hazırlanmış ve besi yeri ile seyreltilerek 5 µM, 12,5 µM, 25 µM, 50 µM, 75 µM ve 125 µM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saatlik uygulamalar yapılmıştır.  
[bookmark: _Toc221714817]Hücre Canlılık Analizi 

Muse Sayım&Canlılık (MuseTM Count and Viability) Test Sistemi, Muse Hücre Analiz Cihazında hücre sayısının ve yaşayabilirliğinin niceliksel analizine olanak tanımaktadır. Muse Canlılık reaktifleri, çeşitli memeli hücre hatlarından elde edilen hücre süspansiyonlarındaki mutlak hücre sayısı ve canlılık hakkında veriler sağlamaktadır. Hem canlı hem de canlı olmayan hücreler, reaktandaki DNA bağlayıcı boyalara geçirgenliklerine göre farklı şekilde boyanmaktadır. Muse Canlılık Yazılım Modülü otomatik olarak hesaplamalar yapmakta ve verileri iki grafik halinde görüntülemektedir. 1) Reaktifteki bir DNA bağlama boyası, membran bütünlüğünü kaybetmiş ölü ve ölmekte olan hücrelerin çekirdeğini boyamaktadır. Bu parametre ‘Canlılık’ olarak görüntülenmekte ve yaşayanları (boyanmayan canlı hücreler) cansızlardan (boyanmış ölen ya da ölmekte olan hücreler) ayırt etmek için kullanılmaktadır. 2) Zardan geçebilen bir DNA boyama boyası, çekirdekli bütün hücreleri boyamaktadır. Bu parametre ‘Çekirdekli Hücreler’ olarak görüntülenmekte ve çekirdekli hücreleri çekirdeksiz hücrelerden ve hücre artıklarından ayırt etmek için kullanılmaktadır. Doğru hücre toplamını belirlemede serbest çekirdekleri ve hücre artıklarını hücrelerden ayırt etmek için hücresel boyut özelliklerini kullanmaktadır. Daha sonra Muse sistemi boyanmış çekirdekli hücreleri hesaplamaktadır (Şekil 2, Muse™ Sayım&Canlılık Kiti Kullanım Kılavuzu).

[image: ]
Şekil 2. MuseTM Sayım & Canlılık Test Sistemi analiz görüntüsü

Hücre proliferasyonunun belirlenmesi için Muse Canlılık Kiti kullanılarak ölçümler Muse hücre analiz cihazında (Merck Milliopore) yapılmıştır. Canlı hücre saptanması, ölü hücrelerin hücre zarlarını doğrudan geçen ve DNA’ya bağlanan propidyum iyodit boyası temelinde saptanmaktadır. Muse Canlılık Kiti kullanılarak hücre canlılığı ile uygulanan dozlar arasındaki ilişki belirlenmiştir. Uygulamalar aşağıdaki protokole göre 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir.
1. Proliferasyon deneyleri için 24-kuyucuklu-plaklar içerisine her kuyucuğa 4x104 hücre aktarılmıştır. 
2. Deneyler en az üç bağımsız tekrarlı olarak yapılmış olup, ursolik asitin artan konsantrasyonlarda uygulaması yapılmıştır. Kullanılan ursolik asit dozları sırasıyla 5 µM, 12,5 µM, 25 µM, 50 µM, 75 µM ve 125 µM’dır. 
3. Kimyasal uygulama gruplarının yanı sıra iki adet kontrol grubu kullanılmıştır. Bu gruplardan bir tanesi besi yeri ilaveleri ve ilgili hücreyi içerirken; diğer kontrol grubu ise ursolik asitin solüsyon haline getirilmesi sırasında çözücü olarak kullanılan DMSO’nun uygulamadaki en yüksek konsantrasyonda bulunan miktarını içermektedir. 
4. Uygulanan ursolik asit konsantrasyonlarının hücre bölünmesini durdurucu etkisi ve hücrelerdeki ölüm oranı 24. ve 48. saatler için belirlenmiştir. 
5. Ursolik asit uygulamasının ardından 24. ve 48. saatlerde hücreler 400 µl Tripsin-EDTA ile 5 dakika inkübatörde bekletilerek tutundukları yüzeyden kaldırılmıştır. Üzerlerine besi yeri eklendikten sonra santrifüj tüplerine aktarılarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. 
6. Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaştırılarak hücreler 100 µl besiyeri içerisinde resüspanse edilmiştir. 
7. Hazırlanan hücre süspansiyonundan 40 µl alınarak 360 µl Muse Canlılık Kit solüsyonu ile mikrosantrifüj tüpü içerisinde 5 dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. 
8. Süre sonunda tüp Muse hücre analiz cihazına yerleştirilerek protokol başlatılmıştır. 
9. Öncelikle hücre büyüklüğü baz alınarak hücre popülasyonu saptanmış ve hücre popülasyonunun dışında kalan ölçümler (hücre olmayan kalıntıları elimine etmek için) kalıntı olarak işaretlenip hesaplama dışı bırakılmıştır. 
10. Sonraki aşamada canlı ve ölü hücrelerin ayrımı canlılık profilinde işaretlenmiştir.
11. Analiz sonucu total hücre içerisindeki canlı ve ölü hücre yüzdeleri grafik olarak raporlanmıştır. 
12. Hücre analiz cihazından elde edilen sonuçlara göre uygulanan doz ile hücre canlılığı arasındaki ilişki, çözücü olarak kullanılan DMSO uygulanmış kontrol grubu ile karşılaştırma yapılarak belirlenmiştir. 
13. Hesaplamalar doğrultusunda %50 inhibisyon dozu IC50 konsantrasyonu olarak belirlenmiştir.

