T. C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI

GENEL CERRAHI ANABILIM DALI

Dianthus orientalisin PANKREAS KANSERINDEKI INVAZYON ve METASTAZ
ETKILERININ IN VITRO OLARAK ARASTIRILMASI

DR. BURAK SEVINC

UZMANLIK TEZIi

KONYA, 2024






T. C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

GENEL CERRAHI ANABILIM DALI

Dianthus orientalisin PANKREAS KANSERINDEKI INVAZYON VE METASTAZ
ETKILERININ IN VITRO OLARAK ARASTIRILMASI

DR. BURAK SEVINC

UZMANLIK TEZIi

TEZ DANISMANI

DOC.DR.MEHMET AYKUT YILDIRIM

KONYA, 2024



TESEKKUR

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dalr’ndaki asistanlik egitimim boyunca cerrahi sanatinin inceliklerini bize aktaran, her tiirlii
bilgi ve becerilerini bizden esirgemeyen basta tez danigmanim Dog¢.Dr.Mehmet Aykut
YILDIRIM olmak iizere Prof. Dr. Sakir TEKIN, Prof. Dr. Siileyman Sakir TAVLI, Prof. Dr.
Mehmet Metin BELVIRANLI, Prof. Dr. Celalettin VATANSEV , Prof. Dr. Faruk AKSOY,
Prof. Dr. Ahmet TEKIN, Prof Dr. Mehmet ERIKOGLU, Prof Dr. Tevfik
KUCUKKARTALLAR, Prof. Dr. Murat CAKIR, Dog. Dr. Mustafa SENTURK, Dog. Dr.
Selman ALKAN, Dr. Ogr. Uy. Alper VARMAN, Dr. Ogr. Uy. Omer KiSi'ye, tezin cesitli
asamalarmda yardimlar1 sonucu biiyiik mesafe kaydetmemde emegi olan Cocuk Immiinoloji
ve Alerji Bilim Dali 6gretim iiyesi Ogr. Gor. Dr. Mehmet KARASELEK'e, KTO Karatay
Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Genetik Anabilim Dali 8gretim iiyesi Dr. Ogr. Uy. Tugce
DURAN’a, Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali 6gretim iiyesi Dr. Ogr. Uy. Serkan KUCCUKTURK ’e, bitki ekstraklarinin temininde
yardime1 olan Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii dgretim iiyesi Prof. Dr.

Gokhan Zengin’e,

Asistanlik siireci boyunca caligmaktan biiylik keyif aldigim tiim asistan

arkadaslarima, hemsire, personel ve sekreter arkadaglarima,

Tiim hayatim boyunca oldugu gibi asistanlik siirecinde de benden hicbir destegi
esirgemeyen, sevgilerini her zaman hissettiren basta anneme, babama ve ablama olmak {izere

tiim aile liyelerime,

Fakiilte hayatim ve sonrasindaki asistanlik siirecimde her zaman destek olan, iyi
giinde ve koti giinde, hastalikta ve saglikta hayat1 paylagsmaktan mutluluk duydugum degerli

esime

En kalbi ve samimi duygularimla tesekkiirlerimi sunuyorum.



OZET

Dianthus orientalisin PANKREAS KANSERINDEKI INVAZYON VE METASTAZ
ETKILERININ IN VITRO OLARAK ARASTIRILMASI

DR. BURAK SEVINC
UZMANLIK TEZIi
KONYA, 2024

Amac: Pankreas kanseri ileri derece Olimciil bir malign hastaliktir. Pankreas kanseri
tedavisinin hastalik evresine bagli olarak cerrahi teknikler mevcut olup beraberinde birden
fazla sistemik tedavi segenekleri mevcuttur (Mizrahi ve ark. 2020). Hastalarin tedavisinde
kullanilan sistemik kemoterapdtikler kanser hiicrelerinin  apopitozunu saglayabilir,
proliferasyonunu engelleyebilir, metastatik Ozelliklerini baskilayabilir veya hiicre 6liim
yolaklarini uyarararak etki gosterebilmektedir. Pankreas kanserinin tedavisinde hem sentetik
hem de bitkisel kaynakli ilag arastirmalari halen devam etmektedir. Bununla birlikte
neoadjuvan kemoterapide ilag toksisite veya perioperatif komplikasyonlarin artigina sebep
olma gibi dezavantajlari mevcuttur. Pankreas kanserinde adjuvan ve neoadjuvan yeni
ajanlarin ¢ikmasi hastalara sunulacak tedaviler i¢in ileri derece 6nem arz etmektedir. Klinik
kullanimda olan ilaglarin cogunlugu bitkisel kaynakli olup dianthus tiirleri de igerdigi fenolik
bilesikler ile antikanserojen bir ajan olabilecek potansiyele sahiptir. Bununla birlikte
literatlirde bu bitki ile yapilmis az sayida veri bulunmaktadir. Bu c¢alismada Dianthus
orientalis ekstraktinin pankreas kanser hiicre hattindaki olas1 antikanser, antiproliferatif ve

antimetastatik etkilerinin degerlendirilmesi amagland.

Materyal ve Metod: Calismada Panc-1 ve BxPC-3 olmak iizere iki farkli pankreas hiicre
hattt kullandi. Dianthus orientelis ekstraklarmin saglikli hiicrelerdeki etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla HEK-293 saglikli embriyonik bobrek hiicre hatti kullanildi.
Calisma i¢in Dianthus orientalis ekstraklarinin uygulanip uygulanmadigi duruma gore;
Panc-1 hiicre hattina Dianthus orientalis’in uygulandig1 grup DiO-/P+], uygulanmadigi
grup DiO-[Pneg/, BxPC-3 hiicre hattina Dianthus orientalis’in uygulandig1 grup DiO-
[Bx+], uygulanmadig1 grup DiO-[Bxneg] HEK293 hiicrelerine DiO ekstraklarinin
uygulandig1 grup DiO-/HEK+] ve uygulanmadigi grup DiO-/HEKneg] olmak {izere gruplar
olusturuldu. Panc-1, BxPC-3 ve HEK-293 hiicreleri %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1
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penisilin/streptomisin (100 pg/ml streptomisin ve 100 U/ml penisilin) iceren DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Mediu) kiiltiirii ortaminda T75 flasklarda 37°C ve % 5’°lik
CO2’li ortamda kiiltiire edildi. Hiicrelerin bu ekstrakta duyarlilig: tetrazolyum indirgenme
(MTT) methoduyla analiz edildi. RT-PZR yontemi ile Bax, Bad, p50, Bak, Apaf-1, Bcl-2,
Bcel-XL, Casp6, Casp9, Casp3, Caspl2, Casp2, p50, Bak, Apaf-1, MMP7, MMPY, VIM,
SNAIL, N-Cadherin, Beta-Catenin, ZEB1, ACTA2, DDR2, SNAI2, SNAIl, PALB2, CHEK?,
CDH1, TWISTI gen ekspresyonlar1 analiz edildi.

Bulgular: Calismamizda Panc-1 ve Bx-PC3 Pankreas kanseri hiicre hattinda Dianthus
orientalis ekstrakti ile tedavi edilen grupta SNAII PALB2 ve CHEK?2 ekpsresyonlar1 anlamli
olarak up-regiile idi. Bx-PC3 hiicre hattinda CHD1 ekspresyonu anlamli olarak down-regiile
idi . Apopitoz analizinde tedavi grubunda kontrol grubuna gore artmis apopitoz orani

gorildi.

