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OZET

KOLON KANSER HUCRE HATTINDA Dianthus orientalis EKSTRAKTININ
OLASI ANTIKANSER ETKILERININ ARASTIRILMASI

DR. SAMET PAYDAS

UZMANLIK TEZIi, KONYA, 2024

Amag: Kolon kanserinde adjuvan ve neoadjuvan yeni ajanlarin ortaya ¢ikmasi hastalara
sunulacak tedaviler acisindan 6nemlidir. Klinik kullanimda olan ilaglarin ¢ogunlugu bitkisel
kaynaklidir. Dianthus turleride icerdigi fenolik bilesikler ile antikanser ajan olabilecek
potansiyelde olmakla birlikte literatirde az sayida veri bulunmaktadir. Bu noktadan
hareketle ¢alismada Dianthus orientalis ekstraktinin kolon kanser hiicre hattindaki olasi
antikanser etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi. Bu amagla apopitoz ve kaspaz yolaginda

rol oynayan gen ekspresyonlarmdaki degisikliklerin belirlenmesi amaclanda.

Materyal ve Metod: Dianthus orientalis ekstrakti hazir toz halinde temin edildi. Ekstraktlar
hekzan, diklorometan (DCM), etil asetat (EA), ethanol (EtOH), ethanol/su (%70) ve su gibi
farkl ¢oziiciilerde hazirlandi. Bitki ekstraktlarinin kimyasal kompozisyon analizleri HPLC-
MS teknigi kullanilarak belirlendi. Bu analiz hizmet alimi seklinde gergeklestirildi.
Calismada HT-29 kolon kanser hiicre hatt1 ve kontrol grubu olarak da HEK-293 saglikli
embriyonik bobrek hiicre hatti ile CCD saglikli kolon hiicre hatt1 kullanildi. HT-29 ve HEK-
293 hiicre hatt1 temin edilen bu hicreler, %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %l
penisilin/streptomisin (100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin) iceren RPMI kltir
ortaminda flasklarda kiltiire ekildi. Hiicreler kiiltiir ortaminda yeterli sayiya ulastiktan sonra
PBS ile yikanarak % 0,25 Trypsin-EDTA araciligiyla enzimatik olarak kiiltliir ortaminda
kaldirihip FBS igeren besiyeri ile inaktive edildi. Calisma igin yeterli miktardaki hiicreler ile
calismaya devam edilen diger hiicrelerin %10 dimethyl sulfoxide (DMSO) protokolu ile
kriyoprezervasyonu yapilarak -80°C de stoklandi. Calismaya devam edilen hiicrelerin 37°C
ve %5°1lik CO2’li ortamda kiiltiire ekilen, besiyerleri iki gtinde bir yenilenerek ve yeterli
saylya ulasana kadar bu islem tekrar edildi. Yeterli hiicre sayisina ulasilan hiicreler yeni

kaltir ortamlarina alinip hiicre saymmi yapildi. Sonrasinda sitotoksisite analizi, real time



polimeraz zincir reaksiyonu ve flow sitometrik analizler yapilarak veriler istatistiksel analize

alindi.

Bulgular: DiO22 uygulanilan grupta antiapoptotik genler olan Bcl-XL ve Bcl-2
ekspresyonlarinda anlamli olarak azalma tespit edildi. Proapoptotik gen ekspresyonlarinda
ise Apaf-1, Bax, Bak, p53 ve ATM gen ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artig
tespit edildi.

DiO23 uygulanilan grupta antiapoptotik genler olan Bcl-XL ve Bcl-2 ekspresyonlarinda
anlamli olarak azalma tespit edildi. Proapoptotik gen ekspresyonlarinda ise Apaf-1, Bax,
Bak, p53 ve ATM gen ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi.

Sonug: Calismamiz Dianthus orientalis bitkisine ait iki farkli sekilde hazirlanmis olan
DiO22 ve DiO23 ekstraktlarmm kolon kanser hiicre hattinda antiapoptotik genleri
baskiladig1 goriildii. Proapototik ile kaspaz yolagindaki baslatici ve efektor kaspaz gen
ekspresyonlarmi aktive ettigini gosterdi. Ilave olarak flow sitometrik apopitoz analizindeki
Di022 grubunda erken apopitozda, DiO23 grubunda ge¢ apopitoz oranindaki kontrole gére

artmis apopitoz orani gen ekspresyon sonuglarini da destekler nitelikteydi.

Anahtar Kelimeler: Kolon Kanseri, Dianthus Orientalis, Antikanser Etkiler, Apopitoz,

Kaspaz



ABSTRACT

INVESTIGATION of POSSIBLE ANTICANCER EFFECTS of Dianthus orientalis
EXTRACT on COLON CANCER CELL LINE

DR. SAMET PAYDAS

SPECIALIST THESIS, KONYA, 2024

Objective: The emergence of new adjuvant and neoadjuvant agents in colon cancer is
important for the treatments offered to patients. The majority of drugs in clinical use are of
plant origin. Although Dianthus species have the potential to be anticancer agents with the
phenolic compounds they contain, there is little data in the literature. Starting from this point,
the study aimed to evaluate the possible anticancer effects of Dianthus orientalis extract on
the colon cancer cell line. For this purpose, it was aimed to determine the changes in gene

expressions that play a role in apoptosis and caspase pathway.

Material and Method: Dianthus orientalis extract will be supplied in ready powder form.
Extracts will be prepared in different solvents such as hexane, dichloromethane (DCM),
ethyl acetate (EA), ethanol (EtOH), ethanol/water (70%) and water. Chemical composition
analyzes of plant extracts will be determined using the HPLC-MS technique. This analysis
will be carried out in the form of service procurement. In the study, HT-29 colon cancer cell
line and HEK-293 healthy embryonic kidney cell line and CCD healthy colon cell line will
be used as control groups. HT-29 and HEK-293 cell lines will be obtained and these cells
will be cultured in flasks in RPMI culture medium containing 10% FBS (Fetal Bovine
Serum) and 1% penicillin/streptomycin (100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin).
After the cells reach a sufficient number in the culture medium, they will be washed with
PBS, enzymatically removed from the culture medium by 0.25% Trypsin-EDTA, and
inactivated with the medium containing FBS. Sufficient cells for the study and other cells
that will continue to be used will be cryopreserved with a 10% dimethyl sulfoxide (DMSO)

protocol and stored at -80°C. The cells that continue to be studied will be cultured in an

Vi



environment of 37°C and 5% CO2, the media will be renewed every two days, and this
process will be repeated until the sufficient number is reached. Cells with sufficient cell
numbers will be transferred to new culture media and cell counts will be performed.
Afterwards, cytotoxicity analysis, real time polymerase chain reaction and flow cytometric
analyzes will be performed and the data will be obtained and taken into statistical analysis.

Findings: A significant decrease in the expressions of Bcl-XL and Bcl-2, which are
antiapoptotic genes, was detected in the DiO22 applied group. As for pro-apoptotic gene
expressions, a statistically significant increase was detected in Apaf-1, Bax, Bak, p53 and
ATM gene expressions.

