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OZET

CFPAC-1 (ZEB1+) VE MIAPaCa-2 (ZEB1-) PANKREATIK KANSER HUCRE
HATLARINDA VITEKSIN’IN ANTI-METASTATIK VE APOPTOTIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Gastrointestinal sistemin 6limcul kanserlerinden biri olan pankreatik duktal adenokarsinom
hizli yayilim, gec teshis ve sinirli tedavi olanaklarindan dolay1 6nemli bir kanser tiirtidiir. Tedavi
stratejilerine yonelik caligmalar artmistir. Bir dogal flavonoid olan ve bitkilerin yesil kisimlarinda
bulunan viteksin maddesinin anti-timaral ézellikleri in-vitro kanser ¢alismalarinda yerini almistir. Bu
calismada, viteksin uygulanan CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hiicre hatlarinda sitotoksik, apoptotik, migratif
ve metastatik etkiler Uzerine c¢alismalar gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada, proliferatif etkiyi
gozlemleme agisindan yapilan MTT deneyinde CFPAC-1 igin ICso; 312 uM, ICs0/2; 156 uM, MIAPaCa-
2 icin 1Csp; 500 pPM, 1Cs0/2; 250 uM bulunmustur. Apoptotik etkiyi gézlemlemek agisindan yapilan
DNA fragmantasyon deneyinde belirgin bir genomik DNA hasar1 her iki hiicre hattinda da
gbzlenmemistir. Anti-migratif/metastatik ve apoptotik etki incelenmesi agisindan metastatik Zeb-1,
apoptotik Kaspaz-3, -8, -9 gen ifadelerinin analizi Real Time PCR metoduyla B-Actin (ACTB) internal
geni primeri kullanilarak gerceklestirilmistir. Viteksin ICso uygulanan CFPAC-1 hicrelerinde kaspaz-
3’te 0,4 kat artis gozlenirken, MIAPaCa-2 hiicrelerinde kaspaz-3’te 16 kat artis (P<0.05), kaspaz-9 da 4
kat artis gozlenmistir. Zeb-1 agisindan incelendiginde, CFPAC-1 hiicre hattinda 0,5 kat azalma
(P<0.01), MIAPaCa-2 hiicre hattinda da 11 kat artis gozlemlenmistir. Viteksin ICso/2 uygulanan
CFPAC-1 hiicrelerinde kaspaz-3’te 0,8 kat azalis (P<0.05) gozlenirken, MIAPaCa-2 hiicrelerinde
kaspaz-3’te 3 kat artis (P<0.01), kaspaz-9 da 1 kat artis gozlenmistir. Zeb-1 agisindan incelendiginde,
CFPAC-1 hiicre hattinda 0,9 kat azalma, MIAPaCa-2 hiicre hattinda da 32 kat artis gozlenmistir.
Kaspaz-8 ifadesi her iki hiicre hattinda da azalmistir. MIAPaCa-2 hiicre hattinda apoptozun i¢ yolaktan
gergeklesebilecegi disiinlilmektedir. Anti-migratif/metastatik etkiyi gdézlemleme agisindan yapilan
Wound-healing deneyinde CFPAC-1 hiicre hattinda yara kapanma oraninin %16, MIAPaCa-2 hiicre
hattinda yara kapanma oraninin yiizde %100 oldugu goézlenmistir. Sonuclar degerlendirildiginde,
viteksinin MIAPaCa-2’de apoptotik, CFPAC-1 hiicre hattinda anti-migratif ve anti-metastatik
etkinliginin olabilecegi goriilmektedir.

Anahtar kelimeler; CFPAC-1, MIAPaCa-2, Viteksin, Metastaz, Apoptoz

Damsman: Prof.Dr. Ahmet Ata OZCIMEN, Mersin Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTI-METASTATIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF
VITEXIN ON CFPAC-1 (ZEB1+) AND MIAPaCa-2 (ZEB1-) PANCREATIC CANCER CELL
LINES

Pancreatic ductal adenocarcinoma, one of the deadly cancers of the gastrointestinal tract and is
an important cancer type due to its rapid spread, late diagnosis and limited treatment options. Studies on
treatment strategies have increased. The anti-tumoral properties of vitexin, a natural flavonoid found in
the green parts of plants, have taken place in in-vitro cancer studies. In this study, cytotoxic, apoptotic,
migratory and metastatic effects were studied in vitexin treated CFPAC-1 and MIAPaCa-2 cell lines. In
this study, to observe the proliferative effect the MTT assay was performed onto two cell lines. The
result of cytotoxicity were 1Cso; 312 UM, 1Cs0/2; 156 pM for CFPAC-1 and ICsp; 500 UM, 1Cs0/2; 250
1M for MIAPaCa-2. To demonstrate the apoptotic fragmentation effect, DNA fragmentation assay was
performed and no significant fragmented DNA bands was observed in both cell lines. In terms of anti-
migratory/metastatic and apoptotic effects, analysis of metastatic Zeb-1 and apoptotic Caspase-3, -8, -9
gene expressions was performed by Real Time PCR method using B-Actin (ACTB) internal gene
primer. While a 0.4 fold increase in caspase-3 was observed in CFPAC-1 cells treated with vitexin ICsg,
a 16 fold increase in caspase-3 (P<0.05) and a 4 fold increase in caspase-9 was observed in MIAPaCa-
2 cells. In terms of Zeb-1, a 0.5 fold decrease in CFPAC-1 cell line (P<0.01) and a 11 fold increase in
MIAPaCa-2 cell line were observed. While a 0.8 fold decrease in caspase-3 (P<0.05) was observed in
CFPAC-1 cells treated with vitexin 1Cs¢/2, a 3 fold increase in caspase-3 (P<0.01) and a 1 fold increase
in caspase-9 was observed in MIAPaCa-2 cells. In terms of Zeb-1, a 0.9 fold decrease was observed in
CFPAC-1 cell line and a 32 fold increase was observed in MIAPaCa-2 cell line. Caspase-8 expression
was decreased in both cell lines. It is thought that apoptosis in MIAPaCa-2 cell line may occur through
the internal pathway. In the Wound-healing experiment conducted to observe the anti-
migratory/metastatic effect, it was observed that the wound closure rate was 16% in the CFPAC-1 cell
line and 100% in the MIAPaCa-2 cell line. As conclusion of the result, vitexin might have been an
apoptotic activity in MIAPaCa-2 and anti-migratory/metastatic activity in CFPAC-1 cell line.

Keywords; CFPAC-1, MIAPaCa-2, Vitexin, Metastasis, Apoptosis

Advisor: Prof.Dr. Ahmet Ata OZCIMEN, Department of Biology, Mersin University, Mersin.
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1. GIRIS

Kanser diinyada bir¢ok insanin muzdarip oldugu ve siirecte onkogenlerin aktive, tumor
baskilayicilarin inaktive oldugu hiicrenin genetik bir hastahigidir (Katti vd., 2022). Pankreatik kanser
cogunlukla duktal adenokarsinom olarak karakterize edilmekle birlikte, Turkiyede en sik goriilen
kanserler listesinde 9. siradadir ve 6liim oram yiiksektir. Ulkemizde gelecek yirmi yilda vaka sayilarinda
iki kat artig beklenmektedir (World Health Organization Globocan, 2023). ilag direngliligi, yiiksek
metastas yetenegi, zayif erken teshis ve niiksetme Ozellikleriyle bu kanser tipinde maligniteye ve
zorluklara sebep olur (Tang ve Chen, 2014). Kuzey Amerika’da her iki cinsiyette, Batt Avrupa’da
erkeklerde 6liim oram agisinda 3. siradadir. Oliim orami erkeklerde yaklasik olarak yiizde 12,7 iken
kadinlarda 9.6dir (Siegel vd., 2023).

Metastatik pankreas kanser tedavisinde kullanilan popiiler ilag gemsitabindir (Geredeli vd.,
2018). Kemoterapdtik ilaglarla kombinlenen bazi ajanlarla ila¢ etkinliginin artmasi ve hasta sag
kaliminda artis hedeflenmektedir (Heinemann vd., 2008). Ancak hastalarda uygulanan ilaglarin
etkinliginin artirilip, zararh etkisinin en aza indirilmesi i¢in yeni bilesenler arayisina girilmektedir.

Bu amagla baslatilan bu ¢alismada viteksin maddesinin in vitro yontemle CFPAC-1 (ZEB1+)
ve MIAPaCa-2 (ZEB1-) olmak iizere iki ayr1 pankreas kanser hiicre hatti iizerinde anti-metastatik ve

apoptotik etkileri incelenmesi amaglanmaistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Kanser

Kanser, diinya ¢apinda gézlenen ve birgok kisinin muzdarip oldugu bir hastaliktir. Temelde
kanser, normal gen ifadesini koordine eden epigenomun diizensizliginin yaninda DNA’daki
mutasyonlar nedeniyle aktive olan onkogenler ve inaktive olan tiimor baskilayicilar tarafindan baglatilan
hicrelerin genetik hastaligidir. Ayrica kanser metabolizmadaki degisimleri besleyen hiicrenin, normal
tip hiicreler ve doku fonksiyonlari ile iletisime gegen konagin savunma sistemini atlatan bir organizma
hastaligidir (Katti vd., 2022).

Kanser viicudun belirli bolgelerinde dokunun biiyiimesi ve hiicrelerin artmasi agisindan,
hiicreler arasi popiilasyon arasinda sosyal ve iletisimsel acidan koklii bir felakettir. Genellikle bir
organin mikroskobik yapisinin bozunumuyla ve saglikli dokuya invazyonu ile ortaya cikar. Bu yapinin
organizasyon bozunumuyla, hiicrelerin ve hiicreler arasi matriksin yapisal diizenlemelerine etki eder
(Tarin, 2023).

Kanser hiicrelerinin 8 temel 6zelligi aslinda kanser gelisimini ve hiicre 6zelliklerini ortaya

koymaktadir (Sekil 2.1) (Hanahan, 2022).

Siirdiriilen Biyime
bilinme baskiliyicilanndan
sinyali kacmak

Hiicresel
metabolizmay
diizensizlegtirmek

immiin tahripten
kacmak

L Cogaltilabilir
Hicre dlimine dlimsiizlik
dayanikhlk kabiliyeti
Genomik kararsizhk Tamér tegvikleyici
ve mutasyon enflamasyaon

Damar sistemine Metastasl ve

ernsgim invazyonu aktive

etmek

Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinin 8 6zelligi. ilk olarak 6 adet 6zellik yayrmlanmis olsa da (Hanahan ve
Weinberg, 2000) sonradan eklenen 2 6zellikte yapi tast oldugu diigiiniilmiistiir (Hanahan, 2022).
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2.2. Pankreatik Kanser

Genel olarak pankreas yapisina bakildiginda endokrin ve ekzokrin pankreas olarak
ayrilmaktadir. Ekzokrin pankreas, loblu bilesik asinar bezdir ve sindirim enzimleri, proteazlar,
amilazlar, lipazlar ve nikleazlar Uretir. Pankreas Kitlesinin %95’ini olusturan duodenuma asinar
hicreler; konnektif doku, damar ve sinirlerle iliskili kanala salgilar. Endokrin pankreas ise ekzokrin
doku i¢ine gomiilii Langerhans adaciklari kana; insulin, glukagon, somatostatin ve pankreatik polipeptit
gibi hormonlart iiretir ve salgilar (Sekil 2.2.) (Atkinson vd., 2020). Adaciklar pankreatik kiitlenin 1-2%
sini olusturur (Gao, 2007; Longnecker vd., 2018).

Sekil 2.2. Insan pankreasinin anahtar anatomik 6zellikleri. A) Pankreasin diyagrami ve
cevresindeki organlar. B) Hiicresel seviyede endokrin ve ekzokrin pankreas organizasyonunun sematik
gosterimi. C) Endokrin hiicre tiplerini gosteren insan pankreatik adacigi. Bar uzunlugu; 100um
(Atkinson vd., 2020).
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Pankreatik kanser Kuzey Amerikada kadin ve erkeklerde, Bat1 Avrupada erkeklerde 6liim orani
acisindan 3.iincii sirada yer almaktadir (Ferlay vd., 2021). Tiirkiye’de 2022 yili verilerine gére pankreas
kanseri en sik goriilen kanserler listesinde 9. siradadir. Vaka sayisi 8.636, 6liim sayisi 8.415’tir. Gelecek
yirmi yilda pankreas kanseri yeni vakalarinda ve 6liim oranlarinda iki kat artis beklenmektedir (World
Health Organization Globocan, 2023).

Cogu pankreatik kanser, duktal adenokarsinom olarak karakterize edilir ve boylece kiigiik bir
kisminin néroendokrin bezlerin olusturdugu ekzokrin pankreasin malignitesini ifade eder. Cogu
pankreatik adenokarsinom pankreatik intraepitelyal neoplazi (invaziv duktal adenokarsinomun en sik
onciileri) olarak adlandirilan 6nciil lezyonlardan ortaya ¢ikar. Kiigiik bir kism1 da intraduktal papiller
musindz gibi kistik neoplazmlardan ortaya ¢ikar. Molekiiler agidan pankreatik intrapitelyal neoplazinin
pankreatik duktal karsinoma karakterizasyonunin birinci dereceden ikinci dereceye ilerlemesi literattirde
iyi bir sekilde tanimlanmistir. Evre 1 ve 2 pankreatik intrapitelyal neoplazi, KRAS onkogeninin 12.
kodonundaki mutasyonla iliskili olarak, RAS ve PI3K-AKT yolag: sinyal azalmasiyla karaktedirize
edilir (Mizrahi, 2020). Ekzokrin pankreas kanserleri genel olarak iligkili iki histolojik kategoriye ayrilir:
pankreatik asinar karsinoma ve pankreatik duktal karsinoma (PDAC). Sonug olarak, uzun siire bu iki
tiimor tipinin iliskili normal hiicrelerden ortaya ¢iktigina (yani asinar karsinomlarin asinar hiicrelerden,
duktal karsinomlarin duktal hiicrelerden) inanilmistir (Yuan vd., 2019).

Pankreatik duktal adenokarsinomda dért ana faktor gen (bir onkogen ve ii¢ tiimér baskilayici
gen) bulunmaktadir. KRAS (Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog), GTPaz kodlar ve biuyime
faktor reseptorlerinden gelen sinyale aracilik eden bir gendir. KRAS’ta meydana gelen somatik
mutasyonlar timorlerin %90’ indan fazlasini ve spesifik etkin noktalarda kiimeleri (¢ogunlukla yaygin
sekilde kodon 12) olusturur. CDKN2A (Siklin bagimli inhibitér 2A), temel hiicre dongusi
diizenleyicisini kodlar, en sik degistirilen tiimor baskilayici gendir ve duktal adenokarsinomlarmn
%90’ 1nda fonksiyon degisimine sebep olur. Tiimor baskilayici gen olan TP53 (timor baskilayici protein
53)’te meydana gelen somatik mutasyonlar bu genin iirettigi protein hiicre stres cevabinda anahtar role
sahiptir ve bircok tiimdr tipinde mutasyona ugramistir. SMAD4 (Mothers against decapentaplegic
homolog 4) diger bir tiimor baskilayici gendir. TGF- (Transforme edici buylme faktor-beta) reseptor
sinyalinin yavaglatiimasinda aracilik eder ve tiimoérlerin %50’sinde inaktive edilmistir (Kamisawa vd.,
2016).