Sonug¢lar: MTT analiz sonucunda gore ICso dozu 48 saatte 250 pg olarak tespit edildi.
Calismamiz pankreas hiicre hattinda uygulanilan Dianthus orientalis ekstrakti i¢in invazyon
ve metataz lizerine bazi genlerde anlamli farkliliklar tespit edildi. Proapototik genler ile
kaspaz yolagindaki baslatic1 ve efektor kaspaz aktivasyonu saglayarak apopitoz yolagmi
aktive ettigini gosterdi, apopitoz analizindeki kontrole gore artmis apopitoz orani ekspresyon
sonuglarint da destekler nitelikteydi. Sonug olarak pankreas kanseri hiicresine Dianthus

orientalis ektraktinin anlamli antikansoreojen ekinligi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas, Apopitoz, Metastaz, Dianthus orientalis, Antikanserojen



ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF INVASION AND METASTASIS EFFECTS OF
DIANTHUS ORIENTALIS iN PANCREATIC CANCER

DR.BURAK SEVINC
MASTER THESIS

KONYA, 2024

Aim: Pancreatic cancer is a highly lethal malignant disease. Treatment of pancreatic cancer
has multiple systemic treatment options, including surgical techniques, depending on the
stage of the disease (Mizrahi ve ark. 2020).Systemic chemotherapeutic treatments used in
the treatment of patients can cause the apoptosis of cancer cells, prevent their proliferation,
suppress their metastatic properties, or act by stimulating cell death pathways. However,
neoadjuvant chemotherapy has dis advantages such as toxicity or increased perioperative
complications. The emergence of new adjuvant and neoadjuvant agents in pancreatic cancer
is of great importance for the treatments offered to patients.The majority of drugs in clinical
use are of plant origin, and Dianthus species also have the potential to be anticancer agents
with the phenolic compounds they contain. However, there are few data on this plant in the
literature. Therefore, the study aimed to evaluate the possible anticancer, antiproliferative

and antimetastatic effects of Dianthus orientalis extract on the pancreatic cancer cell line.

Material and Method: Two different pancreatic cell lines were used in the study: Panc-1
and BxPC-3. HEK-293 healthy embryonic kidney cell line was used to evaluate the effect
of Dianthus orientalis extracts on healthy cells. Depending on whether Dianthus orientalis
extracts are applied for the study or not; The group in which Dianthus orientalis was applied
to the Panc-1 cell line was DiO-[P+], the group in which it was not applied was DiO-[Pneg],
the group in which Dianthus orientalis was applied to the BxPC-3 cell line was DiO-[Bx+],
the group in which it was not applied was DiO-[Bxneg] HEK293 Groups were created: DiO-
[HEK+], the group in which DiO extracts were applied to the cells, and DiO-[HEKneg], the
group in which DiO extracts were not applied. Panc-1, BxPC-3 and HEK-293 cells are T75
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in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Mediu) culture medium containing 10% FBS (Fetal
Bovine Serum) and 1% penicillin/streptomycin (100 pg/ml streptomycin and 100 U/ml
penicillin). It was cultured in flasks at 37°C and 5% CO2. The sensitivity of cells to this
extract was analyzed by the tetrazolium reduction (MTT) method. Bax, Bad, p50, Bak, Apaf-
1, Bcl-2, Bel-XL, Casp6, Casp9, Casp3, Caspl2, Casp2, p50, Bak, Apaf-1, MMP7, MMP9,
VIM, SNAIL with RT-PCR method , N-Cadherin, Beta-Catenin, ZEB1, ACTA2, DDR2,
SNAI2, SNAI1, PALB2, CHEK2, CDH1, TWIST1 gene expressions were analyzed.

Findings: In our study, SNAI1, PALB2 and CHEK?2 expressions were significantly up-
regulated in the group treated with Dianthus orientalis extract in the Panc-1 and Bx-PC3
Pancreatic cancer cell line. In the apoptosis analysis, an increased rate of apoptosis was

observed in the treatment group compared to the control group.

Results: According to the MTT analysis result, the IC50 dose was determined as 250 pg in
48 hours. In our study, significant differences were detected in some genes on invasion and
metatasis for the Dianthus orientalis extract applied to the pancreas cell line. It showed
that it activated the apoptosis pathway by activating pro-apototic genes and the initiator
and effector caspase in the caspase pathway. The increased rate of apoptosis compared to
the control in the apoptosis analysis also supported the expression results. As a result,
significant anticarcinogenic activity of Dianthus orientalis extract against pancreatic

cancer cells was demonstrated.

KeyWords: Pancreas, Apoptosis, Metastasis, Dianthus orientalis, Anticancer
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1.GIRIS VE AMAC

Pankreas kanserleri, heniiz tam kiir kemo-tedavisi olmayan son derece agresif yikic1
ve mortal seyreden bir insan malignitesidir (Slack, 1995). Invaziv seyreden pankreatik duktal
adenokarsinom (PDAC)’lar; invaziv seyretmeyen Onciil olusumlardan , pankreatik
intraepitelyal neoplazi (PanIN), intraduktal papiler musindz neoplazi (IPMN) ve musindz
kistik neoplazi (MCN) geliserek olusur. Non-invaziv lezyonlardan invaziv karsinoma
dontistim goriilmektedir (Yoshida ve ark., 2022). American Cancer Society verilerinde elde
edilen bilgilere gore, 2019 yilinda Amerika Birlesik Devletlerin'de 56.000 civar1 yeni
pankreas kanseri vakasi teshis edilmis olup tahmini 45.000 vakanin 6liime neden olmasi ile
akciger kanserinden ve kolorektal kanserden sonra 6liime neden olmada ticiincii sirada yer
aldig1 tespit edilmistir (Siegel ve ark., 2020). Pankreas kanseri gelisimi ile iliskili risklerde
tip 2 diyabet, obezite, genetik faktorler, mikroflora, tiitiin mamiilleri kullanimin1 ve alkol
tiiketimi gibi durumlar yer almaktadir (Mizrahi ve ark., 2020). Pankreas kanseri tedavisinde
hastaligin evresine bagli olarak cerrahi ile beraber birden fazla sistemik kemoterapdtik ajan
segenegi mevcuttur (Mizrahi vd., 2020).

Bitkisel ilaclar ile kanser hiicre proliferasyonu inhibisyonu yapilarak, DN A onarim
mekanizmasi ile apopitoz uyarilarak ve hiicre dongiisii durdurularak etki gosterebilmekte
ve bu essiz terapotik ozellikleri sayesinde kanser ilag arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Khan ve ark., 2019).

