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OZET

INSAN OSTEOSARKOMA HUCRE HATTINDA (Saos-2)
BAICALEIN’IN 12-LOX VE 15-LOX mRNA IFADESI VE
APOPTOZIiS UZERINE ETKIiSi

Yagmur BABAT

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Celal ULGER
2014, 65 sayfa

Baicalein Scutellaria baicalensis’ten izole edilen biyoaktif bir bilesiktir. Baicalein
inflamasyon, kalp-damar hastaliklarinin ve bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu c¢alisgmada ¢ocuk ve erken yas yaygin kanseri
osteosarkoma dokularindan kiiltlir edilen Saos-2 hiicre hatti kullanilarak
baicaleinin apoptoz iizerine etkisi arastirilmustir. Ornekler farkli konsantrasyonlar
ve siirelerde baicalein ile muamele edildi ve sonuglar kontrol grubu ile
karsilagtirildi. Proliferasyonun belirlenmesi igin MTT yontemi kullanildi. MTT
yonteminde Saos-2 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda baicalein uygulamasi
yapildi ve 24, 48 ve 72. saatler igin veriler toplandi. Uygulama yapilan hiicreler
kontrol  hiicreleriyle  kiyaslandiginda  baicaleinin 2 ve 4 uM’lik
konsantrasyonlarinin zamana bagl olarak canli hiicre sayisin1 %50 nin {lizerinde
azaltti. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin belirlenmesi i¢cin HO/PI yontemi
kullanildi. Deney sonuglart 4 uM’lik konsantrasyonun 24 ve 48 saatlik
uygulamalarda apoptotik hiicreleri istatistiksel olarak anlamli bir oranda
arttirdigini gosterdi. Baicaleinin apoptoz tizerine etkilerini anlamak i¢in, apoptoz
yolaginda biiyilk 6neme sahip olan Bel-XL ve Bax proteinlerinin hiicre igi
ifadeleri Western blot yontemi kullanilarak saptandi. Baicaleinin 12-LOX ve 15-
LOX gen ifadeleri iizerine etkisi RT-PCR yontemi ile saptandi. Bu g¢alismada
ayrica, survivin gen ifadesi de ¢alisildi. Sonuglar baicaleinin Saos-2 hiicrelerinde
uygulama siiresine bagli olarak survivin gen ifadesini azalttigin1 gosterdi. Ayrica
calisma baicaleinin Saos-2 hiicre hattinda hiicre boliinmesini durdurdugunu ve
apoptozu indiikledigini ortaya koydu ancak baicalein Saos-2 hiicre hattinda 12-
LOX gen ifadesinde belirgin bir etki gdstermemistir.

Anahtar sozciikler: Saos-2, apoptoz, baicalein, kanser, Bcl-2, Bcl-XL, Bax,
12-LOX, 15-LOX, survivin






ABSTRACT

EFFECT OF BAICALEIN ON 12-LOX AND 15-LOX mRNA
EXPRESSION AND APOPTOSIS IN HUMAN OSTEOSARCOMA
CELL LINE (Saos-2)

Yagmur BABAT
M.Sc. Thesis, Department of Biology Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Celal ULGER
2014, 65 pages

Baicalein is a bioactive compound isolated from Scutellaria baicalensis. Baicalein
has been used for the treatment of inflammation, cardiovascular disease, and
bacterial and viral infections. This study, investigated the effect of baicalein on
apoptosis using Saos-2 cell line which were cultured from children and young age
common cancer osteosarcoma tissues. Samples were treated with different
concentrations and time periods by baicalein and results were compared with
control groups. MTT method was used for the determination of proliferation. For
this purpose, baicalein was applied to Saos-2 cells in different concentrations and
data was collected for 24™, 48" and 72" hours. When we compared treated cells
with the control cells, 2 and 4 uM concentrations of baicalein reduced the number
of viable cells by over 50% with respect of time. HO / Pl method was used for the
determination of apoptotic and necrotic cells. Results from experiments showed
that 4 uM concentration at 24 and 48 hours of applications increased apoptotic
cells at a statistically significant rate. To understand the effects of baicalein on
apoptosis, intracellular expressions of Bcl-XL and Bax proteins that are important
in apoptosis pathway were identified using Western blot method. The effects of
baicalein on 12-LOX and 15-LOX gene expressions were determined by RT-PCR
method. Furthermore in this study, survivin gene expression was also studied.
Results indicated that baicalein decreased the expression of survivin gene on Saos-
2 cells, depending on the execution time. In addition, the study revealed that
baicalein inhibited cell proliferation and induced apoptosis in Saos-2 cell line, but
it had no significant effect on 12-LOX gene expression in Saos-2 cell line.

Key words: Saos-2, apoptosis, baicalein, cancer, Bcl-2, Bcl-XL, Bax, 12-LOX,
15-LOX, survivin
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1. GIRIS

Kanser viicudun belli bir bolgesindeki hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasindan
kaynaklanan hastaliklarin genel adidir. Kelime anlami asir1 hiicre ¢cogalmalar ve
doku biyiimeleri seklinde kendini belli eden ¢esitli bozukluklar1 tanimlar.
Ozellikle kalp rahatsizliklari arkasindan ikinci sirada oliime neden olmasi
nedeniyle patolojik bozukluklarin en 6nemlilerindendir (American Cancer Society,
2011). Kanser kompleks bir hastaliktir ve hem c¢evresel hem de kalitsal
faktorlerden kaynaklanir (Lichtenstein vd., 2000). Diger bir ifade ile kanser
beslenme, genetik, yasam tarzi ve meslek gibi bir¢ok faktoriin etkisiyle farkli yas
ve cinsiyetlerde degisen sikliklarda ortaya ¢ikabilir.

Osteosarkoma, mezengimal kemik olusturan hiicrelerde ortaya ¢ikar ve kas-iskelet
sisteminin en yaygin malign tiimérlerinden biridir. Oteosarkoma igin kemoterapi,
Ozellikle metastazlarin varligi ya da kombine kemoterapiye zayif tepki vermesi
nedeniyle, tatmin edici olmaktan uzaktir (Anderson vd., 2010). Bu nedenle, son
birka¢ yilda ana tedavi oncesi (neoadjuvan) uygulamalarin yaygm kullanimina
ragmen, hayatta kalma orani 1980'lerin ortalarindan bu yana yaklasik %70’te
sabitlenmistir (Osborne ve Khanna, 2012).

Son yillarda ¢aligmalarin birgogu kanser gelisiminde dnemli yolaklar {izerindeki
molekiiler hedeflerin belirlenerek bunlar iizerinde etkili olan ¢esitli yontemler
gelistirmeye yogunlagsmistir. Bu amagla ¢esitli kimyasal bilesiklerin sentezi kadar
dogal olarak elde edilen baz1 kimyasallarin kullanimi da literatiirde yer bulmustur.
Bu dogal olarak elde edilen kimyasallarin 6nemli boliimiinde kaynak bitkisel
ekstraktlar ve bunlarin igindeki etken maddelerdir (Winslow ve Kroll, 1998).
Ornegin Ravent (Polygonum cuspidatum), binlerce yildir kullanilan, iyi bilinen
bitkilerden biridir. Cin’de geleneksel olarak cilt yaniklari, safra kesesi tasi, hepatit
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (Srinivas vd., 2003). Emodin ravent
bitkisinde bulunan bir bilesiktir. Bir¢cok proliferatif hastaligin tedavisinde etkili
oldugu gibi, aym1 zamanda anti-mikrobiyal, anti-viral, anti-iilserojenik, anti-
enflamatuvar ve immiin baskilayici 6zelliklere de sahiptir (Srinivas vd., 2003; Yan
vd., 2008; Ko vd., 2010). Bir diger 6rnek ise Silybum marianum bitkisinden izole
edilmis bir flavonolignan bilesik olan silimarindir. Silimarin karaciger hastaliklari
icin dogal bir gare olarak yiizyillardir kullanilmaktadir ve kanser 6nleyici ve tedavi
edici etkileri oldugu bildirilmistir (Chen vd., 2009).



Astragalus gummifera kanserli hiicre biiyiimesini inhibe eder. Bleekeria vitensis
Avrupa’da yaygin olarak ilerlemis meme kanseri tedavisinde, Aronia melanocarpa
kolorektal kanserde, kolon kanserinde, kalp-damar hastaliklarinin tedavisinde,
Brassica oleracea astim, sabah bulantisi, akciger, mide, kolorektal, gogiis ve diger
kanserlerin tedavisinde, Camellia sinensis prostat, kolon ve mide kanserlerini
onlemede, Ginko biloba uyum bozuklugu, depresyon, vertigo ve kanser
tedavisinde kullanilir. Daphne genkwa anti-tiimér, anti-alerjik ve anti-inflamatuar
aktiviteye sahiptir. Rhus succedanea yapraklarinin etanolik ozitii anti-kanser ve
anti-viral aktiviteler gosterir. Oryza sativa, diabet ve hipertansiyonda, kalp
hastaliklarinda ve bagirsak kanseri tedavisinde kullanilir (Thakore vd., 2011).

Bu kimyasallar kanser hiicrelerinin belirgin 6zelliklerini hedeflemektedir. Bunlar
arasinda metastazin durdurulmasi, anjiyogenez inhibisyonu veya apoptozun
tetiklenmesi bulunabilir (Davies vd., 2011). Apoptoz ¢ok hiicreli bir organizmanin
embriyonik donemdeki gelisiminden baslayarak erigkin bir organizma olarak var
olmasina ve yaslanmasina kadar bircok gelisim asamasinda organizmada
homeostazinin siirmesini saglayan énemli bir fizyolojik mekanizmadir (Elmore,
2007). Kanser hiicrelerinde apoptoz inhibisyonu yaygin olarak goriiliir. Bu nedenle
de anti-kanser ilaglarin hedefleri arasinda énemli bir yer tutar (Lin vd., 2010). Bu
kimyasallarin elde edildigi tibbi bitkilerden birisi olan Scutellaria baicalensis total
kolesterol seviyesini diigiirmekte, kan basincini azaltmakta, anti-inflamasyon, anti-
kanser, anti-viral ve anti-bakteriyel enfeksiyonlar1 i¢in geleneksel Cin tibbinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Cheng vd., 2012). Baicalein Scutellaria
baicalensis’ten elde edilen bir kimyasaldir (Cheng vd., 2012). Son yillarda
baicaleinin ¢esitli kanser tiirlerinde apoptozu indiikledigi ve bir dizi mekanizma ile
hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi de ortaya konulmustur (Li-Weber, 2009).

Baicalein bir 12-lipoksijenaz (12-LOX) inhibitorii olarak bilinir. 12-LOX’un baz1
insan kanserlerinin ilerlemesinde rol aldiginin ortaya konulmasiyla 12-LOX
inhibitérii olarak bilinen baicalein kanseri 6nlemede 6nemli bir segenek olmustur.
Leung ve arkadaglar1 (2007) baicaleinin hiicre boliinmesini S-fazinda durdurma
yoluyla proliferasyonu onledigini ve ayrica apoptoz ile ilgili proteinlerin
diizenlenmesiyle apoptoz indiikksiyonuna neden oldugunu ifade etmistir. Birgok
veri LOX-izoformlarinin bazilarinin yiiksek ifadesinin insanda ve deneysel
ortamda tiimor gelisiminde pro-kanserojenik bir roli oldugunu ortaya koymustur.
Yiiksek LOX ifadesi prostat, akciger ve diger bazi hiicre hatlarinda bulunmustur
(Avis vd., 1996; Anderson vd., 1998; Ghosh ve Myers 1997; Wu vd., 2003; Hoque



vd., 2005; Payne vd., 2007). Bu c¢aligsmada insan osteosarkoma hiicre hatti1 Saos-
2’de baicaleinin apoptoz, 12-LOX ve 15-LOX mRNA ifadeleri iizerine etkisinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Saos-2 hiicre hattinda 12-LOX ve 15-LOX mRNA

ifadesinin arastirildig1 herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Kanser

Viicudun tiim organlarini olusturan hiicreler sadece gerekli oldugu zaman boliiniir
ve daha fazla hiicre olustururlar. Eger bu hiicreler normal olmayan bir sekilde
boliiniirse bir doku kitlesi meydana getirirler. Bu normal dis1 kitleye tiimor adi
verilir (Cooper, 1992). Timoérler benign (iyi huylu) veya malign (kotii huylu)
olabilir (Wilson wvd., 2006). Benign tiimdrlerdeki hiicreler viicudun diger
bolgelerine yayilmazlar. Bu tiimérler nadiren hayati tehdit edicidir. Buna ragmen,
iyi huylu timorlerin birgok tiirii malign olma potansiyeline sahiptir (Clark, 1991).
Malign timorlerdeki kanser hiicreleri, yakindaki doku ve organlara ya da kan
dolasimina ve lenf sistemine girerse viicudun diger bolgelerine yayilabilirler.
Kanser hiicrelerinin bu yayilmasi metastaz olarak adlandirilir (Klein, 2008).