Pankreatik adenokarsinomun genetik ilerleme stirecine bakildiginda, KRAS aktivasyonu %90,
CDKNZ2A fonksiyon kayb1 %95, TP53 fonksiyon kayb1 %75, SMAD4 fonksiyon kaybinin %55 oldugu
gorulmektedir (Pietrasz vd., 2022).
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2.3. Pankreatik Kanser Hiicre Hatlan

2.3.1. CFPAC-1 Hicre Hatt1

Bu hiicre hatt1 Alabama Universitesi, Birmingham Kistik Fibrozis Bakim Merkezindeki 26
yasindaki erkek kistik fibrozisli bir hastanin karaciger metastazindan elde edilmistir. Epitelyal 6zellik
gostermektedir (Sekil 2.3). Laparotomi pankreasin basinda iyi farklilasmis adenokarsinoma ve ¢oklu
karaciger metastazi ortaya ¢ikarmistir. CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
kodlayan gendeki mutasyonlar yaygin bir sekilde pankreas kanseri risk faktorii olan idiopatik
pankreatit sergiler. Homozigot delesyon kaynakli SMAD4/DPC4 protein yoksunlugu gosterir.
Proliferasyon siiresi yaklasik olarak 31 saattir. Metastatik 6zelligi bulunmaktadir. lyi bir farklilasma
Ozelligine sahiptir. Histolojik olarak adenokarsinom olarak tamimlanmaktadir (Schoumacher vd.,
1990; Deer vd., 2010).

Sekil 2.3. CFPAC-1 hiicre hatt1 151k mikroskop goriintiisii, 4X blyutme.

2.3.2. MIAPaCa-2 Hiicre Hatt1

Bu hiicre hatti, 65 yasinda alt1 ay boyunca karin agrisi sikayetine sahip Kafkas bir erkek
hastadan operasyon sirasinda alinmistir. Pankreasin viicut ve kuyruk alanlarinda bir tiimoér kitlesi
olarak gozlenmistir. Histolojik inceleme ve doku kiiltiirii i¢in ¢oklu biyopsiler alinmistir. Bol
sitoplazmaya sahip biiyiik hiicrelerdir. Yiiksek derecede andploidi sergiler ve diger hiicrelerin

Uzerinde blyumeye meyillidir (Sekil 2.4). Metastatik 6zelligi tanimlanmamustir. Proliferasyon stiresi
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yaklagik olarak 40 saattir. Zayif bir farklilasma 6zelligine sahiptir. Histolojik olarak karsinoma olarak

tanimlanmaktadir (Yunis vd., 1977; Deer vd., 2010).

Sekil 2.4. MIAPaCa-2 hiicre hatt1 151k mikroskop goriintiisii. 4X biiyiitme.

2.4. Migrasyon ve Metastaz

Metastaz kelimesi ilk olarak 1580’lerde yunanca ‘meta’ (degisim, degistirme, fakat ¢ogunlukla
degisim sonucuyla ilgilidir) ve ‘statis’ (denge durumu ve siirdiirme) eklerinin ya da edatlarinin
kombinasyonu olarak kaydedilmistir. Boylelikle metastaz hem stireci ve hem de slreclerin ortaya
cikigini temsil eder (Welch ve Hurst, 2019).

Metastaz tUmoOr olusumunda en oliimciil olaydir ve uzak mesafe metastazlar bu olusumun
sonucudur. Metastaz, timor hiicrelerinin primer timorden kagtigi ve uzak mesafede ikincil tiimor olarak
kolonilestigi organa 6zel ve ¢ok adimli bir siiregtir (Mortezaee, 2020). Pankreas kanseri genel olarak
karaciger, mide (dogrudan uzatma yoluyla), bagirsak ve peritonyum gibi alanlara metastaz yapmaktadir
(Welch ve Hurst, 2017).

Biitiinlestirici klinik genomik metastazi somatik sekilde en ¢ok etkileyen genlerin p53 (TP53),
CDKN2A (cyclindependent kinase inhibitor 2A), PTEN (phosphatase and tensin homolog), PIK3CA
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  3-kinase catalytic subunit alpha), RB1 (retinoblastoma)
oldugunu gostermistir. Metastaz kaskadinda bes anahtar adim mevcuttur. Bunlar; invazyon,
intravazasyon, sirkilasyon, ekstravazasyon ve kolonizasyondur (Fares vd., 2020).

Invazyon; invazyon metastatik kaskadin birincil basamagidir. TGmoriin, tumaor-stromal arayiiz
(ayrica ug ve invaziv On olarak adlandirilir) de meydana gelir. Bu olay ya tek hiicre gocili (monoklonal

metastaz) ya da toplu invazyon (poliklonal metastaz) ile gergeklesir. Birincisinde timoral hicreler
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morfolojik olarak modifiye edilir ve saldir1 profilini olusturmada invaziv fenotipe erisir. ikincisinde ise,
invazyon yapisik ¢ok hiicreli sirada meydana gelir ve hiicre-hiicre adezyonu stirdirmeye devam eder.
Kolon, meme, tiroid, prostat, akciger ve glioblastoma kanser hiicreleri toplu (kollektif) invazyon
Ozelligini alir (Majidpoor vd., 2021).

Normal epitel hiicreler hafif baglantilar ve desmozomlar tarafindan siirdiiriillen kutuplagmis bir
yap1 gosterirler. Hemidesmozomlar, iliskili ara filamentleri ve integrinleriyle birlikte bazal membrana
baglanmistir. Bu sebeple hiicreler invaziv 6zellik kazanmak igin hiicre-huicre ve hiicre-matriks etkilesimi
ile hiicresel hareketliligi yeniden diizenler (Fried| vd., 2012, Fares vd., 2020).

Invazyon boyunca tiimér hiicre morfolojisinde, polarize olmayan hareketli epitelyal morfolojiye
sahip fibroblasta benzer sekilli belirgin degisimler EMT (Epiteliyal Mezenkimal Gegis) olarak ifade
edilir (Thiery, 2002). EMT adherens junctionlardan epitele 6zel E-kadherin kaybiyla iligkilidir. EMT
timor mikrocevreden etkilenmektedir ve ilk olarak tiimor stromasi ile baglantili tliméor kitle ucunda
gozlenmistir (Heerboth vd., 2015, Bakir vd., 2020).

Embriyonik gelisim ve kanser siirecinde bir major EMT duzenleyicisi TGF-B (transforming
growth factor beta)’dir. Diger sinyal yollart Wnt, Notch ve Hedgehog, EMT iliskili kok hiicre
stirdiiriilebilirligi ile baglantilidir. Tiimor hiicreleri ayn1 zamanda EMT-indiikleyici sinyal yoklugunda
sireci tersine cevirerek MET (mezenkim epitel gegisi) mekanizmasina doniistiirebilir. Bu doniistim
sireci metastatik hicrelerin tim kaskad adimlarimi1 tamamladiktan sonra tekrardan morfolojik olarak

primer tiimdre benzemesini agiklamaktadir (Tam ve Weinberg, 2013; Alabas ve Ozcimen, 2023a).

2.5. Metastazda EMT ve ZEB Ailesi

2.5.1. EMT (Epitelden mezenkimale gecis) Mekanizmasi

Epitel hiicreleri, bazal kismindan liimene dogru giiglii apikal ve bazal polariteye sahiptir. Aktin
ve intermedial filament igermesinden 6tiirii ok koseli, diiz bir yapiya sahiptir. Mezenkimal hiicreler ise
nispeten mekik seklindedir ve yapisinda bulunan stres fibrilleri onun ¢esitli tipteki hareketine izin verir.
EMT (epithelial to mesenchymal transitions, epitelyalden mezenkimale gegis), epitel hicrelerinin
Ozelliklerini kaybederek mezenkimal hiicre 6zelligi gosterdigi bir geri doniistimli siiregtir (Sekil 2.5).
Baylelikle hiucrelerde hareket-invaziv 6zellik gelisir ve buda onlara yiiksek plastisite ve dinamiklikte
epitelyal halden mezenkimal hale gegise izin verir. Wound Healing (yara iyilesmesi), inflamasyon
alanlarinda EMT epitel ve endotel biitiinliigiinii yenilemede merkezi bir rol alir (Huang vd., 2022).

EMT’nin biyolojik streci tip-1, tip-2, tip-3 olarak siniflandirilabilir. Tip-1’de EMT, embriyonik
stirecte gastrulasyondan doku ve organlarin gelisimine kadarki siirecin bir pargasi olarak meydana gelir.
Tip-2’de birey dokularinda yaralanma ya da inflamasyona bagli olarak fibrosize yol agar. Tip-3’te

karsinomanin metastatik siirecinin bir pargasidir (Sommariva ve Gagliano, 2020). Tersine sure¢ MET
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olarak bilinir ve kalp gelisimi, 6zellikle bébrek morfogenezinde ve somit olusumu gibi safhalarda sik
stk meydana gelir. Bu stire¢ Paired box 2 (Pax2), bone morphogenetic protein 7 (Bmp7), ve Wilmstumor
1 (Wtl) genleri tarafindan yonlendirilir (Kalluri ve Weinberg, 2009). E-kaderinin metastatik alanda
ifadesi MET mekanizmasinin kanitidir, pankreatik kanser metastazi ayn1 zamanda MET ile de
baglantilidir (Bakir vd., 2020).

MET ve EMT ye organizmanin gelisimi boyunca transkripsiyonel kaskad, epigenetik
degisimler, doku iyilesmesi, homeostazi, fibrozis gibi goézlenmis fizyolojik degisimler aracilik
etmektedir (Georgakopoulos-Soares vd., 2020).

[k olarak bu mekanizmanin embriyogenezdeki onemi Elizabeth Hay tarafindan 1970’lerin
baslarinda fark edilmistir (Hay, 1968; Alabas ve Ozgimen 2023b). Zeb-1 geninin bu mekanizmadaki
6nemi de Grooteclaes ve Frisch tarafindan 2000 yilinda ortaya ¢ikarilmistir (Yang vd., 2020).

E-kaderin, bazi sitokeratinler ve zona okludens 1 (ZO-1) gibi epitelyal genlerin ifadesi, gecis
siirecinde azalirken mezenkimal fenotipi tanimlayan vimentin, fibronektin, N-kaderin, B1 ve B3
integrinler gibi baz1 genlerin ifadesi artmaktadir (Lu ve Kang., 2019).

Epiteliyal fenotipten mezenkimal fenotipe geciste epigenetik ve translasyon sonrasi
dizenleyicilerin yaninda SNAIL, TWIST ve ZEB gibi transkripsiyon faktorleri de gérev almaktadir. Bu
transkripsiyon faktorlerinin ifadesi ile EMT aktive edilmektedir ve boylece kanser gelisimi ve fibroziste
merkezi role sahiptir. EMT transkripsiyon faktorleri epitelyal genlerin baskilanmasi ve mezenkimal
genlerin aktivasyonunu koordine eder. Siklikla transkripsiyon faktorleri ifade ve aktivasyonu
yonlendirir (Lamouille vd., 2014). Ozellikle hiicre kiiltiir ve fare xenograft modeli ¢alismalarinda, EMT-
aktivatoru olan ZEB-1’in hiicre hareketliligini ve kok hiicre 6zelliklerini tetikleyerek timorijenisite ve
metastazda 6nemli rol aldig1 gosterilmistir (Krebs vd., 2017).

TUmOr hiicreleri genellikle 1limli (orta) EMT siirecindedir. Bu 6zellik timér hiicrelerine lokal
doku invazyonu, toplu migrasyon, migrasyon sirkilasyonu ve hem lokal hem de uzak mesafelere

metastaz 6zelligi kazandirir (Pal vd., 2021).
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Sekil 2.5. EMT boyunca epitelyal ve mezenkimal tip arasindaki degisimler (Huang vd., 2022).

2.5.2. EMT ve ZEB iliskisi

ZEB-1 (Zinc finger E-box binding homeobox-1) geni tumdr karsinogenezi boyunca epitelden
mezenkimal hale gegiste kritik bir transkripsiyon faktoriidiir (Sekil 2.6). ZEB-1 ayrica dEF1, ZFHX1A,
Nil-2-a, TCF8, AREBG6, BZP olarak da bilinir. Islevsel olarak ZEB-1 noral krest hiicreleri, nérojenez,
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lenfopoez gelisimi ile baglantilidir. Son zamanlardaki ileri ¢aligmalar ZEB-1 geninin EMT boyunca
cesitli insan kanser tiplerinde metastaz, tiimor invazyonu gibi belirgin bir role sahip oldugunu
gostermistir. Arastirmalar p300-P/CAF baglanma domaini, Smadla iliskili domain ve C-terminal-
binding proteinle iliskili domainlere baglanarak ZEB-1’in EMT siirecini tesvik ettigini kanitlamistir
(Chen vd., 2019). ZEB-1, TGF-pB, PI3K/AKT, NF-xB, Wnt/p-catenin, RAS/ERK ve reseptor tirozin
kinazlar gibi klasik yollarin aktivasyonu ya da inaktivasyonu ile EMT sirecini ve timaor hicrelerindeki
diger programlar1 baslatir ya da inhibe eder. Ayrica ZEB-1 geni tarafindan kodlanan ve insanda
kromozom 10p11.2’de konumlanan bir proteindir (Zhang vd., 2019).

ZEB-1 geni 211.320 baz ¢ifti ve 9 adet exon bolgesinden olusur, genin AREB6, BZP, FECD6,
NIL-2-A, PPCD3, TCF8, ZEB, ZFHEP, ZFHX1A sinonimleri mevcuttur (Ensembl, 2023).

ZEB-1 proteini (TCF8 olarakta bilinir), iki adet C2H2-type flanking zinc finger kiimesi varligi
ile karakterize edilir ve bunlar DNA uzerindeki CACCT(G) E-box-benzeri promotor elemanlart ile
baglantilidir. Ayn1 zamanda, merkezi sekilde yerlesmis POU-benzeri homeodomain, DNA’ya
baglanmayan kisimdan olusur. Bunlara ek olarak ZEB-1, Smad- (SID), CtBP- (CID), p300-P/CAF
(CBD: koaktivator p300 ve P/CAF baglanma domaini) gibi transkripsiyonel aktivitesinde 6nemli olan
etkilesim domainlerini igerir (Sekil 2.7) (Zhang vd., 2019; Drépela vd., 2020).
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Sekil 2.6. ZEB-1 geninin hiicre plastitisesi, EMT ve terapi dayanikliligindaki pleyiotropik etkisi. Zeb-
1’in agin ifadesi hiicre fenotip degisimiyle, yiiksek timorojenik potansiyel ve artmis go¢ karakteri ile
sonuclanir. Pre-metastatik alan olusumuna katkist disinda ayrica immiin kagisi destekler. Kanser
hicrelerinin kokliiligiinde ve artan radyoterapi ve kemoterapi direncinde dnemli role sahiptir. Yesil ve

kirmizi renkler sirasiyla ZEB1 geninin aktive ve inhibe ediciligini gostermektedir. CSCs; Kanser kok
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hiicreler, EMT; Epitelyal-mezenkimal gegis, MET; Mezenkimal-epitelyal ge¢is, DDR; DNA hasar
cevabi, HR; Homolog rekombinasyon (Drapela vd., 2020).

CBD ZFD SID HD ciD ZFD

nH, R B B coo
. il @ 1>

p300-PICAF DNA Smad CiBP DNA
Transkripsivonel Transkripsivonel Transkripzsivonel
aktivasyon aktivasyon baskilama

Sekil 2.7. ZEB-1 proteinin sematik gosterimi. CBD: ko-aktivator p300 ve P/CAF baglanma domaini,
ZFD: zinc finger domain, SID: Smad etkilesim domain; HD: homeodomain; CID: CtBP etkilesim
domain (Zhang vd., 2015).