Kanser tedavilerinde kullanilan sistemik kemoterapotik ajanlar, kanser
hiicrelerinin apopitozuna neden olabilir, metastatik ve invazif oOzelliklerini
engelleyebilir veya cesitli hiicre 6lim yolaklarin1 uyararak etki gosterebilmektedir.
Apopitoz, 1972 yilinda Kerr ve ark. tarafindan tanimlandigi programlanmis hiicre
olimidiir (Kerr ve ark., 1972). Ayrica, radyoterapi ve kemoterapi tedavileri i¢in kanser
tedavilerinde uyarilan hiicre 6liim yoludur. Apopitoz, hiicre i¢i stresor faktorler tarafindan
uyarilan intrinsik yol veya 6liim reseptorleri aktivasyonu ile tetiklenen ektrinsik yol ile
meydana gelebilir. Mitokondri ile sitokrom ¢ salinimi, intrinsik yol i¢in kritik bir siirectir.
Bcl-2 protein ailesi (antiapopitotik protein BCL2 ve proapopitotik protein BAD gibi) bu
siregte mitokondriyal membranlarda gegirgenligi degistirerek sitokrom c'nin
mitokondrilerden sitozole salinmasi isleminde 6nemli rol oynar. Tiimdr baskilayici protein
p53, hiicrelerde DNA hasar1 olmasi durumunda BAX gibi proapoptotik genleri
aktivasyonunu saglar. Sitokrom c, sitozolde Apaf-1 proteiniyle kompleks olusturur

sonrasinda bu kompleks, baslatic1 kaspaz-9' u parcalar. Sonrasinda aktive kaspazlar 3,6 ve



7 hiicre Oliimiinii indiiklemek icin aktive edilir. Ancak hiicre yiizeyindeki 6lim
ligandlariin ve 6liim reseptorlerinin aktivasyonu digsal yolda 6nemlidir (Wuest ve ark.,
2019a). Bundan otiiri calismalarda kullanilacak olan ajanlarin  etkinliginin
degerlendirmesi isleminde apopitoz (Bax, Bcl-2, p50, Bad, Apaf-1, Bak, Bcl-XL) ve kaspaz
aktivasyonunda (Casp9, Casp2, Casp3, Casp6, Caspl2) rol alan gen ekspresyonlarinin
degerlendirilme islemi ileri derece 6nemlidir. Ilave olarak pankreas kanserini de igeren
bir¢ok kanser tiirliniin metastatik veya invazif 6zellikte olmasi tedaviyi zorlastiran 6nemli
sebeplerden biridir. Metastaz ve invazyon bir¢ok gen tarafindan kontrol edilir. Bu genler
ATM, PALB2, CHEK2, EMT, CDHI, CDH2, MMP7,MMP9, SNAI2, VIM, SNAIL, VEGF,
ZEBI, TWISTI, E-Cadherin, N-Cadherin, Beta-Catenin, DDR2, Alpha-SMA, FSPI
seklindedir. Kullanilan kemoterap6tik ajanlarin bu gen ekspresyonundan bazilar1 arttirmak
bazilarin1 da azaltmak suretiyle etki ederek kanser hiicresinin metastazim1 ya da
invazyonunu engellerler.

Bundan dolay1 ¢aligmalarda kullanilacak ajanlarm etkinliklerinin degerlendirmesi
isleminde apopitoz (Bak, Apaf-1, Bax, Bad, p50, Bcl-2, Bcl-XL), kaspaz aktivasyonunda
(Caspo, Casp9, Casp2, Casp3, Caspl2), metastaz da (4TM, PALB2, CHEK?) ve invazyon
da (SNAI2, VIM, CDHI, CDH2, MMP7, MMP9, E-Cadherin, N-Cadherin, SNAIL,
VEGF, ZEBI, TWISTI, Beta-Catenin, DDR2, Alpha-SMA, FSPI) rol oynayan gen
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi 6nem arzetmektedir.

Mevcut kullanilan kanser ilaglarmin %70'inden fazlasi dogal bitkisel kaynaklardan
elde edilmektedir. (vinkristin, topotekan, taksol, vinblastin, irinotekan vb.) Antikanser
ajan olarak diinya genelinde bir¢ok kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Shukla & Mehta,
2015). Dianthus tiirleri tanenler, saponinler, alkaloidler, fenolik bilesikler ve siklik
peptitler igeriginden zengindir (Aliyazicioglu ve ark., 2017). Dianthus tiirleri anti-
inflamatuar ajan, diliretik, balgam soktiirlicii ve immiin sistem destekleyici olarak
kullanilmaktadir (Turan ve ark., 2017). Turan ve ark. Dianthus carmelitarum’un dimetil
stilfoksit (DMSO)’da hazirlanmis ekstraktin kolon kanser hiicre hattinda antikanser etkisi
hakkinda arastirildigi ¢alismada, kolon kanser hiicrelerinde saglikli kolon hiicreleriyle
karsilastirilmasinda 3.6 kat daha fazla sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir.(Turan ve
ark., 2019) Naghibi ve ark. Dianthus orientalis ekstrakti etkisinin human karaciger, kolon
,akciger ve meme kanser hiicre hattinda olabilecek antikanser etkileri arastirildigi
calismalarinda, anlamli bir sitotoksik etki olmadigini lakin konsantrasyona bagli sitotoksik
etki ortaya cikabilecegi belirtilmistir (Naghibi ve ark., 2014). Bu calisma Dianthus

orientalis ekstraktinin sadece sitotoksik etkilerini icermekte sinyal yolaklar1 iizerinde
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herhangi bir degerlendirme bulunmamaktadir. Kullanilan sitotoksik doz da 100pg/mL
olup daha yiliksek dozlar kanser hiicrelerine uygulanmamistir (Naghibi ve ark., 2014).
Dianthus chinensis ile ilgili baska bir ¢alismada akciger ve kolon kanser hiicre hatti
iizerinde bu bitki ekstrakinin sitotoksik etkisinin oldugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2016).
Arastirilldig1 tizere literatiirde Dianthus orientalis tiiriiniin antikanserojen etkilerinin
arastirildigr smirh sayida ¢alisma bulunmakta olup metastatik ve invazif 6zelliklerinin
arastirildig1 ¢alisma bulunmamaktadir. Ilave olarak bu calismalar da kullanilan bitki tiirleri
Tirkiye’de yetisen bitki tlirleri degildir. Bitki tiirlerinin igerikleri yetistigi bolgeye gore de
degisiklik gostermektedir. Calismada Tirkiye’de dogal olarak yetisen Dianthus
orientalis’den elde edilen ekstraktlar kullanilacaktir. Dianthus orientalis’in igerdigi
fenolik bilesikler sebebiyle antikanser etkisinin c¢ikabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
sebepten dolay1 ¢alismada Dianthus orientalis ekstraktinin degisik konsantrasyonlarmnin
pankreas kanserinin hiicre hattindaki apopitotik, metastatik ve invazif etkilerinin

arastirilmasi planlandi.



2.GENEL BILGILER

2.1.Pankreas Kanserleri

Pankreas kanserleri endokrin ve ekzokrin seklinde ikiye gruplandiriimaktadir.
Pankreasm noroendokrin tiimérleri (PNET), pankreas malignitelerinin %7-10"unu
kapsamaktadir. Pankreasin ndroendokrin tiimorleri (PNET), adacik hiicresi tiimorleri diye
adlandiriladabilir (Phan ve ark., 2015). PNET'ler i¢inde, insiilinomalar %42, gastrinomalar
%24, glukagonomalar %14, VIPomalar %10, somatostatinomalar %6 oraninda goriilmekle
beraber diger ektopik ve ¢oklu hormon salgilayan neoplazmalar cok daha enderdir
(Klimstra, 2007). Ekzokrin pankreas neoplazileri pankreas kanserlerinde en sik goriilen
malignite olmakla beraber cogunlugu pankreas basinda lokalizedir ve patolojik olarak
duktal adenokarsinomdur. Pankreas adenokarsinomlarinin ortalama %60-70't pankreasin
basinda ortaya cikar, geri kalan1 gévdede (%15) ve kuyrukta (%15) bulunur (McGuigan ve
ark., 2018). Pankreatik tiimorlerin olduk¢a fazlasini olusturan panrkeatik duktal
adenokarsinomlar1 (PDAK) pankreatik tlimorlerle es anlamli olarak isimlendirilmektedir.