[bookmark: _Toc221714818]Apoptoz Saptanması 

[bookmark: _Hlk172486661]Apoptoz saptanması, Muse hücre analiz cihazında, apoptozun farklı aşamalarındaki hücrelerin tespit edilmesi esasına dayanan Muse Annexin V kiti kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Hücre büyümesi ve çoğalmasının önemli bir düzenleyicisi olan apoptoz, hücre içi biyokimyasal ve morfolojik değişikliklerle karakterizedir. Normal hücrelerde sitoplazmik yüzeyde bulunan fosfatidilserinin (PS) hücre içinden dışarıya taşınması ve hücre zarı yüzeyinde olması apoptoza ait ayırt edici bir durumdur. Antikoagülant Annexin V’in PS’ye bağlanma ilgisinin yüksekliği sayesinde apoptotik hücreler tespit edilmektedir (Yaylagül, E.Ö., 2017). 
Muse hücre analiz cihazında Annexin V ile yapılan ölçümler sonucunda, canlı hücreler, ölü hücreler (nekroz sonucu ölenler), erken apoptotik ve geç apoptotik hücreler (Şekil 3) tespit edilerek 4 farklı hücre popülasyonu hakkında bilgi elde edilebilmektedir.  
Hücreler Annexin V kitiyle muamele edildikten sonra Muse Analiz cihazına yüklenmekte ve 4 farklı hücre popülasyonuna ait veriler grafik olarak raporlanmaktadır. 
[image: ]

Şekil 3. Muse Annexin V ölçümünde elde edilen hücre profilleri

Apoptoz belirlemede uygulanan deney protokolü aşamaları aşağıdaki gibi olup bu işlemler 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. 
1. Apoptoz deneyleri için 12 kuyucuklu plaklar içerisine 4x104 MCF-7 hücresi aktarılmıştır. 
2. Proliferasyon deneylerinden elde edilen veriler doğrultusunda Ursolik asidin 25, 50, 75, ve 125 μM dozlarında uygulamalar yapılmış ve uygulama gruplarının yanı sıra kontrol grupları da 24 ve 48. saatler için takip edilmiştir. 
3. Uygulama saatleri sonunda hücreler Tripsin-EDTA yardımıyla tutundukları yüzeyden kaldırılmış santrifüj işlemiyle hücre peletleri elde edilmiştir. 
4. Hücre peletleri uygun miktarda FBS içeren besi yeri ile çözülmüş ve Annexin V kit solüsyonuyla karıştırılarak 20 dakika, karanlıkta ve oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. 
5. [bookmark: _Toc183699842]Bu sürenin sonunda kontrol ve uygulama gruplarının 24 ve 48. saatlerdeki apoptotik hücre yüzdelerindeki değişimler saptanmıştır. Annexin-V deneylerinden elde edilen verilerle dağılım grafiği çizilmiştir. 


