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ÖZET 

SAOS-2 OSTEOSARKOMA HÜCRE HATTINDA BAICALEIN’ĠN  

WNT/ β -KATENĠN YOLAĞINA VE MĠR-25 ĠFADESĠNE ETKĠSĠ 

Esra ÖRENLĠLĠ YAYLAGÜL 

Doktora Tezi, Biyoloji 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Celal ÜLGER 

2017, 106 sayfa 

Osteosarkoma, en sık karĢılaĢılan primer kemik kanseri olup sıklıkla çocuklarda ve 

ergenlerde yüksek oranda ortaya çıkmaktadır. Bir flavonoid olan baicalein, 

biyolojik ve farmasötik etkilerini geniĢ bir yelpazede göstermektedir ve bunların 

arasında güçlü anti-tümör aktivitesi son yıllarda büyük ilgi görmektedir. 

MikroRNA’lar, insan kanserlerinin baĢlatılması ve ilerlemesinde değiĢiklikler 

içeren küçük düzenleyici RNA’ların bir sınıfını oluĢturmaktadır. Son zamanlarda 

mikroRNA-25 (miR-25)’in insan kanserlerinde birçok kritik süreçte yer aldığı 

bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada osteosarkoma hücre hattı Saos-2’de baicaleinin ve 

miR-25’in Wnt/β-katenin sinyal yolağı üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. Hücre canlılığı 

ve apoptoz saptanmıĢ, Wnt/β-katenin sinyal yolağı ile iliĢkili β-katenin, GSK-3β, 

Axin2 ve LRP-5 mRNA ve protein ifadeleri belirlenmiĢtir. Saos-2 hücrelerinde 

baicalein IC50 ve AP50 değerleri sırasıyla 35 µM ve 50 µM olarak bulunmuĢtur. 

Baicaleinin doza bağlı olarak Saos-2 hücrelerinde proliferasyonu inhibe ettiği ve 

apoptozu tetiklediği aynı zamanda miR-25 ifadesini artırdığı saptanmıĢtır. 

Baicalein uygulaması ve miR-25 mimik tranfeksiyonu β-katenin, Axin2 ve LR5 

ifadesinde düĢüĢ meydana getiriken GSK-3β ifadesi artmıĢtır. Anti-miR-25 

uygulaması GSK-3β ve LR5 ifadelerini düĢürürken β-katenin ve Axin2 

ifadelerinde artıĢ meydana getirmiĢtir. Bu bulgular, baicaleinin Wnt/β-katenin 

yolağı ile ilgili genleri miR-25 ifadesini düzenliyerek hedef alabileceğini ve 

osteosarkoma tedavisi için potansiyel bir Wnt/β-katenin yolağı inhibitörü 

olabileceğini göstermektedir.  

Anahtar Kelimeler: Kanser, Osteosarkoma, Saos-2, Baicalein, miR-25,       

Wnt/β-katenin 
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ABSTRACT 

THE EFFECT OF BAICALEIN ON WNT/β-CATENIN PATHWAY 

AND MIR-25 EXPRESSION IN SAOS-2 OSTEOSARCOMA CELL 

LINE 

Esra ÖRENLĠLĠ YAYLAGÜL 

PhD Thesis, Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Celal ÜLGER 

2017, 106 sayfa 

Osteosarcoma is the most common primary bone malignancy which occurs 

frequently in children and adolescents. The flavonoid baicalein, shows a wide 

range of biological and pharmaceutical effects, with its potent antitumor activity 

raising great interest in recent years. MicroRNAs are emerging as a class of small 

regulatory RNAs whose alterations are implicated in the initiation and progression 

of human cancers. MicroRNA-25 (miR-25) has recently been found to be involved 

in many critical processes in human cancers. In this study, the effect of baicalein 

and miR-25 on Wnt/β-catenin signaling pathway in osteosarcoma cell line Saos-2 

was investigated. Cell viability and apoptosis was assessed, mRNA and protein 

expressions of β-catenin, GSK-3β, Axin2 and LRP-5, which are associated with 

the Wnt/β-catenin signaling pathway, were determined. In Saos-2 cells, baicalein 

IC50 and AP50 values were found to be 35 µM ve 50 µM, respectively. It is 

indicated that baicalein can inhibit the proliferation and induce apoptosis and also 

increase miR-25 expression of Saos-2 cells in a dose-dependent manner. Baicalein 

treatment and miR-25 mimic transfection decreased the expression of β-catenin, 

Axin2 and LRP-5, while increasing the expression of GSK-3β. Anti-miR-25 

treatment decreased the expression of GSK-3β and LRP-5, while β-catenin and 

Axin2 expression increased. These findings demonstrate that baicalein may target 

genes related to the Wnt/β-catenin pathway by regulating miR-25 expression and 

may be a potential Wnt/β-catenin pathway inhibitor for osteosarcoma therapy. 

Key Words: Cancer, Osteosarcoma, Saos-2, Baicalein, miR-25, Wnt/β-catenin   
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1. GĠRĠġ 

Osteosarkoma (OS), çocuklarda ve ergenlerde en sık rastlanan primer kemik 

kanseri olup, patogenezinin bilinen heterojen yapısı nedeniyle teĢhisi zordur. OS, 

tümör baskılayıcılarda fonksiyon bozukluğu ortaya çıkaran mutasyonlar ve 

onkogenlerin aktivasyonu gibi genetik ve sitogenetik anormalliklerle 

iliĢkilendirilmiĢtir (Kumar vd., 2016). 

Doğal moleküllerin kanser geliĢimini inhibe edebileceği dĢüncesi 100 yıldan çok 

daha önce ortaya atılmıĢtır ve laboratuvarlarda bitkilerden ve mantarlardan 

ekstrakte edilen küçük moleküllerin tümör geliĢimi ve büyümesi üzerine etkileri 

incelenmeye baĢlanmıĢtır. Bu doğrultuda çalıĢmalar bu doğal bileĢenlerin sinyal 

yolaklarını düzenleme ve hücre proliferasyonu, hücre farklılaĢması ve hücre 

ölümü gibi temel hücresel fonksiyonları kontrol edebilme kabiliyetlerine 

odaklanmıĢtır (Amado vd., 2014). Bu nedenle bitki kökenli doğal ürünler, anti-

kanser iĢlevleri nedeniyle son yıllarda giderek daha fazla ilgi görmeye baĢlamıĢtır 

(Han vd., 2015). Flavonoidler, meyve, sebze ve bitki kökenli içeceklerde (Ģaraplar, 

çay, kakao ve meyve suları gibi) yaygın olarak bulunan doğal bileĢiklerdir. On 

yıllar boyunca, flavonoidler, sağlık alanında yararları nedeniyle yaygın bir ilgi 

görmüĢtür. Aynı zamanda, flavonoidlerin anti-proliferatif etkileri, yapılarıyla 

yakından iliĢkili olan en etkili terapötik biyoaktivitelerinden biri olarak 

düĢünülmektedir (Wang vd., 2014). 

Güçlü anti-tümör aktivitesi ve düĢük toksisitesi nedeniyle baicalein, son yıllarda 

artan oranda ilgi toplamıĢ bir flavonoiddir. Baicaleinden türetilmiĢ bileĢikler 

üzerine yapılmıĢ klinik öncesi çalıĢmaların umut verici sonuçlarına rağmen, çeĢitli 

kanserler üzerindeki biyolojik etkilerini artırmak için ek araĢtırmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır. Yine de, çok sayıda araĢtırmaya dayanarak baicaleinin potansiyel 

olarak yeni bir kanser ilacı olarak geliĢtirilebileceği, tek baĢına veya güncel 

popüler kemoterapötik ilaçlar ile birlikte uygulanabileceği, dolayısıyla daha etkin 

kanser tedavilerinin yapılabileceği düĢünülmektedir (Liu vd., 2016). 

MikroRNA’lar (miRNA’lar, miR’ler), 18-25-nükleotit uzunluğunda kodlama 

yapmayan RNA’lardır ve farklılaĢma, hücre büyümesi ve hücre ölümü gibi çeĢitli 

biyolojik iĢlemler için kritik öneme sahiplerdir. Son zamanlarda tanısal etkileri 

olan yeni biyolojik belirteçler olarak tanımlanan mikroRNA nükleotit dizileri, 

hedeflenen mRNA’ların 3'-transle edilmeyen (3'-UTR) bölgelerine kısmen ya da 
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tamamen bağlanarak gen ifadesini baskılayabilme ya da gen ifadesini aktive 

edebilme özelliğine sahiptir (Kumar vd., 2016). 

MikroRNA’lar, geliĢimin her aĢamasında gen ifadesinin önemli 

düzenleyicilerinden olup geliĢimsel sinyal yolakları ile miRNA’ların etkileĢimi, 

hücrelerin proliferasyonu, farklılaĢması ve apoptozu gibi süreçlerde etkilidir. 

Anormal miRNA ifadesinden kaynaklanan kanser oluĢumu, onkogenik 

miRNA’ların aĢırı ifadesi, tümör baskılayıcı miRNA’ların genetik kaybı ve 

miRNA biyojenezini düzenleyen bileĢenlerdeki genetik ve epigenetik 

değiĢikliklerden kaynaklanan miRNA azalması yoluyla ortaya çıkabilmektedir 

(Leichter vd., 2017). 

MikroRNA’ların saptanması son yıllarda gerçekleĢtiği için, osteosarkomda 

miRNA’ların rolü tam olarak belirlenmemiĢtir. Bununla birlikte, osteosarkomanın 

ilerlemesinde bazı miRNA’ların rolü olduğunu bildiren birtakım kanıtlar vardır. 

Buna ek olarak, osteosarkomadaki spesifik miRNA fonksiyonlarının araĢtırılması 

osteosarkoma mekanizmalarını anlamak için önemlidir. Osteosarkomada 

miRNA’lara dayalı tedaviler iki ana stratejiyi içermektedir: Anti-miRNA’lar ile 

tamamlayıcı baz eĢleĢmesi yoluyla onkogenik miRNA’ların ifadesini bloke etme 

ve miRNA taklitlerini (mimik) transfekte ederek tümör baskılayıcı miRNA’ların 

ifadesini artırmak (Miao vd., 2013). MikroRNA’ların önemli geliĢimsel 

yolaklardaki bileĢenleri düzenlediğine dair kanıtlar mevcuttur. Bu yolaklardan bir 

tanesi de Wnt/β-katenin sinyal yolağıdır. 

Yapılan çalıĢmalar, Wnt/β-katenin sinyal yolağı aktivasyonunun OS 

dokusunda/hücrelerinde yaygın olduğunu ve anormal aktivasyonunun OS tümör 

oluĢumu, metastaz ve kemoterapötik yanıtlarda önemli bir rol oynadığını ortaya 

koymuĢtur (Ma vd., 2015). Wnt sinyal bileĢenlerini düzenleyen miRNA’ların 

çeĢitli kanserlerle iliĢkili olduğunu desteleyen çalıĢmalar mevcuttur (Leichter vd., 

2017). Biyomedikal araĢtırmalardaki son geliĢmeler, deneysel ve biyoinformatik 

yaklaĢımların miRNA’ların Wnt sinyal yolağı bileĢenlerinin düzenleyicileri 

olduğunun belirlemesine olanak sağlamıĢtır. Böylece, hem miRNA’lar hem de 

Wnt sinyal yolakları önemli biyolojik süreçlerin düzenlenmesinde yer alan önemli 

bir ağı oluĢturmaktadır. OS’nin ilerlemesinde miRNA fonksiyonunun önemi ve 

katılımı, miRNA’ların olası yeni terapötik hedefler olarak kullanılabilmesinin 

yolunu açacaktır. 
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ÇalıĢmada baicaleinin osteosarkoma hücre hattı Saos-2’de hücre proliferasyonu ve 

apoptozuna etkisi ve aynı zamanda miR-25 ve Wnt/β-katenin siyal yolağı iliĢkili 

genlerin ifadeleri üzerine olan etkileri araĢtırılmıĢtır. Bunun yanısıra Saos-2 

hücrelerine miR-25 inhibitörü ve miR-25 mimikleri tranfekte edilerek miR-25 

ifadesinin değiĢimi ve buna bağlı olarak da Wnt/β-katenin sinyal yolağı iliĢkili 

genlerin ifadelerindeki değiĢim belirlenmiĢtir. ÇalıĢma sonuçları miR-25 ve 

baicaleinin osteosarkoma tedavisi için potansiyel araçlar, Wnt/β-katenin sinyal 

yolağının ise potansiyel hedef olabileceğini göstermektedir. 

 

1.1. Kanser 

Kanser, vücudun diğer bölgelerine istila veya yayılma potansiyeline sahip anormal 

hücre büyümesi ile karakterize edilen bir hastalık sınıfıdır. 100’den fazla farklı 

kanser türü vardır ve her biri baĢlangıçta etkilenen hücre türüne göre 

sınıflandırılmıĢtır (Natinal Cancer Institute, 2015). Belirli hücre türlerinde 

baĢlayan bazı kanser kategorileri Ģunlardır: 

 Karsinoma: Epitelyal hücrelerden köken alan kanserlerdir. Bu grup en 

yaygın kanserler olan göğüs, prostat, akciğer, pankreas ve kolondaki 

neredeyse tüm kanserleri içerir. 

 Sarkoma: Bağ dokusundan (kemik, kıkırdak, yağ, sinir) kaynaklanan 

kanserlerdir ve her biri kemik iliğinin dıĢındaki mezenĢimal hücre orijinli 

hücrelerden geliĢir. 

 Lenfoma: Lenfositlerde (T hücreleri veya B hücreleri) baĢlayan kanserdir. 

 Lösemi: Kemik iliğinin kan yapan dokusunda baĢlayan kanserlerdir. 

 Multipl Miyelom: Plazma hücrelerinde baĢlayan kanserlerdir. Miyelom 

hücreleri denilen anormal plazma hücreleri, kemik iliğinde birikir ve tüm 

kemiklerde tümörler oluĢtururlar. 

 Melanoma: Melanositlerde (melanin yapan özel hücreler) baĢlayan 

kanserlerdir. 

 Germ hücreli tümörler: Genellikle testis (seminoma) veya yumurtalıkta 

(disgerminoma) ortaya çıkan pluripotent hücrelerden türemiĢ kanserlerdir. 

 Blastoma: OlgunlaĢmamıĢ "prekürsör" hücrelerden veya embriyonik 

dokudan kaynaklanan kanserlerdir. 
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Kanser, Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından dünya çapında bir sağlık sorunu 

olarak kabul edilmektedir. 2012 yılında yaklaĢık 14 milyon yeni vaka meydana 

gelmiĢtir. 8.8 milyon kansere bağlı ölüm ile dünya çapında ölüme neden olan 

hastalıklarda ikinci sırada yer almaktadır. Önümüzdeki 20 yıl içersinde yeni vaka 

sayısının %70 artması beklenmektedir (Yarla vd., 2016; WHO, 2017). 

Kanserlerin çoğunluğu doku kitleleri oluĢturan solid tümörlerdir. Lösemiler gibi 

kan kanserleri genelde katı tümörler oluĢturmazlar. Habis (malign) tümörler 

yakındaki dokulara yayılabilir veya istila edebilirler. Ayrıca, bu tümörler 

büyüdükçe, bazı kanser hücreleri ayrılabilir ve kan veya lenf sistemi vasıtasıyla 

vücudun uzak bölgelerine seyahat edebilir ve orijinal tümörden uzakta yeni 

tümörler oluĢturabilirler. Habis tümörlerden farklı olarak, iyi huylu (benign) 

tümörler dokulara yayılmaz veya dokulara nüfuz etmez. Genelde bir kapsül 

içindedir (National Cancer Institute, 2017).  

Hastalıklar arasında ölüm ve görülme sıklığı ile üst sıralarda yer alan kanser, 

tedavi, teĢhis ve korunma amacı ile çalıĢmaların önemli bir kısmını kapsamaktadır. 

Bu amaçla kanser ile ilgili olarak hem geliĢim mekanizması hem de metastaz, 

apoptozdan kaçma ve anjiyogenez gibi belli karakteristik özelliklerin ortaya 

konulması değerli bilgiler sağlamaktadır. Son yıllarda kanserin ölüm ve görülme 

sıklığı oranları çevre kirliliği, çeĢitli karsinojenler, sağlıksız yaĢam tarzları, yüksek 

stres seviyeleri ve çalıĢma Ģartlarından dolayı hızla artıĢ göstermiĢtir. Kemoterapi 

kanser hastalarının tedavisinde tümör hücrelerini öldürerek hayati bir rol 

oynamaktadır. Ancak, kemoterapi ajanları normal doku hücrelerinde de toksisiteye 

sebep olarak çeĢitli yan etkiler ortaya koyabilmektedir. Aynı zamanda 

kemoterapinin etkinliği ilaç direncinin ortaya çıkması ile ciddi biçimde 

sınırlanmaktadır. Bu nedenle kanser tedavisinde yan etkileri daha az ve yüksek 

etkinliğe sahip yeni ilaçların bulunmasına yönelik çalıĢmalar günden güne 

artmaktadır (Liu vd., 2016). 

 

1.1.1. Osteosarkoma 

Osteosarkomalar olağandıĢı hücresel fonksiyonlara sahip hücreleri içeren çok 

yaygın primer malign (kötü huylu) kemik tümörleridir (Pautke, 2004). Tipik 

olarak uzun kemiklerin orta kısmında meydana gelir ve baskın olarak ergenler ve 
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genç yetiĢkinlerde gözlenir (Wang vd., 2016). Osteosarkoma cinsel bezlerin aktif 

çalıĢmaya baĢlamasıyla ergenlikte pik yapar. Osteosarkomanın erkeklerde görülme 

sıklığı kızlardan (15-18 yaĢ grubunda) iki kat daha fazladır (Kushlinskii vd., 

2016). 

Osteosarkoma son derece agresif, lokal olarak tahrip edici maligniteye ve aynı 

zamanda yüksek metastaz potansiyeline sahiptir (Ruan, 2016). Osteosarkoma için 

birincil tedavi tümörün cerrahi olarak çıkarılması ve yoğun adjuvan (yardımcı) 

kemoterapidir. Bununla birlikte 1970’lerden günümüze 5-yıllık hayatta kalma 

oranında anlamlı bir iyileĢme gözlenmemekte ve mevcut tedavilerin sonuçları 

yetersiz kalmaktadır (Liu vd., 2016). Aynı zamanda, hastaların yarısı ilaçlara 

direnç geliĢtirmekte ve tümörün cerrahi olarak çıkartılmasından sonra ve 

kemoterapi sonrasında yüksek oranda yeniden ortaya çıkma ve metastaz riski 

taĢımaktadır (Kushlinskii vd., 2016). 

Osteosarkoma teĢhisi için yapılan incelemeler/testler dizisi, özellikle geliĢmekte 

olan ülkelerde pahalı ve zaman alıcı iĢlemlerdir ve hastalığa çoğunlukla ileri 

aĢamalarda teĢhis konulmaktadır (Li vd., 2015).  

Bütün bunlar, osteosarkomanın erken tanısına yeni alternatif moleküler 

yaklaĢımlar, ilaç tedavisi için yeni hedeflerin belirlenmesi ve tedavi-hastalık 

sürecine tümör cevabının tahmini için yeni yöntemlerin geliĢtirilmesini 

gerektirmektedir. 

 

1.2. Baicalein 

Geleneksel olarak kullanılan bazı doğal kimyasalların insan hastalıklarıyla ilgili 

etkili tedavisi dikkat çekicidir. Örneğin doksorubisin, fungal bir antrasiklin 

antibiyotikdir ve topoizomeraz II enzimini inhibe eder (Pecorino, 2005). Berberin, 

Coptis chinensis’in köklerinden elde edilen ünlü bir anti-kanser bitkisel üründür 

(Feng vd., 2015). Resveratrol, Polygonum cuspidatum ve bazı meyve 

kabuklarından izole edilen bir doğal anti-kanser ajandır (Ren vd., 2015). 

Catharanthus roseus’dan ekstrakte edilen cezayir menekĢesi alkaloidleri kanser 

kürlerinde büyük baĢarı sağlamıĢtır (Da Rocha vd., 2001). Çok sayıda bitki 

arasında flavonoidler, kemoterapötik ajanlar olarak daha fazla kabul görmektedir 

(Romano vd., 2013). Ayrıca, bu doğal ajanlar, geleneksel kemoterapi ajanlarına 
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kıyasla daha yüksek eriĢilebilirlik ve karĢılanabilirlik gibi birçok avantaja sahip 

olmalarının yanında düĢük toksisiteye sahiplerdir (Liu vd., 2016). 