(Mpilla ve ark., 2020)
2.1.1. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Pankreas kanserinin ABD'de 5 yillik sag kalim oram1 %10 olup mortalite ve
morbiditesi yiiksek bir kanser tiirtidiir (Mizrahi ve ark., 2020). Ek olarak pankreas kanseri
gec farkedilen bir malignite olup buna bagli olarak da 6liim oranlar1 yiiksektir (Mizrahi ve
ark., 2020). Son 10 yilda, pankreasa bagli kanserlerin insidansi gelismis iilkelerde giderek
yiikselmistir. Bunun sebebi kronik hastaliklarin ( obezite ,diyabet vs.) artan prevalansi ile
alkol, sigara, asir1 islenmis fazla seker ile beslenme, sedanter yasam, yiiksek yagli beslenme
gibi diger risk faktorleridir (Luo ve ark., 2020). Gelismekte olan iilkelerde pankreas kanseri
insidanst gelismis iilkelere goére daha disiiktiir (Wong ve ark., 2017). Tim kanserler
icerisinde pankreas kanserleri %2’ sini olustururken, kansere bagh 6lim sebeplerinin
%4.7’sine sahiptir. Erken tani olarak tespit edilme zorlugu olarak kanserler i¢erisinde birinci

siralardadir. (Sung ve ark., 2021)
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2.1.2 Pankreas Kanser Patolojisi

Patogenezezis ve karsinogeneziste, neoplastik invaziv olmayan lezyonlar bir dizi
asama ile invaziv lezyonlara doniigiir. Bu gelisimde pankreatik intraepitelyal neoplaziler
(PanIN), intraduktal papiller miisindz neoplaziler (IPMN) ve miisindz kistik neoplaziler

(MCN) olmak tizere 3 adet Oncii lezyon mevcuttur. Bu lezyonlarin kendilerine 6zgii
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Sekil 2.1: Pankreas kanseri insidansi ve mortalitesi (Global Cancer Observatory, n.d.)
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patolojik, klinik ve molekiiler 6zellikleri vardir (Esposito ve ark., 2014). Invaziv pankreas

karsinomunun ti¢ farkli morfolojik yolunun modeli sekilde gosterilmistir (Sekil 2.3 ) (Distler

vd., 2014)
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Sekil 2.3:Invaziv pankreas karsinomunun ii¢ farkli morfolojik yolu (Distler ve ark., 2014)

2.1.3 Pankreas Kanserinde Tedavi

Pankreas kanseri teshisi konulan hastalarn % 85-90 a yakini genelde cerrahi
rezeksiyonu engelleyen bir nedene sahiptir. Pankreas kanserinde cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi secenekleri mevcut olup evrelendirilmesi, hastanin performansi, hasta ve
ailesinin tedavi hedeflerine gore yapilir. Pankreatik adenokarsinomda kiiratif tedavi
cerrahidir. (Loveday ve ark., 2019) Bununla beraber kiiratif cerrahinin sonrasinda dahi lokal
ve uzak niikslerin siklig1 sebebiyle ortalama sagkalim 15-20 ay ve 5 yillik sagkalim ise %8
-15 arasindadir. Bundan dolayi cerrahi remisyon i¢cin multimodal tedavi diyebilecegimiz tam

bir tedavi dizisine uyarlanmalidir. (Lambert ve ark., 2019)

Cerrahi tedavi kapsaminda 3 ana rezeksiyon tipi mevcut olup bunlar ; Whipple
prosediirii (pankreatikoduodenektomi), distal pankreatektomi ve total pankreatektomidir. Bu
cerrahi teknikler rezeksiyonun kapsamui ile rezeke edilen lenf nodlar1 agisindan standardize

edilmistir.



Pankreas bas ve wunsinat prosesteki tlimorlerin cerrahi teknigi Whipple
prosediiriidiir. (Varadhachary ve ark., 2006) Pankreasin govdesi ve kuyrugundaki
timorlerde teknik olarak distal pankreatektomi yapilmaktadir. Splenik ven veya arter

tutulumu rezeksiyon icin bir kontrendikasyon degildir. (Alexakis ve ark., 2004)

Pankreas kanserlerindeki genisletilmis lenf nodu diseksiyonunun faydali olduguna
dair bir kanit yoktur. Standart lenf nodu diseksiyonu; sag tarafli ¢olyak arter lenf diigiimii,
hepatoduodenal ligaman, portal ven, ana hepatik arter ve SMA’in sag yarisindaki lenf

nodlarmin diseksiyonunu igerir. (Seufferlein ve ark., 2012)

Evre 0 (in situ karsinoma), 1A, 1B ve 2A pankreas kanseri tedavisinde cerrahi
rezeksiyon ilk ve en iyi tedavidir. (Schlick ve ark., 2021) Evre 2 ve Evre 3 pankreas
kanserlerinin lokalizasyonuna gore neoadjuvan tedavi ve sonrasinda rezeksiyonlu yontemler

uygulanmaktadir. (Schlick ve ark., 2021)

Evre 4 metastatik kanser i¢in en yaygin tedavi kemoterapidir, ancak klinik

arastirmalar ek secenekler sunabilir. (Schlick ve ark., 2021)

Pankreas kanserinin tedavisinin belli sinirlarda kalmas: ve sagkalim oranlarmin
diisiik olmasindan dolayr yeni tedavi yaklasimlari 6nem arzetmektedir. Kanser hiicreleri
iizerine daha etkili yok etme yontemleri niiksiinli azaltabilen yeni ilaglara siddetle ihtiyag

vardir.

2.3 Dianthus orientalis

Dianthus cinsi diinyada tahmini 300 e yakin tiir igermektedir ve genel olarak Kuzey
Yarimkiire’nin 1liman ve soguk kusaklarinda yayilim gostermektedir (Tong ve ark., 2012).
Tiirkiye’de 76 tiirtiniin var oldugu ve bunlardan 33 tiiriiniin endemik oldugu bildirilmektedir

(Hamzaoglu ve ark., 2015)

Yarkaranfili (Dianthus orientalis) Karanfilgiller (Caryophyllaceae) ailesinden bir
tiirdiir. Tirkiye'de Yukar1 Firat, Erzurum-Kars, Dogu Karadeniz, Yukar1 Murat-Van,
Hakkari, Adana alt bolgelerinde dogal yayilis gostermektedir. 500-3160 metre yiikseklikler
arasinda; taglik yamaclar,u¢urumlar, ve dokiintii alanlarda gozlenebilir. (Dianthus orientalis
| floranatolica, t.y.) Bilimsel olarak Dianthus orientalis Adams, Weber & Mohr seklinde

tanimlanir. (Dianthus orientalis | floranatolica, t.y.)



Sekil 2.4 : Dianthus orientalis dig gorinimi (Dianthus orientalis - Wikipedia, t.y.)