2.6. Apoptoz, Nekroz ve Kaspazlar

Apoptoz, kaskadlarin ve hiicresel proteinlerin bir seri sinyal iletimi ile gerceklesen ve siki
bicimde organize edilen bir siirectir. Hiicre 6liimii gercekte dogal dengenin bir pargasidir. Homeostatik
dengeyi korumak icin hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimii arasindaki orami korumak kritiktir. Kanser,
AIDS, Diyabet, Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklar ve diger pek ¢ok hastalik apoptotik yollardaki
dengesizlik ve anormal mekanizmayla meydana gelmektedir. Bu hastaliklarin birgoguna reaktif oksijen
tirleri (ROS) de aracilik etmektedir (Indran vd., 2011).

Apoptotik olmayan hiicre 6liim tiplerine otofaji, nekroptozis ve apoptoz benzeri programlanmis
hiicre 6lum dahildir. Otofajik hiicre 61imu kendi kendine bozunucu bir siirectir ve otofajik vakuollerde,
6len hiicre i¢inde hiicresel i¢eriklerin bozunumunda hayati bir rol alir. Bu sebeple omurgali dokularinda
vokuoler hiicre 6lumu olarak ta bilinmektedir (Glick vd., 2010). Nekroptozis, nekrotik 6liman
programlanmis, planlanmig seklidir ve apoptozu indiikleyen ayni 6liim sinyalleri ile baslatilmaktadir.
Nekroptozis yaygin sekilde in vivo fiziksel travmalar, enfeksiyon, ¢esitli ndrodejenerasyon sebebiyle
baslamaktadir. Apoptozda bulunan FAS, TNFR gibi birka¢ oliim reseptorii ile uyarilsa da nekroptozis
genellikle apoptozun genetik ve kimyasal olarak baskilandigi ya da engellendigi durumlarda
gorulmektedir (Nikoletopoulou vd., 2013).

Apoptoza genel olarak bakildiginda; tek hiicre ya da kiiciik hiicre kiimeleri, hiicre daralmasi ve
kivrimlagmast, piknozis ve karyoreksis, biitiin hiicre membran, sitoplazmada tutunan apoptotik parcalar
gozlenmektedir. Interniikleozomal baglayici bolgelerde 180-200 baz ¢iftinin katlarina yol agan DNA'nin
parcalanmasi ile karakterize edilmektedir. Nekrozda ise; Sik sik bitigsik hiicreler, hiicre sismesi,

karyolizis, piknozis, karyoreksis, dagilmis hiicre zari, serbest kalmis sitoplazma ile Kkarakterize
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inflamasyon mevcuttur (Elmore, 2007; Rainaldi vd., 2008). Apoptotik hicreler fagositik hicreler
tarafindan nihai olarak absorblandigi i¢in inflamasyona sebep olmazlar (Savill ve Fadok, 2000).

Apoptoz, intrinsik (i¢ yolak) ve ekstrinsik (dis yolak) olmak tizere iki ayr1 yol ile uyarilabilir
(Sekil 2.8). Intrinsik yol, mitokondriyal yol olarak ta bilinmektedir ve baslica sebeplerine bakildiginda
DNA hasari, replikasyon stresti, ER (Endoplazmik retikulum) stresi, mikrotiibiiler degisimler ya da
mitotik defektler sayilabilir (Carpio vd., 2015; Roos vd., 2016; Galluzzi vd., 2018).

Mitokondriyal apoptoz, negatif ve pozitif yolaklarla uyarilabilir. Negatif sinyaller hiicrenin
dogal cevresinde sitokinler, hormonlar ve biiyiime faktorleri eksikliginden ortaya c¢ikmaktadir. Bu
hayatta kalim sinyalleri olmamasi1 durumunda, normalde inhibe durumda olan puma, noxa ve bax gibi
pro-apoptotik molekiiller aktiflesir ve apoptozu baslatir. Pozitif sinyallere bakildiginda hipoksi,
toksinler, radyasyon, reaktif oksijen tiirleri, viriisler ve ¢esitli toksik ajanlar gibi dogal uyarilar yer
almaktadir (D’arcy, 2019).

Sitokin ¢ekinimiyle baslatilan hiicre 6liimii genellikle mitokondri membran gecirgenlesme
durumu, sitokrom-c salinimi, Smac/Diablo salinimi ve diger faktorlerin mitokondriden sitoplazmaya
gecisiyle ve sonunda kaspazlarin aktivasyonu ile karakterize edilir. Bu siiregte Bcl-2 ailesi proteinleri
mitokondri membran gegirgenligini tesvikleyerek ya da engelleyerek apoptozun fonksiyonunda ve
sonu¢ olarak pro-apoptotik faktorlerin yayilimini saglayarak kaspazlarin aktivasyonuna sebep olan
merkez duzenleyici bir rol oynar. Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) ailesi bir ya da daha fazla Bcl-2 homoloji
domainleri varligina goére smiflandirilir ve iiyeleri iki ana gruba bdliinmektedir. Bunlar apoptoz

inhibitorleri ve hiicre 61imi indukleyicilerdir (Brumatti vd., 2010).
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Sekil 2.8. Apoptoz yolaklari. Apoptoz baslica iki ana yolaktan olusur. Ekstrinsik yolak, dis uyarilardan
ya da ligand molekiilii ve 6zellikle 6liim reseptorleri (death receptors; DRs) tarafindan
tetiklenmektedir. Intrinzik yolak Bax/Bak’1n mitokondriyal membrana yerlesmesiyle baslatiimaktadir.
Burada Apaf-1 ve Prokaspaz-9 ile kombine olan sitokrom-c salinimi gergeklesir. Bu yapiya
Apoptozom denir ve olusumundan sonra apoptozun kaspaz-3 kaskadi aktive olur. TRAIL (TNF
related apoptosis inducing ligand), cFLIP (cellular FLICE inhibitory proteins), tBid (Truncated bid),
Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2), Bcl-xL (Bcl-2 homologue splice variants), Cyt C (Cytochrome),
SMAC (Second mitochondrial activator of caspases), IAPs (Inhibitor of apoptosis proteins) (Jan ve
Chaudhry, 2019).

BAX, BAK1, BIM, BID ve BBC3 (yaygin sekilde PUMA) pro-apoptotik Uyeler olup

mitokondri dis membraninda temel olarak delikler yapip sitokrom-c salinimi uyarirken BCL-2, BCL-
XL, BCL-W, BCL-2-A1 ve MCLI1 iiyeleri mitokondri dis membran gegirgenligini inhibe etmektedir.

Pankreatik kanser hiicre hatlarinda CDKS5’in inhibasyonu MCL1 seviyesinin azalmasina sebep olur ve
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BCL-2-BCL-XL inhibitoéri navitoklaks (ABT-263) ile apoptozu indiklemek igin sinerji
olusturmaktadir (Carneiro ve El-Deiry, 2020; Green, 2022).

Evrimsel siiregte kaspazlar yiiksek derecede korunmus ve insandan bdceklere, nematodlara ve
hidralara kadar bulunmaktadir (Hengartner, 2000). Kaspaz-8 ve kaspaz-9 baslatict kaspazlar iken
kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7, kaspaz-10, CAD (kaspazla aktive edilen DNAaz) ve PARP (Poli
((ADP-riboz)) polimeraz) efektdr ya da cellat kaspazlar olarak siniflandirilmaktadir (Jan ve Chaudhry,
2019; Hengartner, 2000).

Kaspazlar normal durumda inaktiftir ve aktive olabilmek icin proteolitik stre¢ gerektirir. Bu
olay DISC (death inducing signalling complex-6lim indikleyici sinyal komplexi) ve apoptozomu
gerektirir. ikinci komplex Apaf-1 (~130 kDa) dir. Sitokrom-c ve dATP’yi ¢ok biiylik (~700-1400 kDa)
apoptozom komplexini oligomerize eder. Apoptozom ve kaspaz-9 holoenzim kompleksini olusturur ve
efektor kaspazi aktive eder (Cain, 2002).

Ekstrinsik yolak, hiicre yiizeyinde bulunan ve hiicre yuzeyi 6lum reseptorleri olarak da bilinen
TNFR1, FAS, TRAIL-R1 gibi reseptorlere TNF-o, TRAIL ve FasL gibi 6lim ligantlarinin
baglanmasiyla baslamaktadir (Brenner ve Mak, 2009, Kashyap vd., 2021). Oliim reseptor aracili
apoptozda, CD95/Fas/APO-1 ve TRAIL gibi ligandlar reseptor trimerizasyonunu indikleyerek 6lim
indukleyici sinyal kompleksini (DISC-death inducing signalling complex) olustururlar. Bu kompleks,
hiicre membraninda bulunur, daha sonra prokaspaz-8, FADD/MORT1 adaptor molekiilii araciligiyla
uyarilir, sonunda kaspaz-8 ve kaspaz-10’da konformasyonel degisim meydana gelir. Kaspaz-8 ve
kaspaz-10 daha sonra dogrudan ya da dolayli olarak kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7 gibi tim diger
kaspazlari aktive edebilir (Cain, 2002; Kashyap vd., 2021).

2.7. Viteksin (Apigenin 8-C-Glikozit)

Dogal olarak mevcut flavonoidler O- ya da C- glikozit halde bulunur. O-glikozitler, dizenli
olarak 3 ya da 7 pozisyonda bir aglikon hidroksiline bagli seker bilesenine sahiptir. Ancak bununla
birlikte, C-glikozidler, genellikle C-6 veya C-8'de aglikon karbonlarina bagh seker gruplari igerir ve bir
C-C bagi olusturarak onlar1 asit hidrolizine karsi daha fazla diren¢ kazandirarak cesitli biyolojik
aktiviteler gergeklestirmesinde yardimei olur (Ganesan ve Xu, 2017).

Viteksin, biyoaktivitelerine katkida bulunan 6zellikle flavinoidlerde radikal temizleyici olan A
halkasindaki o-di-hidroksil olmak tzere toplamda 7 hidroksil grubuna sahiptir. Flovenler flovinoidlerin

bir sinifidir, genellikle sar1 renge sahiptir. Apigenin (4°,5,7-trihydroxyflavone) de bir dogal flovendir.
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(He vd., 2016). Viteksinin molekiiler agirligi 432.38 g/mol, agik formiilii C21H20010°dur ve molekil
yapist Sekil 2.9°da gosterilmektedir (Sigma Aldrich “Vitexin’).

Sekil 2.9. Viteksin’in molekiiler yapisi (Sigma Aldrich).

Viteksin 6rneklerle sinirlandirilmamakla birlikte inci dar1 (Gaitan vd., 1989), ali¢ (Crataegus
spp.) (Edwards vd., 2012), glvercin bezelye (Fu vd., 2008), passiflora (Passiflora spp.) (Zucolotto vd.,
2012), bambu (Bambusa vulgaris) (Yang vd., 2017), bugday yaprag: (Triticum aestivum) (Moheb vd.,
2011), mimoza (Zhang vd., 2011), hayit (Hajdu vd., 2007), mas fasulyesi (Vignar adiata) (Cao vd.,
2011), Arum dioscoridis (Afifi vd., 2016; Oztiirk, 2017) gibi gesitli tibbi bitkide bulunmaktadir.

Viteksin, kalp damar saglig1 koruyucu etki (Al-jeboory ve Dizaye, 2006; Che vd., 2016), néron
koruyucu etki (Lyu vd., 2018; Malar vd., 2018), anti inflamatuar ve anti alerjik etki (Jiang vd., 2019;
Yang vd., 2019) anti kanser etki (Choi vd., 2006; Czemplik vd., 2016; Girish vd., 2016; Liu vd., 2019)
gibi gesitli biyolojik aktivitesinden kaynakli dikkat ¢cekmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
hiicre kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler
Birimi (BAP) ‘nin TP2 Yiiksek lisans tezi kapsaminda 2022-2-TP2-4735 numarali proje kodu ve
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) 1002B Acil Destek, 1237849 numarali
proje ile desteklenmistir. Projeye verdigi destekten &tiiriit TUBITAK *a tesekkiirlerimizi sunariz.

Kullanilan materyaller ve yontem asagida verilmistir.

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Fetal Bovine Serum (Thermo, qualified, Cat. No: 10500064, heat inactivated, United States),
innuUPREP RNA Mini Kit 2.0 (Analytic Jena, InniScreen, Berlin), DMEM (Euroclone, high glucose,
pyruvate, Cat. No: ECB7501L), DMSO (Dimethyl sulfoxide, for cell biology), 15 ml steril santriftj tlpu
(Grenier), 50 ml steril santrifdj tlpd (Grenier), Viteksin (Sigma Aldrich, 10mg), DNA Purification kit
(Atlas Biyoteknoloji, Cat. No: 101-01-05, Turkiye), 1kb plus DNA Ladder, 250bp-10000bp (Atlas
Biyoteknoloji, Cat. No: EDL108, Tirkiye), TBE Buffer (Tris-borate-EDTA, Cat. No: B03-10-01, 10X),
6X Loading Buffer (Cat. No: B10-01-01) LightCycler 480 SYBR Green | (Roche, Cat. No: 4707516,
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo, Cat. No: 4368814), Steril Pastor pipeti (Lp
Italiana Cat. No: L135138), Etanol (Merck), Trypsin-EDTA (Gibco), Serolojik pipet (Grenier, 10 ve
20ml), MTT (Biobasic). Penicillin-Streptomycin (HyClone, Cat. No: SV30010), Amphotericin B
(Capricorn, Cat. No: AMP-B).

3.1.2. Kullamlan Hucreler
CFPAC-1 hiicre hatti1 (ATCC, Manassas, VA, USA), Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Temel Onkoloji Anabilim Dal1 Prof. Dr. Giines Esendagli tarafindan saglanmastir.

MIAPaCa-2 hiicre hatti1 (ATCC, Manassas, VA, USA), Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dal1 Prof.Dr. Omer Faruk Bayrak tarafindan saglanmustir.

3.1.3. Kullanmilan Cihazlar

SANYO CO2 inkiibatér (MCO- 18AIC), HETTICH santrifij (ROTOFIX 32 A), NIKON
ECLIPSE (TS 100) inverted mikroskop, HELFER steril kabin, Termal Cycler T100 (BIO-RAD),
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Lightcycler 480 II cihaz1 (Roche), NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific),
Wisd su banyosu, Eppendorf mini spin plus, Labnet VX100 vorteks.

3.2. YOntemler

3.2.1. Hucre kultura

-80 °C’ de bulunan CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hiicreleri 37 °C de hizla eritilerek santrifiij
islemiyle DMSO’lu ortamdan hizla uzaklastirilmasi saglanmigtir. DMEM medium icersinde %10 FBS,
%1 Penicillin-Streptomycin, %1 Amphotericin B olacak sekilde beslenmistir. Hiicreler bu medium ile
haftada iki kez besleme olacak sekilde T25 flasklarda ¢ogaltilmigtir. Hiicrelerin streste girmemesi igin
viicut ortaminin taklit edilmesi gerekmektedir. Bu amagla Sanyo marka etiiv ortaminda 37 °C de %5
CO; ortaminda %95 nemli kosulda inkiibe edilmesi saglanmistir.