Scutellaria baicalensis güçlü anti-kanser etkilere sahip olmasından dolayı yaygın 

olarak kullanılan bir bitkidir. Scutellaria’nın ana bileĢenleri baicalin, baicalein ve 

wogonin biyoaktif flavonlarıdır. Bu fitokimyasalların tümör büyümesini 

baskıladığı yapılan çalıĢmalar ile ortaya konmuĢtur. Bu flavonlar anti-tümör 

etkilerini hücre döngüsü tutulmalarını indüklemeleri, apoptoz ile iliĢkili 

proteinlerin ifadelerini düzenlemeleri, adezyon ve migrasyon kapasitelerini 

düĢürmeleri ve metastaz inhibisyonu gibi yetenekleri ile ortaya koymaktadırlar 

(Gong vd., 2014).  

Baicalein (5,6,7-trihidroksiflavon) Scutellaria baicalensis’in köklerinden ekstrakte 

edilen bir flavonoiddir (ġekil 1.3) (Mu vd., 2016). Baicalein anti-bakteriyel (Luo 

vd., 2016), anti-viral (Zhao vd.,2016), anti-oksidatif (Sithisarn vd., 2016), anti-

inflamatuar (Li vd., 2016), nöroprotektif (Choi vd., 2016), kardiyovasküler 

koruyucu (Zhao vd., 2015) ve antidiyabetik (Fu vd., 2014) özelliklerinin yanı sıra 

anti-kanser (Liu vd., 2016) etkileri de içeren birçok biyolojik aktiviteye sahiptir. 

Baicaleinin çok iyi antioksidan ve anti-enflamatuvar aktivitelere sahip olduğu, 

aynı zamanda kanser hücrelerinde metastazı baskılayarak (Chen vd., 2013) ve 

apoptozu indükleyerek (Ye vd., 2015) birçok kanser türünde anti-tümör etkiler 

sergilediği gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 1.1 Baicalein (Sigma Aldrich) 

 



7 

 

1.3. MikroRNA 

MikroRNA’lar (miRNA, miR) hem tek hücreli hem de çok hücreli ökaryotlarda 

bulunan, 18-27 nükleotit uzunluğunda, biyolojik süreçleri düzenleyen ve kodlama 

yapmayan RNA’ların büyük bir sınıfının üyeleridirler (Adams vd., 2014). 

YaklaĢık 20 yıllık keĢfedilme tarihi olan miRNA’lar oldukça yoğun çalıĢılan 

molekül gruplarındandır (Nana-Sinkam and Croce, 2013). Son PubMed 

taramasında yaklaĢık 57.000 miRNA iliĢkili çalıĢma bulunması, bu molekül 

grubunun üzerindeki ilgiyi ortaya koymaktadır. Bu çalıĢmaların yaklaĢık 26000’i 

(%45.61) kanser ile bağlantılı çalıĢmalardan oluĢmaktadır (ġubat 2017 PUBMED 

taraması). Ġlk olarak beĢ farklı tür için miRBase tarafından yayınlanan (v.1, ġubat 

2002) 218 miRNA bulurunurken, Ģimdi bu sayı 223 tür için 35000 olgun miRNA 

dizisine ulaĢmıĢtır (Kozomara vd., 2014). Ġnsanlarda 2500’den fazla olgun miRNA 

tespit edilmiĢtir (miRBase, 2017 taraması). 

Belirlenen ilk miRNA genleri, nematodlarda transkripsiyon sonrası lin-14 ifadesini 

düzenleyerek geliĢim zamanlamasını kontrol eden mikroRNA lin-4’tür (Lee vd., 

1993). 

MikroRNA’lar, hücresel farklılaĢma ve geliĢme de dahil olmak üzere çeĢitli 

biyolojik süreçlerde yer alan binlerce geni düzenleyebilmektedirler. Tek bir 

miRNA çok sayıda hedef geni düzenlediğinden, miRNA’ların ifade 

edilmelerindeki düzensizlikler kanserler (Li vd., 2015), otoimmün rahatsızlıklar 

(Zhu vd.,2013), geliĢimsel ve nörolojik bozukluklar (Bian ve Sun, 2011) ve daha 

birçok çeĢitli patolojilerle iliĢkilidir. 

MikroRNA’lar kendi promotorlarını içeren özgün genlerinden ya da protein 

kodlayan genlerin birleĢtirilmiĢ parçalarından transkribe edilirler (Berezikov, 

2011; Adams, 2014). MikroRNA sentezi çekirdekte baĢlayıp sitoplazmada biter ve 

çoğu miRNA çekirdekte RNA polimeraz II tarafından polisistronik veya 

monosistronik öncül transkriptler olan pri-mikroRNA (500-3000 nükleotit) 

Ģeklinde sentezlenir. Sonrasında RNazIII ailesi içinde yer alan enzimlerce yaklaĢık 

70 nükleotitlik pre-mikroRNA’ya dönüĢtürülürler. Pre-mikroRNA’lar eksportin ve 

Ran-GTP aracılığı ile çekirdekten sitoplazmaya çıkarılır. Burada pre-mikroRNA 

diğer bir RNazIII enzimi olan Dicer ile önce yaklaĢık 22 nükleotitlik mikroRNA 

dubleksine, sonra da her bir dubleks RISC (RNA ile uyarılan sessizleĢtirme 
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kompleksi) ile birleĢerek tek-iplikli mikroRNA’yı oluĢturur (ġekil 1.4) (Huang 

vd., 2013). 

 

ġekil 1.2 MikroRNA yolağı (Biggar ve Storey, 2015) 

 

MikroRNA’lar hedef mRNA’ların 3'-UTR’leri ile tamamen ya da kısmen baz 

eĢleĢmesi yaparak gen ifadelerinin transkripsiyon sonrası düzenlenmesinde son 

derece önemli rol oynarlar (Qu vd., 2016). Bu eĢsiz özelliklerinden dolayı bir tek 

mikroRNA birçok hedefe sahiptir. Genellikle bu hedeflerden çoğu çeĢitli sinyal 

yolakları ile iliĢkilidir. Böylece gen ifadesi üzerindeki etkisi önemli ölçüde 

artmaktadır (Sun vd., 2013). 
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MikroRNA’ların osteosarkomada Notch, RAS/p21, MAPK, PI3K/Akt, Wnt ve 

Jun/FOS gibi sinyal yolaklarını etkilediği bulunmuĢtur (Miao vd., 2013). 

MikroRNA’lar ve geliĢimsel sinyal yolakları arasındaki düzenleyici bağlantılar 

ağında bozulmalar meydana gelirse, hatalı sinyal iletimi, çoğalmanın güçlendiği 

bir ortamın teĢvik edilmesine ve hücrelerin apoptozdan kaçmasına veya 

pluripotent bir durumda kalmasına neden olabilir. Bu durumda, normal büyüme 

düzenleyici süreçler kontrolü kaybedebilir ve bu nedenle tümör büyümesini 

baĢlatabilir (Leichter vd., 2017). 

MikroRNA’ların Wnt sinyal yolakları bileĢenlerini düzenlediğinin bulunmasının 

ardından, bu bileĢenler üzerine etkili olan miRNA’ların keĢfi için çalıĢmalar hız 

kazanmıĢtır. Wnt sinyal yolları ve miRNA’lar geliĢimin kritik düzenleyicileri 

olarak bilinmektedir. Anormal Wnt sinyal yolakları ve miRNA seviyeleri, 

geliĢimsel kusurlara ve kanseri de içeren çeĢitli insan patolojilerine yol açmaktadır 

(Song vd., 2015). 

MikroRNA’lar kanserlerin baĢlama ve ilerlemesi de dahil olmak üzere birçok 

önemli patofizyolojik süreçleri düzenlemektedirler (Liu vd., 2016). Tümör 

oluĢumu ve metastaz sırasında onkogen ya da tümör baskılayıcı olarak hareket 

edebilirler (Jiang vd., 2016). 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar mikroRNA’ların insan osteosarkomalarında 

düzensiz bir ifadeye sahip olduklarını göstermektedir (Liang vd., 2013). 

MikroRNA’lar osteosarkomada hem tümör baskılayıcı hem de onkogen olarak 

iĢlev görebilmektedir ve hedef genlerin düzenlenmesiyle osteosarkoma 

hücrelerinin fenotipik özelliğini etkilediği bilinmektedir. Osteosarkoma tümör 

hücrelerinin proliferasyonu, invazyonu ve metastazı da miRNA ifadesinden 

etkilenmektedir (Kumar vd., 2016). 

 

1.3.1. MikroRNA-25 

MikroRNA-25 (miR-25) kanser gibi birçok insan hastalıkları ile iliĢkisi 

tanımlanmıĢ mikroRNA’lardan biridir. Minikromozom-idame-proteini-7 (MCM7) 

geninden transkribe olmaktadır ve olgun miR-25 22 nükleotit uzunluğundadır 

(Deng vd., 2016). 
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MikroR-25’in kanser oluĢumunu ve çeĢitli kanserlerin ilerlemesini düzenlediği 

yapılan çalıĢmalar ile ortaya konmuĢtur. Li vd.’nin 2013 yılında yapmıĢ oldukları 

çalıĢmada miR-25’in kolon kanseri dokularında ifadesinin düĢük olduğunu ve 

hücre proliferasyonu ve migrasyonunu inhibe ettiğini ortaya koymuĢlardır. Bu 

sonuçlar doğrultusunda miR-25’in, kolon kanserinde bir tümör baskılayıcı olarak 

iĢlev görebileceği ortaya konmaktadır (Li vd.,2013). Bununla birlikte, melanoma 

hücre kültürü ve doku numuneleri ile yapılan bir çalıĢmada miR-25 ifadesinin 

azalmasının in vitro hücre proliferasyonunu baskıladığı gösterilmiĢtir. Aynı 

zamanda miR-25’in Wnt sinyal yolağının aktivitesinin düzenlenmesinde önemli 

rol oynadığı belirtilmiĢtir (Huo vd., 2016). MikroRNA-25’in mide (Kim vd., 

2009), prostat (Li vd., 2009) ve karaciğer (Feng vd., 2016) gibi çeĢitli insan 

malign solid tümörlerinde yüksek ifadeye sahip olduğu yapılan çalıĢmalarla 

gösterilmiĢtir. Bu tür kanserlerde, miR-25 bir onkogen gibi davranmakta ve 

potansiyel proliferatif, anti-apoptotik ve hücre döngüsü uyaranı olarak etkiler 

ortaya koymaktadır. Bu yüzden farklı kanser türlerinde onkogenik ya da tümör 

baskılayıcı olarak iĢlev görebileceği için, miR-25’in kanser üzerine etkileri 

karmaĢıktır (Qu vd., 2015). 

 

1.4. Wnt/β-katenin Sinyal Yolağı 

Wnt sinyal yolakları evrim boyunca oldukça korunmuĢ sistemlerdir. Wnt sinyali, 

temel (kanonik) β-katenin bağımlı Wnt yolu, kanonik olmayan β-katenin bağımsız 

Wnt/düzlemsel hücre polaritesi (Wnt/PCP) ve Wnt/kalsiyum (Ca
+
2) yolları olarak 

sınıflandırılmaktadır. Wnt sinyal yolakları embriyonik geliĢim sırasında ve aynı 

zamanda yetiĢkinlerde bol miktarda hücresel süreçlerde kullanılmaktadır. Wnt 

sinyal yolakları transkripsiyonel düzenlemeden translasyon sonrası modifikasyona 

kadar her seviyede sıkı bir kontrol altındadır (Song vd., 2015). 

Günümüzde insan genomunda tanımlanan 19 Wnt proteini bulunmaktadır ve hücre 

proliferasyonu, hayatta kalma, migrasyon, hücre akıbetinin belirlenmesi ve kök 

hücrelerde kendi kendini yenileme gibi farklı süreçlerin düzenlenmesinde önemli 

rollere sahiptirler (He ve Zhang, 2015). Bunun yanı sıra Wnt sinyal yolaklarının 

uygun olmayan Ģekilde harekete geçmesi birçok kanser türünün ortaya çıkmasına 

sebep olmaktadır (Liu vd.,2014). 
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Temel Wnt sinyalinin en önemli aracı olan β-katenin, çekirdekte transkripsiyonun 

düzenlenmesinde ve hücre-hücre temas kararlılığına katkı sağlayan kavĢak 

bağlantıları da dahil çeĢitli subselüler lokalizasyonlarda bulunur.  

Wnt/β-katenin sinyal yolağı, Wnt ligandı Frizzled (FZD) reseptörlerine ve düĢük-

yoğunluklu lipoprotein reseptör-iliĢkili proteinler 5/6 (LRP5/6) koreseptörlerine 

bağlandığı zaman aktive olur (Stratford vd., 2014) ve çekirdek içine β-katenin 

translokasyonuna yol açan bir hücre içi kaskadını aktive eder (Guo vd., 2007). 

Wnt-FZD-LRP-5/6 kompleksi Disheveled (Dsh)’ın aktivasyonunu sağlar. Dsh 

aktivasyonu, GSK-3β’yı inhibe eder ve bundan sonra da ubiquitinasyon ve 

proteazomal yolaklar vasıtasıyla β-katenin bozunumunu azaltır. Ayrıca 

Axin/Adenomatozis polipozis poli (APC)/Glikojen sentaz kinaz-3β (GSK-3β) 

kompleksinden β-katenin serbest kalır ve sitoplazmada β-katenin birikimine ve 

stabilizasyonuna sebep olur. β-katenin çekirdeğe transloke olduktan sonra, 

transkripsiyon faktörlerden T-hücre faktörü/Lenfosit çoğaltan faktör (Tcf/Lef) 

ailesine survivin, siklin D1, c-Myc, Axin2 ve matriks metalloproteinazlar 

(MMP’ler) gibi hedef onkogenleri aktive etmek için bağlanır. Bunlar bir çok insan 

tümörlerinde kanser hücre proliferasyonu, apoptosis, hücre döngüsü bozulması ve 

metastaz ile iliĢkilidir (Polakis, 2000; Leow vd., 2010). 

Wnt ligand etkileĢiminin yokluğunda membran reseptör kompleksi inaktive olur. 

Böylece Wnt ligand/Fzd/LRP5-6 reseptörlerinden oluĢan trimerik kompleksin 

kümelenmesini önlemekte ve sonunda β-katenin ubiquitinasyona ve bozunmasına 

neden olmaktadır. Wnt/Fzd/LRP5-6 karmaĢık modeli yaygın olarak kabul 

edilmekle birlikte, kesin oluĢum mekanizması henüz tam olarak anlaĢılamamıĢtır. 

Mevcut ve yaygın olarak kabul gören model, Kazein kinaz 1 (CK1) ve GSK-3β 

kinazların, amino asidin ucunda bulunan bir dizi treonin ve serin amino asitlerinin 

fosforillenmesi yoluyla β-katenini hedef almasıdır. β-kateninin fosforilasyonu 

belirli bölgelerde eĢzamanlı olarak meydana gelmektedir; Ser45 N-terminali, CK1 

tarafından fosforile edilirken, Thr41, Ser33 ve Ser37 bölgelerindeki fosforilasyon 

GSK-3β tarafından gerçekleĢtirilir. Bu fosforilasyon faaliyet dizilerinin sonucu 

yıkım kompleksine APC’nin kazandırılmasına neden olmaktadır. APC proteini 

yıkım kompleksinin diğer bileĢenleri ile sinerji oluĢturmakta ve sitoplazmik β-

katenin bozunmasına aracılık etmektedir. β-katenin bozununca Wnt hedef genleri 

transkribe edilememektedir. Bu iĢlem, sitoplazmik β-katenin seviyesini düĢük 

tutarak β-kateninin çekirdeğe translokasyonunu önlemektedir (ġekil 1.3; Onyido 

vd., 2016). 
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ġekil 1.3 Wnt/β-katenin sinyal yolağı (Onyido vd., 2016) 

 

BozulmuĢ Wnt/β katenin sinyalinin dejeneratif hastalıklar, metabolik hastalıklar, 

iskelet bozuklukları, kardiyovasküler hastalıklar ve kanser ile bağlantısı 

bulunmaktadır (Stratford vd., 2014, Song vd., 2015). Wnt/β-katenin kök hücre 

yenilenmesi ve farklılaĢmasında ana düzenleyici ve osteosarkoma da dahil olmak 

üzere birçok kanserde düzensiz bir biçimde aktive olan bir sinyal yolağıdır 

(Stratford vd., 2014). Wnt/β-katenin sinyali, normal osteoblast farklılaĢması ile 

iliĢkilidir ve anormal Wnt/β-katenin sinyali normal kemik geliĢimini bozmakta ve 

osteosarkomada sıkça görülmektedir (Stratford vd., 2014). 
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1.5. Proliferasyon 

Hücrelerin çoğalması ya da proliferasyonu hücre bölünmesi üzerinden 

gerçekleĢmekte ve hücrelerin iki yavru hücreye bölünmesi iĢlemi hücre bölünmesi 

olarak adlandırılmaktadır. Normal dokulardaki hücre çoğalması genellikle dokuyu 

dolduran hücrelerle sınırlanır. Çoğu dokunun bu yenileme fonksiyonuna sahip 

olan kök hücreler içerdiği düĢünülmektedir. 

Hücre proliferasyonu hücre döngüsü içinde yer alan bazı kontrol noktaları 

tarafından düzenlenir. Hücre döngüsü proliferasyon, farklılaĢma ve apoptozis gibi 

temel hücresel fonksiyonları düzenlemektedir. Bu düzenleme özelliğinin varlığı 

organizmadaki her türlü fizyolojik ve patolojik durumda (örneğin tümör oluĢumu) 

hücre döngüsünün kritik bir öneme sahip olduğunu göstermektedir (Ulukaya., 

2001). 

Kontrolsüz hücre çoğalması kanserin özelliklerinden biridir. Uzun yıllar boyunca 

somatik hücrelerde çeĢitli mutasyonların birikmesi sonucunda kanser hücrelerinin 

kontrolsüz bölünmesini engelleyen kontrol setleri ortadan kalkar. Hücre bölünme 

hızının tespiti, özellikle kanser gibi hastalıklarda önemlidir; böylece hücre 

bölünme zamanı gibi parametreler belirlenebilmektedir (Terzioğlu vd., 2013). 

Proliferasyon ölçüm testlerini dört ana baĢlık altında toplamak mümkündür. 

1. Deoksiribonükleik asit sentez hızının ölçülmesine dayalı testler: Bu testlerle 

floresan veya radyoaktif ıĢıma özelliği gösteren nükleotit analoglarının yeni 

sentezlenen DNA zincirine eklenme hızı izlenmektedir. Bu testlerde 5-Bromo-2'-

deoksiuridin (BrdU) ve 5-Etinil-2'-deoksiuridin (EdU) gibi timidin nükleotit 

analogları kullanılmaktadır. 

2. Metabolik aktivitenin ölçümüne dayalı testler: Bölünme döngüsüne giren 

hücrelerde metabolik aktivite de artıĢ göstermektedir. Bu nedenle proliferasyon 

tespitinde sık kullanılan bir yöntemdir (Örneğin MTT, XTT Testleri). 

3. Proliferasyon iĢaretleyicilerinin ölçümüne dayalı testler: Prolifere hücre 

çekirdek antijeni (PCNA) gibi hücre döngüsü ile ilgili faktörlerin hücre 

içerisindeki miktarlarındaki değiĢiklikler saptanarak proliferasyon tayini 

yapılabilmektedir. PCNA gibi proliferasyon spesifik iĢaretçilere özgü antikorlar 

kullanılarak testler gerçekleĢtirilmektedir. 
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4. Hücrelerdeki ATP miktarının ölçümüne dayalı testler: Hücre bölünmesinin 

yüksek miktarda adenozintrifosfat (ATP) gerektiren bir süreç olduğu 

bilinmektedir. Hücre içerisindeki ATP miktarının ölçümü ile hücre proliferasyonu 

saptanabilmektedir (Örneğin ATP testi). 

 

1.5.1 Hücre Canlılık Analizi 

Muse
TM

 Sayım & Canlılık Test Sistemi, Muse
TM

 Hücre Analiz Cihazında hücre 

sayısının ve yaĢayabilirliğinin niceliksel analizine olanak tanımaktadır. Tripan 

mavisi yerine kullanılabilen hızlı ve güvenilir bir alternatiftir. 

Muse
TM

 Sayım & Canlılık reaktifleri, çeĢitli 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 Ģekilde boyanmaktadır. Muse
TM

 

Sayım & Canlılık Yazılım Modülü otomatik olarak hesaplamalar yapmakta ve 

verileri iki grafik halinde görüntülemektedir. 