Dianthus tirleri tanenler, saponinler, alkaloidler, fenolik bilesikler ve siklik
peptitler iceriginden zengindir (Aliyazicioglu ve ark., 2017). Dianthus tiirleri anti-
inflamatuar ajan, diiiretik, balgam soktiiriici ve immiin sistem destekleyici olarak
kullanilmaktadir (Turan ve ark., 2017). Faydali1 biyolojik etkilerinden dolay1 geleneksel
tedavide iiriner enfeksiyon, menopoz, bel soguklugu, oksiirik ve kanser tedavilerinde
kullanilmaktadirlar (Turan ve ark., 2017). Dianthus carmelitarum’un dimetil siilfoksit
(DMSO)’da hazirlanmis ekstraktin kolon kanser hiicre hattinda antikanser etkisi hakkinda
arastirildigr  ¢alismada, kolon kanser hiicrelerinde saglikli  kolon hiicreleriyle
karsilastirilmasinda 3.6 kat daha fazla sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Turan ve
ark., 2019). Naghibi ve ark. Dianthus orientalis ekstrakt1 etkisinin insan karaciger, kolon
akciger ve meme kanser hiicre hattinda olabilecek antikanser etkileri arastirildigi
calismalarinda anlamli bir sitotoksik etki olmadigini lakin konsantrasyona bagl sitotoksik
etki ortaya ¢ikabilecegi belirtilmistir (Naghibi ve ark., 2014). Bu ¢alisma Dianthus orientalis
ekstraktinin sadece sitotoksik etkilerini icermekte sinyal yolaklari {izerinde herhangi bir
degerlendirme bulunmamaktadir. Kullanilan sitotoksik doz da 100ug/mL olup daha yiiksek

dozlar kanser hiicrelerine uygulanmamustir (Naghibi ve ark., 2014). Dianthus orientalis ile



ilgili bagka bir ¢calismada akciger ve kolon kanser hiicre hatt1 tizerinde bu bitki ekstrakinin
sitotoksik etkisinin oldugu gosterilmistir (Lee vd ark., 2016) Dianthus superbus’un etanolli
ekstraktin petrol eter, etil asetat, biitanol ve su fraksiyonlarinin insan karaciger kanseri
(HepG2 ve Bel-7402) ve serviks kanseri (HeLa) hiicre serilerinde sitotoksik etkisini
arastirmiglar ve en 1yi sonuglarin etil asetat fraksiyonunda elde edildigini gostermislerdir (Yu

ve ark., 2007)

2.4 Apopitoz , Metastaz ve Invazyon

Apopitozis terimi ilk defa 1972 de kullanilmistir. Kerr ve arkadaslar1 fizyolojik
olarak o©len hiicre ¢ekirdeklerinde yogunlagsmis kromatinlerin parcalarini gormiis ve
organellerin korundugunu tespitleyerek bu olay1 biiziisme nekrozu olarak tanimlamistir
.(Vet&Derg, 2008) Timor baskilayict genler, 6zellikle hiicre siklusu denetim noktalarinda
rol alanlar ve DNA tamir genleri, siklus esnasinda ortaya ¢ikabilecek genetik hasarlari
ortadan kaldwrarak veya hasara ugrayan hiicrelerin apopitozisine neden olarak kanserli

hiicrelerin ortaya ¢cikmasini 6nlemeye ¢alisirlar.

Kanser hiicrelerinde metastaz pek ¢ok biyokimyasal ve molekiiler faktor tarafindan
yonlendirilen bir siirectir. Metastaz kanser tedavilerinde yiiksek oranda smirlayici bir faktor
olup kanserden 6liimlerin %90’ mdan sorumludur (Reymond ve ark., 2013). Metastaz, lokal
invazyon (epitelyal-mezenkimal geg¢is), intravazasyon, dolasimda sagkalim, ekstravazasyon
(transendotelyal migrasyon/diapedez), mikrometastaz olusumu ve metastatik koloni
olusumu gibi basamaklar1 icermektedir (Ozkara ve ark., 2020). Tiimér hiicrelerinde
ekstravazasyon metastaz i¢in anahtar basamaklardan biridir ve molekiillerde ufak farkliliklar
olsa da tiim siire¢ temel olarak Iokositlerde oldugu gibi, yuvarlanma, adezyon ve
transmigrasyondur (diapedez). integrinler gibi hiicre adezyon molekiilleri ve Jam proteinleri
gibi hiicreler aras1 baglantilar ekstravazasyon asamasinda kilit rollere sahiptir (Ozkara ve
ark., 2020). Kanser hiicreleri onkogenlerin aktivasyonu ve timoOr silipresdr gen
inaktivasyonlari, hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasi, kontak inhibisyonun kaybolmasi, invazyon
ve metastaz yetenegi kazanmasi gibi malign 6zellikler kazanmasina yol agar (Kleinsmith,

2014).

Calismalarda kullanilacak ajanlarm etkilerini degerlendirmede apopitoz (Bak, Apaf-
1, Bax, Bad, p50, Bcl-2, Bcl-XL), kaspaz aktivasyonu (Casp6, Casp9, Casp2 , Casp3,
Caspl12), metastaz (ATM, PALB2, CHEK?) ve invazyon da (SNAI2, VIM, CDHI, CDH?2,



MMP7, MMP9, E-Cadherin, N-Cadherin, SNAIL, VEGF, ZEB1, TWISTI, Beta-Catenin,
DDR?2, Alpha-SMA, FSPI) rol oynayan gen ekspresyonlarmin degerlendirilmesi 6nemlidir
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Dianthus orientalis ve Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Dianthus orientalis (DiO) tiirii ekstraklarm Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimiinden temin edilmistir. Bitki tiirline ait ekstraklar sadece etanol ve etanol/su
karisimdan olusan ¢6ziicti icinde iki farkli ¢oziiclide ¢oziiliir halde kullanilmistir. Dianthus
orientalis’in etanol ¢Oziiciisii i¢inde ¢oziinen ekstraklar DiO-/E], etanol/su ¢oziiciisii i¢inde

¢Oziinen ekstraklar ise DiO-/ES] olarak isimlendirilmistir.

3.2 Materyal

Calismada Panc-1 ve BxPC-3 olmak iizere iki farkli pankreas hiicre hatti kulland:.
DiO ekstraklarmin saglikli hiicrelerdeki etkisinin degerlendirilmesi amaciyla HEK-293
sagliklt embriyonik bobrek hiicre hatti kullanildi. Her ii¢ hiicre hatt1 da ATCC’den temin
edildi [American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, USA temin edildi). Calisma
icin DiO ekstraklarmin uygulanip uygulanmadigi duruma gore; Panc-1 hiicre hattina
Dianthus orientalis’in uygulandig1 grup DiO-[P+], uygulanmadig1 grup DiO-[Pneg],
BxPC-3 hiicre hattina Dianthus orientalis’in uygulandig1 grup DiO-/Bx+], uygulanmadigi
grup DiO-[Bxneg] HEK293 hiicrelerine DiO ekstraklarinin uygulandig1 grup DiO-/HEK+]
ve uygulanmadig1 grup DiO-[HEKneg] olmak lizere gruplar olusturuldu.