[bookmark: _Toc183699841][bookmark: _Toc221714819] Total RNA İzolasyonu

 MCF-7 hücrelerine ursolik asitin 27,5 ve 62,5 μM dozları uygulanmış ve 24 ve 48 saat sonra toplanan kontrol grubu ve uygulama yapılan hücrelerden Total RNA izolasyonu GeneAll HyperScript RNA izolasyon kiti protokolüne göre yapılmıştır. 
1. Kültür kabında bulunan kontrol ve ursolik asit uygulanmış hücrelerin üzerindeki besiyeri alınmış, hücreler PBS ile yıkandıktan sonra 750 µl Tripsin-EDTA eklenerek 3 dk 37˚C’de inkübe edilmiş, flask yüzeyinden kalkan hücrelere 3 ml besiyeri eklenmiştir.
2. 15 ml’lik falcon tüplerindeki hücreler 2300 rpm’de 4°C’de 3 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatant uzaklaştırıldıktan sonra tüm örneklere 1’er ml Riboex solüsyonu eklenmiş ve pipetaj yapılarak homojenizasyon sağlanmış ve 5 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 
3. Örneklere 200 µl kloroform eklenmiş 15 saniye hızlıca çalkalanıp 2 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 
4. Örnekler 12000g, 15 dakika 4°C’de santrifüj edildikten sonra üst faz yeni tüpe alınmıştır.
5. Alınan üst faz hacminde RB1 solüsyonu eklenip tüp sallanarak karıştırılmıştır. 
6. Karışımdan 700 µl Type F kolonuna aktarılmıştır. 
7. 10000g’de oda sıcaklığında 30 saniye santrifüj edilmiştir. Altta kalan sıvı atılmıştır. 
8. 6. ve 7. basamaklar tekrarlanmıştır (Kalan örnek için).
9. Kolona 500 µl SW1 solüsyonu eklenmiştir. 
10. 10000g’de oda sıcaklığında 30 saniye santrifüj edilmiştir.
11. Kolona 500 µl RNW solüsyonu eklenmiştir.
12. 10000g’de oda sıcaklığınd 30 saniye santrifüj edilmiştir.
13. 10000g’de oda sıcaklığında 1 dakika daha santrifüj edilmiştir
14. Kolon ependorf tüplere aktarılmıştır. Üzerine 50 µl nüklease-free water eklenip 1 dakika bekletilmiş ve 10000g’de 1 dakika oda sıcaklığında santrifüj edilmiştir. 
15. Toplanan RNA örnekleri buza koyulmuş ve Nanodrop’ta ölçülerek RNA miktarları belirlenmiştir.
16. RNA örnekleri -80 ˚C’de saklanmıştır.


[bookmark: _Toc221714820] Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

MCF-7 hücre hattı sinyal yolaklarındaki genlerin mRNA ifadelerini RT-PCR ile belirlemek için öncelikle ABScript II cDNA First Strand Sentez Kiti kullanılarak cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. cDNA sentezinde kullanılan reaksiyon içeriği aşağıda verilmiştir. Uygulamalar kit protokolüne göre gerçekleştirilmiştir.
1. RNA örneği ve primer d(T)₂₃VN’yi, RNase içermeyen steril bir mikrotüpte karıştırılmıştır.
Tablo 2. cDNA sentezi reaksiyon karışımı içeriği
	Bileşenler
	1X RXN

	Total RNA
	1-5 μL (1 μg’ye kadar)

	d(T)₂₃VN  (50 μM)
	2 μL

	10 mM dNTPS
	1 μL

	Nükleaz içermeyen distile su
	8 μL’ye kadar



2. Örnek RNA/d(T)₂₃VN'yi 65°C'de 5 dakika süreyle denatüre edilmiştir. Kısa bir süre santrifüj ardından hemen buz üzerine alınmıştır.
3. Diğer bileşenler eklenmiştir.
	Bileşenler
	1X RXN

	ABScript II Reaction Mix (2X)
	10 μL

	ABScript II Enzyme Mix (10X)
	2 μL



4. 20 μl cDNA sentez reaksiyonu 42°C'de 60 dakika süreyle inkübe edilmiştir.
5. İnkübasyon süresi sonunda enzim 80°C'de 5 dakika süreyle inaktive edilmiştir. 
6. Elde edilen cDNA ürünü -20°C'de saklanmıştır.

[bookmark: _Toc221714821] Gerçek zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Gerçek zamanlı PCR reaksiyonu SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) ve Leptin, ERα, ERβ primerleri ve kontrol gen olarak GAPDH primerleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Tablo 3). Her bir gen 3 tekrar çalışılmıştır. Hesaplamalarda 2-ΔΔCt metodu kullanılmıştır (Livak and Schmittgen 2001).
RT-PCR reaksiyon karışım içeriği Tablo 4’te ve reaksiyonun zaman, sıcaklık koşulları da Tablo 5’te verilmiştir.
Tablo 3. RT-PCR için kullanılan primerler
	Primer
	Primer uzunluğu
	Primer Dizisi (5′ - 3′)

	Leptin forward
	22
	CACCAAAACCCTCATCAAGACA

	Leptin reverse
	24
	CTTTCTGTTTGGAGGAGACTGACT

	ERα forward
	20
	GCCAGCAGGTGCCCTACTAC

	[bookmark: _Hlk218607008]ERα reverse
	23
	TGGTACTGGCCAATCTTTCTCTG

	ERβ forward
	19
	AAGAGCTGCCAGGCCTGCC

	ERβ reverse
	21
	GCGCACTGGGGCGGCTGATCA

	GAPDH forward
	20
	TGCACCACCAACTGCTTAGC

	GAPDH reverse
	21
	GGCATGGACTGTGGTCATGAG



Tablo 4. RT- PCR analizi için kullanılan reaksiyon içeriği
	Reaksiyon İçeriği
	RT-PCR Reaksiyon Karışımı

	SYBR Green Master mix
	5 μL

	Nükleaz içermeyen distile su
	3,6 μL

	Forward primer (5 μM)
	0,2 μL

	Revers primer (5μM)
	0,2 μL

	cDNA
	1 μL

	Total hacim
	10 μL







Tablo 5. Real-Time PCR reaksiyon koşulları
	Zaman
	Sıcaklık
	Döngü

	10 saniye
	95 °C
	

	15 saniye
	95 °C
	40 Döngü

	60 saniye
	60°C
	







[bookmark: _Toc221714822] İstatistiksel Değerlendirme

Verilerin analizinde SPSS (v27) paket programı kullanılarak, bağımsız t-testi ile gruplar arasındaki karşılaştırmalar yapılmıştır. Anlamlılık düzeyleri p<0,05 (0,05’in altındaki değerler) istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.