Hiicreler adherent 6zellik gostermektedir ve yaklasik olarak %80 oraninda konfliiens (T25 flask
tizerinde yayilim orani) oldugunda Tripsin — EDTA ile muamele edilerek flask ylizeyinden ayrilmasi
saglanmustir. Tripsin iizerine eklenen katkili medyum ile enzimatik aktivasyon durdurulup hicreler 15
ml’lik falconlara alinmistir. 1200 rpm de 5 dakika santrifiij edilen hiicreler bire ii¢ olacak sekilde
pasajlanmustir. Yeterli miktarda sayiya ulasildiginda deneylere baslanmistir. Hiicre morfolojilerinin
takibi Nicon Eclipse marka mikroskop ile diizenli olarak yapilmistir.

Deney baslangici ve dondurma islemi dncesinde hiicreler Thoma lamu ile 1:1 oram (genellikle
30 uL: 30 pL olacak sekilde) mikroskopta Tripan mavisi ile boyanarak sayilmistir.

Dondurma isleminde santrifiij edilen hiicrelerin supernatant kism1 uzaklastirilarak pellet kism1
950 pL katkili medium a tamamlanip tistiine 50 pL DMSO gelecek sekilde %5 oraninda DMSO ile 1,5
ml lik kriyovial tiiplerde kademeli olarak sogutularak (-20, -80, s1v1 azot) depolanmistir.

3.2.2. Deney Gruplari

10 mg Viteksin (Sigma Aldrich) DMSO da ¢6zdirilip 200 mM stok elde edilmistir. 5SmM, 1mM,
0.5mM, 0.1mM ara stoklar PBS ile hazirlanmistir. 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 500 uM

doz uygulamalar1 hazirlanan ara stoklardan uygulanmustir.

3.2.3. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromur) testi ile sitotoksisite gozlemi

ve 1Cs doz tayini

MTT test igerigi ele alindiginda basrolde bulunan yapi tetrozolyum tuzudur. Bu tuz hiicrede
aktif bir mitokondri varliginda formazan kristallerine indirgenirken, o6lii hiicrelerde herhangi bir renk

kaybma ugrama gerceklesmemektedir. Indirgeme sonucu sari renkte olan igerik mor renge

18



Kevser YASAR, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstituisii, Mersin Universitesi, 2024

doniismektedir (Mossman, 1983; Tokur ve Aksoy, 2017). Vitexinin anti-proliferatif etkisi icin MTT
testi uygulanmaktadir ve sitotoksik bir etki olup olmadigina bakilmaktadir. Deneylerde kullanilmak
lizere, Viteksinin doz ve zaman bagimli olarak ICso degeri ¢ikarilmaktadir.

Belirlenen doz araliklar1 10 — 500 uM arasinda se¢ilmistir. Literatiirde farkli kanser hiicrelerine
uygulanan farkli dozlar olmasi nedeniyle ve ¢alismada kullanilacak pankreas karsinoma hiicreleri epitel
kokenli adenoma hiicreleri olmasi géz 6niinde bulundurularak bu araliklar belirlenmistir (An vd., 2015;
Kilig, 2022).

MTT boyasi toz sar1 halde bulunur ve deneye yakin zamanda 1 mL igersinde 5 mg olacak sekilde
cOzdiiriilmiistiir. Isiktan etkilendigi i¢in hazirlandigi ependorf tiip aleminyum folyo ile kaplanarak +4
°C derecede muhafaza edilmistir. Deney gruplari olarak iki hiicre hattinda da Kontrol, 10 uM, 20 pM,
50 puM, 100 pM, 200 pM, 500 pM dozlar1 uygulanmigtir ve DMSO grubu eklenmistir. Hiicre sayimi
Thoma laminda yapildiktan sonra kuyu bagina CFPAC-1 icin 4x10%, MIAPaCa-2 igin 2x10% hiicre ekimi
gerceklestirilmistir. Her dozun > 3 kez (n > 3) tekrart yapilmistir. Hiicre ekimi gergeklestikten sonra
kuyucuklara tutunmasi i¢in hiicreler bir gece inkiibe edilmistir.

Sonraki giin kuyucuk igerikleri bosaltilarak (DMSO harig) ilag uygulamalar1 2 giin (48.saat,
72.saat) hesaplanacak sekilde yapilmistir. Deney sonucunda ELISA okuyucuda kuyucuklarin absorbans
degeri ol¢iilmiistiir. Ol¢iim sonras1 ¢ikan degerler Excel uygulamasinda sigmoidal egri lzerinde
yorumlanmustir. 1Cso degeri hesaplanirken 1Cso= (kontrol grubu ortalamasi — érnek grubu ortalamast) /
(kontrol grubu ortalamasi) x 100 denkleminden faydalanilmistir. Kontrol grubu (doz uygulamasi

yapilmayan grup) canlilik agisindan 100 kabul edilmistir (Mosmann, 1983).

3.2.4. CFPAC-1, MIAPaCa-2 Hiicrelerinde Apoptoz ve Metastaz Yolag ile iliskili Genlerin
Ekspresyon Dizeylerinin qRT-PCR ile Analizi

MTT ile doz belirlenmesinin ardindan hiicreler kontrol ve belirlenen iki Viteksin dozu CFPAC-
1 hicreleri igin 312 ve 156 uM, MIAPaCa-2 hicreleri icin 500 ve 250 uM 48 saat uygulanmig ve Total
RNA izolasyonu yapilmistir. islem basamaklar1 asagidaki gibidir.

1. Uygulama yapilmis 1 milyon hiicre santrifiij edilmistir. Supernatant kismi atilarak pellet Gizerine
400 pL lizis soluayonu (Lysis Solution RL) eklenmistir. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe
edilmistir. Pipetaj yapilan hiicreler tekrar 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu
adimdan sonra higbir hiicre y1gimi goriilmemelidir.

2. Toplayic tiipe Spin Filter D kolonu yerlestirilmistir. Lizis edilen 6rnekler bu kolona transfer
edilmigtir. 11,000 x g (11.000 rpm) da 2 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Bu adimda elde
edilen filtrat RNA icermektedir. Eger soliisyon tamamen Spin Filterdan ge¢cmedi ise daha
yiiksek hizda ve biraz uzatilmis zamanda filtrelenmelidir.

3. Spin Filter R kolonu yeni toplayici tiipe yerlestirilmistir. Yaklasik olarak 400 uL %70 Etanol 2.

Adimda elde edilen 6rnege eklenmistir ve birkag kez pipetaj yapilmistir. Ornek, hazirlanan
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kolon ve alict tiipe aktarilmistir. 11,000 x g (11.000 rpm) da 2 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Toplayict tiip filtratla beraber atilmistir. Eger soliisyon tamamen Spin Filterdan
geemedi ise daha yiiksek hizda ve biraz uzatilmis zamanda filtrelenmelidir.

Spin Filter R kolonunun kapagi a¢ilip 500 uL yikama soliisyonu (Washing Solution HS)
eklenmigtir. Kapak kapatilip 11,000 x g (11.000 rpm) da 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Toplayict tiip filtratla beraber atilmistir. Spin Filter R kolonu yeni bir toplayici tiipe
yerlestirilmistir.

Spin Filter R kolonunun kapagi acilip 700 pL yikama soliisyonu (Washing Solution LS)
eklenmistir. Kapak kapatilip 11,000 x g (11.000 rpm) da 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Toplayic1 tip filtratla beraber atilmistir. Spin Filter R kolonu yeni bir toplayici tiipe
yerlestirilmistir. 700 pL %80 Etanol ile RNA safligin1 artirmak amaciyla yikama yapilmustir.
Alkolii uzaklagtirmak i¢in 11,000 x g (11.000 rpm) da 3 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Toplayict tiip atilmastir.

Spin Filter R, Eliisyon tiip (Elution Tube)’e yerlestirilmistir. Dikkatli bir sekilde kapag1 acilarak
30-80 pL RNase-free su (RNase-free Water) eklenmistir. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edilip 11,000 x g (11.000 rpm) da 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Elde edilen RNA’larin miktarlari NanoQ cihazi ile 6l¢tilmiistiir (Tablo 4.1). RNA izolasonundan

sonra cDNA sentezi yapilmustir. Islem basamaklari asagidaki gibidir. Her deney grubu igin elde edilen

karisima RNA’dan 1 ug olacak sekilde eklenip kalan hacmin 20 pL ye Nuclease-free su ile

tamamlanmasi hedeflenmistir.

— . MIAPaCa-2 kontrol i¢in Miktarlar

CFPAC-1 kontrol, ICs, ICs0/2 igin | Miktarlar
10X RT Buffer 2l 10X RT Buffer 2 ul
25% dNTP Mix (100 mM) 0,8 l 25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 pl
10X RT Random Primers 2l 10X RT Random Primers 2l
MultiScribe™ Reverse MultiScribe™ Reverse
Transcriptase 1 pl Transcriptase 1pl
Nuclease-free su 10,2 pl Nuclease-free su 12,2 pl
Eklenecek RNA 4 ul Eklenecek RNA 2 ul
Toplam Hacim 20 ul Toplam Hacim 20 pl

MIAPaCa-2 ICsp, 1Cs0/2 igin Miktarlar

10X RT Buffer 2 ul

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 pl

10X RT Random Primers 2 ul

MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1l

Nuclease-free su 11,2 ul

Eklenecek RNA 3ul

Toplam Hacim 20 pl
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Termalcycler cihazinda kullamlan protokol

25°C de 10 dakika
37°C de 120 dakika
85°C de 5 dakika
4°C de 1 dakika

Gerekli techizat ve kullanilan malzemeler

1.

2
3
4.
5

Lightcycler 480 II cihazi (Roche)

Lightcycler 480 multiwell plate 96 (Roche cat no: 04729692001)

Lightcycler 480 sealing foil (Roche cat no: 04729757001)

Master Mix; Lightcycler 480 SYBR Green | Master Mix, (Thermo kat no: 04707516001)
Primer Dizayni; Probesynthesis Biyoteknoloji

Ekspresyon Calismasinda hazirlanan icerikler ve uygulanan déngiiler

Real-Time PCR da kullanilan karisim (Her gen ve ¢alisilan her grup i¢in ayr1 ayr1 3 tekrar olacak

sekilde hazirlanmustir); 4.0 pL PCR i¢in uygun saflikta su, 10 uL Reaksiyon enzimi (Master Mix), 2.0

uL Primer (Reverse ve Forward), 4 UL c-DNA.

Real-Time PCR dongii protokoli

Inkiibasyon asamasi; 95°C’de 5 dk.,
Amplifikasyon asamasi; (dongl 45 defa tekrarlanmistir); 95°C’de 10 saniye DNA’nin ¢ift iplikli

yapidan tek iplikli yapiya gegmesi (denatiirasyon), 60°C’de 15 saniye primer baglanmasi (annealing),

72°C’de 15 saniye uzama (extesion),
Erime dongusu; 95°C’de 5 saniye, 65 °C’de 1 dakika, 97 °C’de,

Sogutma asamasi; 40°C’de 10 saniye bekletilmistir.
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Tablo 3.1. RT-PCR asamasinda kullanilan primer dizileri.

PRIMERLER GEN DIZILERI

ACTB Rewerse 5" CAAGTCAGTGTACAGGTAAGC 3’ (21 mer) (Alabas,

ACTB Forward 5" GAGGTGATAGCATTGCTTTCG 3’ (21 mer) 2017)
KASPAZ-3 Reverse 5" TCAGCCCTCCATGTTGTGAA 3’ (20 mer) (Alabas,
KASPAZ-3 Forward 5 TCATCACCTGTTCAGATCCAGAG 3’ (23 mer) 2017)
KASPAZ-8 Reverse 5" GGAAAATGAGGGAAGGACACAAA 3’ (23 mer) (Alabas,
KASPAZ-8 Forward 5 GAAATAGAACTACAAGCGGATGGTT 3’ (25 mer) 2017)
KASPAZ-9 Reverse 5" ATCCTGCCTTTCTTTCCAAACAG 3’ (23 mer) (Alabas,
KASPAZ-9 Forward 5 CTTTGCTGCTTGCCTGTTAGTT 3’ (22 mer) 2017)

ZEB1 Reverse 5" GGTTGTTCCATCTTGATCAACCA 3’ (23 mer) (Ren vd.,

ZEB1 Forward 5" CAAGAAACAATCAATGCTTCACC 3’ (23 mer) 2013)

3.2.5. CFPAC-1, MIAPaCa-2 Hiicrelerinde metastazin Wound-healing ile analizi

1. Deney gruplari olusturmak adina 6 1 kuyucuklu plate kullanilmistir ve her kuyucuga 1 milyon
hiicre ekilmistir.

2. Hiicrelerin tutunmasi i¢in bir giin beklenmistir. Konfluens orani %90’a ulastiginda FBS
icermeyen medium eklenerek 24 saat etiivde inkiibe edilmistir.

3. Kuyucuklarda bulunan medium alinip 200 pL’lik pipet ucuyla diiz seritler ¢ekilmistir. Ix DPBS
ile 3 kez yikanip yara bolgesinden kalkan hiicreler uzaklastirilmastir.

4. %! FBS mediumlu ila¢ dozlar1 kuyucuklara eklenmistir. 24, 48, 72. saatlerde yara kapanmalar1
mikroskobun bagli oldugu bilgisayardan fotograflanmistir.

5. Universal TEM Imaging Platform (ITEM) ve Image J programlarindan 6l¢imler yapilip yara

mesafesi ve kapanma orant hesaplanmistir (Grada vd., 2017; Martinotti ve Ranzato, 2020).

3.2.6. CFPAC-1, MIAPaCa-2 Hiicrelerinde Apoptozun jel elektroforez yontemiyle analizi

Deney gruplarindan izolasyon ABT DNA izolasyon Kkiti ile yapilmistir. Deney asamalar1 asagidaki
gibidir.
1. 20 pl Proteinaz K, 200 pl 6rnek ve 200 pl Lizis Buffer (Lysis Buffer) karigim 1.5 mL santrif(j
tiipiine sirasiyla eklenmistir. Karigimin tamaminin homojenizasyonu igin vortexlenmistir.
2. 56°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Kapagin i¢inde herhangi bir sey kalmamasi adina spin
yapilmustir.

3. Karisima 200 pl Absoli etanol eklenip vortekslenmistir ve Kapagin i¢inde herhangi bir sey

kalmamas1 adina spin yapilmistir.
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4. Karisim spin kolonuna dikkatlice transfer edilmistir. 1 dakika 8,000 rpm de santrifiij edilmistir.
Toplayicr tiip icerigi bosaltilip tekrar kolona yerlestirilmistir.

5. 600 pl Yikama Buffer I (Wash Buffer I) eklenmistir. 1 dakika 8,000 rpm de santrifiij edilmistir.
Toplayicr tiip i¢erigi bosaltilip tekrar kolona yerlestirilmistir.

6. 700 pl Yikama Buffer II (Wash Buffer IT) eklenmistir. 1 dakika 8,000 rpm de santrifiij
edilmistir. Toplayici tiip igerigi bosaltilip tekrar kolona yerlestirilmistir.

7. Spin kolonu temiz 1.5 mL tiipe yerlestirilmistir. 50-200 pl Elution Buffer eklenmistir. Oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir. Tam hizda 1 dakika santrifiij edilmistir.

Elde edilen DNA’lar %1°lik Agar hazirlanarak jel elekroforez yontemiyle 90A, 100W, 50 dakika jelde

yiiriitilmistir. UV kabin altinda gézlenmistir.