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Panc-1, BxPC-3 ve HEK-293 hiicreleri %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %]l
penisilin/streptomisin (100 pg/ml streptomisin ve 100 U/ml penisilin) iceren DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Mediu) kiiltiirii ortaminda T75 flasklarda 37°C ve % 5’°lik
CO2’li ortamda kiiltiire edildi. Hergiin diizenli olarak kontrolleri yapildi ve
proliferasyonun yeterli oldugu asamada hiicreler yeni besiyerlerine pasajlandi. Yeterli
say1ya (6x10°) ulasan hiicrelerin bir kismi sitotoksite analizi yapilmak iizere kullanildi.
Yeterli saymin belirlenmesi i¢in hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayimi igin; 10 pl hiicre
siispansiyonu, 10 pl %0.04 trypanblue ile karistirildi ve boya + hiicre karisimimdan 20 pl
almip lama yerlestirildi hiicre sayim cihazinda (Hemocytometer, Thermo Fisher) hiicre
saymmi yapilarak hiicre sayis1 ve hiicreler tespit edildi. Arta kalan hiicreler ise ¢calismanin
devaminda uygulanilacak analizlerde kullanilmak tizere %10 dimethylsulfoxide (DMSO)
iceren FBS i¢inde protokoliine uygun olarak kriyoprezervasyonu yapilarak -80°C de

muhafaza edildi.
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3.2.2 Sitotoksisite Analizi

Sitotoksite analizi i¢cin DiO ekstraklar1 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500 ve 1000
pM konsatrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Hiicrelerin bu ekstrakta duyarliligi
tetrazolyum indirgenme (MTT) metoduyla analiz edildi. Bu amagcla kiiltiir ortamlarindaki
hiicreler kiiltiir ortamlarindan fiziksel sekilde kaldirildiktan sonra hiicre sayis1 ml’de 1x10°
olacak sekilde siispanse edildi ve 96’lik platelere ekimi yapildi. Hiicrelerin tizerine 100 pLL
hazirlanan diliisyonlardaki DiO-[E] ve DiO-[SE] c¢ozeltileri ilave edildi. Absorbans
okumalarda negatif kontrol saglamasi i¢in sadece medyumun bulundugu ii¢ kuyucuk
ayrildi. Daha sonra hiicreler 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C ve % 5 CO’li ortamda inkiibe
edildi. Inkubasyon sonrasimda her bir kuyucuga 10 uL MTT boyas: ilave edilip 2-4 saat
kadar inkiibe edilip spektrofotometrede (mikrotiterplatereaderde) 570 nm dalga boyunda
absorbans &l¢iimii yapildi. Olgiim sonrasi hiicrelerin %50’sini dldiiren doz (ICso)

belirlendi. Bu islemlerin hepsi biitiin gruplara uygulandi.

3.2.3.Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)
Primer Dizayni

RT-PZR yontemi ile Bax, Bad, p50, Bak, Apaf-1, Bcl-2, Bcl-XL, Casp6, Casp9,
Casp3, Caspl2, Casp2, p50, Bak, Apaf-1, MMP7, MMP9, VIM, SNAIL, N-Cadherin, Beta-
Catenin, ZEBI, ACTA2, DDR2, SNAI2, SNAII, PALB2, CHEK2, CDHI, TWISTI gen
ekspresyonlar1 analiz edildi. Bu amacla bu genlere ait primerler IDT PrimerQuest online

program kullanilarak dizayn edildi. Dizayn edilen primerler Tablo 3.1°de gosterildi.

12



Tablo 3.1 : Calisma kapsaminda apopitoz, kaspaz, metastaz ve invazyonda rol oynayan genlere ait primer

dizileri
Genler Forward Reverse
PALB2 CGTTGCGAAGCCCTGTGTTT TCACCTTCCAGGAACCTGCC
CHEK? CTGAGGCTGCGGAGAGTGTG TGGCATCGTGCTGGTAGAGG
CDH1 (E Cadherin) | TGGGCTGGACCGAGAGAGTT GCCCAGGGGACAAGGGTATG
MMP7 GTGGGAACAGGCTCAGGACTA TCTGCAACATCTGGCACTCCA
MMP9 ATCCAGTTTGGTGTCGCGGA ACCGAGTTGGAACCACGACG
SNAI2 CGAACTGGACACACATACAGTGATT TCCACACAGTGATGGGGCTG
VIM GCAGGTGGACCAGCTAACCA TCTCCTCCTGCAATTTCTCCCG
VEGFA GTGCCCGCTGCTGTCTAATG CCTCGGCTTGTCACATCTGC
ZEBI ACTAAGGAGGCTGCTGGCAA AGAAAGGCGACGGGCTGAC
TWISTI GGCCGGAGACCTAGATGTCATT GGGCCTGTCTCGCTTTCTCT
DDR?2 CATCCTCCCTTTCCTGTTTGC CCCTTGATGGAGGCTTTGAGA
ACTA2 GCCGCTCCCAGGCTAGAG ATGGGAGGGGAGAGCCTGAT
Beta-catenin GGAGACGGAGGAAGGTCTGA GTCCAACTCCATCAAATCAGCTTG
SNAII GGACCCACACTGGCGAGAAG TGTGGAGCAGGGACATTCGG
Bax CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG CCAGCCCATGATGGTTCTGAT
Bad CCCAGAGTTTGAGCCGAGTG CCCATCCCTTCGTCGTCCT
Bakl CATCAACCGACGCTATGACTC GTCAGGCCATGCTGGTAGAC
p53 CAGCACATGACGGAGGTTGT TCATCCAAATACTCCACACGC
Bcl-2 GGTGGGGTCATGTGTGTGG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC
Bcel-XL GAGCTGGTGGTTGACTTTCTC TCCATCTCCGATTCAGTCCCT
APAF-1 AAGGTGGAGTACCACAGAGG TCCATGTATGGTGACCCAT
Casp2 AGCTGTTGTTGAGCGAATTGT AGCAAGTTGAGGAGTTCCACA
Casp3A4 CATGGAAGCGAATCAATGGACT CTGTACCAGACCGAGATGTCA
Casp9 CTCAGACCAGAGATTCGCAAAC GCATTTCCCCTCAAACTCTCAA
Caspl2 AACAACCGTAACTGCCAGAGT CTGCACCGGCTTTTCCACT
Casp6 GAGGAGGGCAAGGTGTCTGG GTTTTCTTCCCCACCTGCCG
GAPDH GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCAT
RNA Izolasyonu

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

almip santrifiij edildikten 500 pl QIAzol (Qiagen, India) i¢ine slispanse edildi. Ardindan

kloroform ile faz ayrimi1 yapildi. Faz ayrimindan sonra RNA ¢oktiiriildii ve %70’lik etanol

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

belirlendikten sonra cDNA sentezi yapildi.

cDNA Sentezi

cDNA sentezi, cDNA sentez kiti ile prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi.
[cDNA Synthesis Kit with RNaseInh. (High Capacity) (A.B.T™, Turkey) kullanilarak]

RT-PZR Reaksiyonu
RT-PZR reaksiyonu SYBR Green Master Mix (Hibrigen, 2x SYBR Green Master
Mix. Tirkiye) kullanilarak gerceklestirildi. Her gen i¢in RT-PZR karigimi, 5 uL 2X SYBR

Greenmaster mix, 5 pMolforward ve revserse primer ve 2 pL. cDNA igeren toplam 10 puL

hacimde RT-PZR reaksiyonu kuruldu. RT-PZR profili, 95 °C'de 10 s ilk denatiirasyonundan,
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ardindan 95°C'de 15s silireyle denatiirasyon ve 57 °C'de 30s siireyle elongasyon
basamaklarindan olustu. Bu asamada 40 dongii oalcak sekilde gerceklestirildi. RT-PZR
reaksiyonu varligimda QuantStudio 3 qPCR sistemi ile (Thermo Fisher Scientificlnc.,

Waltham, MA, USA) gerceklestirildi.

Istatistiksel Analizler

Normallizasyon icin P-actinhousekeeping geni kullanildi. Gen ifadelerindeki
degisikler Livak'm AACT yodntemi 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. 22°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. Tiim istatistiksel analizler Statistical Package for the
Social Sciences yazilimi, versiyon 21 (IBM SPSS Corp.; Armonk, NY, ABD) ile
gerceklestirildi. Gen ifadelerindeki degisiklikler VolcaNoseR online biyoinformatik
program ile gorsel sekle getirildi (Goedhart and Luijsterburg 2020).