[bookmark: _Toc221714823]BULGULAR


4.1 Hücre Canlılık Testi Bulguları

Ursolik asitin meme kanseri (MCF-7) hücrelerinin canlılığına etkileri süreye ve doza bağlı olarak araştırılmış ve Muse Canlılık testi yöntemiyle ölçülerek değerlendirilmiştir. Bu deneyde ursolik asit uygulanan dozlar 24. ve 48. saatte kontrol hücreleriyle bağıl olarak kıyaslanmıştır.
Ursolik asitin MCF-7 hücrelerinin canlılığını 48 saatin sonunda 5 μM’da %10 oranında azaltırken 12,5 μM’da %19, 25 μM’da %30, 50 μM’da %59, 75 μM’da %58 ve 125 μM’da %95 oranlarında azaltmış ve bu azalışlar anlamlı bulunmuştur (p<0.05,  p<0.01, p<0.001) Şekil 4). Hücre canlılık testinin sonuçlarına göre IC50 (%50 inhibisyon konsantrasyonu) değeri 62,5 μM olarak hesaplanmıştır. Ayrıca IC25 dozu da (27,5 μM) hesaplanmıştır. Ursolik asitin doza ve zamana bağlı olarak hücre canlılığını etkilediği tespit edilmiştir. 
[image: ]
Şekil 4. Ursolik asitin MCF-7 hücrelerinin canlılığına etkileri (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)



4.2 Apoptoz Deney Bulguları

Ursolik asit uygulaması sonrası apoptozun saptanması için Muse Annexin V kiti kullanılarak Muse hücre analiz cihazında ölçüm yapılmıştır. Yapılan hücre canlılığı deneyinden elde edilen ve etkin olduğu belirlenen 25, 50, 75 ve 125 μM ursolik asit dozları da uygulanarak 24 ve 48 saatlik apoptotik hücre verileri değerlendirilmiştir. Elde edilen veriler doğrultusunda uygulanan dozlardaki apoptotik hücre oranları Şekil 5’te gösterilmiştir.
[image: ]
[image: ]
Şekil 5. Uygulanan ursolik asit konsantrasyonlarına ait 24 ve 48. saatlerdeki apoptotik hücre yüzdelerindeki değişim 
Total apoptotik hücre yüzdeleri 24. saatin sonunda 25, 50, 75 ve 125 μM dozları için sırasıyla %16,12, %21,07, %30,29 ve %55,45 oranında ölçülmüştür. 48. saatte ölçülen total apoptotik hücre oranları ise 25, 50, 75 ve 125 μM dozları için sırasıyla %15,17, %30,61, %55,30 ve %92,63’tür. Elde edilen sonuçlara göre ursolik asit doza ve zamana bağlı olarak MCF-7 hücrelerini apoptoza sürüklemiştir.

4.3 RT-PCR Gen İfadeleri Bulguları

Ursolik asidin Leptin, ER-α ve ER-β genlerinin mRNA ifadeleri üzerine etkileri değerlendirilmiştir. MCF-7 hücrelerine 27,5 μM ve 62,5 μM dozlarında ursolik asit uygulanmış, 24 ve 48. saatlerin sonunda Real-time PCR ile analiz edilmiştir. Leptin (Şekil 6), ER-α (Şekil 7), ve ER-β (Şekil 8) genlerinin mRNA ifadelerinin anlamlı olarak azaldığı tespit edilmiştir. (p<0,001).
Leptin gen ifadesi düzeyi 24. Saat sonunda 27,5 μM ve 62,5 μM ursolik asit uygulamasında kontrol grubuna kıyasla sırası ile 8 ve 12,5 kat, 48. Saat sonunda ise 12,5 ve 13,5 kat azalmıştır (Şekil 6; p<0,001).