Genel olarak kanserler tiimor hiicrelerinin tipine gore siniflandirilirlar. Bunlar;

1. Karsinomlar: Viicudun epitel dokularindan ve bezlerden kaynaklanir. Yaklasik
tiim kanser tiplerinin %80’1 bu gruptadir.

2. Sarkomlar: Kemik, kas, kikirdak, fibr6z doku ve yag dokusundan kaynaklanan

tumorlerdir.

3. Lenfomalar ve lésemiler: Losemiler kandan ve kan yapan dokulardan olusan
kanserlerdir. Lenfomalar lenfatik kanallar ve lenf nodiillerinden gelisen
kanserlerdir.

4. Blastomlar: Olgun olmayan Onciil hiicrelerden veya embriyonik dokulardan
tiiremis kanserlerdir. Bu kanserler yetigkinlere oranla ¢ocuklarda daha sik goriiliir.

5. Germ hiicreli tiimorler: Testis ve yumurtalik hiicrelerinden koken alirlar.
Teratomlar ve seminomlar bu tiimoér tipleri arasinda yer alir
(National Cancer Institute).

Kanser hiicrelerini Kkarakterize eden 6zellikler; biiylime sinyallerinde kendi
kendine yetebilme, biiyiimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlik, apoptozdan
kagabilme, sinirsiz bolinme veya ¢ogalma potansiyeline sahip olma, anjiyogenezi
destekleyebilme, doku invazyonu ve metastaz yapabilme olarak tanimlanmistir
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(Oléh, 2005). Bu dzelliklerin ortaya ¢ikmasinda yaygin olarak proto-onkogenler ve
timor baskilayict genlerdeki mutasyonlar rol oynar. Onkogenlerin yiiksek ifadesi
ve timor baskilayici genlerin diisiik ifadesi tiimor gelisimi i¢in 6nemli etkenlerdir
(Guo vd., 2014).

Proto-onkogenler bir hiicrede normal hiicresel islevleri kontrol eder. Bu genlerde
mutasyon meydana geldiginde genler islev kazanir ve onkogene doniisiir. Bunun

sonucunda hiicreler kontrolsiiz ¢ogalir ve kanser olusur (Pitot, 1993; Olah, 2005).

Onkogenler, hiicrede normalde bulunan proto-onkogenlerin ya mutasyona
ugramasi ya da ifadesinin artmasi ile ortaya c¢ikar ve kansere neden olma
potansiyeline sahiptir. Bu genler tiimér hiicrelerinde sik sik mutasyona ugramis
veya yiiksek seviyede ifade olan genlerdir (Pitot, 1993; Olah, 2005; Croce, 2008).
Birgok kanser ilaci onkogenler tarafindan kodlanan proteinleri hedef alir (Bishop
ve Harold 1989; Yokota, 2000; Croce, 2008). Onkogenler c¢ogunlukla
transkripsiyon faktorleri, biiylime faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri, G
proteinleri, serin/treonin kinazlar, reseptér olmayan tirozin kinazlar ve bazi
sitoplazmik proteinleri kodlayan genlerdir (Martinez vd., 2003; Cario ve Croce,
2008). Kromozomal yeniden diizenlemeler, mutasyonlar ve gen amplifikasyonu ile
onkogenlerin aktivasyonu, hiicrelere biiyiime veya uzun siire hayatta kalma
avantaji kazandirir (Bishop, 1991). Bu mekanizmalar onkogen yapisinda bir
degisiklige ya da genin artan veya diizensiz ifadesine neden olur (Folkman, 2006).

Tiumor baskilayici genler ise hiicre ¢ogalmasini kontrol altinda tutan genlerdir. Bu
genlerde bir mutasyon oldugunda genin islevinde azalma ya da kayip meydana
gelir (Kleinsmith 2006; Martinez vd., 2003; Weinberg, 2014). Ornegin kesfedilen
ilk timor baskilayict protein hiicre dongiisiinii diizenleyen retinoblastoma
proteindir (pRb) ve genin her iki kopyasinin inaktivasyonu diger neoplazmalar ile
ayni sekilde gbzde tiimor olusumuna neden olur (Goodrich vd., 1991; Knillova
vd., 2003). Diger 6nemli timoér baskilayici, TP53 geni tarafindan kodlanan p53
timor baskilayict proteinidir. p53 proteini DNA hasart durumunda hiicreyi DNA
tamiri i¢in hiicre bolinmesinin G1 evresine girmeden bekletir, gendeki hasar tamir
edilemezse apoptozu indiikler (Martinez vd., 2003; Knillova ve Kolar, 2003).



2.2. Osteosarkoma

Osteosarkoma nadir goriilen, agirhikli olarak ergen yas grubunun uzun
kemiklerindeki metafizden geligsen primer malign kemik tiimoriidiir (Bielack vd.,
2002). Osteosarkoma mezensimal hiicrelerden kaynaklanir ve patalojik olarak
anormal kemiksi olusum ve ig hiicreleriyle karakterize edilir (Mirabello vd.,
2009). Osteosarkomlarin ¢ogu, etkili bir tedavi uygulanmazsa hastayr oliime
gotlirecek kadar cabuk biiyiir ve hizli yayilir (Bielack vd., 2004).

Belirtiler ve siddetleri hastadan hastaya degisebilir. Hastalarda yaygin olan
belirtiler kemik agrisi, timoriin bulundugu bolgede sisme ve eklemlerin
indirgenmis hareketidir. Eklemler sert veya diizgiin hareket edemiyor olabilir veya
topallama gelisebilir. Daha az yaygin ve nadir belirtiler, yorgunluk, karincalanma,
kilo kaybu, yiiksek sicaklik veya ates, gece terlemeleri ve nefes darligini igerebilir.
Baz1 hastalarda ise kemigin kirilmasiyla hastalik kendini belli eder. Baz1 hastalar
kanser uzun bir siiredir devam ediyor olsa da belirti hissetmezler (Bone Cancer
Research Trust).

Osteosarkomlar en ¢ok ¢ocukluk ve genclik ¢aglarinda goriilen kotii huylu kemik
tiimdrleridir. Erkeklerde goriilme siklig1 daha yiiksektir. Cocukluk c¢agi kanserleri
arasinda, osteosarkoma rastlanma sikligi bakimindan sekizinci sirada yer alir.
Goriilme sikligina gére siralamast: 16semi (%30), beyin ve diger sinir sistemi
kanserleri (%22.3), noroblastom (%7.3), Wilms timorii (%5.6), Non-Hodgkin
lenfoma (%4.5), rabdomiyosarkoma (%3.1), Retinoblastom (%2.8), osteosarkom
(%2.4) ve Ewing sarkomu (%1.4) (Ottaviani ve Jaffe, 2009).

Osteosarkoma siklikla diz eklemine bitisik distal femur (%43) veya proksimal
tibia (%23) kaynaklidir. Hastaligin sonraki en sik vakalarmin yaklasik %10’unu
proksimal humerus temsil eder (Bielack vd., 2002). Bu kemiklerde ergenlik
doneminde artan biiylime hizini kolaylastirmak i¢in hiicre boliinmesi hizlidir (Gill
vd., 2013).

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation-WHO) osteosarkomlar1 dokusal
Ozelliklerine goére cesitli tiplere ayirmaktadir: konvansiyonel osteosarkom,
teleangiektatik osteosarkom, kiigiik hiicreli osteosarkom, diisiik malign merkezi
osteosarkom, ikincil osteosarkom, paraossal osteosarkom, periostal osteosarkom,
yiiksek malign yiizey osteosarkom. En sik olan1 konvansiyonel osteosarkomlardir.



Tim osteosarkomlarin %80 ile 90'm1 olusturan konvansiyonel osteosarkomlar
WHO siiflandirmasina goére daha alt gruplara da ayrilir. Diger tiim
osteosarkomlar nadiren goriiliir (her biri %5'ten daha az). Bir osteosarkomun kotii

huylu olmasinin derecesi tedavi planlamasinda dikkate alinir.

Radyoterapi, kemik hiicrelerinde DNA hasari meydana getirerek osteosarkom
gelisimine neden olabilir. Paget hastalig1 gibi kemigin yapisinda zaten bozukluk
varsa, kemik kanserine yakalanma olasilig1 daha yiiksektir. Hasarli genler kisinin
ailesinden gelebilir, bu da kansere yatkinliga neden olur. Yas, boy ve cinsiyet
osteosarkoma igin risk faktorleridir. Osteosarkoma 10 - 24 yas araligindaki
kisilerde daha sik goriiliir. Arastirmalar osteosarkoma goriilen hastalarin
boylarmin diger insanlara gore daha uzun oldugunu gostermistir. Erkeklerde
kadinlara gore daha yiiksek bir risk vardir (Bone Cancer Research Trust).

2.3. Apoptoz

Apoptozis veya apoptoz eski bir yunan terimidir ve kelime anlami olarak
yapraklarin agactan, petallerin g¢igekten dogal olarak diismesi anlamina
gelmektedir (apo: -den/-dan, ptosis: diismek) (Touchette ve Fogle, 1991).
Apoptoz, hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim olarak Vogt
(1842) tarafindan tamimlanmigtir. Bu terim ilk kez 1972°de nekrozdan farkh
gerceklesen fizyolojik bir 6liim tipini tanimlamak i¢in kullanilmigtir (Kerr vd.,
1972).

Programlanmuisg hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre 6liimii, hiicre intihar1 ve hiicre kaybi
apoptoz ile es anlamli olarak kullanilabilen ve literatiirde yer alan diger ifadelerdir
(Schwartzman ve Cidloski, 1993; Bellamy vd., 1995; Majno ve Torisl, 1995).

Okaryotik hiicrelerin yasam siiresi hiicre tipine gére degismektedir. Bazi hiicreler
yillarca yasarken bir kism1 sadece birkag saat yasarlar. Hiicre yaglanmasi, HIV gibi
viriisler, kanser ilaglari, radyasyon, yiiksek doz glukokortikoid, FAS ve TNFR-1
reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler, oksidatif stress, biyiime
faktorii eksikligi apoptoza yol agan nedenlerdendir (King ve Cidlowski, 1998;
Israels ve Israels, 1999; Biiyiikgebiz ve Caferler, 2001). Deri, gastrointestinal
sistem, bagisiklik sistemi gibi pek ¢ok dokuda devamlilik apoptoz ve hiicre
yenilenmesine baghdir (Kumar vd., 2005). Bagirsak epitel hiicrelerinin devamli
yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiziindeki hiicrelerin



uzaklagtiritlmasi apoptoz yoluyla gerceklesir (Cohen, 1993). Kemik iliginden
siirekli olarak hiicre iiretimi devam ederken, giinde yaklasik 5x10*" ¢ekirdekli kan
hiicresi apoptoz yolu ile yok edilmektedir (Aksit ve Bildik, 2008). Memeli
embriyonik gelisimi sirasinda iretilen hiicrelerin ¢ogu perinatal siirenin sona
ermesinden Once fizyolojik bir hiicre oliimi gegirir (Vaux ve Stanley, 1999).
Apoptoz, organizmada hasar gérmiis veya organizma ig¢in tehlikeli olabilecek
hiicrelerin yok edilmesinde de gérev alir. Ornegin viriisle enfekte hiicreler bu yolla
ortadan kaldirilir. Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser
gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin apoptoz ile ortadan
kaldirilmas1 biiyiik 6nem tagimaktadir (Nagata, 1997). Bu 6liim sekli fizyolojik
sartlarda meydana geldigi i¢in fizyolojik hiicre 6limii olarak da adlandirilir.
Apoptoz enerjiye bagimli olarak gerceklesir ve morfolojik degisikliklerle kendini
gosterir. Eger hiicrede bir ATP yetmezligi varsa 6lim sekli nekroza kaymaktadir
(Lu vd., 2000).