1) Reaktifteki bir DNA bağlama boyası, membran bütünlüğünü kaybetmiĢ 

ölü ve ölmekte olan hücrelerin çekirdeğini boyamaktadır. Bu parametre 

‘CANLILIK’ olarak görüntülenir ve yaĢayanları (boyanmayan canlı 

hücreler) cansızlardan (boyanmıĢ ölen ya da ölmekte olan hücreler) ayırt 

etmek için kullanılmaktadır. 

 

2) Zardan geçebilen bir DNA boyama boyası, çekirdekli bütün hücreleri 

boyamaktadır. Bu parametre ‘ÇEKĠRDEKLĠ 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 boyanmıĢ çekirdekli hücreleri hesaplamaktadır (ġekil 1.4, Muse™ 

Sayım & Canlılık Kiti Kullanım Kılavuzu). 
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ġekil 1.4 Muse
TM

 Sayım & Canlılık Test Sistemi analiz görüntüsü 

 

1.6. Apoptoz 

Apoptoz ilk kez Kerr vd. tarafından 1972 yılında tanımlanan programlanmıĢ hücre 

ölüm yolağıdır (Kerr vd., 1972). Apoptoz embriyogenez, metamorfoz ve hücresel 

homeostazda önemli rol oynayan ve genetik olarak kontrol edilen bir süreçtir ve 

enfekte, hasar görmüĢ veya mutasyona uğramıĢ hücrelerin uzaklaĢtırılması için bir 

savunma mekanizmasıdır (Srivastava, 2007). Apoptoz; hücre küçülmesi, çekirdek 

yoğunlaĢması ve fragmentasyonu, dinamik membran bleb (kabarcık) oluĢumu, 

ekstraselüler matriks ya da komĢular ile adezyon kaybı gibi spesifik morfolojik ve 

biyokimyasal değiĢiklikler ile karakterizedir (Ouyang vd., 2012). 

Memeli hücrelerinde apoptoz iki farklı moleküler yol ile oluĢmaktadır. Dahili veya 

mitokondriyal yol, hücre içi olaylarla aktive edilmekte ve mitokondriden pro-

apoptotik faktörlerin salınmasına bağlıdır. Kansere karĢı standart kemoterapi ve 

radyoterapi esas olarak dahili yolak aracılığıyla apoptozu baĢlatmakta ve bu 

nedenle dahili apoptoz sinyalinden kaçabilen kanser hücrelerini seçebilmektedir. 

Aksine, harici apoptoz yolu ise, hücre dıĢı protein ölüm ligandlarının pro-

apoptotik ölüm reseptörlerine bağlanması yoluyla sinyalleri almaktadır. Bazı 

kanser türleri harici apoptoz yolunu takip etmekte ve dahili apoptozun olmadığı 

durumlarda da hücre ölümü gerçekleĢmektedir. Her iki yol da kaspazlar adı verilen 
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özel proteazların aktivasyonuna yol açar. Kaspaz enzim kaskadının aktivasyonu 

apoptozun morfolojik ve biyokimyasal özelliklerinin ortaya çıkmasına yol 

açmaktadır (Sayers, 2011). 

Çok hücreli organizmalar, artık gerekli olmayan veya hasar gören hücreleri 

apoptoz olarak bilinen bu hücre intihar yolağı tarafından kontrollü olarak elimine 

edilmesiyle homeostazı sürdürürler. Apoptotik hücre ölüm mekanizmalarının 

düzensiz iĢlemesi, çeĢitli insan hastalıklarında önemli bir patolojik faktördür. Bu 

yola uygun Ģekilde müdahale edilmemesi, kanser geliĢiminin ve ilerlemesinin ayırt 

edici özelliklerinden biridir ve birçok kanser hücresi apoptoz sinyaline karĢı 

belirgin direnç göstermektedir. Bunun yanında, kanser hücreleri, apoptozu 

sınırlayan moleküler modifikasyonlar kazanmıĢ olmasına rağmen, yine de 

genomik ve diğer anormallikler vasıtasıyla bu yolu baĢlatmaya sürüklenir. Bu 

nedenle, apoptoz üzerindeki bu moleküler blokların atlanabildiği ya da 

kaçınılabildiği durumlarda, kanser hücreleri normal hücrelere göre apoptoza karĢı 

daha duyarlı olabilir (Sayers, 2011). 

 

1.7. Real-Time PCR 

Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time PCR), hedef DNA 

molekülünü çoğaltırken reaksiyon sırasında ortaya çıkan floresanı her bir PCR 

döngüsü boyunca amplikon üretiminin bir göstergesi olarak (yani, gerçek zamanlı 

olarak) ölçmek için kullanılan bir yöntemdir (Higuchi vd., 1992). 

Real-Time PCR sistemi, bir floresan belirtecin tespiti ve miktar tayini üzerine 

kurulmuĢtur. Bu sinyal bir reaksiyonda PCR ürününün miktarıyla doğru orantılı 

olarak artmaktadır. Her PCR döngüsünde floresan emisyonunu kaydetmek 

suretiyle, PCR ürününün miktarındaki ilk önemli artıĢın hedef Ģablonun baĢlangıç 

miktarı ile korele olduğu logoritmik faz boyunca PCR reaksiyonunu izlemek 

mümkündür. Nükleik asit hedefinin baĢlangıç kopya sayısı ne kadar yüksek olursa, 

floresanda belirgin bir artıĢ gözlenir. 3-15 döngü sırasında ölçülen baĢlangıç 

değerinin üstünde floresanda belirgin bir artıĢ, birikmiĢ PCR ürününün 

saptanmasına olanak sağlar (Lee vd.1993, Livak vd.,1995). 
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DNA amplifikasyonu için üç ana floresan izleme sistemi vardır. Bunlar hidroliz 

probları, hibridizasyon probları ve DNA-bağlayıcı ajanlardır (van der Velden vd., 

2003). 

Daha ucuz alternatif, sıra dıĢı spesifik bir floresan interkalasyon ajanı (SYBR-

green I veya etidyum bromid) kullanılarak amplikon üretiminin (spesifik olmayan 

amplifikasyon ve primer-dimer kompleksi dahil) miktarını belirleyen çift zincirli 

DNA bağlama boyası kimyasıdır. Bu boyalar tek zincirli DNA’ya bağlanmazlar. 

SYBR green, solüsyon halindeyken çok az floresan gösteren, ancak çift zincirli 

DNA'ya bağlandığında güçlü bir floresan sinyali veren florojenik bir boyadır 

(Morrison vd.,1998). 

EĢik döngüsü veya CT değeri, reaksiyonda belirgin bir artıĢın ilk tespit edildiği 

döngüdür. CT parametresi, floresan emisyonunun sabit eĢiğin üstünde olduğu 

döngü sayısı olarak da tanımlanır. EĢik döngüsü, sistem log-lineer faz boyunca 

PCR ürününün üstel büyümesi ile iliĢkili floresan sinyalindeki artıĢı tespit etmeye 

baĢladığında geçerlidir. 

Bağıl gen ifadesi karĢılaĢtırmaları, seçilen endojen kontrolün (housekeeping) gen 

ifadesini daha bol olduğunda ve numuneler arasında toplam RNA ile orantılı 

olarak sabit kaldığında en iyi çalıĢmaktadır. Aktif bir referans olarak değiĢmez bir 

endojen kontrol kullanılarak, her bir reaksiyona eklenen toplam RNA miktarındaki 

farklılıklar için bir mRNA hedefinin miktar tayini normalize edilebilmektedir. Bu 

amaçla kullanılan, en yaygın endojen kontroller 18S rRNA, GAPDH 

(gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) ve β-aktin’dir (Radonic vd., 2004). 

Bu normalizasyon iĢlemi ΔCT metodu olarak adlandırılmakta ve farklı örnekler 

arasında ilgilenilen genin ifadesinin karĢılaĢtırılmasını sağlamaktadır. Bağıl miktar 

ölçümünde en yaygın yöntem 2
-ΔΔCT

 yöntemidir. Normalizasyon iĢlemi hedefin CT 

değerleri ile endojen kontrolün CT değeri arasındaki fark ile baĢlamaktadır: 

ΔCT = CT (hedef gen) - CT (endojen kontrol) 

Bu değer, reaksiyondaki her bir örnek için ayrı ayrı hesaplanmaktadır. Bu 

örneklerden bir tanesi (örneğin ilaç uygulaması yapılmamıĢ örnek) referans olarak 

seçilmektedir. KarĢılaĢtırmalı ΔΔCT hesaplaması, her bir örneğin ΔCT değeri ile 

referans örneğin ΔCT değeri arasındaki farkı bulmayı amaçlamaktadır. 
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ΔΔCT = [CT (hedef gen) - CT (endojen kontrol)] – [CT (referans örneğe ait gen) - 

CT (referans örneğe ait endojen kontrol)] 

Hesaplamada son adım bu değerleri mutlak değerlere dönüĢtürmektir. Bunun için 

(her döngüde %100 verimlilik veya ürünün iki katına çıkması varsayılarak):  

KarĢılaĢtırmalı ifade seviyesi = 2 
-ΔΔCT

 

formülü kullanılarak hesaplanmaktadır (Livak ve Schmittgen, 2001). 

 

ġekil 1.5 Real-Time PCR amplifikasyon ve standart grafikleri 

 

1.7.1. Real-Time PCR ile MikroRNA Analizi 

MikroRNA analizleri Kök-ilmek (stem-loop) Revers Transkripsiyon (RT) 

temelinde çalıĢmaktadır. Kök-ilmek RT primerleri, RT-PCR verimliliği ve 

özgünlüğü bakımından geleneksel primerlerden daha verimlidir. TaqMan miRNA 

test sistemleri, olgun miRNA’lar için spesifiktir ve bir nükleotit kadar küçük 

farklılık gösteren ilgili miRNA’ları bile ayırt edebilmektedir. Dahası, genomik 

DNA kontaminasyonundan etkilenmemektedirler. Çoğu miRNA için 25 pg’lık az 

miktardaki total RNA ile rutin olarak kesin miktar tespiti yapılabilmektedir. Bu 

yöntemin yüksek duyarlılığı, özgüllüğü ve hassasiyeti, nükleik asit saflaĢtırılması 

olmaksızın tek bir hücrenin doğrudan analizine olanak sağlamaktadır (Chen vd., 

2005). 
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1.7.1.1. Taqman MikroRNA Test Sistemi 

TaqMan MikroRNA Test Sistemleri ile miRNA analizi iki basamaklı RT-PCR 

kullanılarak yapılmaktadır. Ġlk olarak ters transkripsiyon (RT) basamağında 

cDNA, TaqMan MikroRNA Test Sistemlerinden spesifik miRNA primerleri ve 

TaqMan MikroRNA Revers Transkripsiyon Kit’teki reaktifler kullanılarak total 

RNA numunelerinden ters transkribe edilmektedir. 

Ġkinci basamak olan PCR aĢamasında PCR ürünleri, TaqMan Universal PCR 

Master Mix ile birlikte TaqMan MikroRNA Test Sistemi kullanılarak cDNA 

örneklerinden amplifiye edilmektedir. 

 

ġekil 1.6 MikroRNA Revers transkripsiyon ve Real-Time PCR aĢamaları (Taqman 

MikroRNA Test Sistemleri Kullanım Klavuzu) 
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Her bir TaqMan MikroRNA Tets Sisteminde 2 tüp bulunmaktadır. 

• 1 tüp: miRNA-spesifik RT primeri (5X) 

• 1 tüp: – miRNA-spesifik forward PCR primeri 

– spesifik revers PCR primeri 

– MikroRNA-spesifik TaqMan MGB (minor groove binder) probu  

TaqMan MGB probu, 5' ucuna bağlı bir raportör boyası (FAM™ boyası) ve 3' 

ucunda küçük bir oluk bağlayıcı prob (MGB) içermektedir. Bu modifikasyon, prob 

uzunluğunu artırmadan erime sıcaklığını (Tm) artırmakta (Afonina vd., 1997; 

Kutyavin vd., 1997), bu da daha kısa probların tasarımına izin vermektedir. 

Probun 3' ucunda raportör boya verilerinin daha doğru ölçülebilmesine olanak 

sağlayan bir floresan engelleyici molekül (söndürücü=Nonfluorescent 

Quencher=NFQ) bulunmaktadır. 

5' nükleaz aktivite süreci PCR amplifikasyonu sırasında gerçekleĢmektedir. Bu 

iĢlem her döngüde gerçekleĢir ve ürün birikmesine etki etmez. 

 

 

ġekil 1.7 PCR reaksiyonu Ģekillerinde kullanılan iĢaret ve kısaltmalar (TaqMan 

MikroRNA Test Sistemleri Kullanım Klavuzu) 

 

PCR sırasında TaqMan MGB probu, özellikle forward ve revers primer arasındaki 

tamamlayıcı bir diziye bağlanmaktadır (ġekil 1.8–1.9). 
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ġekil 1.8 MGB prob bağlanması ve polimerizasyon (TaqMan MikroRNA Test 

Sistemleri Kullanım Klavuzu) 

 

 

ġekil 1.9 Ġplik uzaması (TaqMan MikroRNA Test Sistemleri Kullanım Klavuzu) 

 

DNA polimeraz sadece hedefe hibridize olmuĢ probları kesebilir. Bu kesim, 

raportör boyayı engelleyici boyadan ayırır. Ayrılma sonucunda raportörün ortamda 

birikmesiyle floresan artıĢı gerçekleĢir. Floresan sinyalindeki artıĢ, ancak hedef 

dizi proba tamamlayıcı ve PCR sırasında amplifiye edildiğinde ortaya çıkmaktadır. 

Bu gereklilikler nedeniyle, spesifik olmayan amplifikasyon tespit edilmez (ġekil 

1.10). 
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ġekil 1.10 DNA polimeraz iĢlevi (TaqMan MikroRNA Test Sistemleri Kullanım 

Klavuzu) 

Zincirin polimerizasyonu devam etmekte, ancak probun 3' ucu bloke edildiği için, 

PCR sırasında probun uzaması gibi bir durum söz konusu değildir (ġekil 1.11). 

 

 

ġekil 1.11 Polimerizasyonun tamamlanması (TaqMan MikroRNA Test Sistemleri 

Kullanım Klavuzu) 

KarĢılaĢtırmalı CT yönteminde TaqMan endojen kontrolleri, PCR reaksiyonlarına 

konulan cDNA miktarındaki farklılıkları normalize etmek için kullanılmaktadır 

(Taqman MikroRNA Test Sistemleri, Applied Biosystem). 
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1.8. Western Blotlama 

Western blotlama jel elektroforezinin ayırıcı gücü ile antikor özgüllüğünü 

birleĢtiren hücre biyolojisi ve moleküler biyolojide kullanılan önemli bir tekniktir. 

Bu yöntem kullanılarak hücrelerden ekstrakte edilen protein kompleklerinden 

spesifik proteinleri tanımlamak mümkündür. 

Bu teknikte 3 ana unsur yer almaktadır. Bunlar; 1)proteinleri büyüklüklerine göre 

ayırmak, 2) sabit bir yüzeye transfer etmek, 3) uygun birer primer ve sekonder 

antikor kullanarak hedef proteini iĢaretleyerek görünür hale getirmek. 

Proteinlerin elektroforetik ayrımı genellikle poliakrilamit jellerde yapılmaktadır. 

Protein karıĢımı jele yüklenip elektrik akımı verildiğinde küçük moleküller 

büyüklere kıyasla jelde daha hızlı ilerlemektedir. Protein karıĢımını ayrıĢtıran en 

güçlü teknikte, proteinler jel elektroforezinden önce ve sonra iyonik bir deterjan 

olan sodyum dodesil sülfat (SDS) ile muamele edilmektedir. SDS, hidrofobik yan 

zincirlere bağlanıp proteinin kararlı konformasyonuna katkı yapan hidrofobik 

etkileĢimleri bozarak proteinleri kısmen denatüre etmektedir. SDS iĢlemi doğal 

yapılardaki Ģekil farklılıklarını elimine ettiğinden, kütleye karĢılık gelen zincir 

uzunluğu, proteinlerin SDS-poliakrilamit jel elektroforezinde (SDS-PAGE) 

ilerleme hızını belirleyen ana faktördür. Bu yöntemle moleküler ağırlıkları yüzde 

10’dan az farklılık gösteren zincirler bile ayrılabilmektedir (Lodish vd., 2011). 

SDS-PAGE ile molekül ağırlığına göre ayrılan proteinler, boyama yapılmaksızın 

sabit bir yüzeye (membrana) aktarılmaktadır. Western blotta sıklıkla nitroselüloz 

membran veya polivinilidindiflorit (PVDF) membran kullanılmaktadır 

(Petrasovits, 2014). Bu tip saptamaların jelden çok membran üzerinde 

yapılmasının önemli nedenleri vardır: Belirteçler (örneğin, antikorlar) membran 

yüzeyindeki proteinlerle daha kolay etkileĢir, böylece jelin içinde gömülü 

durumda iken saptanamayan, ancak membrana aktarıldıktan sonra yüzeyde 

toplanan çok az miktardaki proteinler de kolaylıkla belirlenebilmektedir. Böylece 

iĢlemler daha az belirteçle daha kısa sürede gerçekleĢtirilmektedir (Temizkan ve 

Arda, 2008). 

Daha sonra istenen proteini tanımlamak amacıyla iki farklı antikor 

kullanılmaktadır. Birinci antikor (primer antikor) istenen proteine spesifiktir. 

Ġkinci antikor (sekonder antikor) ise birinci antikora bağlanan ve birinci antikorun 
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tespitini sağlayacak bir enzim veya diğer bir moleküle bağlı olan bir antikordur. 

Ġkinci antikor seçimi birinci antikorun geliĢtirildiği canlıya bağlıdır. Yani birinci 

antikor hangi canlının antijenine karĢı geliĢtirilmiĢse, ikinci antikor da yine o 

canlıya ait olmalıdır. Ġkinci antikora bağlanan enzimler ya görünen renkli bir ürün 

ya da kemiluminesans adı verilen süreçle, film veya hassas bir dedektör tarafından 

kolaylıkla saptanan ıĢık üretmektedirler (Lodish vd., 2011). Nitro-blue tetrazolium 

klorit (NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3'indolilfosfat p-toluidin tuzu (BCIP) solüsyonu 

antikor probları için popüler bir enzim kojugatıdır ve alkalen fosfataz (AP) ile 

reaksiyona girdiğinde çözünmez siyah-mor renk ortaya çıkararak bantların 

membran üzerinde görünürlüğünü sağlamaktadır (Invitrogen). 

 

Bu çalıĢmada Saos-2 osteosarkoma hücre hattında anti-kanser özellikleri bilinen 

baicaleinin ve miR-25’in Wnt/ β-katenin sinyal yolağına, hücre proliferasyonuna 

ve apoptoz üzerine etkileri incelenmiĢtir. Baicalein uygulamasının miR-25 ifadesi 

üzerindeki etkisi ile Wnt/ β-katenin sinyal yolağında yer alan genlerin ifadesi 

arasındaki iliĢki araĢtırılmıĢtır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Kanser, dünya çapında önde gelen ölüm nedenlerinden ve büyük küresel sağlık 

sorunlarından biridir. Kemoterapi kanser hastalarının tedavisinde tümör 

hücrelerini kontrol altına almada önemli bir rol oynamaktadır. Ancak kemoterapi 

ajanlarının normal doku hücrelerinde sebep olduğu çeĢitli yan etkiler, kanser 

tedavisinde yan etkileri az ve yüksek etkinliğe sahip yeni ilaçların bulunmasını 

gerektirir. 

Doğal bileĢiklerin anti-kanser terapide önemli rol oynadıkları iyi bir Ģekilde ortaya 

konmuĢtur. Birçok çalıĢma bu doğal bileĢiklerin tümör-iliĢkili sinyal yolaklarını 

modüle etme ve bu özelliklerinin anti-kanser etkileri ile iliĢkisindeki 

kabiliyetlerine odaklanmıĢtır. Doğal bileĢiklerin bazıları Wnt/β-katenin sinyal 

yolağını düzenleyebilmektedir. Farmokolojik aktiviteleri ile ilgili birçok kanıt 

bulunan baicalein güçlü antitümör aktivitesi ve düĢük toksik etkileri nedeni ile son 

yıllarda çalıĢmalar yapılan bileĢiklerden biridir. 

Mu vd. (2016) baicaleinin mide kanserinde hücrelerin büyümesini inhibe ettiğini 

ve Bcl-2 protein seviyesini düĢürüp Bax protein seviyesini artırarak hücre 

apoptozunu indüklediğini göstermiĢlerdir. 

Baicalein ile yapılan bir baĢka çalıĢmada ise  hücre apoptozuna öncülük eden 

mitokondriyel fragmentasyonu indüklediği gösterilmiĢtir (Ye vd., 2015). 

Meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 hücreleri ile yapılan çalıĢmada 

baicaleinin doz ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonu, migrasyonu ve 

invazyonunu (istila) baskıladığı sonucu ortaya konmuĢtur. Aynı çalıĢmada çıplak 

(nude) farelere uygulanan yabancı doku aĢısı yöntemi ile de baicaleinin in vivo 

tümör metastazını inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Ma vd., 2016). 

Zhang vd. (2013), baicaleinin siklin-D1 ve siklin-bağımlı-kinaz-4 ifadesini 

düĢürerek osteosarkoma hücre büyümesini inhibe ettiğini ve bunu takiben hücre 

döngüsü ilerlemesini bölünmenin G1 fazında bloke ettiğini göstermiĢlerdir. Aynı 

zamanda baicalein uygulamasının kaspaz-3’ün aktivasyonuna, Bcl-2 ifadesinin 

azaltılmasına ve Bax ifadesinin artmasına sebep olarak apoptoz üzerinde etkili 

olduğunu bildirmektedirler. Ayrıca baicaleinin MMP-9 ve MMP-2 ifadesini 
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düĢürerek osteosarkoma hücrelerinin migrasyon ve invazyonunun düĢüĢüne sebep 

olduğu bildirilmiĢtir (Liu vd., 2016).  

Ma vd. (2016), baicaleinin meme kanseri hücre hattında Wnt/β-katenin 

yolağındaki hedef genlerin transkripsiyon seviyelerini ve β-katenin ve Wnt1 

proteinlerinin ifadelerini azaltarak düzenlediğini göstermiĢlerdir. 

Aktive olan Wnt/β-katenin sinyali c-Myc gen transkripsiyonunu indüklemekte ve 

osteosarkoma geliĢimine katkıda bulunan osteositlerde karsinomatöz değiĢikliğe 

sebep olmaktadır. MG-63 osteosarkoma hücreleri ile yapılan çalıĢmada baicaleinin 

hücre proliferasyonunu inhibe ettiği ve Wnt sinyali ile c-Myc genini hedef alarak 

apoptozu indüklediği ortaya konmuĢtur (He ve Zhang, 2015). 

Fare meme bezlerinde Wnt’lerin onkogenik aktivitesinin keĢfedilmesinin 

ardından, kanserdeki Wnt sinyal yolaklarının kompleks rolleri değerlendirilmeye 

baĢlanmıĢtır. GeliĢtirilmiĢ ilaç keĢfi platformları ve yeni teknolojiler, klinik öncesi 

modellerde Wnt sinyalini değiĢtirecek ajanlar keĢfedilmesini kolaylaĢtırmıĢtır ve 

böylece insanlarda klinik çalıĢmalara baĢlanmıĢtır. Temel Wnt sinyal aktivasyonu 

apoptozdaki azalmayla iliĢkilendirilmiĢtir (Ma vd., 2013). Ġlk olarak Xenopus 

embriyolarında bir Wnt sinyalinin önleyicisi olarak tanımlanan Axin’in doğrudan 

APC, β-katenin ve GSK-3β’ya bağlandığı gösterilmiĢtir. Xenopus, Drosophila ve 

kültüre alınan memeli hücrelerindeki in vitro ve in vivo çalıĢmalarla Axin’in β-

katenin seviyesinin azaltılmasında merkezi bir önemi olduğu gösterilmiĢtir 

(Polakis vd., 2000). 

Son birkaç yıldır, miRNA’ların transkripsiyon sonrası seviyede gen ifadelerinin 

düzenleyicileri olmalarının yanı sıra, sinyal molekülleri ile etkileĢerek hücre 

fonksiyonlarına etki eden yapılar olarak da tanımlanmaktadırlar. MikroRNA’lar, 

geliĢimleri ve hastalık ilerlemesi üzerinde yaygın etkilere neden olabilecek 

özelliklerinden dolayı birçok hastalıkla birlikte araĢtırılmıĢtır (Onyido vd., 2016). 

Artık, miRNA’ların kanserde kritik rol oynadığı yaygın olarak bilinmektedir. 

Kanser geliĢimiyle iliĢkili anormal miRNA ifadesi, her biri erken geliĢimi büyük 

ölçüde değiĢtirebilen ve çocukluk çağındaki kanserlerin patogenezine neden 

olabilecek kritik bir olay olan bir dizi farklı mekanizma aracılığıyla ortaya 

çıkabilmektedir (Leichter vd., 2017). 
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MikroRNA’ların kanser ile iliĢkisi, kanserdeki miRNA terapötikleri kanserlerin 

baĢlama, ilerleme, anjiyogenez, epitelyal-mezenĢimal geçiĢ ve metastazında 

miRNA’ları hedef alması ya da taklit etmesi ile iliĢkilidir. MikroRNA aktivitesinin 

inhibisyonu, RNA, DNA ve DNA analogları (miRNA antisens tedavisi), küçük 

molekül inhibitörleri, miRNA süngerleri veya miRNA maskelemesi yoluyla 

miRNA inhibitörleri ve oligomerleri kullanılarak kolayca sağlanabilmektedir. 

Aynı zamanda, miRNA fonksiyonunun artırılması (miRNA replasman tedavisi), 

miRNA dizilerini taĢıyan plazmit veya lentiviral vektörler gibi modifiye miRNA 

mimikleri kullanılarak baĢarılabilmektedir (Gambari vd., 2016). 

Wnt/β-katenin sinyal yolağı bileĢenleri ile miRNA’lar arasındaki etkileĢim sonucu 

farklı kanser türlerinde Wnt/β-katenin sinyal yolağında bir takım değiĢiklikler 

meydana gelmektedir. MikroRNA’lar hedef genlerin ifadelerini düzenleyerek 

geliĢim ve hastalıklarda temel rol oynamaktadırlar (Anton vd., 2011). 

Kanser araĢtırmaları miR-25’in kanser oluĢumunu ve çeĢitli kanserlerin 

ilerlemesini düzenlediğine iĢaret etmektedir. Kolon kanseri doku ve hücre hatları 

ile yapılan bir çalıĢmada, miR-25 ifadesi artıĢının hücre proliferasyonunu ve 

migrasyonunu inhibe ettiğini ve Smad7’yi hedefleyerek bir tümör baskılayıcı 

olarak iĢlev görebileceği ortaya konmuĢtur (Li vd., 2013). 

Meme kanseri hücre hatları ile yapılan bir baĢka çalıĢmada ise Smad7’nin β-

katenini stabilize ederek hücre adezyonunu teĢvik ettiğini ve dolayısıyla plazma 

zarında β-katenin-E-kadherin kompleks seviyesini artırdığını göstermiĢlerdir. Aynı 

zamanda Smad7-Axin etkileĢiminin GSK-3β ve β-katenini Axin’den ayırdığını ve 

bir E3 ligaz olan Smurf2’nin β-katenin ile etkileĢimini inhibe ederek β-katenini 

fosforilasyon ve bozunumdan koruduğunu bildirmiĢlerdir (Tang vd., 2008).  

Bir baĢka çalıĢma, miR-25’in, tiroid karsinomada hücre proliferasyonu ve 

yayılımında rol alan onkogen EZH2’yi hedefleyerek hücre proliferasyonunu ve 

koloni oluĢumunu inhibe edebildiğini bildirmiĢtir (Esposito vd., 2012). Aynı 

zamanda insan meme kanseri hastalarından alınan dokular ile yapılan bir baĢka 

çalıĢmada ise GSK-3β’nın EZH2 ile etkileĢime girerek onkogenik fonksiyonlarını 

ve enzimatik aktivitesini baskıladığı bildirilmiĢtir (Ko vd., 2016). 
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Yumurtalık kanseri teĢhisi konmuĢ hastalar ile yapılan çalıĢmada, bu kiĢilerde 

miR-25 ifadesinin önemli ölçüde azalmıĢ olduğu ve yumurtalık karsinogenezinde 

ve kemoterapi direncinde rol aldığı keĢfedilen Wnt sinyalini hedef aldığını ortaya 

koymuĢlardır (Langhe vd., 2015). 

Anton vd. (2011) miR-25’in Wnt yolağının aktivitesi üzerindeki inhibisyon 

etkisini doğrulamıĢlardır. MikroRNA-25 bu etkisini β-kateninin kodlama dizinini 

hedefleyerek β-katenin seviyesinde ortaya koymaktadır. Böylece, miR-25 ifade 

artıĢı, hayatta kalmaları için sürekli β-katenin sinyalizasyonuna bağımlı olduğu 

bilinen insan kolon kanseri hücrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektedir. 

MikroRNA-25, insan prostat kanseri hücrelerinin yüksek osteotropik kanser 

kök/progenitör alt popülasyonunda ciddi bir biçimde azalmaktadır (Zoni vd., 

2105). MikroRNA-25’in aĢırı ifadesi metastatik yayılımı azaltmakta, böylece miR-

25’in kanser kök hücre oluĢumu ve kemik metastazlarında kilit düzenleyicisi 

olduğu fikrini desteklemektedir (Zoni ve van der Pluijm., 2016). 

MikroRNA’ların osteosarkomada farklı gen ifadesi modellerine dayanarak, çok 

sayıda miRNA, teĢhis potansiyeli olmasından dolayı biyolojik belirteç olarak 

tanımlanmaktadır. Son yıllardaki araĢtırmalar, mikroRNA’ların serumda ve diğer 

vücut sıvılarında serbestçe dolaĢımda olduğunu ve hücre dıĢındaki formlarının son 

derece kararlı olduğunu göstermiĢtir (Ouyang vd., 2013; Mishra, 2014; Li vd., 

2015). DolaĢımdaki miRNA’lar dokuya özgü özellikte olduğu için metastazın 

orijinini belirlemede kullanılabilir (Mitchell vd., 2008) ve kanserler için giriĢimsiz 

(noninvaziv) biyolojik belirteç olarak kullanılabilme potansiyeline sahipdirler 

(Lian vd., 2015). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Hücre Hattı 

ÇalıĢmada 1973 yılında 11 yaĢında beyaz kız çocuğuna ait primer 

osteosarkomadan köken alan Saos-2 hücre hattı kullanılmıĢtır (Fogh vd., 1977). 

Hücre hattı Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı ġap Enstitüsü Müdürlüğü’nden 

temin edilmiĢtir (Saos-2/An1, HÜKÜK no: 02111901). 

 

ġekil 3.1 Saos-2 hücre hattı (Faz-kontrast mikroskop görüntüsü, 100X) 

 

3.2. Hücre Hattı Kültür KoĢulları 

Saos-2 hücrelerinin büyümesini sağlamak amacı ile McCoys 5A (Biological 

Industries) besi yeri içerisine %15 Fetal Sığır Serumu (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific) ve %5 Penisilin-Streptomisin (Biological Industries) eklenerek 

kullanılmıĢtır.  

Hücreler 25 ya da 75 cm
2
’lik kültür kaplarında 37 

o
C’de %5 CO2 ve %96 nem 

içeren etüvde inkübe edilerek çoğaltılmıĢtır. Kültür kaplarındaki besi yerleri 2 

günde bir tazelenmiĢtir.  



30 

 

Çoğalan hücreler kültür kabının yüzeyini kapladıktan sonra pasajlama iĢlemine 

geçilmiĢtir. Pasajlama iĢlemi için kültür kabı içerisindeki besi yeri uzaklaĢtırılmıĢ 

ve kültür kabında bulunan hücre yüzeyi 1X PBS ile yıkanmıĢtır. 25 cm
2
’lik kültür 

kaplarına 1 ml, 75 cm
2
’lik kültür kaplarına 3 ml Tripsin-EDTA eklenmiĢ ve 

hücreler 5 dakika etüvde inkübasyona bırakılmıĢtır. Süre sonunda kültür kabının 

yüzeyinden ayrılan hücreler üzerine kullanılan Tripsin-EDTA’nın 5 katı besi yeri 

(Tripsin-EDTA aktivitesini durdurmak için) ilave edilmiĢ ve 15 ml’lik santrifüj 

tüplerine alınarak 800 rpm’de 5 dakika 4
 o

C’de santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant 

uzaklaĢtırıldıktan sonra hücre peleti besi yeri ile resüspanse edilerek yeni kültür 

kaplarına aktarılmıĢtır. 

Hücrelerin bir kısmı stok olarak saklanmak üzere %10 dimetilsülfoksit (DMSO) 

ve %20 FBS (Fetal Sığır Serumu) içeren besi yeri ile 2 ml’lik tüplere aktarılmıĢ ve 

-80 
o
C’de bir gece dondurulduktan sonra sıvı azot tankına alınarak stok olarak 

saklanmıĢtır. 

 

3.3. Baicalein Hazırlanması 

ÇalıĢmada kullanılacak olan baicalein (%98, 465119, Sigma-Aldrich) toz halde 

temin edilmiĢtir. Baicalein çözeltisinin hazırlanması aĢamasında çözücü olarak 

DMSO kullanılmıĢtır. Konsantrasyonu 50 mM olacak Ģekilde baicalein stok 

çözeltisi hazırlanmıĢ ve besi yeri ile seyreltmeler yapılmıĢtır. Ġlaç uygulaması 24. 

ve 48. saatler için yapılmıĢtır. 

 

3.4. Hücre Proliferasyonunun Saptanması 

Hücre proliferasyonunun belirlenmesi için Muse Sayım & Canlılık Kiti 

kullanılarak ölçümler Muse hücre analiz cihazında (Merck Milliopore) yapılmıĢtır. 

Canlı hücre saptanması, ölü hücrelerin hücre zarlarını doğrudan geçen ve DNA’ya 

bağlanan propidyum iyodit boyası temelinde saptanmaktadır. Muse
TM

 Sayım & 

Canlılık Kiti kullanılarak hücre canlılığı ile uygulanan dozlar arasındaki iliĢki 

belirlenmiĢtir. Uygulamalar aĢağıdaki protokole göre 3 tekrarlı olarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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1. Proliferasyon deneyleri için 6-kuyucuklu-plaklar içerisine her kuyucuğa 

200.000 hücre aktarılmıĢtır. 

2. Deneyler en az üç bağımsız tekrarlı olarak yapılmıĢ olup, baicaleinin artan 

konsantrasyonlarda uygulaması yapılmıĢtır. Kullanılan baicalein dozları 

sırasıyla 4-10-15-20-40 ve 80 µM’dır. 

3. Kimyasal uygulama gruplarının yanı sıra iki adet kontrol grubu 

kullanılmıĢtır. Bu gruplardan bir tanesi besi yeri ilaveleri ve ilgili hücreyi 

içerirken; diğer kontrol grubu ise baicaleinin solüsyon haline getirilmesi 

sırasında çözücü olarak kullanılan DMSO’nun uygulamadaki en yüksek 

konsantrasyonda bulunan miktarını içermektedir. 

4. Uygulanan baicalein konsantrasyonlarının hücre bölünmesini durdurucu 

etkisi ve hücrelerdeki ölüm oranı 24. ve 48. saatler için belirlenmiĢtir. 

5. Baicalein uygulamasının ardından 24. ve 48. saatlerde hücreler 500 µl 

Tripsin-EDTA ile 5 dakika etüvde inkübe edilerek tutundukları yüzeyden 

kaldırılmıĢtır. Üzerlerine besi yeri eklendikten sonra santrifüj tüplerine 

aktarılarak 800 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

6. Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaĢtırılarak hücreler 100 µl besiyeri 

içerisinde resüspanse edilmiĢtir. 

7. Hazırlanan hücre süspansiyonundan 50 µl alınarak 450 µl Muse Sayım & 

Canlılık Kit solüsyonu ile mikrosantrifüj tüpü içersinde 5 dakika oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakılmıĢtır. 

8. Süre sonunda tüp Muse hücre analiz cihazına yerleĢtirilerek protokol 

baĢlatılmıĢtır. 

9. Öngörülen protokole göre öncelikle hücre büyüklüğü baz alınarak hücre 

popülasyonu saptanmıĢ ve hücre popülasyonunun dıĢında kalan ölçümler 

(hücre olmayan kalıntıları elimine etmek için) kalıntı olarak iĢaretlenip 

hesaplama dıĢı bırakılmıĢtır. 

10. Sonraki aĢamada canlı ve ölü hücrelerin ayrımı canlılık profilinde 

iĢaretlenerek analize devam edilmiĢtir. 

11. Analiz sonucu total hücre içerisindeki canlı ve ölü hücre yüzdeleri grafik 

olarak raporlanmıĢtır (ġekil 3.2). 

12. Hücre analiz cihazından elde edilen sonuçlara göre uygulanan doz ile 

hücre canlılığı arasındaki iliĢki, çözücü olarak kullanılan DMSO 

uygulanmıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırma yapılarak belirlenmiĢtir. 

13. Hesaplamalar doğrultusunda %50 inhibisyon dozu IC50 konsantrasyonu 

olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.2). 
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ġekil 3.2 Muse Sayım & Canlılık Kiti ile yapılan ölçüm için örnek proliferasyon 

profili 

 

3.5. Apoptoz Saptanması 

Apoptoz çalıĢmaları, Muse Annexin V Ölü Hücre kiti kullanılarak Muse hücre 

analiz cihazında yapılmıĢtır. Normal hücrelerde fosfatidilserin (PS) sitoplazmik 

yüzeydedir ve apoptotik hücrelerde PS hücre içinden dıĢarıya transloke olur.  

Antikoagülant Annexin V’in PS’ye yüksek ilgisi vardır. Alexa Flor 488 gibi 

boyalarla iĢaretli Annexin V’in PS ile etkileĢimi apoptotik hücrelerin 

belirlenmesinde kullanılmaktadır. 

Muse hücre analiz cihazında Annexin V kiti ile yapılan ölçümler 4 farklı 

popülasyon hakkında bilgi verir. Bunlar canlı hücreler, ölü hücreler (nekroz 

sonucu ölenler), erken apoptotik ve geç apoptotik hücrelerdir (ġekil 3.3). Bu dört 

grubun toplamı toplam hücre sayısını vermektedir. Hücreler Annexin V kiti ile 

muamele edildikten sonra Muse hücre analiz cihazına yüklenir ve total hücre 

içerisindeki canlı hücre, ölü hücre (nekroz sonucu ölenler), erken apoptotik ve geç 

apoptotik hücre yüzdeleri grafik olarak raporlanır. 
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ġekil 3.3 Muse
TM

 Annexin V ölçümleri sonucu elde edilen örnek hücre profilleri 

 

Apoptoz belirleme çalıĢmaları için deneyler aĢağıdaki protokole göre 3 tekrarlı 

olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. Apoptoz deneyleri için 6-kuyucuklu-plaklar içerisine her bir kuyucuğa 

200.000 hücre aktarılmıĢtır. 

2. Kullanılan baicalein dozları sırasıyla 10, 35 ve 55 µM’dır. Kullanılan 

baicalein dozları proliferasyon deneylerinden elde edilen veriler 

doğrultusunda seçilmiĢ olup 35 µM IC50 proliferasyon konsantrasyonudur. 

3. Kimyasal uygulama gruplarının yanı sıra çözücü kontrol grubu 

kullanılmıĢtır. Uygulanan baicalein konsantrasyonlarının apoptoz üzerine 

etkisi ve apoptotik hücre yüzdeleri 24. ve 48. saatler için belirlenmiĢtir. 

4. Uygulama saatleri sonucunda hücreler Tripsin-EDTA yardımı ile 

tutundukları yüzeyden alınmıĢ ve santrifüj yardımı ile hücre peletleri elde 

edilmiĢtir. 

5. Hücre peletleri uygun miktarda FBS içeren besiyeri ile çözülmüĢ ve 

Annexin V kit solüsyonu ile karıĢtırılarak 20 dakika oda ısısında 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 

6. Süre sonunda Muse
TM

 hücre analiz cihazında kontrol ve baicalein 

uygulama dozlarına ait 24. ve 48. saatlerdeki apoptotik hücre 

yüzdelerindeki değiĢim saptanmıĢtır. Bu verilerden yola çıkarak %50 
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apoptoz (AP50) meydana getiren dozu hesaplamak için Annexin-V 

deneylerinden elde edilen veriler ile dağılım grafiği çizilmiĢ ve grafiğin 

eğim formülünden AP50 dozu hesaplanmıĢtır (ġekil 4.4). 

 

3.6. MikroRNA-25 Mimik ve Ġnhibitör Transfeksiyonu 

MikroRNA mimik ya da inhibitörlerinin transfeksiyonu belirli mikroRNA’ların 

rollerini ve hedeflerini tanımlamak için kullanılan bir tekniktir. MikroRNA 

mimikleri olgun endojen miRNA’ları taklit etmek için tasarlanan küçük, sentetik 

çift iplikli RNA molekülleridir. MikroRNA inhibitörleri ise özgün olarak olgun 

miRNA’lara bağlanan ve fonksiyonlarını inhibe etmek için tasarlanmıĢ küçük, 

sentetik tek iplikli RNA molekülleridir. 