[image: ]
Şekil 6. Ursolik asitin MCF-7 hücrelerinde Leptin gen ifadesi üzerine etkisi (*** p<0,001)

ER-α gen ifadesi düzeyi, 27,5 μM ve 62,5 μM ursolik asit uygulamasında 24. saat sonunda kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 7,5 ve 7,1 kat, 48. Saat sonunda ise 7,2 ve 8 kat azalma göstermiştir (Şekil 7; p<0,001).
[image: ]
Şekil 7. Ursolik asitin MCF-7 hücrelerinde ER-α gen ifadesi üzerine etkisi (*** p<0,001)

ER-β gen ifadesi düzeyi, 27,5 μM ve 62,5 μM ursolik asit uygulamasında 24. saat sonunda kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 3,2 ve 6,5 kat, 48. Saat sonunda ise 4 ve 8,2 kat artış göstermiştir (Şekil 8; p<0,001).
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Şekil 8. Ursolik asitin MCF-7 hücrelerinde ER-β gen ifadesi üzerine etkisi (*** p<0,0001)


[bookmark: _Toc221714824]TARTIŞMA


Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen kanser türü olup küresel ölçekte yüksek morbidite ve mortaliteye yol açan önemli bir halk sağlığı sorunudur; leptin gibi obeziteyle ilişkili hormonlar ise ER-pozitif tümörlerde proliferasyon ve sağkalımı teşvik ederek riski artırmaktadır. Triterpenoid grubu fitokimyasallardan ursolik asit, elma kabuğu ve çeşitli bitkilerde bolca bulunan doğal bir bileşik olarak, PI3K/Akt/mTOR, ERK ve EGFR gibi sinyal yolaklarını modüle ederek meme kanseri hücrelerinde apoptoz, hücre döngüsü durması ve metastaz inhibisyonunu indüklemede güçlü antikanser etkiler göstermektedir. Bu tezde, sağkalım oranları düşük olan MCF-7 meme kanseri hücre hattında UA'nın leptin gen ekspresyonu ve salınımı üzerindeki etkisinin araştırılması amaçlanmış; böylece UA'nın leptin aracılı kanser progresyonunu baskılayıcı potansiyeli değerlendirilmiştir.
Çalışmamızda MCF-7 hücrelerine uyugulanan ursolik asidin hücre proliferasyonunu doza ve zamana bağlı olarak anlamlı bir şekilde azalttığı sonucunu elde ettik. Literatür incelendiğinde UA’nın meme kanseri hücrelerindeki en önemli etkisinim, proliferasyonun inhibisyonu ve apoptozun aktivasyonu olduğu bildirilmektedir (Chen ve ark 2025). Zhang ve diğerleri (2020), UA’nın MDA-MB-231 üçlü negatif meme kanseri (TNBC) hücrelerinde Keap1/Nrf2 ve EGFR/Nrf2 yollarını modüle ederek proliferasyonu baskıladığını ve antioksidan yanıt genlerinin (NQO1, SOD1) ifadesini arttırdığını göstermiştir. Zhang ve diğerleri (2021), UA'nın hücre döngüsü durdurulmasında görev aldığını, apoptozu indükleyerek TNBC hücre proliferasyonunu, göçünü ve istilasını doza bağımlı bir şekilde inhibe ettiğini göstermiştir. Wang ve diğerleri (2012), UA’nın transkripsiyon faktörü FoxM1’i düşürüp ve Siklin D1/CDK4 sinyal yolunu inhibe ederek MCF-7 hücre çoğalmasını durdurduğunu bildirmiştir. Aynı zamanda UA, insan pankreas kanseri hücrelerinde ve yumurtalık kanseri hücrelerinde apoptozu ve hücre proliferasyonunu inhibe etmektedir (Li ve diğerleri, 2012; Song ve diğerleri, 2012). 
Kemorezistans, meme kanseri tedavisinde önemli bir engel teşkil etmektedir. UA, kemorezistansa karşı önemli bir potansiyel göstermiştir (Chen ve diğerleri, 2025). Lu ve diğerleri, UA'nın ZEB1-AS1'i down-regüle ederek TNBC'de doksorubisin (DOX) direncini tersine çevirdiğini, böylece miR-186-5p üzerindeki süngerimsi etkisini ortadan kaldırdığını ve sonuç olarak ABCC1 ekspresyonunu baskıladığını bulmuştur (Lu ve diğerleri, 2022). Benzer şekilde, Wang ve diğerleri, UA'nın kısmen PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunu modüle ederek kemoterapötik etkinliği artırarak meme kanseri hücrelerinin epirubisine duyarlılığını önemli ölçüde artırdığını bildirmiştir (Wang ve diğerleri, 2022). Zong ve diğerleri, UA'nın DOX ile birlikte uygulandığında, çoklu ilaç dirençli meme kanseri hücrelerinde DOX birikimini belirgin şekilde artırdığını ve nükleer translokasyonunu teşvik ederek antitümör aktivitesini artırdığını göstermiştir (Zong ve diğerleri, 2019). Luo ve diğerleri, UA ve DOX kombinasyonunun AMPK/mTOR/PGC-1α yolunu modüle ederek ROS üretimini artırdığını, ilaç dirençli meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu ve göçünü önemli ölçüde baskıladığını göstermiştir (Luo ve diğerleri, 2022). Ursolik asidin diğer anti kanser ilaçlar ile birlikte kemorezistansa karşı önemli bir potansiyel sergilediği de literatürde vurgulanmaktadır.