2.3.1. Apoptotik Hiicre Morfolojisi

Apoptotik hiicre 6liimil, herhangi bir hasar sonucu goriilen nekrotik 6liim denilen
hiicre o6liimiinden farkli bir siire¢ izlemektedir. Aragtirmacilar 151k ve elektron
mikroskoplartyla apoptoz sirasinda ortaya g¢ikan ¢esitli mikroskobik degisiklikleri
belirlemislerdir (Hacker, 2000). Erken apoptoz sirasinda hiicre biiziilmesi ve
piknosis veya karyopiknozis isik mikroskobisi ile gorilebilir (Kerr vd., 1972).
Hiicre kiigiilmesi sayesinde hiicreler boyut olarak daha kigliktiir, sitoplazma
yogundur ve organeller daha siki bir sekilde paketlenir. Piknosis kromatin
yogunlagsmasinin sonucudur ve bu apoptozun en Kkarakteristik ozelligidir.
Hematoksilen ve eozin boyama ile yapilan histolojik incelemelerde, apoptoz tek
hiicreleri veya kiiciik hiicre kiimelerini igerir. Apoptotik hiicre koyu eozinofilik
sitoplazmali ve yogun mor niiklear kromatin pargalari ile yuvarlak veya oval bir
kitle olarak goriiniir (Elmore, 2007). Apoptoza ugrayan hiicreler apoptotik
cisimcik denilen daha kiiciik pargalara boliiniir. Bu pargaciklarin en biiyiik
ozelligi, fragmante olmus cekirdeklerin ve pargalanan hiicreye ait tiim yapilarin
plazma membrani ile kaplanarak bagisiklik sistemini uyarmamasidir. Apoptotik
hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan tanmir ve fagosite edilir (Savill
ve Fadok, 2000). Apoptotik hiicrelerin taninmasi plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan
fosfatidilserin membranin dis tarafina go¢ eder. Fagositik hiicrelerin reseptorleri
fosfatidilserin ile baglanir ve fagositozu uyarir (Oktem vd., 2001).



DNA’nin endoniikleaz ile 6zgiil sekilde interniikleozomal bslgelerden 180-200 bg
biiytikligiinde pargalara ayrilmasi DNA fragmentasyonu olarak adlandirilir ve bu
apoptozun en 6nemli isaretidir (Zhang ve Xu, 2002).

Immun elektroforez yapildiginda ‘ladder patern’ olarak isimlendirilen merdiven
seklinde bir gériiniim olusur (Walker vd., 1999). Normalde bir hiicrede birbirini
takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptozda yaklasik 300.000 kirllma meydana
gelir ve hiicre onarimi yapilamaz (Aksit ve Bildik, 2008).

2.3.2. Apoptozun Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

e Morfolojik goriintiileme yontemleri

v" Floresan Mikroskobu ya da Lazerli Konfokal Mikroskop: Propidium
lodide (PI), Hoechst Boyasi

v Faz Kontrast Mikroskobu

v Elektron Mikroskobu (Yasuhara vd., 2003; Baski¢ vd., 2006).
e Immunohistokimyasal yontemler

v' Anneksin V Yo6ntemi

v" TUNEL Yontemi

v' M30 Yoéntemi

v' Kaspaz-3 Yontemi (Engeland vd., 1998; Willingham, 1999).
¢ Biyokimyasal yontemler

v Agaroz Jel Elektroforezi

v' Western Blotting

v' Akim Sitometri (Yasuhara vd., 2003).

e Immunolojik ydntemler
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v' ELISA
v Fluorimetrik Yontem (Salgame vd., 1997)
e Molekiiler Biyoloji Yontemleri
v" DNA Microarrays
v" Comet Yontemi (Olive vd., 1993; Godard vd., 1999; Collins, 2002).
2.3.3. Apoptoz ve Nekroz

Hem nekroz hem de apoptoz hiicre 6liim seklidir. Ikisi de 6liim sekli olsa da
histolojik ve fizyolojik sebepleri farklidir (Wyllie vd., 1980; Walker vd., 1988).
Nekrozun karakteristik 6zelligi oliimiin hiicre gurubunda ortaya ¢ikmasidir ve
nekrozun en yaygin nedeni oksijen yetersizligi anlamina gelen hipoksiadir.
Bununla birlikte arsenik, siyanit, insektisitler gibi toksik maddeler ve agir metaller
de nekroza neden olabilir. Nekroz genellikle biiyiik hiicre alanlarini etkileyen
kontrolsiiz ve pasif bir siirectir, oysa apoptoz kontrollii ve enerji bagimlidir ve tek
tek hiicreleri veya hiicre kiimelerini etkileyebilir (EImore, 2007).

Apoptoz morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozda hiicre igine asir1 sivi girmesi
sonucu hiicre siserken, apoptotik hiicre tam tersine kiigiilir (Choi vd., 2001).
Nekrozda kromatin paterni hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye benzerdir,
ama apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin g¢evresinde toplanir ve
kondanse olur (Gerner vd., 2002). Nekrotik hiicrenin plazma membrani
biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre i¢inden disma hiicre i¢ci materyallerinin ¢ikisi
gerceklesir. Oysa apoptotik hiicre membrani biitiinliigiinii korur ve lizerinde kii¢iik
cepgikler olusur (Spencer vd., 1996). Nekrotik hiicre sonra lizise ugrar, ama
apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere pargalanir (Cummings vd., 1997). Nekrozda
plazma membraninin biitiinliigiiniin bozularak hasarlanmas1 nedeniyle hiicre
igeriginin dis ortama ¢ikis1 sonucu inflamasyon uyarilir. Oysa apoptozda apoptotik
hiicre veya cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon gergeklesmez (Savill
ve Fadok, 2000; Kurosaka vd., 2003).
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Sekil 2.1. Apoptoz ve nekrozun sematik olarak gosterimi (Kumar, 2009)

2.3.4. Apoptotik Siirec:

Farkli apoptotik uyaranlara bagl olarak iki farkli apoptoz yolagi bulunmaktadir:
oliim reseptorleri araciligiyla harici yolak ve mitokondri araciligiyla dahili yolak
(Yan vd., 2008). Harici yolak kaspaz-8, dahili yolak da sitokrom-c ve kaspaz-9
icerir ve iki yolak kaspaz-3 aktivasyonu tizerinde birlesir (Srinivas vd., 2003; Yan
vd., 2008; Yu vd., 2008).
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2.3.4.1. Harici yolak:

Apoptozu baglatan dig sinyal yollar1 transmembran reseptorii aracili etkilesimleri
icerir. Bunlar, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor gen ailesine iiye olan 6lim
reseptorleri igerir (Locksley vd., 2001). TNF reseptor ailesi iiyeleri oliim bolgesi
olarak adlandirilan yaklasik 80 amino asitten olusan bir sitoplazmik kisim igerir
(Ashkenazi ve Dixit, 1998). Bu &liim bolgesi apoptozun baslamasi igin gerekli
olan sitoplazmik sinyal proteinlerinin baglandigi yerlerdir ve 6lim sinyalinin
hiicre yiizeyinden hiicre i¢i sinyal yollarina iletilmesinde rol oynar. Bugiine kadar
Iyi karakterize edilmis ligandlar ve onlara karsilik gelen 6liim reseptorleri:
FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5’dir
(Chicheportiche vd., 1997; Ashkenazi ve Dixit, 1998; Peter ve Kramer, 1998;
Suliman vd., 2001; Rubio-Moscardo vd., 2005). Apoptozun harici yolagini
tanimlayan olaylar sirasi en iyi FasL/FasR ve TNF-o/TNFR1 modelleri ile
karakterize edilir. Duyarl ligandlarin baglanmasiyla ti¢ TNFR ya da Fas molekiili
kompleks olusturmak iizere bir araya gelir ve TNFR ve Fas trimerlerinin
sitoplazmik bdliimleri sirasiyla TRADD ve FADD/Mort-1denilen adaptor
proteinlere baglanirlar (Hsu vd., 1995; Wajant, 2002). Bu noktada prokaspaz-8’in
otokatalitik aktivasyonu ile sonuglanan bir 6lim uyarici sinyal kompleksi (DISC)
olusur (Kischkel vd., 1995). Kaspaz-8 aktive edildiginde apoptozun ilerleme
asamast tetiklenir (Kataoka vd.,1998; Scaffidi vd., 1999).

2.3.4.2. Dahili yolak:

Hiicrede apoptozun tetiklenmesini saglayan uyaranlar i¢ mitokondriyal
membranda porlarin  agilmasiyla sonuglanan degisikliklere neden olur.
Mitokondriyal transmembran kaybi 2 grup pro-apoptotik proteinin serbest
kalmasini saglar ve proteinler sitozole gecer (Saclens vd., 2004). Birinci grubu
sitokrom-c, Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi olusturur (Du vd., 2000;
Garrido vd., 2006). Bu proteinler kaspaz-bagimli mitokondriyal yolu aktif hale
getirir. Salinan sitokrom-c, Apaf-1 ve prokaspaz-9’la birleserek apoptozom
kompleksini olusturur. Apoptozomda aktive edilen kaspaz-9 inaktif olan
prokaspaz-3’ii keserek aktif kaspaz-3’e donisturar (Hill vd., 2004).
Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi IAP (apoptoz inhibitor proteinleri) aktivitesini
inhibe ederek apoptozu tesvik eder (Loo vd., 2002; Schimmer, 2004). Pro-
apoptotik proteinlerin ikinci grubu, AIF, endoniikleaz G ve CAD apoptoz sirasinda
mitokondriden salinir, ancak bu ge¢ dénemde gelisen bir olaydir. AIF ¢ekirdege
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yerlesir ve DNA parcalanmasina neden olur (Joza vd., 2001). Bu apoptotik
mitokondriyal olaylarin kontrolii ve diizenlenmesi Bcl-2 protein ailesinin iiyeleri
araciligiyla gerceklesir (Cory ve Adams, 2002). Bcl-2 protein ailesi mitokondriyal
membran gegirgenligini yonetir ve pro-apoptotik veya anti-apoptotik olabilir.
Bugiine kadar Bcl-2 ailesinde toplam 25 gen tespit edilmistir. Bazi1 anti-apoptotik
proteinler; Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG ve bazi pro-apoptotik
proteinler; Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, ve Blk’dir. Bcl-2 ve Bcl-XL
mitokondriden sitokrom-c salinimini inhibe eder. Yapilan ¢alismalar Bcl-2 ve Bcl-
XL’nin, kaspaz proteazlarinin aktivasyonunu kontrol ederek apoptotik Oliimii
inhibe ettigini géstermektedir (Newmeyer vd., 2000).

2.3.5. Kaspazlar

Kaspazlar sistein-proteaz grubu enzimlerdir ve apoptozda 6nemli rol oynarlar.
Acilimy; Sistein Aspartat Spesifik Proteaz (Cysteine Aspartate Specific ProteASE-
CASPASE) seklindedir. Kaspazlarin aktif merkezlerinde sistein aminoasidi
bulundugundan ve hedeflerindeki proteinleri aspartik asit birimlerinden
kestiklerinden bu sekilde adlandirilmiglardir. Hiicre 6liimii sirasinda meydana
gelen pek ¢ok hiicresel ve sekilsel degisimler bu enzimlerin rol oynadigi birtakim
stiregler sonucunda olur (Nicholson, 1999). Kaspazlar hiicre icerisinde inaktif
zimojenler olarak sentezlenirler ve prokaspaz adini alirlar. Apoptoz sinyalinin
alinmasiyla birlikte inaktif halde bulunan prokaspaz enzimler aktif hale gelirler ve
aktiflesen bu kaspazlar diger inaktif kaspazlari aspartik birimlerinden keserek
aktiflestirirler. Farkli kaspazlar komsu amino asitlerin taninmasi ile ilgili farkh
ozelliklere sahiptirler. Kaspazlar aktive edildikten sonra hiicre 6lime dogru geri
doéniisii olmayan bir yola girer. Bugiine kadar on biiyiik kaspaz tespit edilmistir ve
bunlar genel olarak; baslatici (kaspaz-2, 8, 9, 10), sonlandirici/efektor (kaspaz-3,
6, 7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz-1, 4, 5) olarak 3 grupta toplanabilir.
Baglatic1 kaspazlar inaktif haldeki efektor kaspazlara baglanarak onlar1 aktif hale
getirir. Buna karsilik efektor kaspazlar da hiicre ic¢inde diger proteinlere
baglanarak apoptotik stireci tetikler (Cohen, 1997; Rai vd., 2005). Fas/APO-1 ve
TNFR1 yoluyla uyarilan kaspaz-8 aktif hale geldiginde kaspaz-8 aktif
fragmanlarinin salinimi gergeklesir. Pro-kaspaz-8 55 kDa, kaspaz-8’in p18 ve p10
alt birimleri sirastyla 18 kDa ve 10 kDa’dir. Aktif kaspaz-8 kesim yaparak kaspaz-
3, 6 ve 7 gibi efektor kaspazlar aktif hale getirir. Kaspaz-3 sonugta apoptozun
belirgin morfolojik o6zelliklerinden olan DNA fragmantasyonu ve hiicre
biiziilmesini ortaya ¢ikarir (Boldin vd., 1996; Muzio vd., 1996; Hui vd., 2004).
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2.4. Baicalein

Baicalein, Scutellaria baicalensis bitkisinden elde edilen ve bugiine kadar iltihap
tedavisinde, kalp-damar hastaliklarinda, bakteriyel ve wviral enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan bir kimyasaldir (Kimura vd., 1981; Lin ve Shieh, 1996; Li-
Weber, 2009). Scutellaria tiirleri, 6zellikle Asya kitasinda yogun bir bi¢cimde
olmak fiizere, ¢ok uzun zamandan beri halk ilact olarak kullanilan bitkilerdir.
Scutellaria baicalensis bitkisi total kolesterol seviyesini diisiirmekte, kan basincini
azaltmakta, anti-inflamasyon, anti-kanser, anti-viral ve anti-bakteriyel olarak
geleneksel Cin tibbinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kubo vd., 1985; Zhang
vd., 1994). Bu nedenle ¢esitli Scutellaria tiirleri tizerinde, hem kimyasal yapilarini
hem de farmakolojik etkilerini konu alan ¢ok sayida arastirma yapilmistir.