3.7. istatistik

Bu calisma kapsaminda yapilan istatistik analizler Jamovi (2.3.28.0) programi ile yapilmistir.
Gruplarin karsilastirilmasinda One Way Anova testi kullanilmis olup, Post hoc test olarak Tukey
testinden yararlanilmistir. Normal dagilim varsayimi saglanmadigt durumda ise grup
karsilagtirllmasinda Kruskal Wallis testi kullanilmistir ve Post hoc test olarak Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner pairwise comparisons testi kullanilmistir. Veriler normallik saglandigi durumda
ortalamatstadanrt sapma, saglanmadigi durumda ise medyan[min-max] olarak &zetlenmistir. P<0.05,

istatistiksel olarak anlamlilig1 belirlemek i¢in kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1, Bulgular

4.1.1. MTT ile ICso Dozu Belirleme

Yapilan deneyde 48. ve 72. saat absorbans degeri incelenmis, maddenin 6zellikle MIAPaCa-2
hiicre hattinda 72. saatte (Sekil 4.3, Sekil 4.4) 48.saate (Sekil 4.1, Sekil 4.2) nazaran etkinligi gézlenmis
ve iki hiicre hattinda sonraki uygulamalar igin ortak deney saati olarak 72. saat temel alinmistir. Deney
uygulamasi kabul edilen saat {izerinden zaman ve doza baglh yiizde canlilik grafigi ¢ikarilip ICso dozu
belirlenmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Grafik {izerindeki denklem {izerinde y degeri 50 segilerek x (ICsp)
degeri CFPAC-1 hucrelerinde 312,96 uM, MIAPaCa-2 hiicre hattinda 501,43 pM bulunmustur.
Uygulama gruplarinda CFPAC-1 igin 312 uM ve 156 pM, MIAPaCa-2 i¢in 500 pM ve 250 uM dozlar

kullanilmagtir.
4.1.1.1. Proliferasyonun 48. saat deney sonucu

CFPAC-1 hiicre hatt1 i¢in 500 uM’daki canlilik %35,13 200 puM’daki canlilik %74,77 bulunmustur.
MIAPaCa-2 hiicre hatti i¢in 500 uM daki canlilik %78,73 200 uM daki canlilik %83,04 bulunmustur.

y =-0,1219x + 95,937
48.saat CFPAC-1 490 nm R?=0,9701

120

100 @y

80

60

% Canhhk

40

20

0 100 200 300 400 500 600
Dozlar

Sekil 4.1. Doz ve zamana bagl olarak 48. saat CFPAC-1 hiicre hattina ait yiizde ve canlilik grafigi,
490nm.
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y =-0,039x + 95,282
48.saat MIAPaCa-2 490 nm R2 = 0,7404

120

100 @

80

60

% Canhhk

40

20

0 100 200 300 400 500
Dozlar

600

Sekil 4.2. Doz ve zamana bagli olarak 48. saat MIAPaCa-2 hiicre hattina ait yiizde ve canlilik grafigi,
490nm.

4.1.1.2. Proliferasyonun 72. saat deney sonucu

CFPAC-1 hiicre hatt1 i¢in 500 pM daki canlilik %15.70, 200 pM’daki canlilik %85,12 bulunmustur.
MIAPaCa-2 hiicre hatti i¢in 500 pM daki canlilik %48.97, 200 UM daki canlilik %82,52 bulunmustur.

y =-0,145x + 95,38
72.saat CFPAC-1 490nm R?=0,8789
120

100
80

60

% Canlihik

40

20

0 100 200 300 400 500

600
Doz

Sekil 4.3. Doz ve zamana bagl olarak 72. saat CFPAC-1 hiicre hattina ait yiizde ve canlilik grafigi,
490nm.
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y =-0,0951x + 97,686

72.saat MIAPaCa-2 490nm R?=0,937
120
100

80

60

% Canlihk

40

20

0 100 200 300 400 500 600
Doz

Sekil 4.4. Doz ve zamana bagli olarak 72. saat MIAPaCa-2 hiicre hattina ait ylizde ve canlilik grafigi,
490nm.

Tablo 4.1. MTT testinde doz ve zamana bagl olarak elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME 48.SAAT CFPAC-1;

Kontrol ve 500 uM; P<0.001
500 uM ve 10 uM; p<0.001
500 uM ve 20 uM; p<0.001
500 uM ve 50 uM; p=0.001

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME 72.SAAT CFPAC-1;

Kontrol ve 500 uM; P<0.001

500 uM ve 10 uM; p<0.001

500 uM ve 100 pM; p<0.001

500 uM ve 20 uM; p<0.001

500 uM ve 200 uM; p<0.001

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME 48.SAAT MIAPaCa-2;

Kontrol ve 500 uM; P=0.02

500 uM ve 10 pM; p=0.02

500 uM ve 20 uM; p=0.009

500 uM ve 50 uM; p=0.045

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME 72.SAAT MIAPaCa-2;

Gruplar aras1 anlamli bir farklilik yoktur (P>0.05).
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Tablo 4.2. MTT testinde doz ve zamana bagl olarak elde edilen verilerin 6zetlenmesi.

500 uM

200 pM

100 uM

50 uM

20 uM

10 uM

Kontrol

48.saat
CFPAC-1
Ortalamat

St. sapma

0.43+0.08

0.92+0.05

0.96+0.05

1.06+0.04

1.12+0.09

1.21+0.22

1.23+0.25

72.saat
CFPAC-1
Ortalamaz

St. sapma

0.27+0.03

1.49+0.16

1.46+0.06

1.53+0.06

1.42+0.13

1.52+0.03

1.75+0.11

48.saat
MIAPaCa-
2
Ortalamat

St. sapma

0.56+0.03

0.65+0.09

0.68+0.04

0.71+0.02

0.74+0.04

0.78+0.02

0.78+0.06

72.saat
MIAPaCa-
2

Medyan
[Min-Max]

0.80

1.34

1.43

1.53

1.43

1.67

1.70

4.1.2.

Wound-Healing Yoéntemi ile CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 Hiicre Hatlarinda Migrasyon

Tayini

Wound- Healing yontemi ile yara modeli olusturulmus iki hiicre hattinda da doz ve zamana

bagli olarak hiicre go¢ mesafeleri ve yara kapanma oranlari hesaplanmustir.

4.1.2.1. CFPAC-1 hiicre hatti iizerinde Wound-Healing deneyi

CFPAC-1 hiicre hattina ait wound-healing deney sonuglar1 asagida verilmistir.
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Sekil 4.5.c. CFPAC-1 I1Cs¢/2 doz uygulamasi yapilmig grup, 24.saat, 4x biiyiitme, bar uzunlugu 1mm.
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Sekil 4.5.f: CFPAC-1 ICso doz uygulamasi yapilmis grup, 72. saat, 4x biiyiitme, bar uzunlugu 1mm.
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Sekil 4.5.9: CFPAC-1 ICs0/2 doz uygulamas1 yapilmis grup, 72. saat, 4x biiyiitme, bar uzunlugu lmm.

4.1.2.2. MIAPaCa-2 hiicre hatt1 iizerinde Wound-Healing deneyi

MIAPaCa-2 hiicre hattina ait wound-healing deney sonuglari asagida alt alta verilmistir.

Sekil 4.6.a: MIAPaCa-2 Kontrol grubu, 0. saat, 4x buyltme, bar uzunlugu Imm.
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Sekil 4.6.b: MIAPaCa-2 ICsy doz uygulamasi yapilmis grup, 24. Saat, 4x biiyiitme, bar uzunlugu
Imm.

Sekil 4.6.c: MIAPaCa-2 1Cso/2 doz uygulamasi yapilmis grup, 24. saat, 4x bilyiitme, bar uzunlugu
Imm.
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Sekil 4.6.d: MIAPaCa-2 ICso doz uygulamasi yapilmis grup, 48.saat, 4x biiyiitme, bar uzunlugu Imm.

Sekil 4.6.e: MIAPaCa-2 1Cs0/2 doz uygulamasi yapilmis grup, 48.saat, 4x biiyilitme, bar uzunlugu
Imm.

Sekil 4.6.f: MIAPaCa-2 1Cso doz uygulamasi yapilmis grup, 72. saat, 4x biiyiitme, bar uzunlugu Imm.
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Sekil 4.6.9: MIAPaCa-2 1Cso/2 doz uygulamasi yapilmis grup, 72. saat, 4x biiyiitme, bar uzunlugu
Imm.

Wound- Healing deneyi icin doz ve zamana bagh olarak yara mesafeleri ve yara kapanma oranlari

asagidaki gibidir.

CFPAC-1 IC 50 GRUBU

. 1,2
é ) .\’_.\.
N
7 0,8
o
< 0,6
wn
S 04
S 02
<
>~ 0
Oh CF KONTROL 24H CF 48H CF 72H CF

CF ICsy GRUPLARI

Sekil 4.7. CFPAC-1 ICsg gruplarinda zamana bagli olarak yara kapanma mesafesi.

34



Kevser YASAR, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstituisii, Mersin Universitesi, 2024

CFPAC-1 IC 50/2 GRUBU

i . .

-
=N

o N P oo

Oh CF KONTROL 24H CFIC50/2  48H CFIC50/2  72H CFI1C50/2
CF IC.,/2 GRUPLARI

YARA MESAFESI (mm)
o O O o

Sekil 4.8. CFPAC-1 ICso/2 gruplarinda zamana bagli olarak yara kapanma mesafesi.

MIAPaCa- 2 IC 50 GRUBU

N

P
(6]

[ERN

o
"

o

OH MIAKONTROL ~ 24H MIA 48H MiA 72H MiA
MIAPaCa- 2 1C;, GRUPLARI

YARA MESAFESI (mm)

Sekil 4.9. MIAPaCa- 2 1Cso gruplarinda zamana bagl yara kapanma mesafesi.

MIAPaCa- 2 IC 50/2 GRUBU

=
ul N

[N

o

OH MiA 24H MIA IC50/2 48H MIA IC50/2 72H MIA 1C50/2
KONTROL

YARA MESAFESI (mm)
o
(0]

MIAPaCa- 2 IC,,/2 GRUPLARI

Sekil 4.10. MIAPaCa- 2 ICso/2 gruplarinda zamana bagli yara kapanma mesafesi.
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YARA KAPANMA ORANI CFPAC-1

12
10 I

OhCF 24HCF 24HCF 48HCF 48HCF 72HCF 72HCF
KONTROL 1C50/2 1C50/2 1C50/2

Doz ve Zaman

% Kapanma
o]

oON PO

Sekil 4.11. CFPAC-1 ICsp ve 1Cso/2 gruplarinda doz ve zamana bagli yara kapanma oranlart.

YARA KAPANMA ORANI MIAPaCa-2
120

100

0 I I I I I I

OH MIA 24H MIA 24H MIA 48H MIA 48H MIA 72H MIA 72H MiA
KONTROL 1C50/2 1C50/2 1C50/2

Doz ve Zaman

8

o

6

% Kapanma
o

4

o

2

o

Sekil 4.12. MIAPaCa-2 I1Cso ve 1Cso/2 gruplarinda doz ve zamana bagl yara kapanma oranlari.
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4.1.3. DNA jel elektroforez ile apoptoz tayini

DNA ve RNA izolasyon oncesi 6 11 kuyucuklarda hiicre morfolojileri sekildeki gibidir.

Sekil 4.13 Viteksin maddesi ile 48 saat uygulama yapilmis hiicre morfolojileri gorintileri. a: CFPAC-
1 Kontrol grubu, b: CFPAC-1 1Cs dozu, ¢: CFPAC-1 ICs/2 dozu, d: MIAPaCa-2 Kontrol grubu, e:
MIAPaCa-2 ICs dozu, f: MIAPaCa-2 1Cs0/2 dozu. 4x biiyiitme, bar uzunlugu 1mm.
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CF Kontrol CFIC50 CFIC50/2

1 kb Ladder

10000 bp :

4000 bp =

1000 by

750 bp W

500 bp .

250 bp

Sekil 4.14. CFPAC-1 hiicre hattina ait doz ve zamana bagl jel elektroforez goruntiisu, Ladder; 1 kb.

MIA ]
Kontrol MIiA 1C50 MIAIC50/2 1 kb Ladder

s e

f
L "" - — . 10000 kb
L e

-

1000 bp

500 bp

250 bp

Sekil 4.15. MIAPaCa-2 hiicre hattina ait doz ve zamana bagl jel elektroforez gorintusu, Ladder; 1 kb.
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4.1.4. CFPAC-1, MIAPaCa-2 Hiicrelerinde Apoptoz ve Metastaz Yolag ile iliskili Genlerin

Ekspresyon Duzeylerinin gqRT-PCR ile Analizi

CFPAC-1 VE MIAPaCa-2 hiicre hatlarinda 48. saat kontrol ve doz uygulamasi yapilmis, RNA’lar izole

edilmis ve Nanodrop cihazinda 6l¢iilmiisttir (Tablo 4.1).

Tablo 4.3. CFPAC-1 VE MIAPaCa-2 hiicre hatlarina ait RNA’larin Nanodrop 6l¢iim sonuglari ve
cDNA sentezi i¢in gerekli niikleik asit miktarlari.

Ornek adi Niikleik asit miktar (ng/ul) | 260/280 (Abs) 260/230 (Abs) Ornek Tipi  |[eDNA i¢in kullamilan miktar
Kor 0.3 1,96 1,17 Blank
Cfpac-1 Kontrol 2844 2,03 2,05 RNA a4
Cfpac-11C50 2742 2,03 2,16 RNA a4
Cfpac-1 1C50/2 308,6 24 2,16 RNA a4
Miapaca-2 Kontrol 539,8 2,11 2,12 RNA 2
Miapaca-2 IC50 444 4 2,03 2,16 RNA 3l
Miapaca-2 1C50/2 418,1 2,01 2,21 RNA 3u
Melting Peaks

7.393|

B.693

5.993

§‘ 5.293H

% 4.593H

E 3893

g 3193

%—‘ 2493

E 1.79H

1.093H

0.393|

85 70 75 &5 El %

80
Temperature [*C)

Sekil 4.16. Genlere ait erime pikleri.
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Fluorescence (465-510)

Amplification Curves

25 0

kG 40

Sekil 4.17. Genlere ait amplifikasyon egrileri.

T
45

4.1.4.1. CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 Hiicre Hatlarinda Metastas ile ilgili Genlerin ifade Diizeylerinin
gRT-PCRile Analizi

Tablo 4.4. CFPAC-1, MIAPaCa-2 hiicre hatlarinda 48. saat ACTB ve ZEB-1 genleri ifadesi ve verilerin
istatistiksel analiz sonugclari

Ortalamaztst.sapma | Medyan[Min-
GRUPLAR |ACTB | ZEB-1 ACT | AACT 2AACT Max]
Kontrol CF | 24,67 |24,6 -0,07 0 1 24.6+0.0608 -
CF ICs 24,08 2498 |09 0,97 0,51050606 | ** 25+0.150 -
CFICs/2 [21,98 25,12 (3,14 3,21 0,10806715]** 25.140.101 -
KONTROL - 23.6
MiA 26,83 27,86 1,03 0 1
MIAICs, (2875 (26,15 |-26 -3,63 12,38051991 - 25.9
MIA ICs/2 128,68 24,63 | -4,05 -5,08 33,82457731 - 24.6
ISTATISTIKSEL SONUC;

P<0.05; *, P<0.01; **

Kontrol CF ve CF 1Csp; p=0.013.
Kontrol CF ve CF 1Cs/2; p= 0.003.
MIiAPaCa-2 hiicre hattinda gruplar arasi1 anlamli bir farklilik yoktur (P>0.05).