Bu tez çalışmasında uygulanan UA dozlarının MCF-7 hücrelerinde apoptozu doza ve zamana bağlı olarak arttığı sonucuna varılmıştır. Literatürde UA’nın, apoptozu indükleyerek ve hücre döngüsü durdurulmasına neden olarak tümör hücrelerinin çoğalmasını etkili bir şekilde engelleyebileceği bildirilmektedir (Chen ve diğerleri, 2025). Lin ve diğerleri, UA'nın doz ve zamana bağlı olarak küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (NSCLC) hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ederken apoptozu stimüle ettiğini bildirmiştir. Aynı zamanda bu çalışmada UA’nın, kaspaz-3 ve kaspaz-9'u aktive ettiğini, anti-apoptotik protein Bcl-2'yi azaltırken pro-apoptotik protein Bax'ı arttırdığı ve akciğer kanseri hücrelerinde apoptotik hücre ölümüne neden olduğunu gösterilmiştir (Lin ve diğerleri, 2025). Lewinska ve diğerleri (2017), UA'nın Akt aktivasyonunu inhibe ettiğini ve meme kanseri hücrelerinde otofaji ve apoptozu stimüle ettiğini bildirmiştir. Bir başka çalışmada, UA'nın HCT15 kolorektal ve TC-1 servikal kanser hücrelerinde otofajiyi teşvik ettiği gösterilmiştir (Xavier ve diğerleri, 2013). Yapılan çalışmada, UA'nın yumurtalık kanseri hücre çoğalmasını önemli ölçüde inhibe ettiği, apoptozu indüklediği ve glikolitik aktiviteyi azalttığı bildirilmiştir (Xu ve diğerleri, 2021). Fogde ve diğerleri, UA'nın lizozomal fonksiyonu bozarak ve dolaylı olarak otofajiyi baskılayarak apoptozu indüklediğini bulmuştur (Fogde ve diğerleri, 2022). Luo ve diğerleri, UA'nın PI3K/Akt sinyal yolunu inhibe ettiğini, GSK ve kaspaz-3'ü aktive ettiğini ve Siklin D1 ve Bcl-2 ekspresyonunu azalttığını gözlemlemiştir. Bu moleküler olaylar topluca otofaji ve apoptozu indüklerken NF-κB sinyalini baskılayarak hem anti-enflamatuar etkilere hem de hücresel istilacılığın azalmasına katkıda bulunmaktadır (Luo ve diğerleri, 2017). Çalışmamaızda uygulanan ursolik asit dozları, literatür verileriyle uyumlu olarak MCF-7 meme kanseri hücrelerinde apoptozu indüklemiş ve elde edilen bulgular literatürle tam bir paralellik göstermektedir.
Bu tez çalışmasında UA’in Leptin (LEP) gen ifadesi üzerine etkileri araştırılmış ve uygulanan dozların (27,5 ve 62,5 µM) LEP gen ifadesini anlamlı bir şekilde düşürdüğü sonucu elde edilmiştir. Yapılan çalışmalar, in vitro olarak leptinin kanser hücresi proliferasyonunu uyardığını (Onuma ve diğerleri, 2003), apoptozu inhibe ettiğini (Rouet-Benzineb ve diğerleri, 2004) ve anjiyogenezi indüklediğini (Bouloumié ve diğerleri, 1998) göstermiştir. Yeni terapötikler için leptin ve leptin reseptörleri odak noktası olmaktadır. Linares ve diğerleri (2019), leptinin hem in vitro meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu artırdığını hem de tamoksifenin etkinliğini azalttığını bulmuşlardır. Otvos Jr. ve diğerleri (2011), leptin reseptör antagonisti peptit Allo-aca'nın, üçlü negatif meme kanseri fare ksenogreft modelinde, 0,1 ve 1 mg/kg/gün dozlarında ortalama hayatta kalma süresini sırasıyla 15,4 günden 24 ve 28,1 güne uzattığını bulmuşlardır. Leptin bağlama bölgesi I'in vahşi tip sekansına dayalı dört amino asitli bir peptidin, Amino asitler 39–42 (Leu-Asp-Phe-Ile) (LDFI) sentezinin, in vitro ve in vivo olarak meme kanseri büyümesini inhibe ettiği gösterilmiştir LDFI hem ERα-pozitif hem de ERα-negatif insan meme kanseri hücrelerinde, leptin kaynaklı proliferasyonu, hareketliliği ve sinyal aktivasyonunu inhibe etmiştir (Catalano ve diğerleri, 2015). Genel olarak, meme kanseri tedavisinde leptin reseptörüne odaklanmak, farmakoterapinin bir başka uygulanabilir yöntemi gibi görünmektedir (Glassman ve diğerleri, 2023). Yüksek LEPR ifadesi, meme kanseri hastaları arasında kötü prognozla ilişkilendirilmektedir. Bu bulgu, LEPR aşırı ekspresyonunun üçlü negatif meme kanseri (Sultana ve diğerleri, 2017), prostat kanseri (Gorrab ve diğerleri, 2021) ve endometriyal kanser (Zhang ve diğerleri, 2014) dahil olmak üzere çeşitli kanser türlerinde tümör ilerlemesini kolaylaştırdığını öne süren önceki raporlarla örtüşmektedir. Ayrıca analizler yüksek LEPR seviyelerinin genel sağkalım oranlarının azalmasıyla ilişkili olduğunu göstermekte ve LEPR ekspresyonunu ve leptin sinyalini meme kanseri ve diğer maligniteler için prognostik bir gösterge olarak daha fazla araştırmanın gerekliliğini göstermektedir (Wang ve diğerleri, 2023). Bu tez çalışmasından elde edilen veriler doğrultusunda, leptin gen ifadesindeki azalma ile MCF-7 hücrelerinde sağkalım arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiş; proliferasyonun baskılanmasıyla leptin ekspresyonu da paralel olarak önemli ölçüde azalmıştır.