A significant decrease in the expressions of Bcl-XL and Bcl-2, which are antiapoptotic
genes, was detected in the DiO23 applied group. As for pro-apoptotic gene expressions, a
statistically significant increase was detected in Apaf-1, Bax, Bak, p53 and ATM gene

expressions.

Results: Our study showed that DiO22 and DiO23 extracts of the Dianthus orientalis plant,
prepared in two different ways, activated the apoptosis pathway in the colon cancer cell line
by suppressing antiapoptotic genes and activating the initiator and effector caspase gene
expressions in the proapototic and caspase pathway. In addition, in the flow cytometric
apoptosis analysis, the increased early apoptosis rate in the DiO22 group and late apoptosis

rate in the DiO23 group compared to the control also supported the gene expression results.

KeyWords: Colon Cancer, Dianthus Orientalis, Anticancer Effects, Apoptosis, Caspase
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, 20. ylizy1l icerisinde en korkulan hastaliklardan biri olup her gegen yil artan
insidansla hizli bir sekilde yayilmaya devam etmektedir. Bu nedenle kanser guniimuzde
onemli bir halk sagligi sorunu haline gelmis olup 6liimiin 6nde gelen sebepleri arasindadir.
Son olarak 2022 yili kanser istatistiklerine gore erkek cinsiyette akciger, prostat ve kolorektal,
kadin cinsiyette ise akciger, meme ve kolorektal kanserlerin en fazla 6liim nedenleri arasinda
oldugu bildirilmistir (Siegel ve ark, 2017). Kolorektal kanser (KRK), yilda 1.7 milyon yeni
tan1 sayisi ile diinya ¢apinda goOrilen en yaygimn ikinci kanserdir. Kolorektal kanserlerde
standart tedavi, orta ve yiksek riskli hastalar i¢in cerrahiyi takiben kemoterapidir (KT).
Adjuvan KT’ye ragmen, hastalarin genellikle %20-30'unda tedaviye diren¢li hastaligin
yeniden gelistigi bildirilmektedir (Osterman ve Glimelius, 2018). Kolorektal kanserlerdeki
bu durum dikkate alindiginda yeni tedavi segeneklerinin arastirilmasi gerektigi
kagmilmazdir. Bitkisel ilaglar, kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe edip DNA onarim
yolagini stimiile ederler. Aym1 zamanda apopitozu uyararak hiucre dongusini belli bir
asamada durdururlar. Dolayisiyla multipl terapdtik etkilerinden dolay1 yeni gelistirilecek
antikanser ila¢ deneylerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Kullanilan sistemik tedavi
yontemleri malign hicrelerin apopitoza girmesini indukleyebilir, metastatik yayilim
Ozelliklerini durdurabilir veya kaspazlar1 aktive ederek hiicre 6liim yollarmi hedef alabilir.
Apopitoz, Kerr ve arkadaslar1 tarafindan 1972 yilinda programlanmis hiicre 61imu olarak
tamimlanmistir. Apopitoz ayrica KT ve radyoterapi (RT) ile stimile edilen ve tedavide
oldukca 6nemli bir rolii olan hiicre 6liim mekanizmasidir (Kaufmann ve Gores, 2000).
Apopitoz, hicre iginde olusan stresorlerce uyarilan intrinsik yol veya 6lim reseptorlerinin
aktive olmasi ile uyarilan ekstrinsik yol ile olusabilir. Mitokondriden salinan sitokrom c,
intrinsik yolda énemli olan bir asamadir. Bcl-2 protein ailesi (proapoptotik protein Bad ve
antiapoptotik protein Bcl-2 gibi) bu suregte mitokondri zar gegirgenligini degistirerek
sitokrom c'nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasinda rol alir. Ayrica tiimor supresor
protein p53, hiicrelerde DN A hasar1 olmas1 halinde BAX gibi apopitoz dnciisu genleri aktive
eder. Sitokrom c, sitoplazmaya gecince Apaf-1 isimli protein ile bir kompleks meydana
getirir ve bu kompleks, baslatict protein olan kaspaz-9'u pargalar. Sonrasinda aktiflenmis
kaspazlari 3, 6 ve 7 hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in aktive edilir. Ancak hticre yizeyindeki
oliim ligandlarinin ve 6liim reseptorlerinin aktivasyonu ekstrinsik yolda énemlidir (D*Arcy,

2019). Bundan dolay1 ¢aligmalarda kullanilan ajanin etkinligini degerlendirme apopitoz



(Bax, Bad, p50, Bak, Apaf-1, Bcl-2, Bcl-XL) ve kaspaz aktivasyonunda (Casp6, Casp9,
Casp3, Caspl2, Casp2) rol oynayan gen ekspresyonlarmin degerlendirilmesi 6nem arz
etmektedir. Su anda tedavide kullanilan kanser ajanlarinin %70'inden daha fazlas: bitkisel
kokenli olup (taksol, vinblastin, vinkristin, topotekan, irinotekan vb.) antikanser ajanlar
yaygin olarak kullanilmaktadir (Gogoi ve ark, 2022). Dianthus isimli bitki tiirleri alkaloidler,
tanenler, saponinler, siklik peptitler ve fenolik bilesikler i¢erigi agisindan olduk¢a zengindir.
Dianthus tirleri genelde dilretik, anti-inflamatuar, immdin sistem destekleyici ve
ekspektoran amagli kullanilmaktadir. Dianthus tiirleri ile yapilan az miktarda arastirmada bu
bitki ekstraktlarmin hicreler igin toksik etkilerinin bulundugu gézlenmistir. Dianthus
carmelitarum isimli bitkinin dimetil stlfoksit (DMSO) isimli ¢ozicl ile hazirlanmis
ekstraktinin kolon kanser hiicre hattinda antikanser etkisinin arastirildigi bir ¢alismada kolon
kanserli hiicreler tizerinde saglikli kolon hiicrelerine gore 3.6 kat daha fazla sitotoksik etki
gosterdigini rapor etmislerdir (Turan ve ark. 2017). Bazi ¢alismalar Dianthus orientalis
ekstraktinin insan karaciger, akciger, meme ve kolon kanser hiicre hattinda olasi antikanser
etkilerinin arastirildigi c¢alismada anlamli bir sitotoksik etkisinin olmadigin1 ancak
konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etkinin olabilecegini bildirmislerdir. Dianthus
orientalis’in akciger ve kolon kanser hiicre hatti iizerinde sitotoksik etkisinin oldugu
gOsterilmistir. Literatlrde Dianthus orientalis tiiriiniin antikanser etkilerinin arastirildig:
siirlt sayida ¢alisma bulunmaktadir (Naghibi ve ark. 2014). Dianthus orientalis’in i¢erdigi
fenolik bilesikler nedeniyle antikanser etkilerinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bundan
dolay1 ¢alismada Dianthus orientalis ekstraktinin kolon kanser hiicre hattindaki olasi

antikanser etkilerinin arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kolorektal Kanserler

2.1.1. Giris

KRK, kolonun liminal kismindan koken alarak ortaya ¢ikan malign bir hastalik
olarak tanmimlanmaktadir. KRK'ler giliniimiizde Onlenebilir maligniteler arasinda
sayillmaktadir. KRK erkek cinsiyette 3. en sik saptanan kadin cinsiyette ise 2. en sik saptanan
malignite tirtidir. KRK Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) mortalite siralamasinda 3.
sirada yer almaktadir. Son zamanlardaki tedavi gelismeleri ile mortalite oranlari
gerilemektedir. Ancak 2035 yilina dogru ise morbidite oranlarmin yaklasik olarak 10 kat
yiikselecegi tahmin edilmektedir (Siegel ve ark 2017).