Son yillarda cesitli kanser tiirlerinde apoptozu indiikleme ve hiicre biiyiimesini
inhibe etme yetenegi ile baicalein onemli ilgi toplamistir. Baicaleinin bir dizi
mekanizma ile hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi bildirilmistir. Tipik bir hiicre
dongiisii G1, S, G2 ve M olmak lizere dort ardisik fazdan olusur. Hiicre siklusu
siklinler, siklin bagiml kinazlar ve siklin bagiml kinaz inhibitorleri tarafindan
kontrol edilir. Siklin bagimli kinazlarin aktivasyonu veya inaktivasyonu arasindaki
denge Gl’den S fazmna ve G2’den M fazina gecilip gecilmeyecegini belirler.
Baicaleinin timor tipine bagli olarak g¢esitli kontrol noktalarinda hiicre
dongiisiiniin durdurulmasini uyararak, timér hiicreleri {izerinde sitostatik etkiler
gosterdigi  bulunmustur (Li Weber, 2009). Ornegin baicalein uygulamasi
sonucunda meme ve akciger kanserlerinde total siklin D1 seviyelerinde diisiis
goriilmiistiir (Lee vd., 2005). Prostat kanseri hiicre hattinda baicalein ile muamele
sonucu azaltilmig siklin D1 ve D3 protein seviyeleri gozlemlenmistir. Bu etkinin,
GO0/G1 asamasinda biiyiime inhibisyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (Pidgeon
vd., 2002).
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Sekil 2.2. Baicaleinin (5,6,7-trihydroxyflavone) molekiiler yapist (Hsieh vd.,
2007)

Baicalein molekiiliiniin anti-kanser 6zelligi iizerine ¢esitli ¢alismalar mevcuttur.
Oral kanserlerde hiicre boliinmesinin siklin D1 degradasyonu ile G1 asamasinda
tutulmasinda etken oldugu gosterilmistir (Cheng vd., 2012). Baicalein ile ilgili
yapilan bir ¢alismada baicalein uygulamasinin insan hepatoma hiicre hatlarinda
bliyiime, migrasyon, invazyon ve adezyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
sonuglar baicaleinin anti-kanser 6zelligi oldugunu sergilemistir (Chiu vd., 2011).
Pankreatik kanser hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada baicaleinin pankreas kanseri
hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi gosterilmistir (Takahashi vd., 2011). Bir
baska caligmada akciger kanseri hiicre hatti H460 ile galisilmigtir. Bu galisma
sonucunda baicalein S-fazinda durdurma yoluyla proliferasyonu dnlemistir. Ayrica
apoptoz ile ilgili proteinlerin diizenlenmesinde rol oynadigindan apoptoza neden
olmustur (Leung vd., 2007). Bir ¢aligmada genistein ve onun yapisal analogu olan
baicaleinin  anti-ostrojeniteleri  gegici  transfeksiyon modeli  kullanilarak
incelenmistir. Hiicre Olim tayini ve akim sitometri analizleri sonucunda
baicaleinin genisteinden daha giiglii bir apoptoz indiikleyici ajan oldugu sonucuna
varilmigtir (Po vd., 2002). Baicaleinin akciger tiimoriine etkisinin incelendigi bir
caligmada baicalein pulmoner adenom olusumunu ve biiylimesini énemli 6l¢iide
inhibe etmistir ve giiglii anti-timorogenik etkisi goriilmiistiir (Naveenkumar vd.,
2012).

2.5. Lipoksijenazlar

Lipoksijenazlar, lipit peroksitleyici enzimlerin heterojen bir familyasidir ve 4 alt
gruba ayrilirlar; 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX ve 15-LOX (Ding vd., 2003; Nagashima
vd., 2011). Arakidonik asit LOX’un substratidir. Birka¢ sinyal molekiiliiniin
onciiliidiir ve bu molekiiliin metabolik yolundaki degisiklik insan tiimor
gelisiminde rol oynar. Ornegin 5-LOX, arakidonik asidi hidroksieikosatetraenoik
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asite veya leukotrienlere doniistiiriir. Bu molekiiller proliferasyonu arttirma ve
insan hiicrelerinde apoptozu baskilama 6zelligine sahiptir (Hoque vd., 2005).

Bir ¢ok veri LOX-izoformlarinin bazilarinin yiiksek ifadesinin insanda ve deneysel
ortamda tiimor gelisiminde pro-kanserojenik bir rolii oldugunu ortaya koymustur.
Yiiksek LOX ifadesi prostat, akciger ve diger bazi hiicre hatlarinda bulunmustur
(Avis vd., 1996; Anderson vd., 1998; Ghosh ve Myers 1997; Wu vd., 2003; Hoque
vd., 2005; Payne vd., 2007). Ayrica 15-LOX-1 ve onun ana {iriini 13-S-
hidroksioktadekadienoik asit (13-S-HODE) ifadesi insan kolorektal kanserinde ve
Ozafagus kanserinde disiiktiir. Bazi terapotik ilaglar bu diigiik 15-LOX-1 ifadesini
indiikleyerek apoptozu tetiklerler ve timor biiyliimesi engellenir (Wu vd., 2003).
Insan gastrik hiicre hatlarinda 12-LOX ifadesi ve hiicre proliferasyonuna etkisi
calisilmigtir. Bu galigmada 12-LOX inhibitorii baicalein kullanilmig ve hiicre
proliferasyonunun belirgin bir sekilde inhibe oldugu gézlemlenmistir (Wong vd.,
2001).

2.6. MTT-Proliferasyon Yontemi

MTT-proliferasyon yontemi hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilan bir
yontemdir. MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir] bir
tetrazolyum tuzudur. Bu tuz canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-
dehidrogenaz enzimine 6zgiildiir. Bu yontem, canli hiicrelerin mitokondrisinde yer
alan siiksinat-dehidrogenaz enziminin MTT boyasinin tetrazolyum halkasini
pargalayarak suda ¢6ziinmeyen formazan tuzlari olusturmasina dayanir (Dikmen
vd., 2008). Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli
hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul edilir.
Bu formazan kristalleri DMSO ile ¢ozdiiriilerek spektrofotometrede 6lgiim yapilir
ve Olgiillen deger o soliisyondaki canli hiicre saymi gosterir (Plumb, 2004).
Hiicrede proliferasyon azaldik¢a formazan kristalleri azalir ve bunun sonucunda
absorbans degeri de azalir. Bunun tam aksine, proliferasyon artiyorsa soliisyondaki
formazan kristallerine paralel olarak absorbans degeri de artar. Absorbans
okumalart 560 nm dalga boyu ve 620 nm'lik referans dalga boyunda
spektrofotometrede gergeklestirilir (Ogbomo vd., 2008). MTT ayiraci 1518a duyarl
oldugu i¢in, MTT deneyleri genellikle dogrudan 151k almayacak sekilde
gergeklestirilir.
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2.7. Western Blot

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile molekiil agirligina, biiyiikligiine ve
yiikiine veya izoelektrik noktasina gore ayrilmis kompleks bir karisim iginde
hedeflenen bir proteini 6zgiin bir sekilde saptamak i¢in kullanilan en genel yontem
Western blot yontemidir. Bu yontem membran tizerindeki 1-5 ng’a kadar az
miktardaki proteinleri saptamaya elveriglidir. Ardisik 2 asamadan olusur: dnce jel
tizerindeki proteinler, boyama yapilmaksizin sabit bir yiizeye (membrana)
aktarilir; sonra da hedeflenen protein 6zgiin bir belirtegle saptanir. Saptamada en
yaygin yol immiinolojik belirte¢ kullanimidir. Bu durumda protein kendine 6zgii
antikorla muamele edilir (Temizkan ve Arda, 2008). Primer antikor se¢imi
taninacak antijene baglidir. Bu islem i¢in monoklonal veya poliklonal antikorlar
kullanilabilir.  Poliklonal antikorlar1 iiretmek, monoklonal antikorlar ile
karsilagtirildiginda, kisa vadede oldukga basit ve ucuzdur. Bunun yaninda, biiyiik
hayvanlardan (6rnegin, at, ke¢i, tavsan vb.) antikorca zengin biiyiik hacimde
serum elde edilebilir. Ancak orijinal stok azaldiginda tekrarlanabilirlik agisindan
dezavantajlidir. Buna karsilik, monoklonal antikorlar tek bir hiicre hattindan elde
edilir ve hem giivenli hem de standart sistemlerin gelismesini saglar (Nelson vd.,
2000). Sekonder antikorun segimi primer antikorun gelistirildigi canliya baghdir,
primer antikor hangi canliya ait ise sekonder antikorda ayni canlidan segilir.
Antijen-antikor baglantisinin gerceklestigi bolgeler, antikordaki 6zel bir isaret
araciligiyla belirlenir. Biotin, floresan, rodamin, yaban turpu (horseradish)
peroksidaz, alkalen fosfataz isaretleyicileri kullanilabilir. Segilecek olan substrat
istenen sensitivite, tanima metodu, sinyalin sekli ve kullanilan enzim
isaretleyicisine gore degisiklik gosterir. Bu substratlar uygun enzim ile biraraya
geldiginde membran tzerinde ¢o6ziinmeyen renkli ¢okeltiler olusturur ve ek
goriintillemeye ihtiyag duymazlar (Tezel, 2013). Nitro-blue tetrazolium klorid
(NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3’indolilfosfat p-toluidin tuzu (BCIP) soliisyonu
alkalen fosfataz (AP) ile kullanilan substratlardir.

Western blotta siklikla nitroseliiloz membran veya polivinilidin difluorid (PVDF)
membran kullanilir (Petrasovits, 2014). Bu tip saptamalarin jelden ¢ok membran

tizerinde yapilmasinin 6nemli nedenleri vardir:

. Belirtecler (6rnegin, antikorlar) membran yiizeyindeki proteinlerle daha
kolay etkilesir. Boylece jelin iginde gomiilii durumda iken saptanamayan,
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ancak membrana aktarildiktan sonra yiizeyde toplanan ¢ok az miktardaki

proteinler bile kolaylikla belirlenebilir.
o Islemler daha az belirtecle ve daha kisa siirede gerceklestirilir.

. Membran jele gore daha dayanikli oldugundan uzun siire saklanabilme

avantajina sahiptir.

Membran iizerindeki proteinler baska yontemlerle de saptanabilir. Bunlara
(niikleik asitlere baglanan proteinler igin) isareti DNA/RNA problart ile
melezleme, radyoaktif isaretli proteini otoradyografi ile saptama, sadece hedef
proteinlerle (6rnegin glikoproteinlerle) etkilesen molekiillerden (6rnegin
lektinlerden) yararlanma 6rnek verilebilir (Temizkan ve Arda, 2008).

2.8. Real-Time PCR

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu olarak da adlandirilan gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu molekiiler biyolojide hedef DNA molekiiliinii
¢ogaltmak ve ayni zamanda 6lgmek i¢in kullanilan bir laboratuvar teknigidir.
gPCR, kantitatif PCR i¢in kullanilan kisaltmadir (VanGuilder vd., 2008). Real-
time PCR’da olusan iiriin miktar1 reaksiyon boyunca olusan iiriin miktariyla
orantili olarak artan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle
anlasilir ve amplifikasyonun dongii sayist belirli miktardaki DNA molekiillerinin
elde edilmesi agisindan da gereklidir (Giinel, 2007).