MikroRNA mimik ya da inhibitörünün hücre içine aktarılması Lipofectamine 2000 

transfeksiyon reaktifi ile yapılabilmektedir. Lipofectamine reaktifi sulu ortamda 

lipozom oluĢturabilen lipit alt üniteleri içermektedir. Lipozomlar, miRNA mimik 

ya da inhibitörü ile inkübe edilerek birleĢmeleri sağlanır. Daha sonra lipozom ve 

miR mimik ve inhibitör hücre kültürlerine uygulanır ve canlı hücrelerin negatif 

yüklü plazma zarı ile birleĢerek miRNA mimik ya da inhibitörün sitoplazmaya 

geçiĢine olanak sağlanır. Böylece replikasyon ve ifade çalıĢmaları için hücre 

kültürleri hazır hale getirilmiĢ olur. 

MikroRNA mimik ve inhibitör çalıĢmalarında, her deneyde sonuçların nonspesifik 

olup olmadığını gösterecek negatif bir kontrolün transfekte edilmesi gerekir. 

Negatif kontrol bilinen memeli genlerine herhangi bir homoloji içermez. 

Bir çalıĢmada transfeksiyon yapılan miRNA sonuçları ile negatif kontrolden elde 

edilen sonuçların karĢılaĢtırılması, çalıĢma koĢullarında gözlemlenen spesifik 

miRNA sonuçlarını doğrulamak için kullanılabilir. Negatif kontrolden elde edilen 

sonuçlar aynı zamanda transfekte edilmeyen hücrelerden elde edilen sonuçlarla da 

kıyaslanabilir. Gen ifadesinin hem transfekte edilmeyen hücrelerde hem de negatif 

kontrol ile transfekte edilen hücrelerde benzer olması beklenir.  

Transfeksiyon sonrası hücrelerdeki miRNA ve ilgili genlerin ifade seviyelerindeki 

değiĢimi gözlemlemek amacı ile Saos-2 hücrelerine miRNA mimik, miRNA 
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inhibitörü ve her ikisine ait negatif kontrolleri Lipofectamine 2000 transfeksiyon 

reaktifi kullanılarak aktarılmıĢtır. 

 

3.6.1. MikroRNA-25 Ġnhibitör Uygulaması 

Hücre içindeki miR-25 gen ifadesinin baskılanması ve buna bağlı olarak Wnt/β-

katenin sinyal yolağındaki hedef genlerin ifadesinin belirlenmesi amacıyla 

baskılamada kullanılacak olan inhibitör anti-miR-25 uygulaması için uygun doz 

belirleme çalıĢması yapılmıĢtır. ÇalıĢmalar aĢağıdaki protokole göre 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. Hücre içerisine anti-miR-25’in transfekte edilmesi için Lipofectamine 

2000 (Thermo Fisher Scientific) reaktifi kullanılmıĢtır. 

2. Saos-2 hücreleri anti-miR-25 uygulamasından bir gün önce 24-kuyucuklu 

plaklara her kuyucukta 40000 hücre olacak Ģekilde aktarılmıĢ ve 

hücrelerin plaklara tutunması ve büyümesi sağlanmıĢtır. 

3. Ertesi gün hücrelerin üzerinden Mc Coys 5A besiyeri alınarak 450 µl 

Opti-MEM besi yeri eklenmiĢtir. 

4. Saos-2 hücrelerine 5-10-20-30 ve 40 µM dozlardaki miR-inhibitörü (anti-

miR-25) içerisinde serum bulunmayan Opti-MEM besi yeri ile hacim 25 

µl olacak Ģekilde karıĢtırılmıĢtır. 

5. Aynı zamanda 1 µl Lipofectamine 2000 reaktifi de 24 µl serum içermeyen 

Opti-MEM besiyeri ile karıĢtırılarak 5 dakika oda sıcaklığında lipozom 

oluĢumu için inkübe edilmiĢtir. 

6. Daha sonra anti-miR-25 içeren besi yeri ile Lipofectamine 2000 reaktifi 

içeren besi yeri birbiri ile karıĢtırılarak 20 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edilmiĢtir. 

7. Süre sonunda hücrelerin bulunduğu plaklardaki her bir kuyucuğa 50 µl 

anti-miR-25 + Lipofectamine 2000 reaktifi karıĢımı ilave edilmiĢtir. 

8. Uygulamadan 8 saat sonra transfeksiyon karıĢımı Mc Coy’s 5A besi yeri 

ile değiĢtirilmiĢtir. 

9. Uygulamadan sonra 24. ve 48. saatlerde hücreler TRIzol
®
 (ThermoFisher) 

ile tutundukları yüzeyden kaldırılarak total RNA izolasyonu yapılmıĢtır.  

10. Her bir susturma deneme dozu için cDNA sentezi gerçekleĢtirilerek RT-

PCR ile miR-25 ifadesinin analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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Doz belirleme çalıĢmasından elde edilen cDNA’lar ile RT-PCR’da miR-25 ifadesi 

analiz edilmiĢ ve 15 µM anti-miR-25 dozunun miR-25 ifadesinin baskılanması 

için uygun doz olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.6). Doz belirleme çalıĢmalarının 

ardından 15 µM anti-miR-25 dozu ile yapılan deneyler aĢağıdaki protokole göre 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. Uygulamadan bir gün önce hücreler 6-kuyucuklu plaklara 200.000 

hücre/kuyucuk olacak Ģekilde aktarılmıĢtır. 

2. Ertesi gün 15 µl (15 µM) anti-miR-25 ile 110 µl Opti-MEM, baĢka bir 

tüpte ise 2,5 µl Lipofectamine 2000 reaktifi ile 122,5 µl Opti-MEM 

karıĢtırılarak 5 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

3. EĢ zamanlı olarak 15 µl (15 µM) inhibitör negatif kontrol (anti-miR-25 

Negatif Kontrol) ile 110 µl Opti-MEM, baĢka bir tüpte ise 2,5 µl 

Lipofectamine 2000 reaktifi ile 122,5 µl Opti-MEM karıĢtırılarak 5 dakika 

oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

4. Daha sonra anti-miR-25 içeren Opti-MEM ile Lipofectamine 2000 reaktifi 

içeren Opti-MEM birbiri ile karıĢtırılarak 20 dakika oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Aynı zamanda inhibitör negatif kontrolünü 

içeren Opti-MEM ile Lipofectamine 2000 reaktifi içeren Opti-MEM 

birbiri ile karıĢtırılarak 20 dakika oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakılmıĢtır. 

5. Hücrelerin üzerinden Mc Coy’s 5A besiyeri alınarak 2250 µl Opti-MEM 

besi yeri eklenmiĢtir. 

6. Süre sonunda Lipofectamine 2000 reaktifi + anti-miR-25 karıĢımından 

250 µl, Opti-MEM ve hücre içeren kuyucuklara eklenmiĢtir. Negatif 

kontrol olarak kullanılacak kuyucuğa da 250 µl Lipofectamine 2000 

reaktifi + inhibitör negatif kontrol karĢımı eklenmiĢtir. 

7. Anti-miR-25 uygulamasından 8 saat sonra Opti-MEM besiyeri 

uzaklaĢtırılarak ortama Mc Coy’s 5A besiyeri eklenmiĢtir. 

8. Aynı zamanda anti-miR-25 uygulanmıĢ hücrelere uygulamadan 8 saat 

sonra 35 µM ve 50 µM baicalein uygulaması yapılmıĢtır. 

9. Baicalein uygulamasından 24 ve 48 saat sonra total RNA izolasyonu için 

TRIzol
®
, protein izolasyonları için Tripsin-EDTA ile hücreler 

toplanmıĢtır. 
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3.6.2. MikroRNA-25 Mimik Uygulaması 

Hücre içindeki miR-25 ifadesinin artırılması ve buna bağlı olarak Wnt/β-katenin 

sinyal yolağındaki hedef genlerin ifadesinin belirlenmesi amacıyla kullanılacak 

olan miR-25-mimik uygulaması için uygun doz belirleme çalıĢması yapılmıĢtır. 

1. Saos-2 hücreleri miR-25-mimik uygulamasından bir gün önce 24-

kuyucuklu plaklara her kuyucukta 40000 hücre olacak Ģekilde aktarılmıĢ 

ve hücrelerin plaklara tutunması ve çoğalması sağlanmıĢtır. 

2. Ertesi gün hücrelerin üzerinden Mc Coy’s 5A besiyeri alınarak 450 µl 

Opti-MEM besi yeri eklenmiĢtir. 

3. Saos-2 hücrelerine 5-25-50 ve 75 nM miR-25-mimik uygulaması için ilgili 

dozlar içerisinde serum bulunmayan Opti-MEM besiyeri ile toplam hacim 

25 µl olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

4. Aynı zamanda 1 µl Lipofectamine 2000 reaktifi de 24 µl serum içermeyen 

Opti-MEM besiyeri ile karıĢtırılarak 5 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edilmiĢtir. 

5. Daha sonra miR-25-mimik içeren besi yeri ile Lipofectamine 2000 reaktifi 

içeren besi yeri birbiri ile karıĢtırılarak 20 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edilmiĢtir. 

6. Süre sonunda hücrelerin bulunduğu plakalardaki her bir kuyucuğa 

Lipofectamine 2000 reaktifi + miR-25-mimik karıĢımından 50  µl ilave 

edilmiĢtir. 

7. Uygulamadan sonra 24. ve 48. saatlerde hücreler toplanmıĢ ve hücrelerden 

TRIzol
®
 ile total RNA izolasyonu yapılmıĢtır. 

8. Total RNA izolasyonu sonrası her bir miR-25-mimik dozu için cDNA 

sentezi gerçekleĢtirilerek RT-PCR ile miR-25 ifadesinin analizi için 

gerekli materyal hazırlanmıĢtır. 

Elde edilen cDNA’lar ile RT-PCR’da mir-25 ifadesi analiz edilmiĢ ve 5 nM miR-

25-mimik dozunun hücrelerdeki miR-25 ifadesinin artırılması için kullanılabilecek 

uygun doz olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.8). Doz belirleme çalıĢmalarının ardından 

5 nM miR-25-mimik dozu ile deneyler aĢağıdaki protokole göre 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. Uygulamadan bir gün önce hücreler 6-kuyucuklu plaklara 200.000 

hücre/kuyucuk olacak Ģekilde aktarılmıĢtır.  
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2. Ertesi gün 2,5 µl  (5 nM) miR-25-mimik ile 122,5 µl Opti-MEM, baĢka 

bir tüpte 2,5 µl Lipofectamine 2000 reaktifi ile 122,5 µl Opti-MEM 

karıĢtırılarak beĢ dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

3. EĢ zamanlı olarak 2,5 µl  (5 nM) miR-25-mimik negatif kontrolü ile 122,5 

µl Opti-MEM, baĢka bir tüpte 2,5 µl Lipofectamine 2000 reaktifi ile 122,5 

µl Opti-MEM karıĢtırılarak beĢ dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

4. Daha sonra miR-25-mimik içeren Opti-MEM ile Lipofectamine 2000 

reaktifi içeren Opti-MEM birbiri ile karıĢtırılarak yirmi dakika oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakılmıĢtır. 

5. Aynı zamanda miR-25-mimik negatif kontrolü içeren Opti-MEM ile 

Lipofectamine 2000 reaktifi içeren Opti-MEM birbiri ile karıĢtırılarak 

yirmi dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıĢtır. 

6. Hücrelerin üzerinden Mc Coy’s 5A besi yeri alınarak 2250 µl Opti-MEM 

besiyeri eklenmiĢtir. 

10. Süre sonunda Lipofectamine 2000 reaktifi + anti-miR-25 karıĢımından 

250 µl her bir Opti-MEM içeren kuyucuklara eklenmiĢtir. Negatif kontrol 

olarak kullanılacak kuyucuğa da 250 µl Lipofectamine 2000 reaktifi + 

miR-25-mimik negatif kontrol karĢımından eklenmiĢtir. 

7. MikroRNA-25-mimik uygulamasından 8 saat sonra Opti-MEM besiyeri 

uzaklaĢtırılarak ortama Mc Coy’s 5A besiyeri eklenmiĢtir. 

8. Besi yerinin değiĢtirilmesinden 24 ve 48 saat sonra total RNA 

izolasyonları için TRIzol
®
, protein izolasyonları için Tripsin-EDTA ile 

hücreler toplanmıĢtır. 

 

3.7. Total RNA Ġzolasyonu ve Real-Time PCR 

Saos-2 hücrelerine baicalein, anti-miR-25 ve miR-25-mimik uygulamalarından 

sonra elde edilen hücrelerden total RNA izolasyonu yapılmıĢtır. MikroRNA-25 ve 

çalıĢılan genlerin mRNA ifadesi için ayrı ayrı cDNA sentezi yapılarak RT-PCR 

(Applied Biosystem)’da gen ifadeleri belirlenmiĢtir. 

3.7.1. Total RNA Ġzolasyonu 

Saos-2 hücrelerine baicalein (35 µM ve 50 µM), anti-miR-25 ve negatif kontrolü 

(15 µM) ayrıca miR-25-mimik ve negatif kontrolü (5nM) uygulamalarından sonra 
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elde edilen hücrelerden total RNA izolasyonu TRIzol
®
 (Thermo Fisher Scientific) 

ile aĢağıdaki protokole göre yapılmıĢtır. 

1. Kültür kabında bulunan kontrol ve uygulama yapılmıĢ hücreler üzerine 1 

ml TRIzol
®
 eklenerek hücrelerin tutundukları yüzeyden ayrılmaları 

sağlanmıĢ ve mikrosatrifüj tüpüne aktarılmıĢtır. 

2. Hücre bulunan mikrosantrifüj tüplerine 200 µl kloroform eklenerek tüpler 

15 saniye alt-üst edilmiĢtir. 

3. 3 dakika oda ısısında inkübasyonun ardından 12000 g’de 15 dakika 4 

˚C’de santrifüj edilmiĢtir. 

4. Santrifüj sonrası üst faz dikkatlice yeni bir mikrosantrifüj tüpüne 

alınmıĢtır. 

5. Üzerine 0,5 µl glikojen (20 µg/µl) ve 500 µl isopropanol eklenerek 

karıĢtırılmıĢ ve 10 dakika oda ısısında inkübasyona bırakılmıĢtır. 

6. Ġnkübasyon sonrası 12000 g’de 10 dakika 4 ˚C’de santrifüj edilmiĢtir. 

7. Süpernatant kısımı uzaklaĢtırılıp pelet üzerine 1 ml soğuk %75 etil alkol 

eklenerek pelet yıkanmıĢtır. Daha sonra 7500 g’de 5 dakika 4 ˚C’de 

santrifüj edilmiĢtir. 

8. Süpernatant kısmı uzaklaĢtırılarak RNA peleti 5-10 dakika kurumaya 

bırakılmıĢtır. 

9. Pelet üzerine 30 µl RNaz içermeyen distile su eklenerek 55-60 ˚C ısı 

bloğunda 10 dakika inkübe edilmiĢtir. 

10. ÇözünmüĢ RNA örnekleri -80 ˚C’de derin dondurucuda saklanmıĢtır. 

 

3.7.2. MikroRNA-25 için cDNA Sentezi ve RT-PCR 

cDNA sentezi 

MikroRNA çalıĢmaları için TaqMan MicroRNA Revers Transkripsiyon kiti 

(Applied Biosystems) kullanılarak total RNA’lardan cDNA sentezi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. MikroRNA’lar için cDNA sentezinde özel olarak tasarlanmıĢ 

hsa-miR-25 (000403; Thermo Fisher Scientific) ve RNU6B Kontrol (001093; 

Thermo Fisher Scientific) TaqMan mikroRNA test sistemleri (5X) kullanılmıĢtır 

(Çizelge 3.1).  
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Çizelge 3.1 MikroRNA çalıĢmalarında cDNA sentezi ve RT-PCR için kullanılan 

MikroRNA Test Sistemleri primerleri 

1. MikroRNA çalıĢmalarında cDNA sentezi ve RT-PCR için kullanılan 

primerler 

Hsa-miR-25 

(5X-20X) 

 5'-CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA-3' 

RNU6B  

(5X-20X) 

5'-CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCAT 

ATTTTT-3' 

 

Çizelge 3.2 MikroRNA çalıĢmaları için cDNA sentezi reaksiyon içeriği 

2. MikroRNA için cDNA sentezi reaksiyon içeriği 

Reaksiyon içeriği cDNA PCR Reaksiyon karıĢımı 

100 mM dNTP’ler (dTTP’li) 0,15 µl 

MultiScribe Revers Transkriptaz, 50U/ µl 1 µl 

10X Revers Transkripsiyon Tamponu 1,5 µl 

RNaz inhibitörü, 20U/ µl 0,19 µl 

Nükleaz içermeyen distile su 4,16 µl 

Taqman Small RNA Test Sistemi (5X RT 

primer) 3 µl 

Total RNA (10 ng) 5 µl 

Toplam hacim 15 µl 

 

Çizelge 3.3 MikroRNA çalıĢmaları için cDNA sentezi reaksiyon koĢulları 

3. MikroRNA çalıĢmaları için cDNA sentezi reaksiyon koĢulları 

Zaman Sıcaklık 

30 dakika 16 °C 

30 dakika 42 °C 

5 dakika 85 °C 

∞ 4 °C 
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RT-PCR 

TaqMan mikroRNA test sistemleri kullanılarak sentezlenen cDNA’lar ile RT-

PCR’da miR-25 ifadesine bakılmıĢtır. Taqman Universal PCR Master mix II ile 

mikroRNA test sistemleri (20X; miR-25 ve RNU6B Kontrol; Çizelge 3.4) 

kullanılarak RT-PCR’da uygulama öncesi ve sonrası RQ (Relative Quantification) 

değerleri elde edilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.4 MikroRNA Real-Time PCR reaksiyon karıĢımı içeriği 

4. MikroRNA RT-PCR reaksiyon karıĢımı içeriği 

Reaksiyon içeriği RT-PCR Reaksiyon karıĢımı 

Taqman Universal PCR Master mix II (2X) 5 µl 

Nükleaz içermeyen distile su 3 µl 

Taqman Small RNA Test Sistemi (20X RT 

primer)  0,5 µl 

cDNA 1,5 µl 

Toplam hacim 10 µl 

 

Çizelge 3.5 MikroRNA Real-Time PCR reaksiyon koĢulları 

5. MikroRNA RT-PCR reaksiyon koĢulları  

Zaman Sıcaklık 

2 dakika 50 °C 

10 dakika 95 °C 

15 saniye 95 °C 
40 Döngü 

60 saniye 60 °C 
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3.7.3. mRNA Ġfadesi için cDNA Sentezi ve RT-PCR 

cDNA sentezi 

Wnt/β-katenin sinyal yolağındaki genlerin mRNA ifadelerini RT-PCR ile 

belirlemek için öncelikle TaqMan revers transkripsiyon reaktifleri (Applied 

Biosystems) kullanılarak cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. cDNA sentezinde 

kullanılan reaksiyon içeriği Çizelge 3.6’da, cDNA sentezi reaksiyon koĢulları ise 

Çizelge 3.7’de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.6 cDNA sentezi reaksiyon karıĢımı içeriği 

6. cDNA sentezi reaksiyon içeriği 

Reaksiyon içeriği cDNA PCR reaksiyon karıĢımı 

dNTP KarıĢımı (with dTTP, her biri 2.5 mM) 10 µl 

10X Reaksiyon Tamponu 5 µl 

MgCl2 Solusyonu(25 mM) 11 µl 

RNaz inhibitörü, 20U/ µl 1 µl 

Random hegzamerler (50 µM) 1,25 µl 

Oligo d(T) (50 µM) 1,25 µl 

MultiScribe Revers Transkriptaz, 50U/ µl 1,25 µl 

Total RNA (1 µg) + Nükleaz içermeyen distile 

su 19,25 µl 

Total hacim 50 µl 

 

Çizelge 3.7 cDNA sentezi reaksiyon koĢulları 

7. cDNA sentezi reaksiyon koĢulları 

Zaman Sıcaklık 

10 dakika 25 °C 

30 dakika 48 °C 

5 dakika 95 °C 

∞ 4 °C 
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RT-PCR 

RT-PCR reaksiyonları SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) ve β-

katenin, Axin2 ve LRP-5 primerleri kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir ve kontrol gen 

olarak GAPDH kullanılmıĢtır (Çizelge 3.8). RT-PCR reaksiyon karıĢımı içeriği 

Çizelge 3.9’da, reaksiyon koĢulları Çizelge 3.10’da verilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.8 Real-Time PCR için kullanılan primerler 

8. RT-PCR için kullanılan primerler 

β-katenin 
  (F) 5'-TTCTGGTGCCACTACCACAGC-3' 

  (R) 5'-TGCATGCCCTCATCTAATGTC-3' 

Axin2 
  (F) 5'-GAATGAAGAAGAGGAGTG-3' 

  (R) 5'-AAGACATAGCCAGAACC-3' 

LRP-5 
  (F) 5'-CCCGTCACAGGTACATGTACT-3' 

  (R) 5'-GAACGAGCCGTCCAGGTT-3' 

GAPDH 
  (F) 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3' 

  (R) 5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3' 

 

Çizelge 3.9 Real-Time PCR reaksiyon karıĢımı 

9. RT-PCR Reaksiyon karıĢımı içeriği 

Reaksiyon Ġçeriği RT-PCR Reaksiyon KarıĢımı 

SYBR Green Master mix 5 µl 

Nükleaz içermeyen distile su 3,6 µl 

Forward primer (5 µM) 0,2 µl 

Revers Primer (5 µM) 0,2 µl 

cDNA 1 µl 

Total hacim 10 µl 
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Çizelge 3.10 Real-Time PCR reaksiyon koĢulları 

10. RT-PCR reaksiyon koĢulları  

Zaman Sıcaklık 

10 dakika 95 °C 

15 saniye 95 °C 
40 Döngü 

60 saniye 60 °C 

 

3.8. Western Blotlama 

Saos-2 hücrelerine baicalein, anti-miR-25 ve miR-25-mimik uygulamaları sonrası 

24. ve 48. saatlerdeki β-katenin, Axin2, LRP-5 ve GSK-3β proteinlerinin ifadeleri 

belirlenmiĢtir.  