2.1.2. Insidans ve Risk Faktorleri

KRK gastrointestinal sistemin en sik goriilen maligniteleridir. ABD’de yillik 130.000
yeni vaka gorulmektedir. Yillik mortalitesi 50.000 den fazla olup bu say1 KRK’yi 3. 6lim
nedeni yapmaktadir. Insidans her iki cinsiyette de esittir ve yaklasik son 20 yildir neredeyse
ayni seviyede devam etmektedir. Ulusal kanser tarama projeleri, 50 yas tistiindeki vakalarda
Olimciil hastaligin goriilme insidansmi azaltmaktadir. Buna ragmen 50 yas altindaki
vakalarda insidans artmakta ve daha yiksek mortalite ile seyretmektedir. Erken teshis,
medikal ve cerrahi tedavilerde ilerleme son zamanlarda KRK’lerdeki mortalite oranlarini

azaltmustir (Siegel ve ark 2017).

2.1.3. Yas

KRK igin en dnemli risk faktoridir. KRK insidansi 50 yasindan sonra belirgin
sekilde artmaktadir. Olgularin yaklasik %90°dan ¢ogu 50 yasin1 agmus kisilerdir. Bu durum
KRK goriilmesi i¢in ortalama riske sahip kisilerde tarama programmin 50 yasinda
baglamasmin ana sebebidir. Ayrica KRK herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilmektedir.
Diskilama aligkanliginda bozulma, makatta kanama, melena, sebebi bilinmeyen anemi ve

kilo kaybi gibi durumlar ileri aragtirmaya sebeptir (Papadakis ve Mcphee, 2016).



2.1.4. Herediter Risk Faktorleri

KRK’lerin yaklagik %65-70 gibi bir kismi sporadik olarak ortaya ¢ikarken geri kalan
%30-35 kadarlik kismindaysa genetik yatkinlik 6n plandadir. Bu herediter bozukluklarin
bulumasi, erken teshis ve tedavi icin genetik calismalara ilgi ¢ekmistir. Familyal
sendromlardan kuskulanildiginda medikolegal olarak genetik danigmanlik istenmelidir
(Giglia ve Chu, 2016).

2.1.5. Beslenme ve Cevresel Faktorler

KRK genel olarak hayvansal yagdan zengin ve liften fakir diyetle beslenenlerde daha
stk goriilmektedir. Doymus ya da doymamis hayvansal yagh gidalar KRK gelisim riskini
artirirken, oleik asitten zengin yaglar riski artirmaz. Kalsiyum, vitamin A, vitamin C, vitamin
E, selenyum, karotenoidler ve bitki fenolleri KRK gelisim riskini azaltmaktadir. Fiziksel
aktivitenin az olmasi ve obezite KRK gelisim riskini artirmaktadir. Bu bilgiler bize
KRK’lerden korunma yollarindan birisinin de yasam sekli degisikligi oldugunu

gostermektedir (Calle ve ark 2013).

2.1.6. inflamatuar Bagirsak Hastahklan

Uzun siredir inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH) olan hastalar KRK gelisimi igin
risk altindadir. Kronik inflamasyona neden olan kolit kolon mukozasinda malign progeslere
sebebiyet vermektedir. Kolit; kolonu ne kadar yaygin tutarsa ve siddeti ne kadar yiiksekse
KRK gelisme riskide o derece yuksektir (Rogler, 2014).

2.1.7. Diger Risk Faktorleri

Uzun  stireli  titlin ~ kullanomi  KRK  gelisim  riskini  arttirmaktadir.
Ureterosigmoidostomi yapilmis olan hastalar normal popiilasyona gore daha yiiksek risk
altindadir. Akromegali de artan hormonlar nedeni ile riski artiran bir diger sebeptir (Mori ve
Pasca, 2021).



Tablo 1. Kolorektal kanserin risk faktorleri ve onleyici faktorleri (Calle ve ark 2013).

Kolon kanseri riskini artiran faktoler Kolon kanseri riskini azaltan faktorler
Yiksek kalorili diyet Antioksidan vitamin kullanimi

Asir1 kirmizz et tiiketimi Taze sebze, meyve tiketimi

Yiiksek satiire yag Non-steroid antiinflamtuar ilaglar

Asirt alkol kullanimi Kalsiyum icerigi yiiksek diyet

Sigara

Sedanter yasam

Obezite

2.2. Kolon Kanserinde Tedavi

Kolon kanserinde tedavi hastaligin evresine gore degismekle birlikte genel olarak

cerrahi ve kemoterapdtik ajanlarin kullanildig: tedavi secenekleri bulunmaktadir.

Evre I kolon kanseri, daha ¢ok lokal olarak goriilme egilimdedir ve cerrahi ile yiiksek
oranda kiir olmaktadir. 5 senelik siirveylerinin yiiksek olmasi sebebiyle adjuvan KT

onerilmez (Papadakis ve Mcphee, 2016; Aydiner ve ark. 2006).

Evre Il kolon kanserinin bes yillik slrveyi %66-80 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir (Papadakis ve Mcphee, 2016). Bu evrede yapilan ¢alismlarda adjuvan KT
verilmesinin yarari ispat edilememistir. Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi bu evrede
standart adjuvan KT énermemektedir. Ancak Evre II’de olup da niiks riski yiksek seyreden
(tumor perforasyonu, T4 hastalik bulunmasi, diferansiyasyonun az olmasi, on ikiden az lenf
bezi diseke edilmesi gibi durumlar) hastalarda adjuvan KT nin faydalarmi gosteren ve bes
senelik siirveyin anlamli sekilde yiiksek oldugunu gosteren bir¢ok arastirma bulunmaktadir

(Papadakis ve Mcphee, 2016; Sargent ve ark 2009).

Evre 111 kolon kanseri hastalarinda adjuvan KT nin faydalar1 belirtilmis ve bu evrede
standart olarak adjuvan KT Onerilmektedir. Cerrahi sonrasi bes senelik sirvey %30-50
arasinda bulunmaktadir. Buna ragmen, cerrahiden sonra adjuvan KT nin hastalarin genel ve

hastaliksiz sag kalimmi %30 kadar arttirdig1 gosterilmistir (Papadakis ve Mcphee, 2016).