Kantitatif c¢aligmalar 3 ana metot ile yapilir; hidroliz problari, hibridizasyon
problari ve DNA-baglayic1 ajanlar. Cift iplikli DNA (dsDNA)’ya baglanan
“SYBR-Green [” floresan boya en basit metottur. Bu boya PCR sirasinda tiim ¢ift
sarmalli DNA’lara baglanir ve bu da boyanin floresan i1s1ma yapmasina neden
olur. PCR esnasinda DNA iiriiniiniin artis1 floresan yogunlugunda bir artiga yol
acar ve dolayisiyla DNA konsantrasyonlar 6lgiilebilir hale gelir. Boylece her bir
dongiide Olctim yapilir. Ancak, SYBR Green I gibi dsDNA boyalarinin spesifik
olmayan PCR firiinleri de dahil olmak tizere, tiim ¢ift iplikli DNA’lara baglanacak
olmas1 yontemin bir dezavantajidir (Zipper vd., 2004). Bu yontemden en dogru
sekilde sonu¢ alinabilmesi i¢in primerler dogru tasarlanmalidir. Primerler
cDNA’ya 6zgiill olmali, primer dimeri olugturmamali ve amplikon uzunlugu
miimkiin oldugunca kisa secilmelidir. SYBR-Green | metodu haricinde daha
giivenli olan ve floresan 1s1ma yapabilen problar da vardir. Floresan problar sadece
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prob dizisini igeren DNA’y1 tespit eder. Bu nedenle, prob kullanimi 6nemli 6l¢iide
Ozgiilligl arttirir ve 6zgiil olmayan DNA varliginda da 6l¢timii saglar. Real-Time
PCR’da ¢ogaltilan DNA’nin istenilen bolge olup olmadigimi anlayabilmek igin
erime egrisi (melting curve) analizi yapilir. Tm degeri bir DNA pargasinin
yarisinin denatiire oldugu sicaklik degeridir. Her DNA par¢asinin uzunluguna ve
niikleotit igerigine gore farkli bir Tm degeri vardir. Sicaklik kademeli olarak
yiikseltilir, floresan sinyali kademeli olarak diiser ve bu sekilde erime egrisi analizi
yapilir. Bu analiz ile PCR driinlerinin 6zgiilligii saptanir (Ririe vd., 1997). Real-
Time PCR’da 6l¢iim belirli bir esik seviyesine gore yapilir. Floresanin esigi astigi
dongii sayisi esik dongiisii (Ct) olarak adlandirilir. Yani tiriindeki ilk anlaml artig
bu noktada meydana gelir (Bustin vd., 2009). Gen ifadesini 6lgmek i¢in ilgilenilen
genin farkli 6rnekleri arasinda RNA miktar1 ve kalitesinde meydana gelebilecek
degisiklikleri normalize etmek i¢in bir referans gen kullanilir. Bu normalizasyon
islemi ACt metodu olarak adlandirilir ve farkli 6rnekler arasinda ilgilenilen genin
ifadesinin karsilastirilmasini saglar (Schefe vd., 2006).

Relatif kuantifikasyonda en yaygm yontem 24T

yontemidir. Bu yontem iki
varsayima dayanir. Birincisi reaksiyonun %100 verimlilikle ¢alismasi, ikincisi
ornekler arasinda ifadesi sabit olan bir genin olmasidir (Livak ve Schmittgen,

2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Hiicre Kiilturii

Insan osteosarkoma hiicre hatt1 Saos-2; Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 Sap
Enstitiisii’'nden temin edildi (HUKUK No. 02111901). Hiicreler %15 FBS ve %1
PenStrep eklenen McCoy's 5A (Modified) (serum igermeyen, L-Glutaminli)
besiyerinde 37 °C’de %5 CO, ve %96 nem igeren ortamda 25 cm?lik ve 75 cm?lik
kiiltiir kaplarinda ¢ogaltildi. Besiyeri 48 saat araliklarla degistirildi. Degistirme
islemi sirasinda hiicreler +4 °C’de saklanan 3 ml PBS ile yikandi1 ve ardindan 13
ml taze besiyeri eklendi. 25 cm?lik bir kiiltiir kabmimn tamami hiicrelerle doluyken
icerisinde yaklasik olarak 2-3 milyon hiicre bulunur. 75 cm?ik kiiltiir kabi tam
doluyken igerisinde yaklasik olarak 8-10 milyon hiicre bulunur. MTT
proliferasyon, apoptoz, Western blot ve Real-Time PCR deneylerinde hiicre

sayilar1 tam dolu flaskin igerisinde bulunan hiicre miktar1 baz alinarak hesaplandi.

Sekil 3.1. Saos-2 hiicre hattinin mikroskop gortintiileri (4X)

Tablo 3.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan PBS tamponu igerikleri

10X PBS stok (pH:7,4): NA,HPO,: 18 g
KH,PO,: 3 g
NaCl: 81,84 g
Distile su: 1 litre
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3.2. MTT Proliferasyon

MTT proliferasyon yonteminde 24, 48, 72 ve 96 olmak tlizere 4 saat dilimi igin 4
adet 48 kuyucuklu kiiltiir kaplart kullanildi. Deney ig¢in her bir kiiltiir kabinin 18
kuyucugu kullanildi. Bu 18 kuyucugun her birine 400 pl besiyerinde restispanse
edilmis 10.000 hiicre eklendi. Hiicreler 37 °C’de %5 CO; ve %96 nem igeren
ortamda 1 gece inkiibe edildi. Ikinci giin her bir kiiltiir kabinda 18 kuyucugun 3’ii
kontrol grubu olarak birakildi. 3 kuyuya 4 uM DMSO eklendi. En yiiksek
konsantrasyonda uygulanan baicalein miktar1 4 uM oldugundan bu konsantrasyon
secildi. Geri kalan 12 kuyuya her biri 3 tekrar olmak iizere 0,5 uM, 1 uM, 2 uM
ve 4 uM’lik konsantrasyonlarda baicalein uygulamasi yapildi ve 37 °C’de %5 CO,
ve %96 nem iceren ortamda inkiibe edildi. Ugiincii giin 24 saatlik kiiltiir kabmin
her kuyucuguna 40 pul MTT eklendi. Toz halde bulunan MTT 5 mg/ml olacak
sekilde PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Kontrol grubundan bir kuyu blank
olarak kullanilmak tizere MTT eklenmeden birakildi. MTT uygulamasinin
ardindan kiiltiir kab1 4 saat 37 °C’de %5 CO, ve %96 nem iceren ortamda inkiibe
edildi. 4 saatin sonunda 18 kuyucuktaki soliisyon vakum ile uzaklastirildi. Bos
kuyular {izerine 100 pul DMSO eklenerek formazan kristallerinin ¢6ziinmesi
saglandi ve ardindan spektrofotometrede dlglim yapildi. Absorbans okumalari 560
nm dalga boyu ve 620 nm’lik referans dalga boyunda gerceklestirildi. Aym
islemler 48, 72 ve 96 saatlik kiiltiir kaplar1 i¢in de uygulandi.

Sekil 3.2. Formazan kristallerinin DMSO ile ¢oziildiikten sonraki goriintiisii

Elde edilen verilerin analizi yapilirken tiim absorbans degerlerinden kore ait
absorbans degeri ¢ikarild1 ve formazan kristallerinden kaynaklanan esas absorbans
degeri hesaplandi. 48. saat, 72. saat ve 96. saat verileri ayr1 ayr1 24. saat verileriyle
karsilastirildi. Bu karsilastirma 24. ve 48. saatler icin su sekilde yapildi: her 6rnek
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icin 48. saatteki esas absorbans degerinden 24. saatteki esas absorbans degeri
¢ikarildi, bu fark 48. ve 24. saatlerdeki kontrol absorbanslarinin farkina boliindii
ve elde edilen sonug 100 ile ¢arpilarak her drnek i¢in yiizde proliferasyon degeri
hesaplandi. Deneyler {i¢ tekrarli olarak gerceklestiginden, her ornek icin elde
edilen ti¢ degerin ortalamasi alind1 ve ortalama degerler elde edildi. Ortalama
degerler GraphPad 5.0 programina girildi ve hiicrelerin proliferasyon
degisikliklerini gosteren grafikler ¢izildi. Aym1 hesaplamalar 72. saat ve 96. saat
verileriyle 24. saat verilerinin kiyaslanmasiyla ayr1 ayri yapildi ve grafikler elde
edildi.

3.3. Apoptozun Belirlenmesi

Apoptozu belirlemek i¢in HO/PI (Hoechst 33258/Propidium Iodide) yontemi
kullanildi. 24, 48, 72 ve 96 olmak flizere 4 saat dilimi i¢in 4 adet 48 kuyucuklu
kiiltiir kab1 kullanildi. Deney i¢in her bir kiiltiir kabinin 18 kuyucugu kullanild.
Bu 18 kuyucugun her birine 800 ul besiyerinde resiispanse edilmis 20.000 hiicre
eklendi. Hiicreler 37 °C’de %5 CO, ve %96 nem iceren ortamda 1 gece inkiibe
edildi. ikinci giin her bir kiiltiir kabinm 18 kuyucugunun 3’ii kontrol grubu olarak
birakildi. 3 kuyuya 4 uM DMSO eklendi. En yiiksek konsantrasyonda uygulanan
baicalein miktar1 4 uM oldugundan bu konsantrasyon segildi. Geri kalan 12
kuyuya her biri 3 tekrar olmak tizere 0,5 pM, 1 puM, 2 uM ve 4 uM’lik
konsantrasyonlarda baicalein uygulamasi yapildi ve 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan 24 saat sonra 24 saatlik kiiltiir kabi etiivden c¢ikarildi. Tiim
kuyulardaki besiyeri vakum ile uzaklastirildi. Her kuyuya 1 ml PBS eklendi ve
kiiltiir kab1 saga sola sallanarak hiicrelerin yikanmasi saglandi. PBS’in vakumla
uzaklagirilmasinin ardindan yikama islemi tekrarlandi. Tim kuyulara 100 pl
tripsin-EDTA (% 0,25 tripsin-0,53 mM EDTA) eklendi ve tiim yiizeyi kaplamasi
saglandi. 37 °C’de %5 CO, ve %96 nem igeren ortamda 5 dk inkiibasyonun
ardindan kuyulara 500 ul besiyeri eklendi ve pipetaj yapildi. Hiicreler Ependorf
tiiplere alind1 ve 5 dk 800 rpm’de santrifiijlendi. Fazla besiyeri atilarak hiicreler
100 ul taze besiyeri ile resiispanse edildi. Ugiincii giin Hoechst 33258 ve
Propidium Iodide boyalari 1:1 oraninda 1siksiz ortamda karigtirilarak hazirlandi.
Her bir Ependorf tiipiine HO/PI karigtmindan 10 ul eklendi ve 37 °C’de %5 CO,
ve %96 nem iceren ortamda 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi karanlik
odada her bir Ependorf tiipiinden lam iizerine 30 pl &rnek alindi. Ornekler floresan
mikroskopta UV 15181 ve DAPI filtresi ile incelendi ve fotograflandi. Cekilen
fotograflardan canli hiicreler, apoptotik hiicreler ve nekrotik hiicreler sayildi.
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Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin oranlariin belirlenmesinin ardindan Sonuglari

gosteren grafikler GraphPad 5.0 programi kullanilarak ¢izildi.

Sekil 3.3. Apoptoz yontemi sonrasinda ¢ekilen mikroskobik fotograf
3.4. Western Blot Yontemi

e Hiicre lizat1 elde edilmesi
75 cm?lik kiiltiir kabinda hiicre yogunlugu 1x10°ya ulastiginda 2 kiiltiir kabindaki
hiicreler toplandi. Toplama isleminde kiiltiir kabindaki besiyeri atildi, hiicreler 2
kez 3 ml PBS ile yikandi ve 2,25 ml tripsin-EDTA eklenerek 5 dk 37 °C’de %5
CO, ve %96 nem igeren ortamda inkiibe edildi. Ardindan tripsin-EDTA ile
kaldirilmis hiicrelere besiyeri ilave edildi ve hiicreler 800 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi besiyeri ve tripsin-EDTA igeren soliisyon dokiildii. Dibe
¢oken hiicreler 2 ml PBS ile resiispanse edilerek 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Fazla PBS uzaklastirilip dipteki hiicreler 20 ml besiyeri ile resiispanse edilerek
mililitresinde yaklasitk 1 milyon hiicre olan soliisyon elde edildi. Baicalein
uygulamasindan once bu ¢ozeltinin 2 ml’si (yaklasik olarak 2 milyon hiicre) 0.
saat protein izolasyonu i¢in ayrildi. Kalan ¢ozeltiye 4 uM konsantrasyonda
baicalein uygulamasi yapildi. Uygulama sonrasinda hiicreler inkiibe edildi.
Uygulamadan 6nce 0. saat protein izolasyonu ig¢in ayrilan 2 milyon hiicre 1.000
rpm’de 3 dakika +4 °C’de santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Hiicreler 2 ml
soguk PBS ile resiispanse edildi ve ayni sartlarla santrifiijlendi. Siipernatant
uzaklastirilip PBS ile yikama iglemi tekrarlandi. Pellet {izerine 100 pl lizis
tamponu, 2,5 pl PMSF ve 2,5 pl PIC eklendi, pellet homojenize edildi ve 10.000
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rpm’de 20 dakika +4 °C’de santrifiijlendi. Santrifiij sonunda siipernatant dikkatlice
bir Ependorf tiipe alinarak 0. saat hiicre lizat1 olarak -20 °C’de saklandi. Baicalein
uygulamasi yapilan hiicreler 2, 4, 8, 24 ve 48. saatlerde toplandi. Hiicreler
toplanirken ¢ozeltideki hiicre yogunlugu spektrofotometrede 620 nm’de dl¢iildii ve
her saat dilimi i¢in 2 milyon hiicre alindi. 0. Saat protein izolasyonu i¢in ayrilan 2
milyon hiicrenin absorbansina gore 2, 4, 8, 24, ve 48. saatlerde hiicre absorbanslari
alinarak her saat dilimi i¢in 2 milyon hiicre toplandi. 2, 4, 8, 24 ve 48. saatler igin
de 0. saat i¢in yapilan protein izolasyon islemleri tekrarlandi. Sonugta belirtilen 6
saat dilimi i¢in proteinler elde edildi. Elde edilen proteinler -20 °C’de saklandh.

e Elektroforez
Elde edilen proteinlerin elektroforezi i¢in poliakrilamid jel hazirlandi. Yiiriitme
jeli %12.5’Iuk, yiikleme jeli %4’liikk hazirlandi.