AKkan Hiicre Olger Analizi

Calisma kapsaminda Panc-1 ve BXxPC-3 pankreas kanser hiicre hatlarina DiO-/E] ve
DiO-[SE] ekstraktlarin uygulanan hiicrelerde akan hiicre dlger ile apopitoz analizi yapilda.
Bu amacgla APC Annexin V Apoptosis Detection Kit with Propidium iodide (PI) (Bio-
Legend, BioLegend Inc., San Diego) kullanildi. Sadece Annexin V pozitif olan hiicreler
erken apopitozu, sadece PI pozitif hiicreler nekrozu, her ikisi de pozitif olan hiicreler gec
apopitozu ifade etmektedir. Kit prosediiriine uygun olarak hiicre ylizey boyamasi yapildi.
Gerekli inkiibasyon ve yikama adimlarmin ardindan Beckman Coulter (Beckman Coulter
Life Science, USA) akan hiicre 6l¢er cihazinda hiicre sayimmi yapilim Kaluza (Beckman

Coulter Life Science, USA) programui ile de akan hiicre 6lcer analizleri gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii Sonuclan

Sekil 4.1°de Panc-1, BxPC-3 ve HEK293 hiicre hatlarina DiO-/E] ve DiO-[SE]

uygulama oncesi ve sonrasi 151k mikroskobi goriintiisii gosterilmistir.

Sekil 4.1 : Panc-1, BxPC-3 ve HEK293 hiicre hatlarina DiO uygulama sonras1 X10 151k mikroskobi goriintiisii (A.
Panc-1 hiicre hattma DiO uygulma o6ncesi, B. BxPC-3 hiicre hattina DiO uygulama 6ncesi, C. HEK293 hiicre
hattina DiO uygulama dncesi, D. Panc-1 hiicre hattina DiO uygulma sonrasi, E. BxPC-3 hiicre hattina DiO
uygulma sonrasi, F.HEK293 hiicre hattina DiO uygulama sonras).

4.2. MTT Analiz Sonuclan

Sekil 4.2°de farkli doz ve zamanlardaki MTT analiz sonuglar1 gosterildi. MTT analiz
sonucunda gore ICso dozu 48 saatte 250 ug olarak tespit edildi.
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Sekil 4.2 Panc-1 ve BxPC-3 hiicre hatlarina DiO uygulama sonrast MTT analiz sonuglari



4.3. RT-PZR Analiz Sonuclan

Pancl and BxPC-3 hiicrelerine belirlenen doz ve siirede DiO uygulama sonrasi
MMP7, MMP9, VIM, SNAIL, N-Cadherin, Beta-Catenin, ZEBI, ACTA2, DDR2, SNAI2,
SNAIL, PALB2, CHEK?2, CDHIve TWISTI ekspresyonlarina ait degisiklikler Sekil 4.4’de

gosterildi.

Panc-1 pankreas hiicre hattinda DiO-/P+] ve DiO-[Pneg]/ uygulama sonrasi
metastaz ve invazyon yolaginda rol oynayan genler agisindan karsilastirildi. DiO-/P+]
uygulanilan grup ile uygulanilmayan grup karsilastirildiginda; MMP7 (1.85-fold), MMP9
(2.02-fold) VIM (1.54-fold), N-Cadherin (1.85-fold), Beta-Catenin (1.77-fold), ZEB1 (2.23-
fold), ACTA2 (1.98-fold), DDR2 (1.66-fold), CDH1 (10.19-fold) ve TWIST1 (1.44-fold)
gen ekspresyonlar1 agisindan CHDI1 (p<0.001) disinda anlamhi bir fark yoktu. Bu gen
ekspresyonlarindan Buna karsin SNAI1 (15.03-fold; p<0.001), PALB2 (2.92-fold; p=0.026)
ve CHEK?2 (6.63-fold; p=0.001) ekpsresyonlar1 anlamli olarak up-regiile idi (Sekil 4.3A).

Bx-PC3 pankreas hiicre hattinda DiO-/Bx+] ve DiO-[Bxneg] uygulama sonrasi
metastaz ve invazyon yolaginda rol oynayan genler acisindan karsilastirildi. Panc-1 hiicre
hattindaki benzer sonuglar elde edildi. Buna gore DiO-/Bx+] ve DiO-[Bxneg]
karsilastirildiginda; SNAI1 (3.68-fold; p=0.002), PALB2 (3.91-fold; p=0.001), ve CHEK2
(13.08-fold; p<0.001) ekpsresyonlar1 anlamli olarak up-regiile iken CHDI1 (5.12-fold;
p<0.001) ekspresyonu anlamli olarak down-regiile idi (Sekil 4.3B).
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Sekil 4.3 : Panc-1 ve BXPC-3 hiicre hatlarina DiO uygulama sonrasi metastaz ve invazyon gen ekspresyon
degisiklikleri (A. Panc-1 hiicre hattina DiO uygulmas onrasi, B. BxPC-3 hiicre hattina DiO uygulama sonrasi).
Kirmiz1 renk, Istatitiksel olarak anlaml olan up-regiile genleri; mavi renk, Istatistiksel olarak anlamli olan donw-
regiile genleri; gri renk, istatistiksel olmayan degisiklikleri ifade etmektedir.
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Sekil 4.4 : Panc-1 ve BxPC-3 hiicre hatlarina DiO uygulama sonrasi apopitoz ve kaspaz gen ekspresyon
degisiklikleri (A. Panc-1 hiicre hattina DiO uygulma sonrasi, B. BxPC-3 hiicre hattina DiO uygulama
sonrasi). Kirmizi renk,Istatitiksel olarak anlamli olan up-regiile genleri; mavi renk, Istatistiksel olarak anlamli
olan donw-regiile genleri; gri renk, istatistiksel olmayan degisiklikleri ifade etmektedir.

4.4. Akan Hiicre Olcer Analiz Sonuclar

DiO uygulama sonras1 apopitotik etki akan hiicre 6lger yontemi ile de degerlendirildi.
Buna gore kontrol grubunda DiO-/Pneg] ve DiO-[Bxneg] erken apopitoz orani sirasyila %
0.09 ile %0.07 , gec apopitoz orant % 0.55 ile % 0.68, ve nekrotik hiicre oran1 %2.05 ile %
3.1 olarak belirlendi. Pankreas hiicre hattinda DiO uygulanilan grupta DiO-/P+] ve DiO-
[Bx+] sirasiyla erken apopitoz orani %49.39 ile %3.6 gec apopitoz orani %2.26 ile % 60.92
ve nekrotik hiicre oran1 %4.62 ile %35.17 olarak tespit edildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 : DiO uygulama sonrasi akan hiicre ile apopitoz analiz sonuglar1
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5. TARTISMA VE SONUC