Evre 1V kolon kanseri; bu agamada tan1 alan hastalarin yaklasik %20 kadarinda tani

aninda metastatik hastalik bulunabildiginden, hastalarin bazisinda (soliter karaciger veya
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akciger metastazi bulunanlarda) kiiratif cerrahi tedavi uygulanabilir. Metastatik kolon
kanseri vakalarmin bir boliimiinde tam kiir elde edilemez ve bundan dolay1 palyatif sistemik
KT tercih edilir. Tedavisiz olan hastalarm ortlama siirveyi on iki aydan az iken glnimuze
sistemik KT ile bu siire yirmi dort ayn iistiine ¢ikabilmektedir (Papadakis ve Mcphee, 2016;
Clark ve ark 2017).

2.3. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Bu terim ilk defa Kerr ve ekibi tarafindan 1972 yilinda "hiicrede 6liimiin morfolojik
formu" olarak tanimlanmustir (Kerr ve ark, 1972; Que ve Gores, 1996; Shirin ve Moss, 1998;
Staunton ve Gaffney, 1998). Hicrenin 6liimii, mevcut hayatin sonu olarak tarif edilen
biyolojik siirectir. Hiicrenin 6limiiniin iki yolu vardir; apopitoz ve nekrozdur. Apopitoz,
fizyolojik olan bir 6liim seklidir. Morfolojik olarak sitoplazmada buzilme, cekirdekte
yogunlasma, hiicre zar1 ile organeller arasindaki biitlinliigiin bozulmamasi gibi 6zellikleri
vardir. Nekroz ise hiicrede strese karsi cevap olarak olusan kontrollii olmayan hiicre
olumidar (Kriger ve Richter, 2022).

Apopitoz mekanizmasmdaki bozukluklar maligniteye ve otoimmiin rahatsizliklara
yol acabilirken apopitoz eksikligi ise acquired immune deficiency syndrome ve
norodejeneratif hastaliklara sebep olabilmektedir (Kartlasmis ve ark, 2016; King ve
Cidlowski, 1998). Apopitoz, fetal gelisim esnasinda embriyonun farklilasmasinda ve
gelismesinde ¢ok 6nemli roller oynamaktadir. Apopitoz immiin sistemde viriis tarafindan
enfekte edilmis olan hiicrelerin ve otoreaktif lenfositik hiicrelerin eliminasyonunu
saglamaktadir. Ayrica apopitoz DNA's1 hasarlanan hiicrelerin yok olmasmi saglayarak
malignite olusumunu engellemektedir.

Apopitoz mekanizmasinda meydana gelen problemler malignitenin gelismesine
onemli oranda katki saglar. Bundan dolay1 apopitoz mekanizmasmin kanser hiicrelerinde
indiiklenmesi kullanilan ajaninin etkinligini artirabilir. Apopitoz mekanizmasi molekiiler
diizeyde cesitli sekillerde ger¢eklesmektedir. Molekuler diizeydeki bu mekanizma temel
olarak igsel ve digsal mekanizma olarak gruplandirilmaktadir. Apopitozda igsel yolak
apopitoz igin sinyal, hiicre membranindaki reseptOrler veya intraselliiler stresten
kaynaklanabilir. Dig yolak TNFa-CD95L/FASL benzeri apopitoz onciisii ligandlarin 6liim
reseptorii sinyallerini uyarir. Apopitoz kontrol eden birgok gen vardir. Bu genlerden birisi
de Bcl-2 genidir. Bcl-2 geni hiicreleri apopitoz mekanizmasindan korumaktadir. Her ne
kadar i¢ ve dig apopitoz yolaklar1 farkli olsa da birbirileriyle etkilesim halindedir. Bcl-2

antiapoptotik etkisini mitokondriden sitokrom-C (sit-c) salinmasini 6nleyerek yapmaktadir.
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Kaspazlar, apopitoz mekanizmasmim temel efektorleri olarak goérev alirlar ve apopitoz
esnasinda aktive olmaktadirlar. Apopitoz sinyallerinin uygun sekilde salimmasi, hiicrenin
Olmesi ve sag kalmasi arasindaki denge ve genom biitiinliigiiniin devami agisindan kritik bir
O6neme sahiptir. Apopitozun aksamasi maligniteye yol agmaktadir. Malign hiicreler, apopitoz
mekanizmasini ve yolagini, transkripsiyonel, translasyonel ve translasyon sonrasi agamada
degistirebilmektedir. Bu olaylar 6zgiin olmayip malign hiicreler apopitozda kurtulabilmek
icin gesitli stratejiler kullanmaktadir (Krtiger ve Richter, 2022).

indiikleyici
Efekt Modiilatiir Efektir Substrat Oliim
= & { :]d,.-,_{__}:l
e G0
3
f,I | \.I |f_*’1\\j
g RN T
\ = =
L- Hiicre protinleri
b Adezyon kaybi ‘-—FE';ED DR4, Kazpazlar ve DNA
— Radyasyon, —Bcl-2 Ailesi
Kemoterapi
— Bilyilme faktril —-Sitokrom c
eksikligi
“—(liim reseptdrlerinin ~—*TRADD, FLIF vb. gibi o
uyanlmasi, vb. gibi Fagositik hiicreler

tarafindan parcalanan
apoptotik cisimcikler

Sekil 1. Apoptotik surecin sematik gdsterimi

2.4. Dianthus L.

Bir veya ¢ok yillik otsu, nadiren ¢alimsi olarak gorllen bitkilerdir. Bu cinsin
yapraklar1 kars1 karstyadir ve taban kisminda birlesme egiliminde ve damarlanmasi dar ve
paraleldir. Cigegi ise tek ve gevsektir. Simoz ya da braktelerce sarilmig bas seklindedir.
Cigeklerinin rengi, kirmizi, beyaz, pembe olabilmektedir. Birakteoller kalikse basik ve iki
ya da daha ¢ok sayida olabilmektedir. Kaliks tiipii, iki ana damar arasinda bulunmaktadir.
Kaliksin ana damar yapilar1 ara damar yapilar1 birbiriyle baglantili degildir ve bes dislidir.
Petaller bes tane, serbest, tirnaklar1 uzun, tam, bifid olmayan, disli veya sagakli olup ek

yapilar tasimaz. Ancak agiz tarafinda tiiy topluluklar olabilir. Stamen sayisi ise on adettir.



Stilus sayis1 ikidir. Kapsult dort dis tarafindan agilmaktadir. Tohumlar1 peltat ve hilum
tarafindadir (Reeve, 1967).

Dianthus cinsinin, Tirkiye Cumhuriyeti cografyasindaki florasinda, endemik olan
seksen g tird, toplamda ise doksan iki taksonu vardir (Hamzaoglu ve ark. 2021).

Bir¢ok KT ilacinin fenolik icerigi yiiksek olan bitkilerden kdken aldigi bilinmektedir.
Dianthus tiirleride igerdigi yiiksek fenolik icerikler nedeni ile dikkat g¢ekmektedir.
Calismamizda bu yiizden fenolik igerigi yiikksek olan Dianthus cinsi bitki tercih edilmistir
(Yusupova ve ark, 2022).

2.4.1. Dianthus orientalis

Yar karanfili (Dianthus orientalis) Karanfilgiller (Caryophyllaceae) ailesinden bir
tirdur (Lindon ve ark, 2020).