Metastaz ile iliskili ZEB-1 geni, referans gen ACTB ile ele alindiginda CFPAC-1 hiicre hattinda yiiksek
dozda 0,5 kat azalis gosterirken, diisiik dozda yaklasik 0,9 kat azaldig1 goriilmektedir. MIAPaCa-2 hiicre

hattinda ise yiiksek dozda yaklagik 11 kat arttig1, diisiik dozda yaklasik 32 kat arttig1 gézlenmistir.
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4.1.4.2. CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 Hiicre Hatlarinda Apoptoz ile ilgili Genlerin ifade Diizeylerinin

gRT-PCRile Analizi

Tablo 4.5. CFPAC-1, MIAPaCa-2 hiicre hatlarinda 48. saat ACTB ve Kaspaz-3 genleri ifadesi ve
verilerin istatistiksel analiz sonuglari

GRUPLAR |ACTB KASPAZ-3 ACT AACT 2°AACT | Ortalamazst.sapma
Kontrol CF | 24,67 34,89 10,22 0 1 34.9+0.101

CF ICs 24,08 34,8 10,72 -0,5 1,414213567 34.8+0.387
CFICs/2 21,98 34,78 12,8 2,58 0,16724094 34.8+0.594
KONTROL 37.6+0.348
MiA 26,83 37,6 10,77 0 1

MIAICs, | 28,75 35,37 6,62 -4,15 17,75311167** 35.3+0.121
MIA ICs0/2 | 26,97 35,66 8,69 -2,08 4,228072161** 35.7+1.16
ISTATISTIKSEL SONUC;

P<0.05; *, P<0.01; **
CFFAC-1 hiicre hatt1 gruplari arasinda anlamli bir farklilik yoktur (P>0.05).
KONTROL MIA ve MiA ICso. p= 0.017.
KONTROL MIA ve MIA ICs/2; p= 0.034.

Apoptoz ile iliskili kaspaz-3 geni, referans gen ACTB ile ele alindiginda CFPAC-1 hiicre hattinda

yuksek dozda 0,4 kat artis gosterirken diisiilk dozda bu miktarin yaklasik olarak 0,8 kat azaldigi
gorulmektedir. MIAPaCa-2 hiicre hattinda yiiksek dozda yaklasik 16 kat, diisiik dozda yaklasik 3 kat

arttig1 gozlenmistir.

Tablo 4.6. CFPAC-1, MIAPaCa-2 hiicre hatlarinda 48. saat ACTB ve Kaspaz-8 genleri ifadesi ve
verilerin istatistiksel analiz sonuclari

GRUPLAR |ACTB KASPAZ-8 ACT AACT 2°44CT | Ortalamazst.sapma
Kontrol CF | 24,67 29,59 4,92 0 1 29.6+0.147

CF ICso 24,08 29,28 5,2 0,28 0,82359102) | 29.3+0.599

CF ICs/2  |21,98 40 18,02 13,1 0,0001139*** 40+0.00577
KONTROL 34+0.300

MiA 26,83 34,01 7,18 0 1

MIAICs,  |28,75 35,97 7,22 0,04 0,97265495 | **  35.4+0.202

MIiA ICso/2 | 26,97 35,97 9 1,82 0,28322097 | ** | 35.5£0.527

ISTATISTIKSEL SONUC;

P<0.05; *, P<0.01; **, P<0.001; ***
Kontrol CF ve CF 1Cs/2; p<0.001

CF ICso ve CF 1C50/2; p<0.001
KONTROL MIA ve MIA 1Cs; p= 0.009.
KONTROL MIA ve MIA 1Cso/2; p= 0.005.
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Apoptoz ile iliskili kaspaz-8 geni, referans gen ACTB ile ele alindiginda CFPAC-1 hiicre hattinda
yiiksek dozda 0,2 kat azalig gosterirken, diisiik dozda bu miktarin yaklasik 1 kat azalis gosterdigi
gorulmektedir. MIAPaCa-2 hiicre hattinda ise yiiksek dozda degisim gostermemekle birlikte, diisiik
dozda yaklasik 0,7 kat azaldig1 gézlenmistir.

Tablo 4.7. CFPAC-1, MIAPaCa-2 hiicre hatlarinda 48. saat ACTB ve Kaspaz-9 genleri ifadesi ve
verilerin istatistiksel analiz sonuglari

GRUPLAR ' ACTB KASPAZ-9 ACT AACT 2'4ACT | Ortalamazst.sapma
Kontrol CF | 24,67 29,37 4,7 0 1 29.4+0.117

CF 1Cs 24,08 29,05 4,97 0,27 0,82931955| | 29.1+0.375

CF ICs/2 21,98 32,07 10,09 5,39 0,0238478*** | 32.1+0.350
KONTROL

MiA 26,83 30,29 3,46 0 1 37.6+0.348

MIA ICs 28,75 29,86 1,11 -2,35 5,098242511  35.3+0.121

MIA ICs0/2 | 26,97 29,53 2,56 -0,9 1,866065981 | 35.7+1.16
ISTATISTIKSEL SONUC;

P<0.05; *, P<0.01; **, P<0.001; ***

CF ICsove CF 1Cs0/2; p<0.001.

Kontrol CF ve CF 1Cso/2; p<0.001.

MiAPaCa-2 hiicre hattinda gruplar arasi anlamli bir farklilik yoktur (P>0.05).

Apoptoz ile iliskili kaspaz-9 geni, referans gen ACTB ile ele alindiginda CFPAC-1 hiicre hattinda
yuksek dozda yaklasik 2 kat azalig gosterirken, diisiik dozda yaklagik 1 kat azaldigi goriilmektedir.
MIAPaCa-2 hiicre hattinda ise yiliksek dozda yaklasik 4 kat arttig1, diisiik dozda yaklasik 1 kat arttig1
gdzlenmistir.

Tablo degerleri genler ve hiicre hatlar acisindan yorumlandiginda;

CFPAC-1 hiicre hattina bakildiginda yalmizca Kaspas-3’te 1,4 kat artis gozlenmistir. Diger
apoptotik genler agisindan viteksin uygulanan CFPAC-1 hiicrelerinde apoptoz anlamli ¢ikmamastir.
Ancak, Zeb-1 gen ifadesi ve Wound-healing (yara kapanma) deneyi ag¢isindan olduk¢a anlamlidir.
Viteksinin anti-migratif ve anti-metastatik etkinligine isaret etmektedir.

Viteksin uygulanan primer bir tumor olan MIAPaCa-2 hiicre hattinda Kaspaz-3, Kaspaz-9 gen
ifadesine bakildiginda apoptozun oldukea etkili oldugu gozlenmistir. DNA fragmantasyon deneyinde
belirgin apoptotik bantlar (180bp ve katlar1) gézlenmemistir. Yiiksek Zeb-1 gen ifadesi ve Wound-
healing (yara kapanma) deneyi agisindan bakildiginda, viteksinin primer timor hiicresi olan MIAPaCa-

2’ de anti-migratif ve anti-metastatik bir etkide olamayacagini diisiindiirmektedir.
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4.2. TARTISMA

Bu ¢alismada, CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hiicre hatlarinda bir dogal flavonoid olan viteksinin
MTT, DNA Jel elektroforez, Wound-healing, Real Time PCR deneyleri ile anti-metastatik/migratif,
anti-proliferatif, apoptotik etkinlikleri incelenmistir. MTT testi ile 48. saat sonunda yiizde canlilik
CFPAC-1 hiicre hattinda 500 uM i¢in %35.13, 200 uM igin %74.77, MIAPaCa-2 hiicre hattinda 500
UM i¢in ylizde canlilik %78.73 200 uM igin %83.04 bulunmustur. 72. saatte ise yiizde canlilik CFPAC-
1 hiicre hattinda 500 uM igin %15.70, 200 uM i¢in %85.12 bulunmustur. MIAPaCa-2 hiicre hattinda
500 uM ig¢in %48.97, 200 uM i¢in yilizde canlilik %82.52 bulunmustur. MIAPaCa-2 hiicre hattinda 72.
saatte 48.saate nazaran etkinligi gézlemlenmis ve iki hiicre hattinda sonraki uygulamalar i¢in ortak
deney saati olarak 72. saat temel alinmistir. Deney uygulamasi kabul edilen saat {izerinden zaman ve
doza bagli yiizde canlilik grafigi ¢ikarilip ICso dozu belirlenmistir. MIAPaCa-2 hiicre hatt1 i¢in yaklagik
olarak 1Cso dozu: 500 pM, 1Cs0/2: 250 puM, CFPAC-1 hiicre hatt1 igin 1Cso dozu: 312 pM, 1Cse/2: 156
UM olarak bulunmustur.

DNA Jel elektroforez deneyinde her grup i¢in 1 milyon hiicre kullanilmis, 48. saat maruziyetten
sonra hiicrelerden DNA izole edilip %1’lik agaroz jelde yiiriitilmistiir. Yapilan DNA fragmantasyon
deneyinde belirgin bir genomik DNA hasar1 her iki hiicre hattinda da gozlenmemistir.

Wound-healing deneyinde her grup i¢in 1 milyon hiicre kullanilmis, prosediir uygulandiktan
sonra 0. saatten itibaren goriintiilemeler alinmig dl¢iimler belirtilen programdan yapilmistir. Deney
sonucuna bakildiginda yara kapanma oran1 CFPAC-1 hiicre hattinda %16°de iken, MIAPaCa-2’da
%100 oraninda oldugu gorilmiistiir.

Real Time PCR ile gen ifadesi deneyinde her grup igin 1 milyon hiicreden maruziyet sonrasi
total RNA’lar izole edilmis, cDNA’ya ¢evrilip kontrol gen ACTB, metastatik gen ZEB-1, apoptotik
genler; Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ile sonuglara bakildiginda, Viteksin ICso uygulanan CFPAC-1
hicrelerinde kaspaz-3’te 0,4 kat artis gozlenirken, MIAPaCa-2 hiicrelerinde kaspaz-3’te 16 kat artis
(P<0.05), kaspaz-9’da 4 kat artis gézlemlenmistir. Zeb-1 agisindan incelendiginde, CFPAC-1 hicre
hattinda 0,5 kat azalma (P<0.05), MIAPaCa-2 hiicre hattinda da 11 kat artis gézlemlenmistir. Viteksin
ICs0/2 uygulanan CFPAC-1 hiicrelerinde kaspaz-3’te 0,8 kat azalis (P<0.05) gozlenirken, MIAPaCa-2
hicrelerinde kaspaz-3’te 3 artis (P<0.05), kaspaz-9’da 1 kat artis gozlemlenmistir. Zeb-1 agisindan
incelendiginde CFPAC-1 hiicre hattinda 0,9 kat azalma, MIAPaCa-2 hiicre hattinda da 32 kat artig
gozlemlenmistir. Kaspaz-8 ifadesi her iki hiicre hattinda da azalmistir. MIAPaCa-2 hiicre hattinda
apoptozun i¢ yolaktan gergeklesebilecegi diisiiniilmektedir.

Lee vd., 2012’de yaptig1 ¢alismada Vitexinin U937 hiicre hatt1 {izerine yaptig1 calismada MTT
testinde 1x10* hiicre kullanarak 0, 50, 100, 200 ve 400 uM doz uygulamas1 yapmistir. ICso dozunu 24.
Saat i¢in ~200.34 uM olarak bulmuslardir. 200 ve 400 uM uygulama dozu olarak se¢ilip Jel elektrofozle
DNA fragmantasyon deneyi yapmislardir. Deney sonucunda 48 saat maddeye maruz kalan hiicreler

jelde yiiriitiilmiis ve DNA fragmantasyonlar1 gozlemlemislerdir. Aym c¢alismada Viteksinin aktif
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kaspaz-3, aktif kaspaz-7 ve aktif kaspaz-9 ifadelerinin doz ve zamana bagli olarak arttigini
gozlemlemislerdir. Western blotting yontemiyle incelendiginde Bcl-2 protein seviyesinin azaldigi
gozlemlemislerdir. Boylece apoptotik etkiyi i¢ yolak kaynakli olarak yorumlamislardir. Akis
sitometrisiyle mitokondri membran potansiyeli incelenmis ve doz ve zamana bagli olarak azalma
gbzlemlemislerdir. Bizim ¢alismamiza bakildiginda MIAPaCa-2 hiicre hattinda apoptotik genler olan
Kaspas-3 ve -9 un belirgin olarak artarak i¢ yolaktan gergeklestigini bu calismada oldugu gibi
g0zlenmistir.

Liu vd., 2019°da yaptign Viteksin’in A549 (human lung carcinoma) ve 16HBE (human
bronchial epithelial) hiicre hatti lizerinde yaptigit MTT ¢alismasinda 5x10° hiicre ve 0, 10,20,40 uM doz
uygulamast yapilmistir. Doz ve zamana bagl olarak A549 hiicre hattinda hiicre canliliginda azalma
gozlense de 16HBE hiicre hattinda herhangi bir toksisite olusturmadigi gézlenmistir. Diger deney
setlerine bu dort grup ile devam etmislerdir. A549 hiicre hattinda Mitokondri fonksiyon bozuklugu,
western blot yontemi sonucu ile de p-PI3K, p-Akt ve p-mTOR sinyal yolaklarini inaktive ettigi
gozlemlemislerdir. Bcl-2/Bax oraninda azalma, aktif kaspaz-3 oraninda artis gézlemlemislerdir. Bizim
caligmamizda da iki hiicre hattinda da kaspas-3 oraninda artis gézlenmistir.

Li vd., 2020°de Viteksinin OS-RC-2, ACHN (Renal karsinom hiicre hatlar1) ve HK-2 (hormal
tubular) hiicre hatt1 tizerine yaptig1 ¢alisma kapsaminda CCK-8 deneyinde 0, 10, 20, 30, 40, 50,60, 70,
80, 90, and 100 uM doz gruplar1 kullanmis ve 70 uM’1n HK-2 hiicre hatt1 lizerine belirgin bir etkisini
gozlemlemiglerdir. Devam eden deney setinde 0, 10, 20, 40 uM uygulamalart OS-RC-2, ACHN hiicre
hatlar1 i¢in yapmuglardir. Doza bagli olarak Kaspaz-3, Kaspaz-9, aktif Kaspaz-3, aktif Kaspaz-9
apoptotik marker proteinlerinde artis gozlemlemislerdir. AMPK/mTOR, PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolaklar1t Western Blot yontemi ile incelenmek istendiginde OS-RC-2 hiicre hattina 40 pM Viteksin
uygulamast yapilmig ve hiicre biiylimesinin inhibe edildigi apoptozu ve otofajinin indiiklendigi
gozlemlenmistir. CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hiicre hattinda kaspaz-3 atis1 gozlense de kaspas-9 artisi
MIAPaCa-2 hiicre hattinda mevcuttur.

Yang vd., 2013’te Viteksin (Apigenin-8-C-D-glucopyranoside)’in OC2 (Human oral cancer)
Hiicre hattinda yaptig1 ¢aligmada hiicre canlilik testinde 0, 12.5, 25, 50, 100 uM doz gruplarini kullanmig
25uM doz grubundan itibaren canlilikta bir azalma gozlemlemislerdir. Makalede paylasilan % canlilik
grafiginde 100 uM doz grup karsiliginda canlilik %85 goriilmektedir. Diger deney setlerinde doz
uygulamasi olarak 0, 12.5, 25, 50 and 100 uM gruplar1 kullanilmigtir. Transwell chamber yontemi ile
migrasyonu incelediklerinde migrasyonun %20 oraninda inhibe edildigi gézlemlenmistir. P53’e bagh
metastatik ve apoptotik yolaklarin (p53-PAI1-MMP2 ve p53-PPARg-kaspaz-3 kaskadlari)
indiiklendigini kesfetmislerdir. Bizim calismamizda CFPAC-1 hiicre hattinda migrasyon inhibasyonu,
MIAPaCa-2 hiicre hattinda apoptoz indiiklenmesi gézlenmistir.