Tablo 3.2. Poliakrilamid jel igerikleri

%12.5’1uk jel (yiiriitme jeli) %4’liik jel (yiikleme jeli)
Akrilamit:Bisakrilamit (30:0.8) 3.1 ml | Akrilamit:Bisakrilamit (30:0.8) 660 pnl
1 M Tris-Cl pH:8.8 3 ml 1 M Tris-Cl pH:6.8 630 pl

%20 SDS 38 pl %20 SDS 25 pl

Distile su 1.3 ml Distile su 3.6 ml

%10 *APS 36 pl %10 *APS 25 pl

*TEMED 5 pl *TEMED 5 pl

*APS ve TEMED jel dokiilmeden hemen 6nce eklendi.

Sag ve sol yaninda 1 mm’lik aralayici bulunan bir cam {izerine ayn1 boyutta diiz
bir cam kapatildi ve altindan sizdirma olmayacak sekilde jel dokme aparatina
yerlestirildi. Jel dokme aparatina yerlestirilen iki cam arasindaki bosluga
dikkatlice jel dokiildi.
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Sekil 3.5. Jel dokme aparati

Ilk olarak %12.5°luk jel dokiildii ve iizeri su ile dolduruldu. 45 dk polimerlesmesi
beklendi ve su uzaklagtirilip kurutulduktan sonra iizerine hazirlanan %4’liik jel
dokiildi. 1 mm’lik tarak yerlestirildikten sonra yine 45 dakika polimerlesmesi
beklendi. Hazirlanan jel dikey elektroforez aparatina yerlestirildi ve tank yiiriitme
tamponu ile dolduruldu. Jel kuyucuklar1 kalintilar1 uzaklagtirmak igin tampon ile
tekrarli pipetaj araciligiyla temizlendi.

Tablo 3.3. Yiiriitme tamponu igerikleri

Yiiriitme tamponu: 28.8 g Glisin 6 g Tris-baz 29 SDS

Karigim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Protein konsantrasyonlar1t Nanodrop 2000 spektrofotometrede (Thermo Scientific)
Bradford yontemi ile 6lciildii. Olgiim sonrasinda &rnekler mililitresinde 1 pg
protein olacak sekilde Ependorflara alindi. Protein ve boya (2:1) oraninda
karistirilarak 95 °C’de 3 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 proteinler jele
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yiiklendi. Ik kuyucuga prestained protein belirteci (Novex® Sharp Pre-stained
Protein Standard) yiiklendi. Yiiriitme tanki i¢i buz dolu bir kaba oturtuldu.
Yikleme jeline 100 V, yiirlitme jelinde 200 V akim uygulanarak elektroforez
yapildi.

Sekil 3.6. Dikey elektroforez tanki

e Transfer islemi
Elektroforez sonrasi jelin %4’liikk yiikleme kismi uzaklastirildi. Transfer igin

sandvig aparat, siinger, filtre kagidi ve membran hazirlandi.

Sekil 3.7. Transfer islemi i¢in gerekli aparatlar

Stinger ve filtre kagidi transfer tamponunda 1slatildi.


http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/LC5800
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/LC5800
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Tablo 3.4. Transfer tamponu igerikleri

Transfer tamponu*: | 2.5 g Tris-baz 11.2 g Glisin 200 ml metanol

*Karigim distile su ile 1 litreye tamamlanarak stok ¢ozelti hazirlandi.

Jel de transfer tamponuna alindi. Membran kullanilacagi zaman transfer
tamponunda 1slatilmak {izere 6nce saf metanol igerisine alindi. Sandvig, jel ve
membran dogru akim yoniinde olacak sekilde hazirlandi. Sirasiyla siinger + filtre
kagidi + membran + jel + kagit + siinger konularak sandvi¢ kapatildi. Membran ve
jel arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi. Sandvig, iginde buz akisii
bulunan transfer tankina yerlestirildi ve 1 saat 100 V’da transfer islemi yapildi.
Transfer sonrasi membran sandvi¢ aparat iginden alindi.

Sekil 3.8. Transfer islemi sonrast membran goriintiisii

Ardindan membran 1 dk ponceau S (0,5 g/It) ile boyanip protein transferi
dogrulandiktan sonra membrandaki fazla ponceau S kurutma kagidina emdirildi ve
membran 10 dk saf metanolde ¢alkalanda.
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Sekil 3.9. Ponceau S ile boyama sonrasi protein bantlarinin gériintimii

¢ Antikor uygulamasi

Membran 3 kez 5’er dakika 1X PBS ile yikandi. Yikama sonrasi bloklama siitiine
alman membran 1 saat oda sicakliginda calkalandi. Bloklama sonras1t membran 8
dakika 1X TBS, 7 dakika 1X TBS-Tween ile yikandi. 3 ml BSA igine 6 pl primer
antikor eklendi ve membran bu karigim iginde gece boyu +4 °C’de calkalandi. Bu
caligmada Bax, Bcl-XL, kaspaz-8 ve [-aktin antikorlar1 (Katalog numaralari
sirastyla 5023, 2762, 4790, 4970-Cell Signaling) kullanildi. Ertesi sabah membran
¢ozeltiden ¢ikarildiktan sonra 5 dakika 1X TBS, 10 dakika 1X TBS-Tween ile
yikandi. Yikamadan sonra 10 ml bloklama siitii igine 10 ul sekonder antikor
(Katalog no. 7054 Anti-rabbit IgG AP-linked Antibody, Cell Signaling) eklendi ve
membran bu karisim i¢inde oda sicakliginda 1 saat ¢alkalandi. Sonra membran 5
dakika 1X TBS, 10 dakika TBS-Tween ile yikandi.

¢ Goriintiileme
Yikama igleminin hemen ardindan membrandaki fazla yikama tamponu kurutma
kagidi ile uzaklastirildi ve goriintiilleme islemine gegildi. Goériintilleme islemi
BCIP/NBT boyasi ile yapildi. BCIP ve NBT (1:1) oranda karistirilarak membran
iizerine 1 ml uygulama yapildi. Birka¢ dakika bekledikten sonra membranda
goriintii elde edildi. Bantlar belirdikten sonra membran fotograflandi.
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Sekil 3.10. Goériintiileme islemi sonrasi protein bantlarinin membran tizerindeki
goruntiisii

e Veri Analizi

Western blot yontemiyle membran iizerinde elde edilen goriintiilerin fotografi
taranarak Dbilgisayar ortamina aktarildi ve Image J (imagej.softpedia.com)
programi kullanilarak analizi yapildi. Analizde her bir bantin alan1 hesaplanarak
bu alana gore sayisal degerler elde edildi. Aragtirilan genin her saat dilimi i¢in elde
edilen degerleri (0, 2, 4, 8, 24, 48. saatler) tek tek referans genin, hesaplanan alan
sonucu elde edilen degerlerine boliindii. Referans gen ile normalize edilen
uygulama grubu degerleri (2, 4, 8, 24 ve 48. saatler) 100 ile carpilip kontrol grubu
(0. saat) degerine boliinerek sayisal degerler elde edildi. Elde edilen bu degerler ile
grafik cizildi. Referans gen olarak g-aktin kullanildi. Analiz i¢in her drnegin en az
ii¢ ayr1 verisi kullanildi.
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Tablo 3.5. Western blot deneyinde kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri

PAGE yiikleme tamponu 10X TBS stok (pH:7,6)
1 M Tris-HCI (pH:6,8): 2,4 ml TRIS: 24,2 g

%20 SDS: 3 ml NaCl: 80 g

%3100 Gliserol: 3 ml Distile su: 1 litre

B —merkaptoetanol: 1,6 ml
Bromfenol mavisi: 0,006 g

IX TBS + Tween BSA (10 ml i¢in)
% 0,1°1ik kullanilir 0,5 g BSA
100 ml 1X TBS’e 100 pl Tween 1 ml 10X TBS

10 pl Tween 20

Bloklama siitii Lizis tamponu

2,5 g siit tozu 219,15 mg NacCl

5ml 10X TBS 151,37 mg Tris, pH:8.0
25 pl Tween 20 250 il Triton-X-100
Distile su: 50 ml

Distile su: 25 ml

3.5. RNA izolasyonu ve RT-PCR

Hiicre yogunlugu 75 cm?lik kiiltiir kabinda 1x10%a ulastiginda 2 kiiltiir kabindaki
hiicreler toplandi. Toplama isleminde kiiltiir kabindaki besiyeri atildi, hiicreler 2
kez 3 ml PBS ile yikandi ve 2,25 ml tripsin-EDTA eklenerek 5 dk 37 °C’de %5
CO; ve %96 nem igeren ortamda inkiibe edildi. Ardindan tripsin-EDTA ile
kaldirilmis hiicrelere besiyeri ilave edildi ve hiicreler 800 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 besiyeri ve tripsin-EDTA igeren soliisyon dokiildii. Dibe
¢oken hiicreler 2 ml PBS ile resiispanse edilerek 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Fazla PBS dokiilerek dipteki hiicrelere 20 ml besiyeri eklendi ve mililitresinde 1
milyon hiicre olan soliisyon elde edildi. Baicalein uygulamasindan once bu
¢oOzeltinin 2 ml’si 0. saat protein izolasyonu i¢in ayrildi. Kalan ¢ozeltiye 4 uM

konsantrasyonda baicalein uygulamasi yapildi. Uygulama sonrasinda hiicreler
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inkiibe edildi. Uygulamadan 6nce 0. saat RNA izolasyonu i¢in ayrilan 2 milyon
hiicre RNeasy total RNA izolasyon Kiti (Qiagen, Maryland, USA) kullanilarak
tiretici firmanin 6nerilerine uygun olarak total RNA izole edildi.

Total RNA izolasyon protokolii:
1) iki milyon hiicre 800 rpm’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi.

2) Besiyeri uzaklastirildi ve pellet 350 ml RLT tamponu ile homojenize edildi.
Hiicrelerin par¢alanmasi amaciyla ¢ozelti 5 kez siringadan (G20) gegirildi.

3) Esit hacimde %70’lik etanol eklenip pipetaj yapildi.
4) Cozelti spin kolona alind1 ve 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiijlendi.
5) Alttaki kolondan ¢ikan s1vi uzaklastirildi.

6) Kolona 700 ml RW1 tamponu eklendi ve 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
yapild.

7) Alttaki kolondan ¢ikan sivi dokiilerek 500 ml RPE tamponu eklendi ve ayni
kosullarda santrifiij yapildi.

8) Tekrar 500 ml RPE tamponu eklendi ve 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi.
9) Kolon toplama tiipiine alindi ve maximum hizda 1 dakika santrifiij edildi.

10) Kolon yeni bir Ependorf tiipe alind1 ve tizerine 50 pl RNaz icermeyen distile
su eklendi.

11) 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilarak RNA Ependorf tiipte toplandi1 ve derin
dondurucuda -80 °C’de saklandi.

Baicalein uygulamasi yapilan hiicreler 2, 4, 8, 24 ve 48. saatlerde toplandi.
Hiicreler toplanirken ¢ozeltideki hiicre yogunlugu spektrofotometrede olciildii ve
her saat dilimi i¢in 2 milyon hiicre alindi. Toplanan biitiin 6rnekler i¢in izolasyon
islemleri tekrarlandi. TagMan Revers Transkripsion Kiti (Applied Biosystems)
kullanilarak izole edilen total RNA’lardan cDNA sentezi yapildi.
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Tablo 3.6. cDNA sentezi i¢gin kullanilan reaksiyon icerigi

RNA (1pn9) Xul

10X buffer 5ul

MgCl, 11 pl

dNTP 10 ul
Random Hexamer 1.25 ul
Oligo d(T) 1.25 pl
RNase inhibitorii 1ul

Revers transkriptaz 1ul

ddH,0 (RNaz icermeyen) (19.5-X) ul
Toplam hacim 50 pl

c¢DNA sentezi icin kullanilan reaksiyon kosullari:

25 °C 10 dakika
48 °C 30 dakika
95 °C 5 dakika

Elde edilen cDNA’lar Real-time PCR’da kullanildi. Uygulama SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) ile yapildi. Real-time PCR’da Bax, Bcl-2, 12-
LOX, 15-LOX (iki farkli primer gifti), 5-LOX ve GAPDH genleri i¢in dizayn
edilmis primerler kullanildi.