Tirkiye'de Dogu Karadeniz, Yukar1 Firat, Erzurum-Kars, Yukar1 Murat-Van,
Hakkari, Adana alt bolgelerinde dogal yayilis gostermektedir. Ugurumlar, taghk yamaglar
ve dokiinti alanlarda; 500-3160 metre yiikseklikler arasinda gozlenebilir.

Bu turin ornekleri 2021 senesinde Dogu Anadolu'da yapilan arazi arastirmalari
sonucunda toplanmistir. Bu bitkilerin drneklerinin taksonomik siniflandirmalar1 Munzur
Universitesi 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Ugur Cakilcioglu tarafindan gerceklestirilmistir.

Boyu 15-40 cm bulabilen, genellikle odunsu siiriiniicti tabanli, ¢ok yillik bir tiirdiir.
Yapraklar 20-70 x 0.5-3 mm boyutlarda ve seritsi formdadir; uzun sivri uclu veya
kisa keskin ucludur. Ciceklenme genellikle haziran ve eyliil aylar1 arasinda gerceklesir.
Cicekler tekildir; eger govdeler dallanmis ise ¢igek sap1 en az 2 cm uzunluktadir. Brakteol 4-
14 adettir, eger cicekler 8 den ¢ok ise brakteoller disa dogru kiigiiliir. Canak 17-21 x 2.5-3.5
mm boyutlardadir; disler 6-9 mm uzunluktadwr; c¢anagin alt kismi daha
genistir. Ta¢ yapraklarmin iist genis kenar1 pembe ve sagaklidir, dip kisim disa tagmustir
(Sekil 2).
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Sekil 2. Dianthus orientalis Sekil 3.Dianthus orientalis Tiirkiye’deki yayilis alanlar

3.MATERYAL ve METHOD
3.1. Materyal
3.1.1. Dianthus orientalis Ekstraktinin Elde edilmesi

Calisma kapsaminda kullanilan Dianthus orientalis bitkisine ait iki farkli sekilde
hazirlanmis olan iki farkli ekstrakt olan DiO22 ve DiO23 Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Bolumi’nden ethanol (EtOH) icinde stspanse halde temin edildi.

3.2. Method

Calismada da Dianthus orientalis ekstraklarinin uygulandig: tedavi grubu (DiO22+
ve DiO23+) ile Dianthus orientalis ekstraklarmin uygulanmadigi grup (DiO-) olmak (izere
U¢ grup olusturuldu. Ek olarak HEK-293 hiicre hatt1 icinde tedavi ve kontrol olmak iizere iki

grup olusturuldu.

3.2.1. Hucre Kaltaru

Calismada CaCO2 kolon kanser hiicre hatti ile HEK-293 saglikli embriyonik bobrek
hiicre hatt1 (kontrol) kullanildi. Her {i¢ hiicre hatti da ATCC’den (American Type Culture
Collection, Rockville, USA) temin edildi. Hicreler, %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1

penisilin/streptomisin (100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin) iceren DMEM-F12



(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) kiiltiir ortaminda 37°C ve %5’lik CO2’li T25
flasklarda kiiltiire edildi. Ik olarak her flaksa 2x10° olacak sekilde ekim yapildi ve hiicrelerin
blylmeleri her giin kontrol edilerek pasajlandi. Hiicreler kiiltiir ortaminda yeteli sayiya
ulastiktan sonra PBS ile yikanarak fiziksel olarak kiiltiir ortaminda kaldirilip FBS igeren
besiyeri ile inaktive edildi. Hiicrelerin bir kismu sitotoksisite analizi i¢in kullanilirken diger
kismi1 gen ekspresyon ve akan hiicre dlcer analizinde kullanilmak tizere %10 DMSO igeren
kiiltiir ortaminda kriyoprezervasyonu yapilarak-196°C’de c¢alisma giiniine kadar saklandi.

3.2.2. Hucre Sayisimin Belirlenmesi

10 pl hiicre siispansiyonu, 10 pl %0.04 trypan blue boya soliisyonu ile bir ependorf
tiip icinde hafifce pipetaj yapilmak siiretiyle karistirilip 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
Daha sonra hiicre ve boya karigiminda 10 pl alinip hiicre sayim cihazinda (Hemocytometer,

Thermo Fisher) hiicre sayimi yapilarak ml’de hiicre sayis1 ve hiicre canlilig tespit edildi.

3.2.3. Sitotoksisite Analizi

Hiicrelerin  uygulanilan ekstrakta duyarliligi  3-(4,5-dimetiltiyazol 2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromir (MTT) yontemi ile analiz edildi. Kiiltiir ortamindaki hiicreler
kiiltiir ortamindan enzimatik veya fiziksel olarak kaldirildi hiicre sayis1 ml’de 1x10° olacak
sekilde kiiltiir ortaminda suspanse edildi. 96’lik platlerin herbir kuyucuguna 100 pL hiicre
stispansiyonlar1 ile 250 UM konsatrasyonlarda 48 saat boyunca DiO22 ve DiO23 ile inkiibe
edildi. DiO22 ve DiO23 ilave edilmeyen sadece hiicreler ve kiiltiir ortammin bulundugu
kuyucuk negatif kontrol olarak kullanildi. Bu analizler CaCO2 ve HEK-293 hiicre hatlarinda
es zamanl gerceklestirildi. Absorbans okumalarinda negatif kontrol saglamak i¢in sadece
medyumun bulundugu ii¢ kuyucuk olusturuldu. Daha sonra hiicreler 24, 48 ve 72 saat
boyunca 37°C ve %5’lik CO2’li ortamda inkube edildi. Inkubasyondan sonra her bir
kuyucuga 10 pL MTT reagent ilave edilip 2-4 saat kadar inkiibe edild1. Inkiibasyon sonrasi
spektrofotometrede (mikrotiter plate readerde) 570 nm dalga boyunda absorbans 6l¢cimu
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yapilarak hiicrelerin %50’sini 61diiren doz ve siire (1Cso) dozu belirlendi. Tespit edilen I1Cso

doz ve slre boyunca hicreler yeniden kultirt edildi. Kiiltiir sonras1 gen ekspresyon ve

molekiiler analizler ger¢eklesitirldi.

3.2.4. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Primer Dizaym

RT-PZR yontemi ile Bax, Bad, p50, Bak, Apaf-1, Bcl-2, Bcl-XL, Casp6, Casp9,

Casp3, Caspl2, Casp2 gen ekspresyonlari analiz edildi. Bu amagla bu genlere ait primerler

IDT Primer Questonline program kullanilarak dizayn edildi. Dizayn edilen primerler Tablo

2’de gosterildi.