Moleküler profilleri ve fenotipik özellikleri göz önüne alındığında, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatları, obezite ile meme kanseri ilerlemesi arasındaki bağlantıyı araştırmak için in vitro modeller olarak kullanılmıştır (Huang ve diğerleri, 2022). MCF-7 hücreleri, östrojen ve metabolik bileşenlere, adipokin sinyallemesi de dahil olmak üzere duyarlı, hormon reseptörü pozitif (ER+/PR+) meme kanserini temsil etmektedir (Picon-Ruiz ve diğerleri, 2017). Hormon tedavisinin amacı, östrojen kaynaklı meme kanseri hücrelerinin çoğalmasını engellemektir. ER, meme kanseri hastalarının yaklaşık %70'inde ifade edilmektedir. Erβ, normal meme dokularında yüksek oranda ifade edilmektedir ancak meme kanseri oluşumu sırasında ifadesi belirgin şekilde azalmaktadır. ERβ, tüm meme kanseri alt tiplerinde, özellikle TNBC'de tespit edilir; TNBC tümörlerinin yaklaşık %30'u ERβ ifade etmektedir ve yüksek ERβ seviyeleri olumlu prognozla ilişkilidir. Klinik öncesi çalışmalar, ERβ'nin tümör baskılayıcı rolünü göstermiştir (Zhang ve diğerleri, 2026). Yüksek ER ekspresyon seviyelerine rağmen, birçok ER pozitif hasta hormon tedavisine direnç göstermektedir. Ob-R ve ER-α'nın malign meme dokusunda ve meme kanseri hücre hatlarında birlikte ifade edildiği bulunmuştur (Hu ve diğerleri, 2002). Ob-R ve ER-α sinyal iletim yollarının, tümör gelişimine ve ilerlemesine katkıda bulunan fonksiyonel çapraz etkileşimde yer alması mümkündür. Leptinin ayrıca, meme kanseri tedavisinin hedefleri olan östrojen, EGF reseptörü ve HER2 sinyal iletim yolları da dahil olmak üzere çeşitli sinyal iletim yollarıyla çapraz etkileşime girdiği ve bunları transaktive ettiği bilinmektedir (Surmacz, 2007). Leptinin antiöstrojenik tedaviye dirençte bir rol oynayacağını araştıran çalışmada, leptinin E2 uyarımı altında MCF-7 ve T-47D ER-pozitif meme kanseri hücrelerinde tamoksifenin antiöstrojenik etkisini inhibe ettiğini göstermiştir (Yom ve diğerleri, 2013). Üçlü negatif meme kanseri (TNBC) dahil olmak üzere BCER−'nin hedefli tedavi seçenekleri azdır; bu nedenle, çoğunlukla kemoterapi ile tedavi edilmektedir. Ancak kemoterapötik etkinlik, birçok kanser hastasında sıklıkla ortaya çıkan çeşitli ilaç direnci mekanizmaları nedeniyle azalmaktadır (Lipsey ve diğerleri, 2020). Yapılan bir çalışmada leptin sinyallemesi, hem BCER+ hem de BCER-'nin proliferasyonu ve ilerlemesiyle ilişkilendirilmiştir (Rene ve diğerleri, 2009). ER'nin varlığı ve leptin sinyallemesinin aktivasyonu BCER+ hücrelerinin proliferasyonunu ve canlılığını artırmıştır (Fusco ve diğerleri, 2010). Leptin, ER'yi transaktive edebilmektedir (Catalano ve diğerleri, 2004) ve aromataz aktivitesini artırabilmektedir bu da östrojen sentezinin indüklenmesine yol açmaktadır. Dahası, estradiol uygulamasının ER-pozitif MCF-7 meme kanseri hücre hattında leptin ve OBR ekspresyonunu artırdığı bildirilmiştir (Catalano ve diğerleri, 2003). Leptinin, halihazırda antihormonlara dirençli olan ERα-pozitif meme kanseri hücrelerinde STAT3 sinyal iletim yolunu aktive etmektedir. Bu nedenle, obez meme kanseri hastalarında yüksek leptin seviyeleri, antiöstrojen direncinin gelişmesine neden olabilmektedir (Binai ve diğerleri, 2010). Yapılan çalışmada, ERα dönüşümünün, reseptörün serbest (ligand tarafından bağlanmamış), agonist bağlı veya antagonist bağlı olmamasına ve sinyal iletim yollarının (örneğin, MAP kinazlar) diğer hücre yüzey reseptörleri tarafından indüklenmesine bağlı olarak farklı şekilde düzenlendiğini ortaya koymuştur (Marsaud ve diğerleri, 2003). Yapılan in vivo ve in vitro çalışmalarda ER-β’nın tümör baskılayıcı etki gösterdiği bildirilmiştir (Behrens ve diğerleri, 2007; Li ve diğerleri, 2012; Zheng ve diğerleri, 2016; Raut ve diğerleri, 2017).  Leptin-ER-α ekseni proliferasyonu teşvik ederken, ER-β bu etkiyi dengelemektedir. Bu tez çalışmasında ursolik asit uygulamasının ER-α gen ifadesini azaltırken ER-β gen ifadelerini arttırdığı tespit edilmiştir. Bu durum, ursolik asidin östrojen reseptörleri aracılığıyla leptin sinyalizasyonunu baskılayarak MCF-7 hücrelerinde apoptoz ve antiproliferatif etkilerini güçlendirdiğini ortaya koymakta olup, leptin-östrojen ekseninin meme kanseri progresyonundaki rolünü doğrulamaktadır.


