Choi vd., 2006’da Viteinin PC12 (rat pheochromacytoma) hiicre hatt1 iizerinde yaptigt MTT
testinde 5x10° hiicre, doz gruplari olarak 0.2, 2, 20, and 50 uM dozlarini kullanmis ve hiicre dliimiinii

50 uM’da %86 bulmuslardir. Ekip 20 pM’dan daha az doz grubu kullanmaya karar vermislerdir.
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Viteksinin HIF-1o protein seviyesini etkilemedigi gozlense de hipoksiye bagli genlerin mRNA
seviyesini azalttigin1 kesfetmislerdir. In-vitro invazyon ve migrasyon deney sonucuna
bakildiginda 20 pM’da %66 invazyonun inhibe edildigi gézlemlenmistir. CFPAC-1 hiicre hattinda
yapilan Wound-healing deneyinde migrasyonun inhibe oldugu gézlenmistir.

He vd., 2016’da yaptig1 ¢calismada Viteksin’in SK-Hepl ve Hepal-6 hiicre hatlarinda yaptig
MTT testinde 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300 uM doz uygulamasi yapmis, ICso degerini iki
hiicre hatt1 igin yaklagik 100 puM bulmuslardir. iki hiicre hattinda yapilan apoptoz ile ilgili galismada 50,
100, 150 uM doz uygulamasi yapilmis, iki hiicre hattinda Kaspaz-3 ve aktif Kaspaz-3 protein miktarinin
western blotting inceleme sonucunda arttigi apoptozla iliskili Bcl-2 ailesi proteininin azaldigini
gbzlemlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismada iki hiicre hattinda da kaspas-3 oraninda artig gbzlenmistir.

Oztirrk 2017°de yaptign calismada Arum dioscoridis bitkisinde etanol, aseton ve hekzan
Ozutlerinde miktar olarak viteksin maddesini gozlemlemistir (sirasiyla 1125 pg/mL, 1411.6 pg/mL, 23.4
Mg/mL). Etanol ekstrati baz alinarak kullanilan 6ziitte CFPAC-1 igin 1Cs dozaji ise 540 pg/ml (Viteksin
15,4 uM) olarak secilmistir. Annexin V. APC ve Propidium iyodid boyama ile 48. Saat 0zt ile
incelenmis apoptozun %42,63 oraninda, 72. saatte 84,24 oldugu gozlemlenmistir. Yapilan gen ifadesi
calismasinda Kas-3,-8,-9 incelenmis. Kas-8 in 6ziit uygulamasinda azaldigi, Kas-9 ve Kas-3’ln
ifadesinin arttigini gézlemlemistir. Bizim ¢alismamizda’da MIAPaCa-2 hiicre hattinda apoptotik genler
olan Kaspas-3 ve -9’un belirgin olarak artarak apoptozun i¢ yolaktan gerceklestigini bu ¢alismada

oldugu gibi gézlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda viteksin maddesinin CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hiicre hatlarinda anti-proliferatif,
anti-migratif/metastatik, apoptotik etkinligi MTT, Wound-Healing, DNA Jel Elektroforez, Real Time
PCR yontemleri ile arastirilmigtir. Calisma sonucunda;

MTT c¢ahismasi sonucunda; 48. saat sonunda yiizde canlilik CFPAC-1 hiicre hattinda 500 uM
i¢in %35.13, 200 uM icin %74.77, MIAPaCa-2 hiicre hattinda 500 uM igin yiizde canlilik %78.73, 200
UM ic¢in %83.04 bulunmustur. 72. saatte ise ylizde canlilik CFPAC-1 hiicre hattinda 500 pM igin
%15.70, 200 puM igin %85.12 bulunmustur. MIAPaCa-2 hiicre hattinda 500 uM i¢in %48.97, 200 uM
icin yiizde canlilik %82.52 bulunmustur. 72. saat Grafik yorumlandiginda; MIAPaCa-2 hiicre hatt1 i¢in
ICso dozu: 500 puM, 1Cs¢/2: 250 pM ve CFPAC-1 hiicre hatti i¢in ICso dozu: 312 pM, 1Cso/2: 156 pM
olarak bulunmustur. CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hiicre hatlarinda gruplar arasi anlamlilik istatistiksel
agidan bulgularda verilmistir.

Wound-Healing yontemi ile migrasyon tayini ¢alismas1 sonucunda; Doz ve zamana bagl
olarak iki hiicre hatt1 ve uygulama dozlar1 incelendiginde, CFPAC-1 hiicre hattinda kapanma oram
%16’da kalmis, MIAPaCa-2 hiicre hattinda kapanma %100 oraninda ger¢eklesmistir.

DNA jel elektroforez yontemi ile apoptoz tayini sonucunda; Doz ve zamana bagli gruplarda
CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hiicre hatt1 incelendiginde, belirgin bir apoptotik bant gézlenmemistir.

Real Time PCR sonucunda; Viteksin 1Csy uygulanan CFPAC-1 hiicrelerinde kaspaz-3’te 0,4
kat artig gozlenirken, MIAPaCa-2 hicrelerinde kaspaz-3’te 16 kat artis, kaspaz-9’da 4 kat artig
gbzlenmistir. Zeb-1 agisindan incelendiginde, CFPAC-1 hiicre hattinda 0,5 kat azalma, MIAPaCa-2
hiicre hattinda 12 kat artis gozlenmistir. Zeb-1 gen ifadesi ve Wound-healing (yara kapanma) deneyi
acisindan oldukga anlamlidir. Bu durum viteksinin anti-migratif ve anti-metastatik etkinligine isaret
etmektedir. MIAPaCa-2 hiicre hattinda yuksek Zebl gen ifadesi ve Wound-healing (yara kapanma)
deneyi agisindan bakildiginda, viteksinin primer tiimor hiicresi olan MIAPaCa-2’de anti-migratif ve
anti-metastatik bir etkide olamayacagimi disiindirmektedir. Viteksin 1Cso/2 uygulanan CFPAC-1
hicrelerinde kaspaz-3’te 0,8 kat azalis gozlenirken, MIAPaCa-2 hiicrelerinde kaspaz-3’te 3 kat artis,
kaspaz-9’da 1 kat artig gdzlenmistir. Zeb-1 agisindan incelendiginde, CFPAC-1 hiicre hattinda 0,9 kat
azalma, MIAPaCa-2 hiicre hattinda 32 kat artig gbzlemlenmistir. Bu durum MIAPaCa-2 hiicre hattinda
apoptozun i¢ yolaktan gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir. CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hiicre
hatlarinda gen ifadesi deney sonuglarinda gruplar arasi anlamlilik istatistiksel agidan bulgularda
verilmistir.

Sonuglar incelendiginde viteksin maddesinin CFPAC-1 hiicre hattinda anti-migratif/metastatik,
MIAPaCa-2 hiicre hattinda apoptotik 6zellikte olabilecegi diisiiniilmektedir.

Viteksin maddesinin diger pankreatik kanser hiicre hatlarinda uygulamasi yapilabilir, ilag etkilesimleri