Tablo 2. Calisma kapsaminda apopitoz ve kaspaz akitvasyonunda rol oynayan genlere ait

primer dizileri
Genler Forward Reverse
Bax CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG CCAGCCCATGATGGTTCTGAT
Bad CCCAGAGTTTGAGCCGAGTG CCCATCCCTTCGTCGTCCT
Bak1l CATCAACCGACGCTATGACTC GTCAGGCCATGCTGGTAGAC
p53 CAGCACATGACGGAGGTTGT TCATCCAAATACTCCACACGC
Bcl-2 GGTGGGGTCATGTGTGTGG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC
Bel-XL GAGCTGGTGGTTGACTTTCTC TCCATCTCCGATTCAGTCCCT
APAF-1 AAGGTGGAGTACCACAGAGG TCCATGTATGGTGACCCAT
Casp2 AGCTGTTGTTGAGCGAATTGT AGCAAGTTGAGGAGTTCCACA
Casp3A CATGGAAGCGAATCAATGGACT | CTGTACCAGACCGAGATGTCA
Casp9 CTCAGACCAGAGATTCGCAAAC | GCATTTCCCCTCAAACTCTCAA
Caspl2 AACAACCGTAACTGCCAGAGT CTGCACCGGCTTTTCCACT
Caspb GAGGAGGGCAAGGTGTCTGG GTTTTCTTCCCCACCTGCCG
GAPDH GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCAT

RNA izolasyonu

Uygun doz ve siiresi sonunda kontrol ve tedavi grubundaki hiicreler kiiltiir ortaminda

alinip santrifiij edildikten 500 pl QIAzol (Qiagen, India) igine siispanse edildi. Ardindan

kloroform ile faz ayrimi yapildi. Faz ayrimindan sonra RNA ¢oktiiriildii ve %70’lik etanol

ile yikanip kurululduktan sonra DNase/RNase-free su i¢inde ¢oziildii. RNA konsatrasyonlar1

belirlendikten sonra cDNA sentezi yapilda.
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cDNA Sentezi
cDNA sentezi, cDNA sentezi kiti [cDNA Synthesis Kit withRNaselnh. (High

Capacity) (A.B.T™, Turkey)] kullanilarak prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi.

RT-PZR Reaksiyonu

RT-PZR reaksiyonu SYBR Greenmaster mix (Hibrigen, 2x SYBR Green Master
Mix. Tiirkiye) kullanilarak gergeklestirildi. Her gen i¢in RT-PZR karigimi, 5 L. 2X SYBR
Greenmaster mix, 5 pMolforward ve revserse primer ve 2 pL cDNA iceren toplam 10 uL
hacimde RT-PZR reaksiyonu kuruldu. RT-PZR profili, 95 °C'de 10 s ilk denatlirasyonundan,
ardindan 95°C'de 15s siireyle denatiirasyon ve 57°C'de 30s siireyle elongation
basamaklarindan olustu. Bu asamada 40 dongii oalcak sekilde gergeklestirildi. RT-PZR
reaksiyonu varliginda QuantStudio 3 qPCR sistemi ile (Thermo Fisher ScientificInc.,

Waltham, MA, USA) gerceklestirildi.

Istatistiksel Analizler

Normalizasyon icin GAPDH housekeeping geni kullanildi. Gen ifadelerindeki
degisikler Livak'm AACT yontemi ile tespit edildi. Oncelikle ¢alisilan tiim genler GAPDH
ile normalize edilerek ACT hesaplandi. Ardindan DiO uygulanilan tedavi grubu DiO
uygulanmayan kontrol grubundan ¢ikarilarak AACT degeri elde edildi. 24°T degeri
hesapland1 ve fold-change (kat degisikligi) elde edildi. ACT degerleri kullanilarak Student
T-test yapild1 ve gen ekspresyonlarindaki anlamlilik seviyeleri belirlendi. p<0,05'lik temel
anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi. Tum istatistiksel analizler Statistical Package for the
Social Sciences yazilimi, versiyon 21 (IBM SPSS Corp.; Armonk, NY, ABD) ile

gerceklestirildi.

12



3.2.5. Akan Hucre Olger Analizi

Calisma kapsaminda tedavi grubu ile kontrol grubuna akan hiicre 6lger ile apopitoz
analizi yapildi. Bu amagla APC Annexin V Apoptosis Detection Kit with Propidiumiodide
(PI) (Bio- Legend, Bio Legend Inc., San Diego) kullanildi.Sadece Annexin V pozitif olan
hicreler erken apopitozu, sadece PI pozitif hiicreler nekrozu, her ikisi de pozitif olan hiicreler
gec apopitozu ifade etmektedir. Kit prosediriine uygun olarak hiicre yiizey boyamasi yapildi.
Gerekli inkiibasyon ve yikama adimlarinin ardindan Beckman Coulter (Beckman Coulter
Life Science, USA) akan hiicre 6lger cihazinda hiicre sayimi yapilim Kaluza (Beckman

Coulter Life Science, USA) programu ile de akan hiicre 6lger analizleri gergeklestirildi.
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4 BULGULAR
4.1. Hiicre Kiiltiirii Sonuglar

Di022 ve DiO23 uygulama Oncesi ve sonrasi hiicrelerde tespit edilen morfolojik

degisiklilerin 151k mikroskobik goriintiisii Sekil 4°te gosterildi.
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Sekil 4. CaCO2 ve HEK293 hiicre hatlarina DiO22 ve DiO23 uygulama 6ncesi ve sonrasi
X10 151k mikroskobi goriintiisii (A. CaCO2 hiicre hattina DiO22 veDiO23 uygulamast
oncesi, B. CaCO2 hiicre hattina DiO22 uygulama sonrasi, C. CaCO2 hiicre hattina DiO23
uygulama 6ncesi, D. HEK293 hiicre hattina DiO22 ve DiO23 uygulama 6ncesi, E. HEK293
hiicre hattina DiO22 uygulama sonrasi, F. HEK293 hiicre hattina DiO23 uygulama sonrasi)

14



4.2. MTT Analizi

Di022 ve Di0237in CaCO2 hicreleri Uzerindeki sitotoksit etkisinin belirlenmesi
icin farkli dozlarda 24, 48 ve 72 saat uygulama sonrast MTT analiz sonuglar1 Sekil 5°te
gosterildi. MTT analizi sonucunda 1Cso dozu 48. saatte 250 pg olarak belirlendi.

A B
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Sekil 5. CaCO2 hiicre hattina farkli dozlarda ve zaman dilimlerinde (24, 48 ve 72 saat)
DiO22 ve DiO23 uygulama sonrasi elde edilen MTT analiz sonuglar1 (A. CaCO2 hiicre
hattina DiO22 veDiO23 uygulamast dncesi, B. CaCO2 hiicre hattina DiO22 uygulama
sonrast)

4.3. RT-PZR Sonuclan

CaCO02 hiicrelerine belirlenen doz ve surede DiO22 ve DiO23 uygulamasi uygulama
sonrasi Bcl-XL, Bcl-2, Bax, Bad, Bak, p53, Apaf-1, Casp2, Casp3, Casp9, Caspl2ve Casp6
gen ekspresyonlaridaki degisiklikler Sekil 6A-B’de gosterildi.