 

Hücre lizatı elde edilmesi 

1. Baicalein uygulama grubu için 1 milyon, anti-miR-25 ve miR-25-mimik 

uygulamaları için 200 bin hücre kullanılmıĢtır. Bunun için gerekli 

miktarda hücre bir gün önceden hücre kültür kaplarına aktarılmıĢ ve 

çoğalmaya bırakılmıĢtır. 

2. Deneylerde kullanılacak olan baicalein (35 µM ve 50 µM), anti-miR-25 ve 

negatif kontrolü (15 µM ), miR-25-mimik ve negatif kontrolü (5nM) için 

seçilen dozlar toplam kültür ortamı miktarı göz önünde bulundurularak 

hücre ortamına eklenmiĢtir. Anti-miR-25 uygulanan hücrelere 8 saat sonra 

baicalein (35 µM ve 50 µM) uygulaması yapılmıĢtır. 

3. Uygulamadan sonra 24. ve 48. saatlerde hücreler Tripsin-EDTA ile 

muamele edilerek tutundukları yüzeyden ayrılmıĢ ve santrifüj tüplerine 

besiyeri ile birlikte alınmıĢtır. 

4. Kültür ortamından alınan hücreler +4 
o
C de 5 dk 800 rpm hızda 

santrifüjlenerek çöktürülmüĢtür. 

5. Süpernatant atılıp üzerine 1 ml soğuk PBS ilave edilerek resüspanse 

edilmiĢtir. 
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6. Tekrar aynı Ģekilde santrifüjlenerek PBS uzaklaĢtırılmıĢtır. PBS ile 

yıkama iĢlemi bir kez daha tekrarlanmıĢtır. 

7. Pelet üzerine lizis tamponu ilave edilerek [1milyon hücre için=100 µl lizis 

tamponu (Çizelge 3.11), 1,25 µl 100 mM PMSF 

(Fenilmetansülfonilflorit), 1,25 µl PIC (Proteaz Ġnhibitör Kokteyli)] +4 
o
C 

de 20 dk 10000 g hızda santrifüj edilmiĢtir. 

8. Süpernatant dikkatli bir Ģekilde baĢka bir mikrosantrifüj tüpüne alınarak        

-20 
o
C’de saklanmıĢtır. Tüm örneklere bu iĢlemler yapılarak uygulamalara 

ait 24. ve 48. saatler için total proteinler elde edilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.11 Lizis tamponu 

11. Lizis tamponu 

NaCl 150 mM 

Tris-Base 50 mM 

Triton X-100 50 µl 

 

SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi  

Elde edilen hücre lizatlarından protein ifadesinin belirlenmesi amacıyla öncelikle 

SDS-Poliakrilamit Jel elektroforezi kullanılarak lizat içerisindeki proteinlerin 

ayrımı sağlanmıĢtır. Öncelikle proteinleri yüklemek için poliakrilamit jel 

hazırlanmıĢtır. 

1. Alkol ile iyice temizlenmiĢ iki cam (biri spacer özellikte) üst üste 

yerleĢtirilerek jel dökme düzeneğine yerleĢtirilmiĢtir. 

2. Ġlk olarak %10’luk ayırma jeli için karıĢım (Çizelge 3.12) hazırlanarak iki 

cam arasına hava kabarcığı oluĢturmamaya dikkat ederek pipetlenmiĢtir. 

3. Jelin üst kısmında düzgün bir yüzey oluĢturmak ve hava ile temasını 

kesmek için üzerine 1 ml distile su yavaĢça pipetlenmiĢtir. 

4. Ayırma jeli polimerleĢtikten sonra üst kısımdaki distile su dikkatlice 

dökülmüĢ ve %4’lik yükleme jeli karıĢımı (Çizelge 3.12) ayırma jeli 

üzerine pipetlenmiĢtir. 
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5. Son olarak yükleme jelinini üst kısmına 1 mm tarak yerleĢtirilerek jel 

polimerleĢmeye bırakılmıĢtır. Böylece kuyucukların oluĢması 

sağlanmıĢtır. 

 

Çizelge 3.12 Poliakrilamit jel içerikleri 

12. Poliakrilamit jel içerikleri 

Ayırma Jeli (% 10) Yükleme Jeli (% 4) 

Akrilamit: Bisakrilamit 

 (30:0.8)  
2,5 ml Akrilamit: Bisakrilamit 

(30:0.8)  

660 

µl 

1 M Tris-HCl (pH:8.8)  3 ml 1 M Tris-HCl (pH:6.8)  630 

µl 

%20 SDS  38 µl %20 SDS  25 µl 

Distile su  1,9 ml Distile su  3,6 ml 

%10 APS  36 µl %10 APS  25 µl 

TEMED  5 µl TEMED  5 µl 

 

 

6. Elektroforez iĢlemi için öncelikle hazırlanan jel dikey elektroforez tankı 

içerisine yerleĢtirilmiĢ ve jel kuyucuklarının üzerini kapatacak Ģekilde 

tankın içi yürütme tamponu (Çizelge 3.13) ile doldurulmuĢtur. 

7. Mikropipet yardımı ile yürütme tamponu kuyucuktan alınıp bırakılarak jel 

kuyucukları yıkanmıĢtır. 
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Çizelge 3.13 Yürütme tamponu 

13. Yürütme tamponu 

Tris-Base 50 mM 

Glisin 40 mM 

SDS 7 mM 

 

8. Yükleme iĢleminden önce hazırlanan lizatlardan 10 µl mikrosantrifüj tüpü 

içerisine alınarak üzerine 10 µl yükleme tamponu (2X) (Çizelge 3.14) 

ilave edilmiĢtir ve ısıtıcıda 100 
o
C’de 3 dakika ısıtılmıĢtır. 

 

Çizelge 3.14 Yükleme tamponu 

14. Yükleme tamponu 

1 M Tris-HCl (pH: 6,8) 2,4 ml 

% 20 SDS 3 ml 

Gliserol 3 ml 

β-merkaptoetanol 1,6 ml 

Bromfenol mavisi 0,006 g 

Toplam hacim 10 ml 

 

9. Poliakrilamit jelin ilk kuyucuğuna 5 µl protein marker (Geneaid 

prestained protein ladder V), daha sonra diğer kuyucuklara sırasıyla 

örnekler yüklenmiĢtir. 

10. Yükleme iĢleminin ardından dikey elektroforez tankının kapağı 

kapatılarak elektrotlar güç kaynağına doğru bir biçimde yerleĢtirilmiĢtir. 

11. Yürütme tankı buz dolu bir kap içerisine yerleĢtirilerek güç kaynağı 

çalıĢtırılmıĢtır. 

12. Örnekler ayırma jeline geçene kadar (yaklaĢık 30 dk) 100 V, ayırma jeline 

geçtikten sonra 200 V’da yaklaĢık 45 dakika boyunca yürütülerek 

proteinlerin ayrılması sağlanmıĢtır.  
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13. Yükleme boyalarının yürüme mesafesi kontrol edilerek jelin alt kısmına 

geldiklerinde yürütme iĢlemi sonlandırılmıĢtır. 

Proteinlerin membrana transferi 

1. Elektroforez iĢlemi tamamlandıktan sonra jel cam aparatlar arasından 

dikkatlice alınarak transfer tamponu (Çizelge 3.15) bulunan kap içerisine 

bırakılmıĢtır. 

2. Islak transfer sistemini hazırlamak için düzenekte yer alacak süngerler ve 

Whatman kağıtları transfer tamponu içine alınarak ıslatılmıĢtır. 

3. PVDF membran önce saf metanol içerisinde aktif hale gelmesi için 5 dk 

inkübe edilip, sonrasında transfer tamponunda yıkanmıĢtır. 

4. Sandviç modeli, jel ve membran doğru akım yönünde olacak ve arasında 

hava kabarcığı kalmayacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

5. Sandviç aparatının bir yüzü beyaz bir yüzü siyah renklerden oluĢmaktadır. 

Bu ayırım elektrik akımının yönü açısından önemlidir. Sandviç aparatının 

siyah kısmı altta kalacak Ģekilde üzerine sırasıyla sünger- whatman kağıdı-

jel-membran-whatman kağıdı-sünger konularak sandviç aparatı hava 

kabarcığı oluĢturmadan kapatılmıĢtır. 

6. Sandviç aparatı, içinde buz aküsü bulunan transfer tankına (aparatın siyah 

kısmı tankın siyah kısmı ile karĢılıklı gelecek Ģekilde) yerleĢtirilmiĢ ve 

transfer tankı buz dolu bir kap içerisine yerleĢtirilerek 1 saat 100 V’da 

transfer iĢlemi yapılmıĢtır. 

7. Transfer tamamlandıktan sonra membran sandviç aparatının içinden jelden 

ayrılarak alınmıĢtır. 

 

Çizelge 3.15 Transfer tamponu 

15. Transfer tamponu 

Tris-Base 20 mM 

Glisin 150 mM 

Metanol 200 ml 
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8. Transfer sonrası orbital çalkalayıcıda Ponceau S (0,5 g/lt) ile 1 dakika 

boyanıp protein transferi doğrulanmıĢtır. 

9. Membran saf metanol içerisinde 10 dk orbital çalkalayıcıda yıkanmıĢtır. 

10. Metanolün uzaklaĢması için membran TBS (Tris tuz tamponu) ile 15 

dakika boyunca yıkanmıĢtır (Çizelge 3.16). 

 

Çizelge 3.16 TBS yıkama tamponu 

16. TBS Yıkama tamponu 

Tris-Base 20 mM 

NaCl 137 mM 

 

Membran bloklama işlemi 

Membran ile antikorlar arasındaki non-spesifik bağlanmaları en aza indirgemek 

için bloklama iĢlemi yapılmıĢtır. 

1. Bloklama iĢlemi için %0.1 Tween 20 içeren TBS (TBST) içinde %5 

yağsız süt çözeltisi kullanılmıĢtır (TBST= 100 ml TBS+100 µl Tween 20). 

Bu çözeltiye bloklama sütü ismi verilmektedir. 

2. Membran bloklama sütü içerisinde 1 saat oda sıcaklığında orbital 

çalkalayıcıda inkübe edilmiĢtir. 

3. Bloklama sonrası membran TBS (8 dk) ve TBST (7 dk) ile orbital 

çalkalayıcıda yıkanarak antikor uygulama aĢamasına geçilmiĢtir. 

 

Antikor uygulaması 

1. Kullanılacak olan primer antikorlar %5’lik BSA (Sığır serum albümini) ya 

da bloklama sütü içerisinde 1/500 oranında olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

2. Membran bu karıĢım içerisinde 4 
o
C’de orbital çalkalayıcıda gece boyu 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 
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3. Bu çalıĢmada β-katenin, Axin2, LRP-5, GSK-3β, GAPDH ve Aktin 

antikorları (Katalog numaraları sırasıyla; 9582, 5863, 5731, 9315, 2118 -

Cell Signaling, ve sc-7210 Santa Cruz Biotechnology) kullanılmıĢtır. 

4. Ertesi gün membran primer antikor (konak canlı rabbit) içeren çözeltiden 

çıkarıldıktan sonra sırasıyla TBS (5 dk) ve TBST (10 dk) ile yıkanmıĢtır. 

5. Sonrasında 10 ml bloklama sütü içerisine 10 µl sekonder antikor (Katalog 

no. 7054 Anti-rabbit IgG AP-linked Antibody, Cell Signaling) eklenmiĢtir. 

6. Membran bu karıĢım içinde oda sıcaklığında 1 saat çalkalayıcıda inkübe 

edilmiĢtir.  

7. Membran yeniden TBS (5 dk) ve TBST (10 dk) ile yıkandıktan sonra 

görüntüleme adımına geçilmiĢtir. 

 

Görüntüleme 

1. Proteinlerin görüntülenmesi BCIP/NBT Kit (Ġnvitrogen) kullanılarak 

doğrudan membran üzerinde bantların boyanarak görünür hale getirilmesi 

ile yapılmıĢtır.  

2. Bant yoğunlukları ImageJ (https://imagej.nih.gov) programı ile ölçülerek 

değerlendirilmiĢtir. 

 

Veri Analizi 

1. Western blot yöntemiyle membran üzerinde elde edilen görüntülerin 

fotoğrafı taranarak bilgisayar ortamına aktarılmıĢ ve Image J programı 

kullanılarak analizi yapılmıĢtır. 

2. Analizde her bir bandın alanı hesaplanmıĢtır. 

3. Hesaplanmak istenen proteine ait her saat dilimi için elde edilen değerleri 

(24. ve 48. saatler) tek tek referans proteinin hesaplanan alan değerlerine 

bölünmüĢtür. 

4. Referans protein ile normalize edilen uygulama grubu değerleri (24. ve 48. 

saatler) 100 ile çarpılıp kontrol grubu (baicalein için DMSO kontrol; anti-

miR-25 ve miR-25-mimik için negatif kontrolleri) değerine bölünerek 

bağıl ifade değerleri elde edilmiĢtir. 

5. Elde edilen bu değerler ile grafikler çizilmiĢtir. 

https://imagej.nih.gov/
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6. Referans protein olarak Aktin ve GAPDH kullanılmıĢtır. Analizler için her 

örneğin en az üç ayrı verisi kullanılmıĢtır. 

 

3.9. Ġstatistiksel Veri Analizi 

Tez çalıĢması sırasında yürütülen proliferasyon, apoptoz, RT-PCR ve western 

blotlama deneyleri sonucunda elde edilen veriler IBM SPSS Statistics 20.0 

versiyonunda Student’s t-testi kullanılarak değerlendirilmiĢtir. Ġstatistiksel 

anlamlılık seviyesi (p) olarak 0,05 kabul edilmiĢ olup, p değerinin 0,05’ten küçük 

ya da 0,05’e eĢit olduğu (p≤0,05) değerler için istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

olduğu, p değerinin 0,05’ten büyük olduğu değerler (p>0,05) için ise istatistiksel 

olarak anlamlı bir farkın olmadığı yorumları yapılarak sonuçlar 

değerlendirilmiĢtir.  
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4. BULGULAR 

4.1. Proliferasyon  

Baicaleinin tümör hücre proliferasyona etkisi süreye ve doza bağlı olarak 

araĢtırılmıĢ ve Muse
TM 

(Merck Millipore) hücre analiz cihazı ile ölçümler 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu deneyde baicaleinin uygulanan dozları (4-10-15-20-35-40 

ve 80 µM) 24. ve 48. saatte DMSO kontrol hücreleriyle bağıl olarak 

kıyaslanmıĢtır. Özellikle 48. saatte 35, 40 ve 80 µM’lık konsantrasyonun canlı 

hücre sayısını %50’nin üzerinde azalttığı görülmektedir (ġekil 4.1). Deneyler 

sonucu elde edilen veriler ile çizilen grafiğin eğiminden IC50 (%50 inhibisyon 

konsantrasyonu) değeri 35,4 µM olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 4.2). IC50 için 

sonraki gen ifadesi çalıĢmalarıda 35 μM baicalein konsantrasyonu kullanılmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.1 Baicaleinin canlı hücre sayısına olan etkisi (* p<0,01; ** p<0,001; *** 

p<0,0001) 
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ġekil 4.2 IC50 dozunun belirlenmesi için çizilen dağılım grafiği (3 tekrarlı deney 

sonuçlarına göre)  

 

4.2. Apoptoz 

Baicalein uygulaması sonrası apoptozun saptanması amacı ile Muse
TM

 Annexin V 

ölü hücre kiti kullanılarak Muse
TM

 hücre analiz cihazında ölçüm yapılmıĢtır. 

Yapılan proliferasyon deneyinde elde edilen ve etkin olduğu belirlenen 35 µM 

konsantrasyonun yanı sıra 10 ve 55 µM baicalein dozları da uygulanarak 24 ve 48 

saatlik uygulamalar sonucunda apoptotik hücre verileri değerlendirilmiĢtir. Elde 

edilen veriler doğrultusunda uygulanan dozlardaki apoptotik hücre oranlarının 

istatistiksel olarak anlamlı bir oranda (p<0,05) arttığı görülmektedir (ġekil 4.3). 

Çizilen grafiğin eğimine AP50 (%50 apoptoz konsantrasyonu) dozu 47,6 µM 

olarak göre hesaplanmıĢtır (ġekil 4.4). AP50 için sonraki gen ifadesi çalıĢmalarıda 

50 μM baicalein konsantrasyonu kullanılmıĢtır. 

y = -1,243x + 93,961 
R² = 0,8715 
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ġekil 4.3 Uygulanan baicalein konsantrasyonlarına ait 24. ve 48. saatlerdeki 

apoptotik hücre yüzdelerindeki değiĢim (3 tekrarlı deney sonuçlarına 

göre; * p<0,01; ** p<0,001; *** p<0,0001) 

 

 

ġekil 4.4 AP50 dozunun hesaplanması için çizilen dağılım grafiği 

y = 1,0196x + 1,7139 
R² = 0,9958 
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4.3. Real-Time PCR Sonuçları 

Saos-2 osteosarkoma hücreleri ile gerçekleĢtirilen deneylerde hücrelere 35 ve 50 

μM baicalein, 15 µM anti-miR-25 ve negatif kontolü, 5 nM miR-25-mimik ve 

negatif kontrolü uygulamaları ayrı deneyler olarak yapılmıĢtır. Elde edilen cDNA 

örneklerinde miR-25, β-katenin, Axin2 ve LRP-5 ifadelerindeki değiĢimler 

belirlenmiĢtir. 

4.3.1. Baicalein Uygulaması Sonrası miR-25 Ġfadesi  

Saos-2 hücrelerine 35 µM ve 50 µM baicalein uygulanarak 0., 24. ve 48. saatlerde 

miR-25 ifadesinin zamana ve doza bağlı olarak değiĢimi RT-PCR ile 

belirlenmiĢtir. Uygulanan her iki baicalein konsantrasyonunun doza ve zamana 

bağlı olarak miR-25 ifadesini istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde artırdığı 

gözlenmiĢtir (ġekil 4.5). 

 

 

ġekil 4.5 Baicalein uygulaması sonrası miR-25 ifade değiĢimi (** p<0,001; *** 

p<0,0001) 
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4.3.2. Anti-miR-25 Transfeksiyonu Sonrası miR-25 Ġfadesi  

Saos-2 hücrelerindeki miR-25 ifadesini baskılamak için uygulanacak anti-miR-25 

inhibitör konsantrasyonunu belirlemek amacıyla farklı konsantrasyonlarda 24. ve 

48. saatler için uygulama yapılmıĢtır. Elde edilen örneklerden cDNA sentezlenerek 

miR-25 ifadesi değerlendirilmiĢtir. Uygulanan 5-10-20 ve 30 µM dozlarda miR-25 

ifadesi istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde düĢüĢ gözlenirken, 40 µM anti-miR-

25 dozunun baskılamada etkili olmadığı görülmüĢtür (ġekil 4.6). Veriler 

doğrultusunda anti-miR-25 inhibitör dozu olarak 10 ve 20 µM verilerinin en etkili 

dozlar olduğu bulunmuĢ ve ortalama 15 µM anti-miR-25 dozunun sonraki 

çalıĢmalarda kullanılmasına karar verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.6 Anti-miR-25 uygulması sonrası miR-25 ifade değiĢimi (* p<0,01; ** 

p<0,001; *** p<0,0001) 

 

15 µM anti-miR-25 ve 15 µM negatif kontrol dozu kullanılarak hücrelere 

uygulama yapılmıĢtır. Uygulamadan 8 saat sonra anti-miR-25 uygulanan 2 grupta 

besiyeri değiĢtirilerek 35 µM ve 50 µM baicalein uygulanmıĢ ve 24. saat ve 48. 
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saatlerde hücreler toplanmıĢtır. Anti-miR-25 negatif kontrol ve yalnızca anti-miR-

25 uygulanan gruplarda sadece besiyeri değiĢtirilmiĢtir. Uygulama yapılan tüm 

gruplarda miR-25 ifadeleri değerlendirilmiĢtir. 