Real-Time PCR icerigi (1 6rnek i¢in):
SYBR Green Master Mix: 5 pul

F primer: 0,2 pul

R primer: 0,2 pl

dH20: 3,6 ul

cDNA: 1 pl



Tablo 3.7. RT-PCR i¢in kullanilan primerler

Bax

(F) 5-ATGCGTCCACCAAGAAGC-3'
(R) 5'-ACGGCGGCAATCATCCTC-3'
(Chen vd., 2010)

91 bg

(F) 5-GTGTGGAGAGCGTCAACC-3'
(R) 5'-CTTCAGAGACAGCCAGGAG-3'
(Chen vd., 2010)

182 be

12LOX

(F) 5-AGAATGGTTCCCTGTTTGAAGCT-3'
(R) 5- CCATTGGGCTCCATCTTCAG-3'
(Hu vd., 2013)

98 be

15LOX-1

(F) 5-GCTGCGGCTCTGGGAAATCATCT-3
(R) 5-GGGCCCGAAAAATACTCCTCCTCA-3'
(Hu vd., 2013)

458 be

15LOX-2

(F) 5-TGATGACAAGTGGGACTGGTTGCT-3'
(R) 5-ACTCAGAGAAGCCTTCAATGCCGA-3'
(Hu vd., 2013)

280 be

SLOX

(F) 5-CCAAAGCGATGGAGAACCTG-3'
(R) 5-GCAGAAGGTGGGTGATGGTC-3'
(Hu vd., 2013)

563 be

GAPDH

(F) 5-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3'
(R) 5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'
(Gilsbach vd., 2006)

87 be
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PCR reaksiyonlar: sonucu elde edilen ortalama Cr degerleri kullamilarak 27"
hesaplandi. Uygulama grubu (2, 4, 8, 24 ve 48. saatler) C degerlerinden referans
gen (2, 4, 8, 24 ve 48. saatler) Ct degerleri ¢ikarildi. Kontrol grubu (0. saat) Ct
degerinden referans gen (0. saat) Ct degeri ¢ikarildi. Boylece uygulama ve kontrol

gruplarinin ayr1 ayrt ACy degerleri hesaplandi. Uygulama grubu ACt degerinden

kontrol grubu ACt degerinin ¢ikarilmasiyla AACt degeri hesaplandi. Bu degerler
24T formiiliinde yerine konularak gen ifadesi analizleri yapildi. Her bir deney

asamasinda her bir 6rnek ve 6l¢iim igin ii¢ tekrarli ¢alisildi ve her bir deney ayri

zamanlarda en az li¢ kez tekrar edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Proliferasyon

Baicaleinin proliferasyona etkisi siireye ve doza bagli olarak arastirilmistir. Bu
deneyde baicaleinin uygulanan dozlarinda (0,5-1-2 ve 4 uM) 24, 48 ve 72 saatlik
strelerde uygulamadan sonraki 24. ve 48. saatte kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda o6zellikle 2 ve 4 uM’lik konsantrasyonun canli hiicre sayisini
%350’nin lizerinde azalttig goriilmektedir (Sekil 4.1).

150~
E3 24 saat
E3 48 saat
X 100 mbd HHE E) 72 saat
A HEH B z|n K
o %':: AHH E Eln|s
b H El= A ] ﬁl=
= so{HHH HHH HEE HHE
@ qHE EHHE HEE HHEH ~af
Zlm|E aH EHH HEH HHH H -
E£= ArdH FIH FEIRH FFH R H
+ &o NS N v )
&

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.1. Baicaleinin canli hiicre sayisina olan etkisi (MTT yontemi)
4.2. Apoptoz

Baicalein uygulamasi sonucu apoptotik hiicrelerin oranlarmin belirlenmesi
amaciyla HO/PI yontemi kullanilmigtir. Yapilan proliferasyon deneyinde elde
edilen ve etkin oldugu belirlenen konsantrasyonlardan 4 pM’lik konsantrasyonun
24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucunda apoptotik hiicrelerin istatistiksel olarak
anlamli bir oranda (p<0,05) arttig1 goriilmektedir (Sekil.4.2). 72. ve 96. saatlerde

hiicreler canliligini yitirdiginden bu grafiklere yer verilmemistir.
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Konsantrasyon
*p<0,05, One way ANOVA

Sekil 4.2. Baicalein ile muamele edilen hiicrelerde apoptoz orani (24. ve 48.saat)

*Onemli artis gosteren konsantrasyonlar
4.3. Western Blot Analizleri

Apoptoz iligkili proteinlerin seviyelerinin belirlenmesi i¢in yapilan Western blot
deneyinde Bax ve Bcl-XL proteinleri i¢in yapilan c¢alismada asagidaki jel
goriintiileri elde edilmistir. Bu ¢alismada Bcl-2 proteini i¢in de Western blot
calismasi yapilmig ancak Bcl-2 antikorunun ¢alismamasi nedeniyle bu proteini
goriintiilemek mimkiin olmamistir. Deneyde belirlenen alti farkli zaman
araliginda etkin doz olarak saptanan 4 pM konsantrasyon uygulanmustir. Protein
seviyesinin karsilagtirilmasi i¢in referans gen triinii olarak f-aktin kullanilmigtir
(Sekil 4.3 ve 4.4).

0. saat 2.saat 4. saat 8.saat 24.saat 48. saat

Sekil 4.3. Western blot membran goriintiileri (Bax, 3-aktin)
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0. saat 2.5aat  4.saat 8.saat 24.saat 48. saat

Sekil 4.4. Western blot membran gériintiileri (Bcl-xL, B-aktin)

Membran gorintiileri Image J programi ile analiz edilmistir. Analizde her bir
bantin alani hesaplanarak bantlarin yogunluklar1 sayisal olarak elde edilmis ve
asagidaki grafik ¢izilmistir (Sekil 4.5). Grafikte Bax/Bcl-XL oranindaki artis
gorlilmektedir.

Bax/Bcl-XL

1,8
1,6 -—
1,4
1,2

M Bax/Bcl-XL
0,8
0,6
0,4 -
0,2 -
0 I T T T T T

0. saat 2. saat 4. saat 8.saat 24.saat 48 saat

Sekil 4.5. Baicaleinin uygulama siiresine bagli olarak Bax/Bcl-XL oranindaki
degisiklik

Verilerin desteklenmesi amaciyla kaspaz-8 proteini i¢in de Western blot deneyi
yapilmis ve asagidaki sonug¢ elde edilmistir (Sekil 4.6). Deneyde 4 uM
konsantrasyon uygulanmstir.
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Western blot deneyinin membran goriintiilerinde yer alan bantlarin yogunluklarma
bagl grafikler ¢izilmistir. Grafikte kaspaz-8 ifadesindeki artis goriilmektedir
(Sekil 4.7).

0. saat 2.%aat  4.saat 8.saat 24.saat 48. saat

Sekil 4.6. Western blot membran goriintiileri (Kaspaz-8, B-aktin)

Kaspaz-8/B-aktin

I I I I I i Kaspaz-8/p-aktin

O.saat 2.saat 4.saat 8.saat 24. saat 48. saat

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Sekil 4.7. Baicaleinin uygulama siiresine bagl olarak kaspaz-8 ifadesindeki
degisiklik

4.4. RT-PCR

Baicalein ile muamele edilen hiicrelerden izole edilen total RNA’lardan gen ifade
seviyelerinin belirlenmesi igin RT-PCR c¢aligmasi yapildi. Real-Time PCR
uygulamasinda elde edilen amplifikasyon egrilerinin Cy’lerinden 2 degerleri
hesaplanarak asagidaki grafik elde edilmistir (Sekil 4.8). Grafikte 24. ve 48.
saatlerde 4 uM baicalein uygulamasinin apoptoz igin belirte¢ olan Bax/Bcl-2
oraninda bir artisa yol agtig1 goriilmektedir (Sekil 4.8). Ayni uygulama ve siireler
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i¢in survivin ve LOX genleri i¢in de RT-PCR ile gen ifadesi ¢alismasi yapilmustir.
Survivin gen ifadesinde azalma goriliirken (Sekil 4.9), LOX genlerinden sadece
12-LOX ifadesi saptanabilmis ve bu gen ifadesinin degismedigi gozlenmistir
(Sekil 4.10). Bunun disinda diger LOX genleri i¢in (5-LOX ve 15-LOX) ifade
saptanmamistir.

Bax/Bcl-2

3

2,5
2

13 i Bax/Bcl-2
1 R

0,5 I
0 T T T T

2. saat 4, saat 8. saat 24, saat 48. saat Zaman

Sekil 4.8. Baicaleinin uygulama siiresine bagli olarak RT-PCR
sonuglarina gore Bax/Bcl-2 oranindaki degisiklik

Verilerin desteklenmesi amaci ile survivin proteini ig¢in Real-Time PCR
uygulamasi yapilmustir. Elde edilen verilerden asagidaki grafik ¢izilmistir (Sekil
4.9).
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Survivin aktivasyonu
0,90000
0,80000 -
0,70000 - -—
0,60000 -
0,50000 -
0,40000 - { E Survivin
0,30000 -
0,20000 -
0,10000 -
0,00000 - T T T T
2.saat 4.saat 8.saat 24 .saat 48.saat Zaman

Sekil 4.9. Baicaleinin uygulama siiresine bagli olarak RT-PCR verilerine gore
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5. TARTISMA ve SONUC

Apoptoz, kaspaz aktivasyonunun merkezi rol oynadigi, 6zgiil morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikler ile karakterize edilen, 6zenle diizenlenmis enerji bagiml
bir siire¢ olarak kabul edilir. Apoptotik yollar1 aktif veya inaktif eden Onemli
apoptotik proteinlerin ¢ogu tespit edilmistir (Elmore, 2007). Hiicre oliimiiniin
diizenlenmesindeki anormallikler hastaliklarin 6nemli bir etkeni olabilir. Bazi
durumlarda asir1 apoptoz olurken, diger durumlarda yetersiz apoptoz goriilebilir.
Pek c¢ok patalojik durumda normalden fazla apoptoz o6zelligi vardir. Bdyle
hastaliklarda (6rnegin norodejeneratif hastaliklar, AIDS) apoptoz yapay olarak
inhibe edilebilir. Anti-apoptotik tedavinin olasi yontemlerinin kisa listesi IAP
ailesi proteinlerin uyarilmasi, kaspaz inhibisyonu, PARP inhibisyonu, PKB/Akt
yolunun uyarilmast ve pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin inhibisyonunu igerir.
Kanser, hiicre dongiisii diizenlenmesinde normal mekanizmanin islevsiz oldugu bir
hastaliktir (King ve Cidlowski, 1998). Kanser sirasinda apoptoz baskilanmasinin
bazi kanserlerin gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynadig: disiinilmektedir (Kerr
vd., 1994). Tiimér hiicreleri, Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin yiiksek ifadesi
ya da Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin diisiik ifadesi veya mutasyonu ile
apoptoza kars1 direng gelistirebilirler (Miyashita vd., 1994).

Epidemiyolojik ¢alismalar beslenmede flavonoidlerin alinmasindaki artisin iltihap,
hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik, bakteriyel ve viral enfeksiyonlardaki
riskin azalmast ile iligkili oldugunu géstermektedir (Arts ve Hollman, 2005; Knekt
vd., 2002). Flavonoidler bitkilerin ikincil {iriinleridir ve boylece meyve, sebze ve
diger gidalarla giinliik olarak alinabilir. Besinsel flavonoid caligmalari, hiicre
kiiltiiriinde hiicre cogalmasinin engellenmesi, apoptoz indiiksiyonu, bazi hiicre i¢i
enzim aktivitesinde degisiklikler ve antioksidan 6zellikleri de dahil olmak {izere
bu molekiillerin biyolojik aktivitelerini genis bir yelpazede ortaya koymustur
(Havsteen, 2002). En o6nemlisi, flavonoidler normal periferal kan ve myeloid
hiicreleri veya normal hepatositler iizerinde hemen hemen hi¢ toksik etki
gostermemektedir (Hwang vd., 2006; Chen vd., 2009). Baicaleinin kanser
hiicrelerinde hiicre Oliimiinii indiikleme yetenegi ve hiicre cogalmasindaki
inhibitér etkisi yogun bir sekilde arastirilmistir (Cheng vd., 2012). Bu bilesik
hiicre dongiisiiniin durmasina sebep olur ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini dnler.
Ayrica, baicalein gesitli insan kanser hiicre hatlarinda apoptoza yol agar (Chen vd.,
2000; Po vd., 2002; Kuo vd., 2009). Ancak, baicaleinin anti-metastatik
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yeteneklerinin altinda yatan kesin mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir
(Chiu vd., 2011).