DiO22 uygulanilan grup DiO22 uygulanmayan grup ile apopitoz yolaginda rol
oynayan genler agisindan karsilastirildiginda; antiapoptotik genler olan Bcl-XL (6.69-fold,
p<0.001) ve Bcl-2 (1.32-fold, p=0.02) ekspresyonlarinda anlamli olarak azalma tespit edildi.
Proapoptotik gen ekspresyonlarinda ise Apaf-1 (12.48-fold, p<0.001), Bax (3151-fold;
p<0.001), Bak (5.10-fold, p<0.001), p53 (4.41-fold, p=0.004) ve ATM (1.78-fold, p<0.001)
gen ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi. Buna karsin
proapoptotik gen olan Bad (5.50-fold, p=0.181) ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
yoktu. Kaspaz yolagindaki genler agisindan karsilastirildiginda; Casp3 (31.93-fold,

p<0.001) ,Casp6 (3.37-fold, p=0.006), Casp9 (1.22-fold, p=0.012), Casp2 (2.74-fold,
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p0.045), Caspl2 (3.16-fold, p=0.004), gen ekspresyonlarinda artis tespit edildi ve artiglar
istatistiksel olarak anlamliydh.

DiO23 uygulanilan grup DiO23 uygulanmayan grup ile apopitoz yolaginda rol
oynayan genler agisindan karsilastirildiginda; antiapoptotik genler olan Bcl-XL (21.28-fold,
p<0.001) ve Bcl-2 (1.79-fold, p=0.001) ekspresyonlarinda anlamli olarak azalma tespit
edildi. Proapoptotik gen ekspresyonlarinda ise Apaf-1 (6.71-fold, p<0.001), Bax (1073-
fold; p<0.001), Bak (3.77-fold, p=0.012), p53 (3.98-fold, p<0.001) ve ATM (1.12-fold,
p=0.008) gen ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi. Buna kargin
proapoptotik gen olan Bad (4.38-fold, p=0.238) ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
yoktu. Kaspaz yolagindaki genler agisindan karsilastirildiginda; Casp3 (21.9-fold, p<0.001)
ve Caspl2 (2.02-fold, p=0.014) gen ekspresyonlarinda istatistiksel olarak artis tespit
edilmesine karsin Casp6 (1.4-fold, p=0.207), ve Casp2 (1.78-fold, p0.045) istatistiksel
olarak anlaml bir artis yoktu. Casp9 (1.07-fold, p=0.231) gen ekspresyonunda ise azalma

tespit edildi fakat bu azalma istatistiksel olarak anlaml1 degildi.

A B

Sekil 6. CaCO2 hiicre hatlarina DiO22 ve DiO23 uygulama sonrasi gen ekspresyon
degisiklikleri (A. CaCO2 hiicre hattina DiO22 uygulma sonrasi uygulanmayan grup ile
karsilagtirilmasi, B. CaCO2 hiicre hattina DiO23 uygulmasonrasi uygulanmayan grup ile
karsilagtirilmasi). Kirmizi renk, istatitiksel olarak anlamli olan up-regule genleri; mavi
renk, istatistiksel olarak anlamli olan down-regiile genleri; gri renk, istatistiksel olmayan
degisiklikleri ifade etmektedir.
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4.4. Akan Hucre Olger Analizleri

Etkin doz ve zamanda DiO22 ve DiO23 uygulama sonras1 gruplardaki apoptotik etki
akan hucre 6lcer yontemi ile analiz edildi. Buna gore kontrol grubunda erken apopitoz orani
%0.09, gec¢ apopitoz oran1 %0.55 ve nekrotik hiicre oran1 %2.05 olarak belirlendi. CaCO2
hiicre hattinda DiO22+ olan grupta erken apopitoz oran1 %49.39, ge¢ apopitoz orani %2.26
ve nekrotik hiicre oran1 %0.36 iken hattinda DiO23+ olan grupta erken apopitoz orani %3.6,
gec apopitoz oran1 %60.92 ve nekrotik hiicre oran1 %35.17 olarak belirlendi (Sekil-7).

A "o+ 0.09% D++: 0.55%] B " ID-+: 49.30% [D++: 2.26%] (' ID-+: 3.60% D++: 60.92%

102 1074

Annexin V-APC

D+-: 0.36% Ip--:0.32% D+-: 35.17%
10' 102 10° 0 10° 10 102 10°

D+-: 2.05%

o |
10' 10? 10°

PI-PE
Sekil 7. CaCO2 hiicre hattma etkin doz ve zamanda DiO22 ve DiO23 uygulama sonrasi akan
hicre 6lcer yontemi ile apopitoz sonuglar1 (A. DiO22 ve DiO23 uygulanmayan (kontrol)
grup, B. CaCO2 hiicre hattina DiO22 uygulama sonrasi, C. CaCO2 hiicre hattina DiO23
uygulama sonrast)
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5. TARTISMA VE SONUC

Kolon kanseri diinya genelinde en sik goriilen kanserler arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Bu nedenle ¢cok 6nemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. Glinlimlzde kolon
kanserinin onkolojik ve cerrahi tedavisi agisindan ¢ok fazla bilimsel ¢alisma yapilmaktadir
(Siegel ve ark 2017). Onkolojik tedavi ¢alismalar1 olarak her gegen giin yeni KT ilaglari
kesfedilmektedir. Bu KT ilaglarinin kokeninin ise genelde bitki tirleri oldugu goriilmektedir.
Bitkiler secilirken ise en dnemli tercih edilme sebeplerinden biri de igerigindeki fenolik
bilesiklerdir. Dianthus orientalis bitkisi de icerdigi fenolik bilesikler sayesinde kolon kanseri
tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilen bitkiler arasindadir (Yusupova ve ark, 2022).

Literatiire baktigimizda Dianthus orientalis bitki turiniin kolon kanseri hicre
hattinda antikanser etkilerinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda
CaCO2 kolon kanser hiicre hatt1 ile HEK-293 saglikli embriyonik bobrek hiicre hatti
(kontrol) kullanildi. Bu hiicrelerde DiO-, DiO22 ve DiO23 sonrasi erken apopitoz, gec
apopitoz, nekrotik hiicre oran1 ve bu yolaklarda rol alan gen ekspresyonlari ¢alisildi. Bu
calismada  Dianthus orientalis’in apopitozu; pro-apopitotik genlerin ekspresyonunu
artirarak ve anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu azaltarak indiikledigi goriilmiistiir.

Dianthus orientalis ile yapilan literatiirdeki tek ¢alismada konsantrasyon bagimli
sitotoksik etki incelenmistir. Bu calismada insan HepG2, MCF-7, A549, HT-29 hiicre
serilerinde 100 ug/mL konsantrasyona kadar sitototoksik etki gosterilememistir (Naghibi ve
ark. 2014). Bizim ¢alismamizda ise MTT dozu 48. saatte 250 pg ¢ikmustir.

Daha Once dianthus tiirleri ile yapilan diger ¢aligmalar incelendiginde Dianthus
superbus turundn ekstraktinin HepG2 hicre serilerine 20-80 pg/ml dozunda 48 saat sure ile
maruz birakilmasi sonucu mitokondriye bagimli apoptotik yolu aktive ederek apopotozu
indiikledigi bildirilmistir (Yu ve ark,2012). Bu calismada hicre bolinmesinin sub-G1

fazinda duraklatilmis oldugu gosterildi. Bcl-2 ve NF-xB ifadelerini onemli Olcude
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baskiladigini gosterdi. Hucrelerin 48 saat boyunca Dianthus superbus ekstraktmin 80 pg/ml
dozuna maruz birakilmasi, sitozolde sitokrom c'nin 6nemli 6lgiide artmasina neden oldu; bu
da mitokondriden sitokrom c salinimini gosterdi. Hiicreler bu ekstrakta maruz kalinca
kaspaz-9 ve 3'Un aktivasyonu da belirlendi. Calismamiz Dianthus orientalis’in apopitozda
oncu olan genlerin ekspresyonunu artirarak ve apopitozu onleyici genlerin ekspresyonunu
azaltarak apopitozu indiikledigini gostermistir.