Anti-miR-25 ve anti-miR-25 + baicalein uygulaması sonuçları anti-miR-25 negatif 

kontrol gurubu karĢılaĢtırıldığında, hem anti-miR-25 uygulanan grupta hem de 

anti-miR-25 ile birlikte baicalein (35 ve 50 µM) uygulanan gruplarda miR-25 

ifadesinde azalma meydana geldiği gözlenmiĢtir (ġekil 4.7). 

 

 

ġekil 4.7 Anti-miR-25 ve baicalein uygulamaları sonrası miR-25 ifade değiĢimi 

(** p<0,001; *** p<0,0001) 
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4.3.3. MiR-25-mimik Transfeksiyonu Sonrası miR-25 Ġfadesi  

Saos-2 hücrelerindeki miR-25 ifadesinin artırılmasında kullanılacak sentetik miR-

25-mimik dozunun belirlenmesi için hücrelere 5, 25, 50 ve 75 nM 

konsantrasyonlarda miR-25-mimik dozları uygulanmıĢtır. Uygulamadan 24 ve 48 

saat sonra hücreler toplanarak total RNA izolasyonu yapılmıĢ ve RT-PCR ile elde 

edilen veriler değerlendirilmiĢtir. Sonuçlar doğrultusunda uygulanan bütün 

konsantrasyonların miR-25 ifadesinde artıĢa neden olduğu gözlenmiĢtir. Üretici 

firmanın önerdiği dozlar baz alınarak 5 nM miR-25-mimik dozunun hücredeki 

miR-25 seviyesini artırmada kullanılacak yeterli doz olduğuna karar verilmiĢtir 

(ġekil 4.8). 

 

 

ġekil 4.8 MikroRNA-25 mimik uygulaması sonrası miR-25 ifade değiĢimi (*** 

p<0,0001) 
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4.3.4. Baicalein Uygulaması Sonrası Ġlgili Genlerin mRNA Ġfadeleri 

β-katenin 

Saos-2 hücrelerine 35 µM ve 50 µM baicalein uygulamasının kontrol ile 

kıyaslandığında β-katenin ifadesinde doza ve zamana bağlı istatistiksel olarak 

anlamlı azalmaya neden olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 4.9).  

 

 

ġekil 4.9 Baicalein uygulaması sonrası β-katenin mRNA ifadesi (* p<0,01; ** 

p<0,001) 
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Axin2 

Saos-2 hücrelerine baicalein uygulaması sonucunda Axin2 ifadesi değerlendirilmiĢ 

ve DMSO kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında Axin2 ifadesinde her iki baicalein 

dozunda 24. ve 48. saatlerde azalma gözlenmiĢtir (ġekil 4.10). 

 

 

ġekil 4.10 Baicalein uygulaması sonrası Axin2 mRNA ifadesi (* p<0,01) 
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LRP-5 

Saos-2 hücrelerine baicalein uygulamasının ardından LRP-5 ifadesi belirlenmiĢtir. 

Veriler sonucunda DMSO kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında her iki baicalein 

dozu uygulamasında LRP-5 ifadesinin 24. ve 48. saatlerde azaldığı saptanmıĢtır 

(ġekil 4.11). 

 

 

ġekil 4.11 Baicalein uygulaması sonrası LRP-5 mRNA ifadesi (* p<0,01) 
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4.3.5. Anti-miR-25 Transfeksiyonu Sonrası Ġlgili Genlerin mRNA Ġfadeleri 

β-katenin 

Saos-2 hücrelerinde anti-miR-25, anti-miR-25 + 35 µM baicalein ve anti-miR-25 

+ 50 µM baicalein dozları anti-miR-25 negatif kontrol grubu ile β-katenin ifadesi 

için karĢılaĢtırılarak değerlendirilmiĢtir. Anti-miR-25’in tek baĢına uygulandığı 

grupta 24. ve 48. saatlerde β-katenin ifadesinde artıĢ gözlenmiĢtir. Anti-miR-25’in 

her iki baicalein dozu ile kombinasyonunda β-katenin ifadesi 24. saatte azalırken, 

48. saatte ifadenin arttığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.12). 

 

 

ġekil 4.12 Anti-miR-25 ve baicalein uygulaması sonrası β-katenin mRNA ifadesi 

(* p<0,01; ** p<0,001) 
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Axin2 

Saos-2 hücrelerine anti-miR-25 ve anti-miR-25’in 35 ve 50 µM baicalein ile 

birlikte uygulanması sonucunda meydana gelen Axin2 ifade değiĢimi belirlenmiĢ 

ve sonuçlar anti-miR-25 negatif kontrol grubu ile karĢılaĢtırılarak 

değerlendirilmiĢtir. Anti-miR-25’in tek baĢına uygulandığı grupta Axin2 

ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir. Anti-miR-25’in 35 ve 

50 µM baicalein ile birlikte uygulandığı gruplarda 24. saatte Axin2 ifadesinde 

azalma meydan gelirken, 48. saatte her iki baicalein dozunda da Axin2 ifadesinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ meydana gelmiĢtir (ġekil 4.13). 

 

 

ġekil 4.13 Anti-miR-25 ve baicalein uygulaması sonrası Axin2 mRNA ifadesi (** 

p<0,001; *** p<0,0001) 
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LRP-5 

Saos-2 hücrelerine anti-miR-25’in tek baĢına ve 35 ve 50 µM baicalein 

konsantrayonları ile birlikte uygulanması sonucunda meydana gelen LRP-5 

mRNA ifadesindeki değiĢim belirlenmiĢ ve sonuçlar anti-miR-25 negatif kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırılarak değerlendirilmiĢtir. Anti-miR-25’in hem tek baĢına hem 

de baicalein dozları ile kombinasyonundan elde edilen verilere göre 24. ve 48. 

saatlerde LRP-5 mRNA ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma meydana 

gelmiĢtir (ġekil 4.14). 

 

 

ġekil 4.14 Anti-miR-25 ve baicalein uygulaması sonrası LRP-5 mRNA ifadesi (* 

p<0,01; ** p<0,001; *** p<0,0001) 
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4.3.6. MikroRNA-25-mimik Transfeksiyonu Sonrası Ġlgili Genlerin mRNA 

Ġfadeleri 

β-katenin 

Saos-2 hücrelerine 5 nM miR-25-mimik transfeksiyonu sonrasında elde edilen gen 

ifadesi sonuçları miR-25-mimik negatif kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında β-

katenin mRNA ifadesinde 24. ve 48. saatlerde istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma meydana geldiği gözlenmiĢtir (ġekil 4.15). 

 

 

ġekil 4.15 MikroRNA-25-mimik uygulaması sonrası β-katenin mRNA ifadesi (** 

p<0,001) 

 

 

 



66 

 

Axin2 

Saos-2 hücrelerine 5nM miR-25-mimik transfeksiyonu sonrası 24. ve 48. saatlerde 

örnekler alınmıĢ ve Axin2 gen ifadeleri saptanmıĢtır. Sonuçlar miR-25-mimik 

negatif kontrol grubu ile karĢılaĢtırılarak değerlendirilmiĢtir. MikroRNA-25-

mimik negatif kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 24. ve 48. saatlerde Axin2 

ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı azalma gözlenmiĢtir (ġekil 4.16). 

 

 

ġekil 4.16 MikroRNA-25-mimik uygulaması sonrası Axin2 mRNA ifadesi (* 

p<0,01; ** p<0,001) 
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LRP-5 

Saos-2 hücrelerine 5 nM miR-25-mimik transfeksiyonu sonrasında elde edilen 

sonuçlar miR-25-mimik negatif kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında LRP-5 

ifadesinde 24. ve 48. saatlerde azalma meydana gelmiĢtir (ġekil 4.17). 

 

 

ġekil 4.17 MikroRNA-25-mimik uygulaması sonrası LRP-5 mRNA ifadesi (* 

p<0,01; *** p<0,0001) 
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4.4. Western Blotlama Sonuçları 

ÇalıĢmada, DMSO, 35 ve 50 μM baicalein, 15 µM anti-miR-25 ve anti-miR-25 

negatif kontrolü, 5 nM miR-25-mimik ve miR-25-mimik negatif kontrolü ile 24 

saat ve 48 saat muamele edilen Saos-2 hücrelerinde β-katenin, Axin2, LRP-5 ve 

GSK-3β protein ifadelerindeki değiĢim belirlenmiĢtir. 

4.4.1. Baicalein Uygulaması Sonrası Protein Ġfadeleri  

β-katenin 

Saos-2 hücrelerine 35 µM ve 50 µM baicalein uygulamasından sonra 24. ve 48. 

saatlerdeki β-katenin protein ifade verileri değerlendirildiğinde, DMSO kontrol 

grubuna kıyasla kullanılan her iki baicalein dozunun da β-katenin ifadesinin 

azalmasında etkili olduğu görülmüĢtür (ġekil 4.18, p<0,05). 

 

 

ġekil 4.18 Baicalein uygulaması sonrası β-katenin protein ifadesi (*** p<0,0001) 
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Axin2 

Baicalein (35 µM ve 50 µM) uygulaması sonrası yapılan western blot analizi ile 

elde edilen protein ifadesi verileri değerlendirildiğinde, DMSO kontrol grubuna 

kıyasla kullanılan her iki baicalein dozunun zamana bağlı olarak Axin2 ifadesinin 

isatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azalmasında etkili olduğu saptanmıĢtır (ġekil 

4.19; p<0,05). 

 

 

 

 

ġekil 4.19 Baicalein uygulaması sonrası Axin2 protein ifadesi (* p<0,01; ** 

p<0,001; *** p<0,0001) 
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LRP-5 

Hücrelere 35 µM ve 50 µM baicalein uygulamasının ardından elde edilen 

örneklerde LRP-5 protein ifadesi değerlendirilmiĢtir. 24. ve 48. saat verileri 

DMSO kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında LRP-5 ifadesinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalma göstermiĢtir (ġekil 4. 20).  

 

 

 

 

ġekil 4.20 Baicalein uygulaması sonrası LRP-5 protein ifadesi (*** p<0,0001) 
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GSK-3β 

Saos-2 hücrelerine 35 µM ve 50 µM baicalein uygulamasının GSK-3β protein 

ifadesine etkisini belirlemek amacıyla yapılan protein ifadesi çalıĢmalarından elde 

edilen verilere göre GSK-3β ifadesinde DMSO kontrol grubuna göre 24. ve 48. 

saatlerde istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir (ġekil 4.21; p<0,05). 

 

 

 

ġekil 4.21 Baicalein uygulaması sonrası GSK-3β protein ifadesi (** p<0,001; *** 

p<0,0001) 
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4.4.2. Anti-miR-25 Transfeksiyonu Sonrası Ġlgili Protein Ġfadeleri  

β-katenin  

Anti-miR-25 uygulama sonrası β-katenin protein ifadelerindeki değiĢimler 

belirlenmiĢ ve sonuçlar anti-miR-25 negatif kontrol grubu ile karĢılaĢtırılarak ifade 

değiĢimi değerlendirilmiĢtir. Anti-miR-25’in hem tek baĢına hem de baicalein 

dozları (35 µM ve 50 µM) ile birlikte uygulandığı gruplarda 24. ve 48. saatlerde β-

katenin ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı artıĢ gözlenmiĢtir (ġekil 4.22). 

 

 

 

ġekil 4.22 Anti-miR-25 ve baicalein uygulaması sonrası β-katenin protein ifadesi 

(* p<0,01; ** p<0,001; *** p<0,0001) 



73 

 

Axin2 

Anti-miR-25 uygulaması sonrası Axin2 protein ifadelerindeki değiĢimler ġekil 

4.23’de verilmiĢtir. Sonuçlar anti-miR-25 negatif kontrol grubu ile karĢılaĢtırılarak 

ifade değiĢimi değerlendirilmiĢtir. Sonuçlara göre anti-miR-25’in hem tek baĢına 

uygulandığı grupta hem de baicalein dozları (35 µM ve 50 µM) ile 24 ve 48. 

saatlerde Axin2 ifadesinde artıĢ gözlenmiĢtir (p<0,05).  

 

 

 

ġekil 4.23 Anti-miR-25 ve baicalein uygulaması sonrası Axin2 protein ifadesi (* 

p<0,01; ** p<0,001; *** p<0,0001) 
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LRP-5 

Anti-miR-25 uygulaması sonrası LRP-5 protein ifadesindeki değiĢimler aĢağıdaki 

grafikte gösterilmiĢtir (ġekil 4.24). Sonuçlar anti-miR-25 negatif kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırılarak ifade değiĢimi değerlendirilmiĢtir. Sonuçlara göre anti-miR-25’in 

hem tek baĢına uygulandığı grupta hem de baicalein dozları ile birlikteliğinde 24 

ve 48. saatlerde LRP-5 ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma meydana 

gelmiĢtir (p<0,05).  

 

 

 

ġekil 4.24 Anti-miR-25 ve baicalein uygulaması sonrası LRP-5 protein ifadesi (* 

p<0,01; ** p<0,001; *** p<0,0001) 
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GSK-3β 

Anti-miR-25 uygulama sonrası GSK-3β protein ifadesindeki değiĢimler western 

blotlama ile belirlenmiĢtir. Anti-miR-25 negatif kontrol grubu ile karĢılaĢtırılarak 

ifade değiĢimi değerlendirilmiĢtir. Anti-miR-25’in tek baĢına uygulandığı grupta 

24 ve 48. saatlerde GSK-3β ifadesinde azalma gözlenmektedir. Anti-miR-25 ve 35 

µM baicalein dozunun birlikte uygulandığı gruplarda 24. ve 48. saatlerde GSK-3β 

protein ifadelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir (ġekil 

4.25).  Anti-miR-25 ve 50 µM baicalein dozunun birlikte uygulandığı gruplarda 

ise 24. saatte GSK-3β protein ifadesi azalırken (p<0,05), 48. saatte istatistiksel 

olarak anlamlı bir değiĢim meydana gelmemiĢtir (p>0,05). 

 

 

ġekil 4.25 Anti-miR-25 ve baicalein uygulaması sonrası GSK-3β protein ifadesi (* 

p<0,01; ** p<0,001) 
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4.4.3. MikroRNA-25-mimik Transfeksiyonu Sonrası Ġlgili Proteinlerin 

Ġfadeleri 

Saos-2 hücrelerine 5nM miR-25-mimik ve 5 nM miR-25-mimik negatif kontrolü 

transfeksiyonu sonrasında western blotlama deneyleri gerçekleĢtirilmiĢ ve β-

katenin, Axin2, LRP-5 ve GSK-3β protein ifadesi sonuçları değerlendirilmiĢtir.  

β-katenin 

Saos-2 hücrelerine 5nM miR-25-mimik transfeksiyonu sonrasında elde edilen β-

katenin protein ifadesi sonuçları mimik kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 24. ve 

48. saatlerde β-katenin protein ifadelerinin istatistiksel olarak anlamlı bir azalmaı 

gözlenmiĢtir (ġekil 4.26). 

 

 

 

ġekil 4.26 MikroRNA-25-mimik uygulaması sonrası β-katenin protein ifadesi (** 

p<0,001) 
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Axin2 

Saos-2 hücrelerine 5nM miR-25-mimik transfeksiyonu sonrasında elde edilen 

protein ifadesi sonuçları miR-25-mimik negatif kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında 24. ve 48. saatlerde Axin2 protein ifadelerinin istatistiksel 

olarak anlamlı bir Ģekilde azaldığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.27). 

 

 

 

 

ġekil 4.27 MikroRNA-25-mimik uygulaması sonrası Axin2 protein ifadesi (* 

p<0,01; ** p<0,001) 
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LRP-5 

Saos-2 hücrelerine 5nM miR-25-mimik transfeksiyonu sonrasında elde edilen 

protein ifadesi sonuçları mimik kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 24. ve 48. 

saatlerde LRP-5 protein ifadelerinin istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azaldığı 

gözlenmiĢtir (ġekil 4.28). 

 

 

 

 

ġekil 4.28 MikroRNA-25-mimik uygulaması sonrası LRP-5 protein ifadesi (* 

p<0,01; *** p<0,0001) 
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GSK-3β 

Saos-2 hücrelerine 5nM miR-25 mimik transfeksiyonu sonrasında elde edilen 

GSK-3β protein ifadesi sonuçları mimik kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 24. 

ve 48. saatlerde GSK-3β protein ifadelerinin istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde 

arttığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.29). 

 

 

 

 

ġekil 4.29 MikroRNA-25-mimik uygulaması sonrası GSK-3β protein ifadesi (* 

p<0,01; ** p<0,001) 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Osteosarkoma, ergenler ve genç yetiĢkinler arasında en sık rastlanan primer 

malign kemik tümörüdür. Bununla birlikte, hastalık geliĢiminin altında yatan 

moleküler mekanizmalar tam anlamıyla aydınlatılamamıĢtır. Hastalık tedavisinde 

yeni yaklaĢımlar ve alternatif uygulamalar tedavi baĢarısı için umut vericidir. 

Birçok yaklaĢım bu amaçla çalıĢılmaktadır. Bunların bir kısmını organik kökenli 

bazı ektraktlardan elde edilen bileĢiklerin etkileri ve moleküler mekanizmaları 

oluĢturmaktadır. Baicalein Scutellaria baicalensis’in köklerinden izole edilen 

doğal bir bitki flavonudur ve çeĢitli kanser türlerine karĢı anti-tümör etki 

sergilediği, apoptozu indüklediği ve antiproliferatif özelliği farklı hücre tiplerinde 

tanımlanmıĢtır (Wang vd., 2014; Han vd., 2015; Ye vd., 2015; Liu vd., 2016). 

Hücrede gen ifadesi düzenleyicisi olarak iĢlev gören miR-25’in kanser iliĢkili 

düzenleyici özelliği ve Wnt yolağındaki etkileri de yine bazı çalıĢmalarla ortaya 

konulmuĢtur (Kim vd., 2009; Li vd., 2009; Feng vd., 2016; Huo vd., 2016). 

Literütürde baicalein ile sadece miR-21 (Gao vd., 2013) ve miR-124 (Dong vd., 

2015) ifadesi üzerine çalıĢma bulunurken, mikroRNA-25 ifadesi ile baicalein 

arasındaki iliĢkiyi ortaya koyan çalıĢma bulunmamaktadır. Bu çalıĢmada, 

baicaleinin Saos-2 osteosarkoma hücrelerinde Wnt/β-katenin yolağı ve miR-25 

ifadesi üzerine etkisi belirlenmiĢtir. Baicalein uygulaması ile gen ifadesinde artıĢ 

saptanan miR-25’in Wnt/β-katenin yolağında yer alan belirteç genlerin ifadelerine 

etkisi de saptanmıĢtır. 

Baicaleinin osteosarkoma hücrelerinde doza ve zamana bağlı olarak hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği (IC50=35 µM) ve apoptozu indüklediği (AP50=50 

µM) saptanmıĢtır (ġekil 4.1- 4.3). Baicaleinin antiproliferatif ve apoptik etkisinin 

olduğu birçok çalıĢmada ortaya konulmuĢtur. Yapılan çalıĢmalarda kullanılan 

baicalein konsantrasyonları kullandığımız baicalein dozları ile benzerlik 

göstermektedir (He vd., 2015; Liu vd., 2016). 2013 yılında yapılan bir çalıĢma, 

baicaleinin T24 mesane kanseri hücrelerinde mitokondri-bağımlı kaspaz yolunu 

aktive ederek ve Akt fosforilasyonunu inhibe ederek apoptozu baĢlattığı 

bildirilmiĢtir. Ayrıca, baicaleinin bölünmenin G1/S safhasında hücre döngüsü 

ilerlemesini bloke ederek ve kaspaz-9 ve kaspaz-3'ü aktive edip, Bcl-2 ifadesini 

azalttığı ve Bax ifadesini artırarak apoptozu indüklediği, böylece T24 hücrelerinin 

büyümesini inhibe ettiği ortaya konmuĢtur (Li vd.,2013). Yakın tarihli bir 

çalıĢmada baicaleinin intraselüler ROS üretimi ve BNIP3’ün aktivasyonu yoluyla 
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MG-63 osteosarkoma hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği ve apoptozu 

artırdığı gösterilmiĢtir (Ye vd., 2015). Bu sonuçlar, baicalein aracılı apoptozun 

farklı kanser hücrelerinde moleküler hedeflerinin farklı olduğunu göstermektedir 

(Chen vd., 2013; Han vd., 2015; Liu vd., 2016).  