[bookmark: _Toc221714825]SONUÇ ve ÖNERİLER


Meme kanseri, dünya genelinde kadınlarda en sık görülen kanser türü olup yüksek mortalite ve morbidite oranlarıyla önemli bir halk sağlığı sorunu olmaya devam etmektedir. Meme kanserinin patogenezinde leptin ve leptin reseptörlerinin özellikle yüksek dereceli tümörlerde aşırı eksprese edilmesi ve serum leptin düzeylerinin vücut kitle indeksi ile pozitif ilişkili olması, bu molekülün hastalık progresyonundaki rolünü ortaya koymaktadır. Meme kanseri hücrelerinin proliferasyonuna östrojen reseptörleri (ER) -ERα ve ERβ- aracılık etmektedir. Ursolik asit, triterpenoid yapıda, meme kanserine karşı umut verici antikanser etki gösteren bir fitokimyasaldır. Farklı hücresel sinyal yolaklarını modüle ederek kanser hücre proliferasyonunu baskıladığı ve apoptozu indüklediği bildirilmiştir.
Bu çalışma, ursolik asidin MCF-7 meme kanseri hücrelerinde leptin gen ekspresyonu üzerine etkilerini ortaya koymakla birlikte, bazı sınırlılıklar içermektedir. Çalışma, yalnızca tek bir hücre hattı (MCF-7) üzerinde gerçekleştirilmiştir. Bu nedenle bulgular, diğer meme kanseri alt türlerine (TNBC, HER2+, Luminal B) veya farklı moleküler profillere sahip hücre hatlarına genellenemez. Ursolik asidin leptin sinyalizasyonu üzerindeki etkilerinin ER-negatif veya HER2-pozitif modellerde de test edilmesi gerekmektedir. Ayrıca çalışma, in vitro düzeyde yürütülmüş olup, elde edilen sonuçlar in vivo koşullarda doğrulanmamıştır. Ursolik asidin biyoyararlanımı, farmakokinetik özellikleri, sistemik toksisitesi ve tümör mikroçevresindeki etkileri hayvan modellerinde değerlendirilmemiştir. Bu çalışmada, leptin gen ekspresyonu mRNA düzeyinde ölçülmüş, leptin protein düzeyi ve salınımı diğer yöntemlerle kantifiye edilmemiştir. mRNA ifadesindeki azalmanın protein düzeyine yansıyıp yansımadığı belirsizdir.
Bu sınırlılıklar, çalışmanın bilimsel katkısını gölgelememekte, aksine elde edilen bulguların hangi koşullar altında geçerli olduğunu netleştirmekte ve gelecek araştırmalar için yol gösterici olmaktadır.
Sonuç olarak bu tez çalışmasında, MCF-7 meme kanseri hücrelerinde ursolik asidin leptin gen ekspresyonu ve salınımı üzerine etkisi literatürde ilk kez incelenmiş; UA'nın hücre proliferasyonunu baskıladığı, apoptozu indüklediği, leptin ve ER-α ekspresyonlarını önemli ölçüde azalttığı ve ER-β ekspresyonunu arttırdığı tespit edilmiştir. 
Bu sonuçlar, UA'nın leptin-östrojen ekseni üzerinden meme kanseri progresyonunu hedefleyen doğal bir terapötik ajan olarak potansiyelini ortaya koyması ve yeni hedefe yönelik tedavi stratejileri için temel oluşturması bakımından önemli veriler sunmaktadır. 
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