Bu ¢alismada baicaleinin insan osteosarkoma hiicre hattinda apoptoz ve LOX geni
(12-LOX, 15-LOX ve 5-LOX) mRNA ifadesi iizerine etkisi arastirilmigtir. LOX un
kanser hiicrelerinin 6liimiinii ve biiylimeyi diizenledigi gosterilmistir (Jiang vd.,
2003). Farkli ¢alismalar apoptotik hiicrelerin kaldirilmasi sirasinda 12/15-LOX’un
potansiyel roliinii goOstermistir. Makrofajlar tarafindan apoptotik hiicre
fagositozunun 12/15-LOX ifadesini arttirdigi ve fagositin plazma zarina bu
enzimin translokasyonu ile baglandigini gostermistir (Miller vd., 2001; Uderhardt
ve Kronke, 2012). Meme kanserinde normal doku ile karsilastirildiginda timorlii
dokuda 12-LOX ifadesi yiiksek, 15-LOX ifadesi ise diisiik bulunmustur (Jiang vd.,
2003).

[k olarak baicaleinin proliferasyona etkisini saptamak iizere MTT-proliferasyon
yontemi kullanilmistir. Deney sonucunda baicaleinin 2 ve 4 pM’lik
konsantrasyonlarinin, kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda, canli hiicre sayisini
zamana bagl olarak %50’nin iizerinde azalttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.1). Farkli
hiicre hatlar1 ile yapilan ¢aligmalarda hiicre tipine gore baicaleinin etkin
konsantrasyonlar1 da farklilik gstermistir. Insan kolon kanseri hiicre hatlart HCT-
116 ve HT-29 ile yapilan c¢aligmada, baicalein 20-50 uM konsantrasyonlarda
kayda deger bir anti-proliferatif etki gostermistir. HT-29 ¢oklu ilag direncine sahip
oldugundan, bu hiicre hatt1 i¢in aktif madde konsantrasyonu HCT-116 i¢in gerekli
konsantrasyondan daha yiiksektir (Wang vd., 2013). Promiyelositik 16semi HL-60
hiicre hattinda 10 pM baicalein uygulamasi hiicre biiylimesini inhibe etmistir
(Ozmen vd., 2010). Osteosarkoma hiicre hatlari ile yapilan ¢aligmalarda Saos-2 ve
MG-63’tin gambogic asit ile tedavisinde 0,5 ve 1 uM’lik konsantrasyonlar
kullanilmigtir (Xin vd., 2013). Osteosarkoma hiicre hatlart U20S, MG-63 ve Saos-
2’ye oridonin uygulamasinin yapildig1 bir ¢aligmada, MTT uygulamasinda etkin
dozun 50 uM oldugu saptanmistir. 3 hiicre hattinda da 50 uM’lik konsantrasyon
ve 24 saatlik uygulama apoptozu indiiklemistir (Jin vd., 2007). Deneylerde
kullanilan konsantrasyonlar ve saatler uygulanan kimyasala ve hiicre hatlarina

gore degisiklik gostermektedir.
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Baicaleinin apoptoz lizerine etkisini gérmek amaciyla ilk olarak apoptotik
hiicrelerin morfolojik olarak saptanmasina dayanan HO/PI yontemi kullanilmustir.
Bu yontem apoptotoik hiicreleri morfolojik olarak saptamak i¢in siklikla kullanilan
bir yontemdir (Darzynkiewicz vd., 1992; Eguchi vd., 1997; Grusch vd., 2002; Lim
vd., 2007; Fuchs vd., 2012). Bu deney sonucunda 4 uM’lik konsantrasyonun 24 ve
48 saatlik uygulamalarda apoptotik hiicreleri anlamli bir oranda (p<0,05) arttirdig1
goriilmiistiir (Sekil.4.2). Farkli hiicre hatlarina (meme kanseri hiicre hatti MCF-7,
insan myeloma hiicre hattit RPMI8226, insan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
hiicre hattt H460, insan dil kanseri hiicre hatti SCC-4, insan hepatoma hiicreleri J5,
insan skuamdz karsinom hiicre hattt A431, oral kanser hiicreleri HSC-3) baicalein
uygulamasinin yapildig1r diger caligmalarda da MTT yontemi ve apoptoz igin
benzer siireler yer almaktadir (Po vd., 2002; Li vd., 2006; Leung vd., 2007; Lin
vd., 2007; Kuo vd., 2009; Wu vd., 2011; Cheng vd., 2012).

Apoptozu saptamak amaciyla bu morfolojik yontemin yaninda molekiiler
yontemler de kullanilmistir. Apoptotik siiregte yer alan bazi pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin varligim1 saptamak amaci ile Western blot yontemi
kullanilmistir. Apoptotik siiregte 6nemli yeri olan anti-apoptotik protein Bcl-2 ve
pro-apoptotik protein Bax’in orani tespit edilerek apoptozun varligr arastirtlmistir.
Bcl-2 protein ailesi tiyeleri 6nemli apoptoz diizenleyicileridir (Cory ve Adams,
2002). Bcl-2 ailesi, sirasiyla sitokrom-c salinimini destekleyen ya da geciktiren
pro- ve anti-apopitotik tiyelerden olusur (Zeiss, 2003). Bcl-2’nin apoptoz énleyici
etkisi pro-apoptotik protein Bax ile kontrol edilir (Reed, 1994). Calismamizda
elimizde bulunan Bcl-2 antikorunun ¢alismamasi nedeniyle diger bir anti-
apoptotik protein olan Bcl-XL antikoru kullanilmistir. Bcl-2 gen ifadesi ise total
RNA’dan mRNA seviyesinde saptanmistir. Deney sonrasinda protein bantlarimin
yogunluklarinin sayisal olarak elde edilmesiyle uygulama siiresine bagli olarak
Bax/Bcl-XL oraninda artig goriilmistiir (Sekil 4.5). Baicalein uygulamasi ile pro-
apoptotik protein Bax’in ifadesinin artmasi ve anti-apoptotik protein Bcl-XL nin
ifadesinin azalmasi arasinda siireye bagli olarak bir paralellik goriilmiistiir. Yiiksek
Bax/Bcl-2 oranlar1 daha fazla apoptotik aktiviteye yol agmaktadir (Jarskog vd.,
2004). Bu yiizden bu pro-apoptotik/anti-apoptotik protein orani apoptoz igin
belirleyici olmugtur. Bir baicalein tlirevi ile yapilan g¢alismada HepG2 hiicre
hattinda Bcl-2 ve Bax proteininin ifadesinin oram1 (Bax/Bcl-2) ayni sekilde
yiikselmistir (Zhou vd., 2013). Bir baska calismada baicalein ve wogonin
uygulamas: Bax’in artan, Bcl-2’nin azalan ifadesi ile sonuglanmistir ve
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uygulamanin HT-29 hiicrelerinde apoptoza neden oldugu bildirilmistir (Kim vd.,
2012). Bu verilerin desteklenmesi amaci ile apoptozda 6nemli yeri olan bir diger
protein kaspaz-8 ile ¢alisilmistir. Apoptotik siireg efektdr kaspazlarin hiicre iginde
diger proteinlere baglanmasiyla tetiklenir (Cohen, 1997; Rai vd., 2005). Kaspaz-8
aktif hale geldiginde kaspaz-3, 6 ve 7 gibi efektor kaspazlar1 aktif hale getirir
(Boldin vd., 1996; Muzio vd., 1996; Hui vd., 2004). Western blot deneyi
sonucunda kaspaz-8 ifadesinde artig goriilmiistiir (Sekil 4.7). Buna benzer bir
caligmada, baicaleinin HL-60 hiicrelerinde bid proteinin pargalanmasini
indiiklemesi sitokrom-c’nin mitokondriden sitozole ¢ikist ve kaspaz-3, 8 ve 9
aktivasyonu ile sonu¢lanmistir (Wang vd., 2004). Saos-2 hiicrelerine baicalein
uygulamasi Bax protein ifadesinin artmasiyla, sitokrom-c’nin mitokondriden ¢ikisi
apoptotik siireci tetikleyen kaspaz-8 ifadesini arttirmasi ile sonuglanmustir.
Bax/Bcl-XL orani ve kaspaz-8 ifadesindeki artig baicaleinin doza ve zamana bagh
olarak apoptozu indiikledigini gostermistir.

RT-PCR c¢alismasi ile apoptoz iliskili genlerin ifadeleri mRNA diizeyinde de
arastirillmistir. Bax gen ifadesi ve Western blot yonteminde saptanamayan Bcl-2
gen ifadesi RT-PCR ile arastirilmistir. Deney sonucunda Bax/Bcl-2 orani artmigtir
(Sekil 4.8). Bu sonug proteinlerle yapilan deney sonuglari ile ortiismektedir ve bu
artig baicaleinin apoptozu indiiklediginin bir gostergesidir. LOX inhibitorii olarak
bilinen baicalein sitokrom-c’nin mitokondriden sitozole salinmasina aracilik
ederek apoptozu indiikkler (Tong vd., 2002). Cesitli g¢aligmalar LOX
inhibisyonunun farkli insan kanserlerinde apoptoza neden oldugunu gostermistir
(Avis vd., 2001). 12-LOX mRNA ve protein diizeyinde prostat, melanoma, gogiis
ve diger insan kanser hiicre hatlarinda tespit edilmistir (Wong vd., 2001). Bir¢cok
rapor baicalein gibi 12-LOX inhibitorlerinin, énemli anti-proliferatif etkisinin
bulundugunu ve insan kanserlerinde apoptoza neden oldugunu goéstermektedir
(Ikemoto vd., 2004; Yoshimura vd., 2004). Baicaleinin apoptoz iliskili proteinleri
diizenleyerek hiicre dongiistinii S fazinda durdurma yoluyla apoptozu indiikledigi
bildirilmistir (Li vd., 2004; Leung wvd., 2007). Bu c¢alismada baicalein
uygulamasindan sonra 15-LOX ve 5-LOX mRNA ifadesi saptanmamuistir. 12-LOX
MRNA seviyelerinde bir degisme gozlenmemistir (Sekil 4.10). Bu 15-LOX ve 5-
LOX gen ifadesinin Saos-2 hiicre hattinda ger¢eklesmedigini ve 12-LOX geni igin
baicaleinin herhangi bir etkisinin olmadigini ortaya koymustur.
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Bu ¢alismada ilave olarak, apoptoz inhibitor ailesinin (IAP) bir iiyesi olan survivin
gen ifadesi de RNA diizeyinde ¢alisilmistir. Survivin insan kanserlerinin gogunda
asirt eksprese edilir (Ambrosini vd., 1997; Xing vd., 2001). Survivinin aktif
kaspaz-3 ve kaspaz-7’ye baglanarak apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir (LaCasse
vd., 1998). Survivin ayn1 zamanda hiicre b6liinmesini de mitoz béliinmede mitotik
ig ipliklerinde tiibilinle etkileserek diizenler. Hiicre boliinmesinin G2-M fazinda
yiiksek oranda ifade edilir (Olie vd., 2000). Akut Lenfoblastik Lésemi CCRF-
CEM hiicrelerinde baicalein tedaviden 24 saat sonra survivin protein ifadesinde
onemli azalmalara yol agmustir (Chen vd., 2013). iki prostat kanseri hiicre hattinda
(PC3 ve DU-145) baicalein tedavisine yanit olarak survivin ve Bcl-2 protein
ifadelerinde azalma gozlemlenmistir (Pidgeon vd., 2002). Mesane kanseri hiicre
hattt BFTC905 hiicrelerinde baicalein survivin protein seviyelerini konsantrasyona
ve zamana bagli olarak azaltmigtir (Chao vd., 2007). Literatiirler ile paralel olarak
Saos-2 hiicrelerine baicalein uygulamast sonucunda uygulama siiresine bagh
olarak survivin ifadesinde azalma goriilmiistiir (Sekil 4.9).

Bu c¢alisma sonucunda baicaleinin Saos-2 hiicre hattinda LOX gen ifadeleri
tizerinde herhangi bir etkisi saptanamazken, hiicre boliinmesini durdurdugu ve
apoptozu indiikledigi ortaya konulmustur. Diger bir sonug olarak apoptoz ve hiicre
boliinmesinin diizenlenmesinde rolii olan survivin gen ifadesinin de baicalein
uygulamasi ile azaldig1 saptanmigtir. Baicaleinin bu anlamda hem survivin ile olan
iliskisinin hem de diger hiicre dongiisii ve apoptotik proteinlerin ifadeleri ile
iligkisinin aragtirilmas1 detayli olarak baicaleinin anti-proliferatif ve apoptik

mekanizmasini ortaya koyacaktir.
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