Bagka bir dianthus turl olan Dianthus chinensis ile yapilan agiz kanseri hiicre
serilerinde specifity protein 1 (Spl) seviyesini diisiirerek apopitozu indiikledigi goriilmiistiir
(Shin ve ark, 2013). Yine bu tiir ile yapilan baska bir ¢alismada ise insan akciger kanseri
(H1299) ve kolon kanseri (HCT-116) hicre serilerinde 250-1000 pg/mL konsantrasyon
araliginda sitotoksik etki gosterdigi raporlanmistir (Lee ve ark, 2016).

Dianthus caryophyllus ekstraktinin insan kolon kanseri (HCT-8) hiicre serisinde
hiicre siklusunu G0/G1 evresinde durdurarak antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir
(Martineti ve ark, 2010).

Goriildigi iizere yapilan calismalarda hiicre siklusu farkli asamalarda ve farklh
sekillerde durdurulmakta ve hiicre Oliimii saglanmaktadir. Calismamizda DiO22 verilen
hicrelerde antiapoptotik genler olan Bcl-XL ve Bcl-2 gen ekspresyonlarinda anlamli olarak
azalma tespit edildi. Proapoptotik gen ekspresyonlarinda ise Apaf-1, Bax, Bak, p53 ve ATM
gen ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artig tespit edildi. Buna karsin
proapoptotik gen olan Bad ekspresyonunda anlamli bir degisiklik yoktu. Caligmamizda
kaspaz yolagindaki genler karsilastirildiginda; Casp3, Casp6, Casp9, Casp2, Caspl2 gen
ekspresyonlarindaki artis istatistiksel olarak anlamliydi.

DiO23 verilen hucrelerde ise antiapoptotik genler olan Bcl-XL ve Bcl-2
ekspresyonlarinda anlamli olarak azalma tespit edildi. Proapoptotik gen ekspresyonlarinda

ise Apaf-1, Bax, Bak, p53 ve ATM gen ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artig
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tespit edildi. Buna karsi proapoptotik gen olan Bad ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
yoktu. Kaspaz yolagmdaki genler karsilastirildiginda; Casp3 ve Caspl2 gen
ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artis tespit edilmesine karsin Casp6 ve Casp2
genlerinin ekspresyonlarmda anlamli bir artis yoktu. Casp9 gen ekspresyonunda ise azalma
tespit edildi fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi.

Di0O22 verilen grupta erken apopitoz orant DiO23 verilen gruba gore daha fazlaydi.
Di0O23 verilen grupta ise ge¢ apopitoz ve nekrotik hiicre oran1 DiO22 verilen gruba gore
daha fazlayd:.

CaCO2 kolon kanser hiicre hattina MTT analizi sonucunda belirlenen doz ve siirede
Di022 ve DiO23 uygulama sonrast morfolojik, hiicresel ve molekiiler diizeyde kanser hiicre
proliferasyonunu apopitoz mekanizmasini indiikleyerek baskiladigi gosterildi. Apopitoz,
normal olarak gelisim sirasinda dokulardaki hiicre popiilasyonlarini korumak i¢in kullanilan
homeostatik bir mekanizmadir (EImore,2007). Apopitoz kanser tedavisinde indiiklenmis
onemli bir hiicre 6lim yoludur. Apopitoz; kaspazlar olarak bilinen bir proteaz ailesi
tarafindan yiiriitiliir. Kaspazlar, hem baslaticilar (kaspaz-2, 8, 9 ve 10) hem de yuruticuler
(kaspaz-3, 6 ve 7) olduklarindan apopitoz mekanizmasinin merkezinde yer alir. Apopitoz
intrinsik yol veya ekstrinsik yolla meydana gelebilir. intrinsik yolak farkli stres kosullarma
yanit olarak mitokondriyal seviyede birlesen hiicre i¢i sinyaller araciligiyla gergeklesir.
Genetik hasar, hipoksi, sitozolik kalsiyum seviyesindeki artig ve siddetli oksidatif stres gibi
durumlar intrinsik apopitoz yolagmin aktivasyonuna neden olur. Proapoptotik genler olan
Bcl-2 ailesinin (Bax, Bak) aktivasyonu, antiapoptotik genler olan Bcl-2 ve Bcl-XL’nin
baskilanmasima neden olur. Ayrica timor baskilayici protein p53, hiicrelerde DNA hasari
olmas1 durumunda proapoptotik gen olan Bax’1 aktive eder. Mitokondriyal zar dis zar
gecirgenligi bozulur ve proteinler (Sitokrom c) sitozole gecger. Bu proteinler sitozolde Apaf-

1 proteini ile bir kompleks olusturur ve kaspaz yolagi aktive olarak apopitoz gerceklesir
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(Pistritto ve ark,2016; Wuest ve ark, 2019). Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda da CaCO2
hiicre hattinda DiO22 ve DiO23 uygulama sonrasi antiapoptotik gen ekspresyonlari
baskiland1 buna karsin proapoptotik ve kaspaz gen ekspresyonlarinin arttigi tespit edildi.
Calismamiz Dianthus orientalis bitkisine ait iki farkli sekilde hazirlanmis olan olan DiO22
ve DiO23 ekstraktlarinin kolon kanser hiicre hattinda antiapoptotik genleri baskilayarak ve
proapototik ile kaspaz yolagindaki baslatic1 ve efektor kaspaz gen ekspresyonlarini aktive
ederek apopitoz yolagmni aktive ettigini gdsterdi. Ilave olarak flow sitometrik apopitoz
analizindeki DiO22 grubunda erken apopitozda, DiO23 grubunda ge¢ apopitoz oranindaki
kontrole gore artmis apopitoz orani gen ekspresyon sonuglarini da destekler nitelikteydi.

Guntimuzde kanser tedavisinde kullanilmak tizere bircok yeni molekiil deneysel
olarak ¢alisilmaktadir. Calisilan bu ajanlarin birgogunun kokeni ise bitkiseldir. Ozellikle
fenol bilesenleri olan bitkiler daha ¢ok tercih edilmektedir ve Dianthus orientalis’in fenolik
bilesenler igerdigi bilinmektedir. Calismamiz Dianthus orientalis tiiriiniin ihtiva ettigi
bilesenlerin kolon kanseri tedavisinde rol alabilecegini gostermistir.

In vitro olarak yapilan ¢alismamizin literatiire katki sagladigini ve etken maddelerin
etki mekanizmasini daha da aydinlatmak i¢in ileri molekiiler ve in vivo ¢alismalar ile

desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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