arastirilabilir, model organizmalar ile in-vivo ¢alismalar desteklenebilir.
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	Şekil 2.1. Kanser hücrelerinin 8 özelliği. İlk olarak 6 adet özellik yayımlanmış olsa da (Hanahan ve Weinberg, 2000) sonradan eklenen 2 özellikte yapı taşı olduğu düşünülmüştür (Hanahan, 2022).
	Genel olarak pankreas yapısına bakıldığında endokrin ve ekzokrin pankreas olarak ayrılmaktadır. Ekzokrin pankreas, loblu bileşik asinar bezdir ve sindirim enzimleri, proteazlar, amilazlar, lipazlar ve nükleazlar üretir. Pankreas kitlesinin %95’ini olu...
	Şekil 2.2. İnsan pankreasının anahtar anatomik özellikleri. A) Pankreasın diyagramı ve çevresindeki organlar. B) Hücresel seviyede endokrin ve ekzokrin pankreas organizasyonunun şematik gösterimi. C) Endokrin hücre tiplerini gösteren insan pankreatik ...
	Pankreatik kanser Kuzey Amerikada kadın ve erkeklerde, Batı Avrupada erkeklerde ölüm oranı açısından 3.üncü sırada yer almaktadır (Ferlay vd., 2021). Türkiye’de 2022 yılı verilerine göre pankreas kanseri en sık görülen kanserler listesinde 9. sıradadı...
	Çoğu pankreatik kanser, duktal adenokarsinom olarak karakterize edilir ve böylece küçük bir kısmının nöroendokrin bezlerin oluşturduğu ekzokrin pankreasın malignitesini ifade eder. Çoğu pankreatik adenokarsinom pankreatik intraepitelyal neoplazi (inva...
	Pankreatik duktal adenokarsinomda dört ana faktör gen (bir onkogen ve üç tümör baskılayıcı gen) bulunmaktadır. KRAS (Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog), GTPaz kodlar ve büyüme faktör reseptörlerinden gelen sinyale aracılık eden bir gendir. ...
	Pankreatik adenokarsinomun genetik ilerleme sürecine bakıldığında, KRAS aktivasyonu %90, CDKN2A fonksiyon kaybı %95, TP53 fonksiyon kaybı %75, SMAD4 fonksiyon kaybının %55 olduğu görülmektedir (Pietrasz vd., 2022).
	Bu hücre hattı Alabama Üniversitesi, Birmingham Kistik Fibrozis Bakım Merkezindeki 26 yaşındaki erkek kistik fibrozisli bir hastanın karaciğer metastazından elde edilmiştir. Epitelyal özellik göstermektedir (Şekil 2.3). Laparotomi pankreasın başında iyi farklılaşmış adenokarsinoma ve çoklu karaciğer metastazı ortaya çıkarmıştır. CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) kodlayan gendeki mutasyonlar yaygın bir şekilde pankreas kanseri risk faktörü olan idiopatik pankreatit sergiler. Homozigot delesyon kaynaklı SMAD4/DPC4 protein yoksunluğu gösterir. Proliferasyon süresi yaklaşık olarak 31 saattir. Metastatik özelliği bulunmaktadır. İyi bir farklılaşma özelliğine sahiptir. Histolojik olarak adenokarsinom olarak tanımlanmaktadır (Schoumacher vd., 1990; Deer vd., 2010).
	Bu hücre hattı, 65 yaşında altı ay boyunca karın ağrısı şikayetine sahip Kafkas bir erkek hastadan operasyon sırasında alınmıştır. Pankreasın vücut ve kuyruk alanlarında bir tümör kitlesi olarak gözlenmiştir. Histolojik inceleme ve doku kültürü için çoklu biyopsiler alınmıştır. Bol sitoplazmaya sahip büyük hücrelerdir. Yüksek derecede anöploidi sergiler ve diğer hücrelerin üzerinde büyümeye meyillidir (Şekil 2.4). Metastatik özelliği tanımlanmamıştır. Proliferasyon süresi yaklaşık olarak 40 saattir. Zayıf bir farklılaşma özelliğine sahiptir. Histolojik olarak karsinoma olarak tanımlanmaktadır (Yunis vd., 1977; Deer vd., 2010).
	Şekil 2.4. MIAPaCa-2 hücre hattı ışık mikroskop görüntüsü. 4X büyütme.
	Metastaz kelimesi ilk olarak 1580’lerde yunanca ‘meta’ (değişim, değiştirme, fakat çoğunlukla değişim sonucuyla ilgilidir) ve ‘statis’ (denge durumu ve sürdürme) eklerinin ya da edatlarının kombinasyonu olarak kaydedilmiştir. Böylelikle metastaz hem s...
	Metastaz tümör oluşumunda en ölümcül olaydır ve uzak mesafe metastazlar bu oluşumun sonucudur. Metastaz, tümör hücrelerinin primer tümörden kaçtığı ve uzak mesafede ikincil tümör olarak kolonileştiği organa özel ve çok adımlı bir süreçtir (Mortezaee, ...
	Bütünleştirici klinik genomik metastazı somatik şekilde en çok etkileyen genlerin p53 (TP53), CDKN2A (cyclindependent kinase inhibitor 2A), PTEN (phosphatase and tensin homolog), PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit...
	İnvazyon; İnvazyon metastatik kaskadın birincil basamağıdır. Tümörün, tümör-stromal arayüz (ayrıca uç ve invaziv ön olarak adlandırılır) de meydana gelir. Bu olay ya tek hücre göçü (monoklonal metastaz) ya da toplu invazyon (poliklonal metastaz) ile g...
	Normal epitel hücreler hafif bağlantılar ve desmozomlar tarafından sürdürülen kutuplaşmış bir yapı gösterirler. Hemidesmozomlar, ilişkili ara filamentleri ve integrinleriyle birlikte bazal membrana bağlanmıştır. Bu sebeple hücreler invaziv özellik kaz...
	İnvazyon boyunca tümör hücre morfolojisinde, polarize olmayan hareketli epitelyal morfolojiye sahip fibroblasta benzer şekilli belirgin değişimler EMT (Epiteliyal Mezenkimal Geçiş) olarak ifade edilir (Thiery, 2002). EMT adherens junctionlardan epitel...
	Embriyonik gelişim ve kanser sürecinde bir majör EMT düzenleyicisi TGF-β (transforming growth factor beta)’dır. Diğer sinyal yolları Wnt, Notch ve Hedgehog, EMT ilişkili kök hücre sürdürülebilirliği ile bağlantılıdır. Tümör hücreleri aynı zamanda EMT-...
	Epitel hücreleri, bazal kısmından lümene doğru güçlü apikal ve bazal polariteye sahiptir. Aktin ve intermedial filament içermesinden ötürü çok köşeli, düz bir yapıya sahiptir. Mezenkimal hücreler ise nispeten mekik şeklindedir ve yapısında bulunan str...
	EMT’nin biyolojik süreci tip-1, tip-2, tip-3 olarak sınıflandırılabilir. Tip-1’de EMT, embriyonik süreçte gastrulasyondan doku ve organların gelişimine kadarki sürecin bir parçası olarak meydana gelir. Tip-2’de birey dokularında yaralanma ya da inflam...
	MET ve EMT ye organizmanın gelişimi boyunca transkripsiyonel kaskad, epigenetik değişimler, doku iyileşmesi, homeostazi, fibrozis gibi gözlenmiş fizyolojik değişimler aracılık etmektedir (Georgakopoulos-Soares vd., 2020).
	İlk olarak bu mekanizmanın embriyogenezdeki önemi Elizabeth Hay tarafından 1970’lerin başlarında fark edilmiştir (Hay, 1968; Alabaş ve Özçimen 2023b). Zeb-1 geninin bu mekanizmadaki önemi de Grooteclaes ve Frisch tarafından 2000 yılında ortaya çıkarıl...
	E-kaderin, bazı sitokeratinler ve zona okludens 1 (ZO-1) gibi epitelyal genlerin ifadesi, geçiş sürecinde azalırken mezenkimal fenotipi tanımlayan vimentin, fibronektin, N-kaderin, B1 ve B3 integrinler gibi bazı genlerin ifadesi artmaktadır (Lu ve Kan...
	Epiteliyal fenotipten mezenkimal fenotipe geçişte epigenetik ve translasyon sonrası düzenleyicilerin yanında SNAIL, TWIST ve ZEB gibi transkripsiyon faktörleri de görev almaktadır. Bu transkripsiyon faktörlerinin ifadesi ile EMT aktive edilmektedir ve...
	Tümör hücreleri genellikle ılımlı (orta) EMT sürecindedir. Bu özellik tümör hücrelerine lokal doku invazyonu, toplu migrasyon, migrasyon sirkülasyonu ve hem lokal hem de uzak mesafelere metastaz özelliği kazandırır (Pal vd., 2021).
	ZEB-1 (Zinc finger E-box binding homeobox-1) geni tümör karsinogenezi boyunca epitelden mezenkimal hale geçişte kritik bir transkripsiyon faktörüdür (Şekil 2.6). ZEB-1 ayrıca dEF1, ZFHX1A, Nil-2-a, TCF8, AREB6, BZP olarak da bilinir. İşlevsel olarak Z...
	ZEB-1 geni 211.320 baz çifti ve 9 adet exon bölgesinden oluşur, genin AREB6, BZP, FECD6, NIL-2-A, PPCD3, TCF8, ZEB, ZFHEP, ZFHX1A sinonimleri mevcuttur (Ensembl, 2023).
	ZEB-1 proteini (TCF8 olarakta bilinir), iki adet C2H2-type flanking zinc finger kümesi varlığı ile karakterize edilir ve bunlar DNA üzerindeki CACCT(G) E-box-benzeri promotor elemanları ile bağlantılıdır. Aynı zamanda, merkezi şekilde yerleşmiş POU-be...
	Şekil 2.6. ZEB-1 geninin hücre plastitisesi, EMT ve terapi dayanıklılığındaki pleyiotropik etkisi. Zeb-1’in aşırı ifadesi hücre fenotip değişimiyle, yüksek tümörojenik potansiyel ve artmış göç karakteri ile sonuçlanır. Pre-metastatik alan oluşumuna ka...
	Şekil 2.7. ZEB-1 proteinin şematik gösterimi. CBD: ko-aktivator p300 ve P/CAF bağlanma domaini, ZFD: zinc finger domain, SID: Smad etkileşim domain; HD: homeodomain; CID: CtBP etkileşim domain (Zhang vd., 2015).
	Apoptoz, kaskadların ve hücresel proteinlerin bir seri sinyal iletimi ile gerçekleşen ve sıkı biçimde organize edilen bir süreçtir. Hücre ölümü gerçekte doğal dengenin bir parçasıdır. Homeostatik dengeyi korumak için hücre bölünmesi ve hücre ölümü ara...
	Apoptotik olmayan hücre ölüm tiplerine otofaji, nekroptozis ve apoptoz benzeri programlanmış hücre ölümü dahildir. Otofajik hücre ölümü kendi kendine bozunucu bir süreçtir ve otofajik vakuollerde, ölen hücre içinde hücresel içeriklerin bozunumunda hay...
	Apoptoza genel olarak bakıldığında; tek hücre ya da küçük hücre kümeleri, hücre daralması ve kıvrımlaşması, piknozis ve karyoreksis, bütün hücre membranı, sitoplazmada tutunan apoptotik parçalar gözlenmektedir. İnternükleozomal bağlayıcı bölgelerde 18...
	Apoptoz, intrinsik (iç yolak) ve ekstrinsik (dış yolak) olmak üzere iki ayrı yol ile uyarılabilir (Şekil 2.8). İntrinsik yol, mitokondriyal yol olarak ta bilinmektedir ve başlıca sebeplerine bakıldığında DNA hasarı, replikasyon stresti, ER (Endoplazmi...
	Mitokondriyal apoptoz, negatif ve pozitif yolaklarla uyarılabilir. Negatif sinyaller hücrenin doğal çevresinde sitokinler, hormonlar ve büyüme faktörleri eksikliğinden ortaya çıkmaktadır. Bu hayatta kalım sinyalleri olmaması durumunda, normalde inhibe...
	Sitokin çekinimiyle başlatılan hücre ölümü genellikle mitokondri membran geçirgenleşme durumu, sitokrom-c salınımı, Smac/Diablo salınımı ve diğer faktörlerin mitokondriden sitoplazmaya geçişiyle ve sonunda kaspazların aktivasyonu ile karakterize edili...
	Şekil 2.8. Apoptoz yolakları. Apoptoz başlıca iki ana yolaktan oluşur. Ekstrinsik yolak, dış uyarılardan ya da ligand molekülü ve özellikle ölüm reseptörleri (death receptors; DRs) tarafından tetiklenmektedir. İntrinzik yolak Bax/Bak’ın mitokondriyal ...
	BAX, BAK1, BIM, BID ve BBC3 (yaygın şekilde PUMA) pro-apoptotik üyeler olup mitokondri dış membranında temel olarak delikler yapıp sitokrom-c salınımı uyarırken BCL-2, BCL-XL, BCL-W, BCL-2-A1 ve MCL1 üyeleri mitokondri dış membran geçirgenliğini inhib...
	Evrimsel süreçte kaspazlar yüksek derecede korunmuş ve insandan böceklere, nematodlara ve hidralara kadar bulunmaktadır (Hengartner, 2000). Kaspaz-8 ve kaspaz-9 başlatıcı kaspazlar iken kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7, kaspaz-10, CAD (kaspazla aktive e...
	Kaspazlar normal durumda inaktiftir ve aktive olabilmek için proteolitik süreç gerektirir. Bu olay DISC (death inducing signalling complex-ölüm indükleyici sinyal komplexi) ve apoptozomu gerektirir. İkinci komplex Apaf-1 (∼130 kDa) dir. Sitokrom-c ve ...
	Ekstrinsik yolak, hücre yüzeyinde bulunan ve hücre yüzeyi ölüm reseptörleri olarak da bilinen TNFR1, FAS, TRAIL-R1 gibi reseptörlere TNF-α, TRAIL ve FasL gibi ölüm ligantlarının bağlanmasıyla başlamaktadır (Brenner ve Mak, 2009, Kashyap vd., 2021). Öl...
	2.7. Viteksin (Apigenin 8-C-Glikozit)
	Doğal olarak mevcut flavonoidler O- ya da C- glikozit halde bulunur. O-glikozitler, düzenli olarak 3 ya da 7 pozisyonda bir aglikon hidroksiline bağlı şeker bileşenine sahiptir. Ancak bununla birlikte, C-glikozidler, genellikle C-6 veya C-8'de aglikon...
	Viteksin, biyoaktivitelerine katkıda bulunan özellikle flavinoidlerde radikal temizleyici olan A halkasındaki o-di-hidroksil olmak üzere toplamda 7 hidroksil grubuna sahiptir. Flovenler flovinoidlerin bir sınıfıdır, genellikle sarı renge sahiptir. Api...
	Şekil 2.9. Viteksin’in moleküler yapısı (Sigma Aldrich).
	Viteksin örneklerle sınırlandırılmamakla birlikte inci darı (Gaitan vd., 1989), alıç (Crataegus spp.) (Edwards vd., 2012), güvercin bezelye (Fu vd., 2008), passiflora (Passiflora spp.) (Zucolotto vd., 2012), bambu (Bambusa vulgaris) (Yang vd., 2017), ...
	Viteksin, kalp damar sağlığı koruyucu etki (Al-jeboory ve Dizaye, 2006; Che vd., 2016), nöron koruyucu etki (Lyu vd., 2018; Malar vd., 2018), anti inflamatuar ve anti alerjik etki (Jiang vd., 2019; Yang vd., 2019) anti kanser etki (Choi vd., 2006; Cze...
	Bu tez çalışması Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı hücre kültürü laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. Mersin Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeler Birimi (BAP) ‘nin TP2 Yüksek lisans tezi kapsamında 2022-2-TP...
	Kullanılan materyaller ve yöntem aşağıda verilmiştir.
	Fetal Bovine Serum (Thermo, qualified, Cat. No: 10500064, heat inactivated, United States), innuPREP RNA Mini Kit 2.0 (Analytic Jena, InnıScreen, Berlin), DMEM (Euroclone, high glucose, pyruvate, Cat. No: ECB7501L), DMSO (Dimethyl sulfoxide, for cell ...
	CFPAC-1 hücre hattı (ATCC, Manassas, VA, USA), Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Temel Onkoloji Anabilim Dalı Prof. Dr. Güneş Esendağlı tarafından sağlanmıştır.
	MIAPaCa-2 hücre hattı (ATCC, Manassas, VA, USA), Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik Anabilim Dalı Prof.Dr. Ömer Faruk Bayrak tarafından sağlanmıştır.
	SANYO CO2 inkübatör (MCO- 18AIC), HETTİCH santrifüj (ROTOFIX 32 A), NİKON ECLIPSE (TS 100) inverted mikroskop, HELFER steril kabin, Termal Cycler T100 (BIO-RAD), Lightcycler 480 II cihazı (Roche), NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Fischer Scien...
	-80 oC’ de bulunan CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hücreleri 37 OC de hızla eritilerek santrifüj işlemiyle DMSO’lu ortamdan hızla uzaklaştırılması sağlanmıştır. DMEM medium içersinde %10 FBS, %1 Penicillin-Streptomycin, %1 Amphotericin B olacak şekilde beslenmiş...
	Hücreler adherent özellik göstermektedir ve yaklaşık olarak %80 oranında konflüens (T25 flask üzerinde yayılım oranı) olduğunda Tripsin – EDTA ile muamele edilerek flask yüzeyinden ayrılması sağlanmıştır. Tripsin üzerine eklenen katkılı medyum ile enz...
	Deney başlangıcı ve dondurma işlemi öncesinde hücreler Thoma lamı ile 1:1 oranı (genellikle 30 µL: 30 µL olacak şekilde) mikroskopta Tripan mavisi ile boyanarak sayılmıştır.
	Dondurma işleminde santrifüj edilen hücrelerin supernatant kısmı uzaklaştırılarak pellet kısmı 950 µL katkılı medium a tamamlanıp üstüne 50 µL DMSO gelecek şekilde %5 oranında DMSO ile 1,5 ml lik kriyovial tüplerde kademeli olarak soğutularak (-20, -8...
	MTT test içeriği ele alındığında başrolde bulunan yapı tetrozolyum tuzudur. Bu tuz hücrede aktif bir mitokondri varlığında formazan kristallerine indirgenirken, ölü hücrelerde herhangi bir renk kaybına uğrama gerçekleşmemektedir. İndirgeme sonucu sarı...
	Belirlenen doz aralıkları 10 – 500 µM arasında seçilmiştir. Literatürde farklı kanser hücrelerine uygulanan farklı dozlar olması nedeniyle ve çalışmada kullanılacak pankreas karsinoma hücreleri epitel kökenli adenoma hücreleri olması göz önünde bulund...
	MTT boyası toz sarı halde bulunur ve deneye yakın zamanda 1 mL içersinde 5 mg olacak şekilde çözdürülmüştür. Işıktan etkilendiği için hazırlandığı ependorf tüp aleminyum folyo ile kaplanarak +4 ˚C derecede muhafaza edilmiştir. Deney grupları olarak ik...
	Sonraki gün kuyucuk içerikleri boşaltılarak (DMSO hariç) ilaç uygulamaları 2 gün (48.saat, 72.saat) hesaplanacak şekilde yapılmıştır. Deney sonucunda ELİSA okuyucuda kuyucukların absorbans değeri ölçülmüştür. Ölçüm sonrası çıkan değerler Excel uygulam...
	MTT ile doz belirlenmesinin ardından hücreler kontrol ve belirlenen iki Viteksin dozu CFPAC-1 hücreleri için 312 ve 156 µM, MIAPaCa-2 hücreleri için 500 ve 250 µM 48 saat uygulanmış ve Total RNA izolasyonu yapılmıştır. İşlem basamakları aşağıdaki gibi...
	Termalcycler cihazında kullanılan protokol
	25 C de 10 dakika
	37 C de 120 dakika
	85 C de 5 dakika
	4 C de 1 dakika
	Bu çalışma kapsamında yapılan istatistik analizler Jamovi (2.3.28.0) programı ile yapılmıştır. Grupların karşılaştırılmasında One Way Anova testi kullanılmış olup, Post hoc test olarak Tukey testinden yararlanılmıştır. Normal dağılım varsayımı sağlanm...
	Yapılan deneyde 48. ve 72. saat absorbans değeri incelenmiş, maddenin özellikle MIAPaCa-2 hücre hattında 72. saatte (Şekil 4.3, Şekil 4.4) 48.saate (Şekil 4.1, Şekil 4.2) nazaran etkinliği gözlenmiş ve iki hücre hattında sonraki uygulamalar için ortak...
	Bu çalışmada, CFPAC-1 ve MIAPaCa-2 hücre hatlarında bir doğal flavonoid olan viteksinin MTT, DNA Jel elektroforez, Wound-healing, Real Time PCR deneyleri ile anti-metastatik/migratif, anti-proliferatif, apoptotik etkinlikleri incelenmiştir. MTT testi ...
	DNA Jel elektroforez deneyinde her grup için 1 milyon hücre kullanılmış, 48. saat maruziyetten sonra hücrelerden DNA izole edilip %1’lik agaroz jelde yürütülmüştür. Yapılan DNA fragmantasyon deneyinde belirgin bir genomik DNA hasarı her iki hücre hatt...
	Wound-healing deneyinde her grup için 1 milyon hücre kullanılmış, prosedür uygulandıktan sonra 0. saatten itibaren görüntülemeler alınmış ölçümler belirtilen programdan yapılmıştır. Deney sonucuna bakıldığında yara kapanma oranı CFPAC-1 hücre hattında...
	Real Time PCR ile gen ifadesi deneyinde her grup için 1 milyon hücreden maruziyet sonrası total RNA’lar izole edilmiş, cDNA’ya çevrilip kontrol gen ACTB, metastatik gen ZEB-1, apoptotik genler; Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ile sonuçlara bakıldığında, ...
	Lee vd., 2012’de yaptığı çalışmada Vitexinin U937 hücre hattı üzerine yaptığı çalışmada MTT testinde 1x104 hücre kullanarak 0, 50, 100, 200 ve 400 µM doz uygulaması yapmıştır. IC50 dozunu 24. Saat için ~200.34 µM olarak bulmuşlardır. 200 ve 400 µM uyg...
	Liu vd., 2019’da yaptığı Viteksin’in A549 (human lung carcinoma) ve 16HBE (human bronchial epithelial) hücre hattı üzerinde yaptığı MTT çalışmasında 5x103 hücre ve 0, 10,20,40 µM doz uygulaması yapılmıştır. Doz ve zamana bağlı olarak A549 hücre hattın...
	Li vd., 2020’de Viteksinin OS-RC-2, ACHN (Renal karsinom hücre hatları) ve HK-2 (normal tubular) hücre hattı üzerine yaptığı çalışma kapsamında CCK-8 deneyinde 0, 10, 20, 30, 40, 50,60, 70, 80, 90, and 100 μM doz grupları kullanmış ve 70 μM’ın HK-2 hü...
	Yang vd., 2013’te Viteksin (Apigenin-8-C-D-glucopyranoside)’in OC2 (Human oral cancer) Hücre hattında yaptığı çalışmada hücre canlılık testinde 0, 12.5, 25, 50, 100 µM doz gruplarını kullanmış 25µM doz grubundan itibaren canlılıkta bir azalma gözlemle...
	Choi vd., 2006’da Viteinin PC12 (rat pheochromacytoma) hücre hattı üzerinde yaptığı MTT testinde 5x103 hücre, doz grupları olarak 0.2, 2, 20, and 50 μM dozlarını kullanmış ve hücre ölümünü 50 μM’da %86 bulmuşlardır. Ekip 20 μM’dan daha az doz grubu ku...
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