Oldukça korunumlu olan temel Wnt/β-katenin yolağı, en çok çalıĢılan Wnt sinyal 

yoludur. YetiĢkinlerin embriyonik geliĢiminde ve doku homeostazında hayati bir 

rol oynamaktadır. Wnt/β-katenin sinyal yolağının düzenlenmesi, kanser dahil 

olmak üzere birçok hastalık ile yakından iliĢkilidir. Kemik oluĢumu sırasında 

osteoblast farklılaĢmasına yol açan en önemli yolaklardan biri Wnt sinyal 

yolağıdır (Takani vd., 2011). Wnt ligandlarının transmembran reseptöre 

bağlanması sonucu LRP-5/6 ile kompleks oluĢur ve bu kompleks Disheveled’ın 

(Dsh) fosforillenerek aktive olmasını sağlar. Dsh aktivasyonu, glikojen sentaz 

kinaz-3β (GSK-3β)’yı inhibe eder ve bundan sonra ubiquitinasyon ve proteazomal 

yolaklar vasıtasıyla β-katenin bozunumu azalır. β-kateninin sitoplazmada birikip 

çekirdeğe translokasyonu sonucu oluĢan kompleks hücre proliferasyonu, 

farklılaĢması ve apoptoz gibi hücresel süreçlerde yer alan bir çok genin 

transkripsiyonunu düzenler (Huang vd., 2010). Wnt yolağının düzenlenmesi 

çalıĢmalarında yolakta yer alan β-katenin, GSK-3β ve Axin2 gibi gen ifadeleri 

hedeflenir. Bu gen ifadelerindeki değiĢiklik yolağın aktif ya da inaktif olduğunu 

ortaya koyar. Önceki çalıĢmalar, Wnt/β-katenin sinyal yolağının aktivasyonunun 

osteosarkoma dokusunda/hücrelerinde yaygın olduğunu ve anormal 

aktivasyonunun osteosarkoma tümör oluĢumu, metastaz ve kemoterapötik 

yanıtlarda önemli bir rol oynadığını bildirmiĢtir (Cai vd., 2010). Baicaleinin 

Wnt/β-katenin sinyal yolağında bulanan hedef genler ile iliĢkisi farklı çalıĢmalarla 

ortaya konulmuĢtur (He vd., 2015; Liu vd., 2016; Ma vd., 2016). Bu çalıĢmada 

kullanılan baicalein dozları ile Wnt/ β-katenin sinyal yolağında etkili olan genlerin 

mRNA ve protein ifadeleri değerlendirilmiĢtir. 

β-katenin, Wnt/β-katenin sinyal yolunda önemli bir moleküldür ve osteosarkoma 

hücrelerinde sitoplazma ve çekirdek arasındaki geçiĢte Wnt/β-katenin yolağının 

aktivasyon durumu açısından önem teĢkil etmektedir (Haydon vd., 2002; Ma vd., 

2015). Bu çalıĢmada elde edilen β-katenin ifadesine ait veriler 

değerlendirildiğinde, 35 ve 50 µM baicalein uygulaması sonrasında 24. ve 48. 

saatlerde β-kateninin hem mRNA hem de protein ifadesinde düĢüĢ gözlenmiĢtir 

(ġekil 4.9- 4.18). ArtmıĢ β-katenin seviyeleri hücre döngüsünde G1’den S fazına 

geçiĢi kontrol eden c-Myc gibi proteinlerin transkripsiyonel aktivasyonunu 
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baĢlatabilmekte ve sonucunda da S fazına girerek DNA replikasyonu ve mitozun 

devamına neden olmaktadır (Stolz ve Bastians, 2015). ArtmıĢ β-katenin ifadesi 

meme kanseri hastalarında hastalığın kötü seyri ile güçlü bir korelasyon 

göstermektedir. Bu birikim β-katenin mutasyonları, β-katenin yıkım 

kompleksindeki eksiklikler, Wnt ligandlarının aĢırı ifadesi ve inhibitörlerin kaybı 

gibi birçok faktöre bağlı olabilmektedir (Taketo, 2004). He ve Zhang’in 2015 

yılında MG-63 osteosarkoma hücre hattı kullanarak yapmıĢ oldukları çalıĢmada, 

baicaleinin c-Myc genini hedefleyerek doza bağlı olarak Wnt sinyal yolu 

aracılığıyla hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini ve apoptozu indüklediğini 

bildirmiĢlerdir. Yine aynı çalıĢmada baicalein uygulaması sonucu β-katenin 

ifadesinde azalma meydana geldiği belirtilmiĢtir. Benzer Ģekilde farklı hücre 

hatları ile yapılan çalıĢmalarda baicaleinin β-katenini hedefleyerek Wnt/β-katenin 

yolağını etkilediği ortaya konulmuĢtur (Park ve Choi, 2010; Zheng vd., 2014). Bu 

çalıĢmada elde edilen proliferasyonun baskılanması, apoptozun indüklenmesi ve 

Wnt/β-katenin sinyal yolağı genlerinden β-katenin ifadesinin azalması sonuçları, 

baicaleinin etkisini ortaya koymaktadır. Axin2 (Axis inhibisyon protein 2), β-

katenin/TCF’nin transkripsiyonel bir hedefidir. Axin2 ifadesi, Wnt yolağının 

aktivasyonunun bir göstergesi olarak düĢünülmektedir (Lustig vd., 2002). 

ÇalıĢmamızda baicalein uygulaması Axin2 ifadesinde azalmaya neden olmuĢtur 

(ġekil 4.10- 4.19). Bu azalma β-katenin’nin ifadesinin azalması ve dolayısıyla 

çekirdeğe translokasyonunun azalması ile iliĢkili gözükmektedir. β-kateninin 

çekirdeğe transloke olması c-Myc, c-jun, siklin D1 ve Axin2 gibi hedef Wnt 

genlerinin transkripsiyonunu aktive eder (Onyido vd., 2016). Ma vd. (2016) 

tarafından yapılan çalıĢmada baicaleinin MDA-MB-231 meme adenokarsinoma 

hücrelerinde Wnt1 ve β-katenin ifadesini belirgin olarak inhibe ettiğini ve hem 

siklin D1 hem de çekirdekteki Axin2 ifadesini transkripsiyon seviyesinde doz ve 

zamana bağlı olarak düĢürdüğünü göstermiĢlerdir. Akut lenfoblastik lösemi hücre 

hattı ile yapılan çalıĢmada ise baicaleinin hem β-kateninin hem de β-katenin hedefi 

olan çekirdekteki c-Myc, siklin D1 ve Axin2 ifadelerini mRNA ve protein 

düzeyinde azalttığını bildirmiĢlerdir (Liu vd., 2016). 

ÇalıĢmamızda Saos-2 hücrelerine uygulanan baicalein dozlarında GSK-3β protein 

ifadesinde artıĢ gözlenmiĢtir (ġekil 4.21). GSK-3β, sitoplazmada Axin ve 

adenomatöz polipozis koli (APC) içeren yıkım kompleksinin bir parçası olarak 

bulunur. GSK-3β sitoplazmik β-kateninin hızlı bir Ģekilde fosforilasyonuna neden 

olur. β-kateninin yıkım kompleksi tarafından bu post-translasyonel fosforilasyonu, 



83 

 

β-katenini ubikütinasyon ve sonrasında proteazomal bozunum için hedef haline 

getirmekte ve böylece nükleusta β-katenin birikimi önlenmektedir (Song vd., 

2015). Suzuki vd. (2008)’nin yapmıĢ oldukları çalıĢmada Saos-2 hücrelerinde 

GSK-3β’nın inaktivasyonu ile Wnt/β-katenin sinyal yolağının aktive olduğunu 

bildirmiĢlerdir. MG-63 osteosarkoma hücreleri ile yapılan çalıĢmada baicalein 

uygulaması sonrası GSK-3β ve sitoplazmadaki Axin protein ifadelerinde 

sonuçlarımıza paralel olarak artıĢ meydana geldiği bildirilmiĢtir (He ve Zhang, 

2015). Elde ettiğimiz baicalein dozuna bağlı β-katenin protein miktarının azalması 

ve GSK-3β protein ifadesinin artıĢı, β-kateninin GSK-3β tarafından ubikütinasyon 

ve dolayısıyla proteozomal parçalanma ile düĢürüldüğü fikrini vermektedir. 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının karakteristik bir özelliği, Wnt koresaptörlerinden 

LRP-5 ve LRP-6 içermesidir. Wnt ligand etkileĢiminin yokluğunda membran 

reseptör kompleksi inaktive olmakta, böylece Wnt ligand/Fzd/LRP 

reseptörlerinden oluĢan kompleksin kümelenmesini önlemekte ve sonunda β-

kateninin ubükitinasyon ve bozunmasına neden olmaktadır. ÇalıĢmada baicalein 

uygulamaları sonrasında LRP-5’e ait mRNA ve protein ifadeleri 

değerlendirilmiĢtir. Uygulanan baicalein dozlarının LRP-5 ifadesinin RNA ve 

protein düzeyinde azalmasında etkili olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 4.11- 4.20). 2004 

yılında osteosarkoma dokularından Wnt koreseptörü LRP-5’in ifadesi incelenmiĢ 

ve ifade artıĢının hastalık geliĢimi ile korele olduğu bildirilmiĢtir (Hoang vd., 

2004). Aynı zamanda in vivo nude fare deneylerinde tümör oluĢumunun ve 

metastazın azalması ile negatif korele olduğu gösterilmiĢtir (Guo vd., 2008). 

LRP-5 sonuçları baicaleinin Wnt koreseptörü LRP-5 üzerinde etkili olduğunu 

göstermiĢtir. Baicalein uygulamasının kontrol hücre grubuna göre wnt ligantının 

bağlanacağı reseptörlerle iliĢkili LRP-5 ifadesini düĢürerek Wnt/β-katenin 

yolağının aktivasyonunu reseptör iliĢkili olarak düzenlediği fikrini vermektedir. 

MikroRNA’ların hücre ve dokulardaki varlığı, yokluğu ya da miktarlarındaki 

değiĢim yeni biyolojik belirteçler olarak kullanılmalarına olanak sağlamaktadır. 

MikroRNA nükleotit dizileri hedeflenen mRNA’ların 3'-transle edilmeyen 

bölgelerine kısmen ya da tamamen bağlanır. Bu bağlanma mRNA’ların 

translasyonunu engelleyerek ya da parçalanmasını indükleyerek gen ifadesini 

baskılar (Langhe vd., 2015). Gen ifadelerini baskılama özelliklerine ek olarak, 

bazı miRNA’lar gen ifadesini aktive de edebilir (Li vd., 2015). MikroRNA’ların 

bu özellikleri belli hücresel yolaklarda düzenleyici olarak görev aldıklarını 

göstermektedir. MikroRNA’ların iĢlevini anlamanın en iyi yollarından biri 
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fonksiyonel hedeflerin aydınlatılmasıdır. Bu da spesifik mikroRNA’nın bir iĢlev 

kazancı veya iĢlev kaybını takiben hedef genlerdeki ya da yolaklardaki 

değiĢikliklerin analizi ile mümkün olmaktadır.  

Osteosarkoma teĢhisi konmuĢ hastalardan ve sağlıklı kontrollerden alınan serum 

örnekleri ile yapılan çalıĢmada, osteosarkomalı hastaların serumunda sağlıklı 

kontrollere göre miR-25 ifadesinin daha az olduğu tespit edilmiĢ ve miR-25’in 

tümör baskılayıcı olarak görev aldığı sonucuna varılmıĢtır (Li vd., 2015). Hua vd., 

2016 yılında nazofarenks kanser hücrelerinde miR-25 ifade artıĢının metastaz ve 

invazyon üzerine baskılayıcı etkileri olup olmadığını araĢtırmıĢlar ve miR-25 

artıĢının baskılayıcı etki gösterdiğini ortaya koymuĢlardır. BaĢka bir çalıĢma ise, 

miR-25’in G2/M fazında hücre döngüsü tutulmasını indükleyerek anaplastik tiroid 

karsinoma hücrelerinin proliferasyonunu ve koloni oluĢumunu inhibe ettiğini 

göstermektedir (Esposito vd., 2012). Tümör baskılayıcı etkisinden farklı olarak, 

miR-25’in mide (Kim vd., 2009), prostat (Li vd., 2009) ve karaciğer (Feng vd., 

2016) gibi çeĢitli insan malign solid tümörlerinde yüksek ifadeye sahip olduğu 

gösterilmiĢtir. Bu tür kanserlerde, miR-25 bir onkogen gibi davranmakta ve 

potansiyel proliferatif, anti-apoptotik ve hücre döngüsü uyaranı olarak etkiler 

ortaya koymaktadır. 

ÇalıĢmamızın ikinci aĢamasında baicaleinin Saos-2 hücrelerinde miR-25 ifadesini 

nasıl etkilediği ve buna bağlı olarak değiĢen miR-25 ifadesinin Wnt/β-katenin 

yolağında yer alan genlerin ifadesindeki etkisi araĢtırılmıĢtır. Saos-2 hücrelerine 

24. ve 48. saatler için uygulanan baicalein dozlarında miR-25 ifadesinde artıĢ 

gözlenmiĢtir (ġekil 4.5). Wnt/β-katenin yolağında baicalenin mi yoksa kimyasal 

uygulaması ile artan miR-25 ifadesinin mi etkili olduğunu saptamak için hücrelere 

baicalein ile birlikte inhibitör uygulanarak miR-25 ifadesi düĢürülmüĢtür (ġekil 

4.7). Aynı zamanda mimik transfeksiyonu ile Saos-2 hücrelerinde miR-25 ifadesi 

artırılarak (ġekil 4.8) baicalein uygulaması yapılmaksızın sadece miR-25’in 

Wnt/β-katenin yolağında yer alan genlerin ifadesindeki etkisi saptanmıĢtır. 

MikroRNA-25 inhibitör uygulaması ile miR-25 ifadesinin düĢürüldüğü grupta β-

katenin ve Axin2 mRNA ve protein ifadeleri artarken, GSK-3β protein ifadesinde 

azalma meydana gelmiĢtir. Ġnhibitör ile baicaleinin birlikte uygulandığı örneklerde 

ise 24. ve 48. saatlerde β-katenin ve Axin2 protein ifadeleri artarken, mRNA 

seviyesinde bu iki genin ifadesi 24. saatte bir miktar düĢmüĢ ve protein ifadelerine 

paralel her iki genin ifadesi 48. saatte artıĢ göstermiĢtir (ġekil 4.12- 4.13- 4.22- 

4.23). GSK-3β protein ifadesi ise bu uygulamada azalma göstermiĢtir (ġekil 4.25). 
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Mimik uygulamasında ise yine β-katenin ve Axin2 için RNA ve protein 

ifadelerinde düĢüĢ gözlenirken (ġekil 4.15- 4.16- 4.26- 4.27), GSK-3β protein 

ifadesinde artıĢ meydana gelmiĢtir (ġekil 4.29). 

MikroRNA’ların ifadelerindeki değiĢimin Wnt/β-katenin sinyal yolağının 

bileĢenlerini düzenlediğini ortaya koyan çalıĢmalar mevcuttur. Hem miRNA’lar 

hem de Wnt sinyal yolakları, çeĢitli biyolojik iĢlemleri düzenlemek üzere 

etkileĢime girmektedir (Yan vd., 2012; Song vd., 2015; Leichter vd., 2017). Wnt 

sinyal yolağında yer alan miRNA’lar üzerine yapılan bir çalıĢmada, miR-25’in bu 

yolakta yer aldığı ve kolon kanseri hücresinin proliferasyonunu inhibe ettiği ve 

Wnt/β-katenin sinyal yolu baskılanmasında inhibitör etki gösterdiğini bildirilmiĢtir 

(Anton vd., 2011). Anti-miR-25 ile baicaleinin birlikte uygulanması ve mimik 

transfeksiyonu, miR-25’in Wnt/β-katenin yolağının düzenlenmesinde β-katenin, 

Axin2 ve GSK-3β ifadelerini değiĢtirerek etkili olduğunu göstermektedir. 

2013 yılında yapılan bir çalıĢmada miR-25’in etkisine benzer Ģekilde, miR-34’ün, 

Axin2’nin 3'-UTR’si ile etkileĢmesi yoluyla GSK-3β ifadesinin ve Wnt sinyal 

yolağının düzenlenmesinde kilit rol oynadığı bildirilmiĢtir (Kim vd., 2013). 

ÇalıĢmada, LRP-5’e ait mRNA ve protein ifadeleri, anti-miR-25 (baicaleinsiz ve 

baicalein ile birlikte) ve miR-25-mimik uygulamaları sonrasında 

değerlendirilmiĢtir. Saos-2 hücrelerinde miR-25 inhibisyonu, baicalein ile birlikte 

inhibitör uygulanması ve miR-25-mimik transfeksiyonu sonrası LRP-5 mRNA ve 

protein ifadelerinde azalma meydana gelmiĢtir (ġekil 4.14- 4.17- 4.24- 4.28). 

MikroRNA-25 ifadesinin hücrelerde baskılanması ya da artırılması sonucunda iki 

uygulama arasında LRP-5 ifadesi bakımından farklılık gözlenmemiĢtir. Bu 

sonuçlar LRP-5 ifadesinin miR-25 ifadesi ile bağlantılı olmadığı fikrini 

vermektedir. 

ÇalıĢma sonucunda elde edilen tüm veriler birlikte değerlendirildiğinde, Saos-2 

osteosarkoma hücrelerinde baicaleinin hücre proliferasyonunu inhibe edebileceği 

ve apoptozu uyarabileceği ortaya konulmuĢtur. Proliferasyonun durdurulması ve 

apoptozun indüklenmesinde Wnt/β-katenin yolağı etkili görülmektedir. 

Baicaleinin IC50 ve AP50 dozlarında Wnt/β-katenin yolağında yer alan ve 

ifadelerindeki değiĢiklik ile yolağın aktivitesi hakkında bilgi veren β-katenin ve 

hedefi olan Axin2’nin mRNA ve protein seviyeleri azalırken, GSK-3β protein 

ifadesinin arttığı görülmüĢtür. Ġfadesi artan GSK-3β, β-kateninin sitoplazmadaki 



86 

 

seviyesini düĢürmekte ve çekirdek içine geçen β-katenin miktarında azalma 

meydana gelmektedir (Song vd., 2015). Bu azalma Axin 2 protein seviyesinde 

düĢüĢe ve Wnt/β-katenin yolağının bloke olmasına neden olmaktadır. Baicaleinin 

Wnt/β-katenin yolağı üzerinde etkisi, miR-25 ifadesi ile iliĢkili görünmektedir. 

Baicalein uygulaması ile artan miR-25 ifadesi inhibitör ve mimik uygulamalarının 

da ortaya koyduğu üzere β-katenin, Axin2 ve GSK-3β gen ifadelerini 

değiĢtirmektedir. Bu genler üzerindeki etkisi miR-25’in Saos-2 osteosarkoma 

hücre hattında Wnt/β-katenin yolağını düzenlediğini göstermektedir. MikroRNA-

25 Wnt/β-katenin yolağını düzenlemede tümör baskılayıcı olarak iĢlev 

görmektedir. 

Baicaleinin Saos-2 hücre hattında anti-kanser etki gösterdiği görülmektedir. 

Baicaleinin Saos-2 osteosarkoma hücre hattında Wnt/β-katenin sinyal yolağını 

hedeflemesi osteosarkomalarda tedavi amaçlı kullanılabileceğini göstermektedir. 

Ayrıca baicaleinin Wnt/β-katenin sinyal yolağındaki etkisinin miR-25 gen ifadesi 

ile paralellik göstermesi moleküler mekanizmanın miR-25 ile iliĢkili olduğu fikrini 

vermektedir. Bu moleküler mekanizmada miR-25’in hedef genlerinin daha 

ayrıntılı ortaya konulması ve bu yolak üzerinden proliferasyon ve apoptoz ile 

iliĢkisinin aydınlatılması için daha ayrıntılı çalıĢmalara ihtiyaç bulunmaktadır. 
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