Pankreas kanserleri tan1 esnasinda metastaz ve invazyon siddetine bagl
inoperabilite orani1 yiiksek olmasi ve operable hastalarda cerrahi tedavilerin biiyiikligii,
cerrahi tedavi sonrasinda da sagkalim oranin diisiik olmas1 sebebi ile oldukc¢a agresif
seyretmektedir. Bu nedenle hem operasyon oncesi hem de operasyon sonrasinda onkolojik
tedavi verimliligi oldukca 6nem arz etmektedir. Son yillarda, kanser tedavisinde yapilan
yogun arastirmalar, kanser terapileri i¢in umut verici potansiyel tagiyan yeni ajanlarin
kesfedilmesine yol agmistir. Pankreas kanserinin tedavisinde ¢esitli bitkilerin uzun siiredir
kullanildig: bilinmekle birlikte , bu hastaligin yonetiminde bitki bazli ajanlar {izerine daha
fazla arastirmaya duyulan ihtiya¢ inkar edilemez. Pek ¢ok bitki, pankreas kanseri
tedavisindeki potansiyelleri i¢in literatiirde arastirilmis olsa da ¢alismamiz bildigimiz
kadariyla Dianthus orientalisin pankreas kanseri lizerine etkinligi arastirilan ilk caligmadir.
Calismamizda pankreas kanserine yonelik iki farkli pankreas hiicre hatt1 Panc-1 ve BxPC-3
kullanild1 ve antikanserojen etkinlikleri arastirildi. Pankreas hiicrelerinde apopitoz orant,
sitotoksik etki, invazyon ve metastazda rol oynayan gen ekspresyonlarindaki degisiklikler
degerlendirildi. Bulgularimiz, metastaz ve invazyon yollarinda yer alan gen

ekspresyonlarint modiile ederek pozitif bir etki gdsterdigini, ilk kez ortaya koymustur.

Dianthus tiirlerinin kaempferide, kaempferol, apigenin, luteolin ve kuersetin gibi
fenolik bilesikler ve bunlarin glikozid tiirevleri yoniinden zengin olduklar1 yapilan
calismalarla gosterilmis olup (Obmann, Werner, ve ark., 2011; Obmann, Zehl, ve ark.,
2011), bu bilesiklerin ¢esitli kanser hiicreleri tizerinde antikanser 6zellikler sergilediklerine
dair literatiirler de mevcuttur (Ravishankar ve ark., 2013). Buradan hareketle Dianthus
orientalis ekstratinin sitotoksik etkinliginin i¢cerdigi bu fenolik bilesiklerden kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Dianthus tiirleri hakkinda yapilan bir takim c¢alismalarda dianthus
carmelitarum ekstraktin kolon kanserinde TPC degeri 100 g numune basina 784,8 + 40,3
mg gallik asit esdegeriydi ve sinapik asit ve benzoik asit ekstrakttaki major fenolikler olarak
tespit edildi. Dianthus carmelitarum ekstrakti1 3,6 kat sitotoksik etki gosterdi (Turan ve ark.,
2019). Dianthus chinensis’in etanollii ekstraktinin insan akciger kanseri (H1299) ve kolon
kanseri (HCT-116) hiicre serilerinde 250-1000 pg/mL konsantrasyon araliginda sitotoksik
etki gosterdigini rapor etmislerdir (Lee ve ark., 2016). Dianthus orientalis igin yapilan tek
bir calismada ise bitkinin metanollii ekstraktlarinin insan HepG2, MCF-7, A549 ve kolon
kanseri (HT-29) hiicre serilerinde 100 pg/mL konsantrasyona kadar herhangi bir sitotoksik
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etki gdstermedigini bildirirlerken (Naghibi ve ark., 2014) , Dianthus orientalis ekstraktinin
sadece sitotoksik etkilerini icermekte olup sinyal yolaklar1 ve apopitoz ilizerinde herhangi bir
degerlendirme bulunmamaktadir. Kullanilan sitotoksik doz da 100png/mL olup daha yiiksek
dozlar kanser hiicrelerine uygulanmamistir (Naghibi ve ark., 2014) Literatiirde Dianthus
orientalis ekstrakti i¢in pankreas kanser hiicreleri ile yapilmis in vivo ya da in vitro ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamizda Dianthus orientalis'in molekiiliinlin in vitro olarak
pankreas kanseri hiicre hatlarinda tiimor proliferasyonunu inhibe edebildigi ve apopitozu
indiikleyebildigi gosterilmistir. Ayrica MTT analiz sonuglarinda ICso dozu 48 saatte 250 pg
olarak tespit edildi. Calismamiz Dianthus orientalis'in pankreas kanseri lizerine etkilerinin

arastirildigi ilk calisma niteligindedir.

Calismamizda metastaz ve invazyon yolaklari i¢in Panc-1 ve Bx-PC3 pankreas hiicre
hatlarinda metastaz ve invazyon yolaklarinda SNAI/I, PALB2 ve CHEK?2 ekpsresyonlar1
anlamli olarak up-regiile iken Bx-PC3 pankreas hiicre hattinda CHD1 ekspresyonu anlamli
olarak down-regiile idi. Bununla beraber apopitoz oranlarinda da Dianthus orientalis
uygulanan grupta anlaml yiikseklik goriildii. Bu durumda Dianthus orientalis’in SNAII,
PALB2 ve CHEK?2 ekpsresyonlar1t anlamli olarak artirarak kanser hiicre ilerlemesini

durdurabilecegi diisiiniildii.

Bitkisel ilaglar ile kanser hiicre proliferasyonu inhibisyonu yapilarak, DNA onarim
mekanizmasi ile apopitoz uyarilarak ve hiicre dongiisii durdurularak etki gosterebilmekte ve
bu essiz terapdtik Ozellikleri sayesinde kanser ilag arastrmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Khan ve ark., 2019). Mevcut kullanilan kanser ilaglarmnin %70'inden
fazlas1 dogal bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir. (vinkristin, topotekan, taksol,
vinblastin, irinotekan vb.) (Shukla & Mehta, 2015). Bitkisel ekstraktlarin in vitro antioksidan
Ozelliklerinin belirlenmesinde pek ¢cok yontem kullanilmakta olup, calismalarda en az iki
bagimsiz yonteme yer verilmesi gerektigi onerilmektedir (Nuutila ve ark., 2003). Dianthus
tiirleri Caryophyllaceae ailesine mensup tibbi bitkiler olup alkaloidler, tanninler, saponinler,
siklik peptidler ve fenolik bilesiklerce zengin olduklar1 bildirilmektedir (Gou ve ark., 2011).
Cesitli Dianthus tiirlerinin in vitro sitotoksik, apoptotik etkisini inceleyen caligmalar
bulunmaktadir; Dianthus tirleri hakkinda yapilan bir takim calismalarda Dianthus
carmelitarum ekstraktinin normal kolon hiicrelerine kiyasla insan kolon kanseri hiicrelerine
secici sitotoksik etki (3,6 kat) gosterdigi, ekstraktin WiDr hiicrelerinde MMP'nin azalmas1

yoluyla S fazinda hiicre dongiisli durmasini ve apopitozu indiikledigi tespit edilmis (Turan
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ve ark., 2019). Gene baska bir ¢calismada Dianthus chinensis ' in insan agi1z kanserinde kanser
hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi tespit edilmis. Bunuda hiicre biiyiimesini engelleyerek
ve kaspaz bagimli apopitozu indiikleyerek oral kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemeyi
basardigi1 goriilmiistiir (Shin ve ark., 2011). Dianthus caryophyllus ¢esidi i¢cin yapilan bir
calismada ise kaempferid triglikozidinin, ligand baglama bagimli Gstrojen reseptorii
aktivasyonu tarafindan aracilik edilen bir mekanizma araciligiyla dogal ve dstrojen reseptorii
beta asir1 ekspresyonu gosteren kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasmi engelledigi
kanitlanmistir. G(0)/G(1) hiicre fraksiyonunu artirarak HCTS hiicre dongiisii ilerlemesini
etkilemistir ve dstrojen reseptorii beta asir1 ekspresyonu gosteren hiicrelerde iki antioksidan
enzimi artwrmustir ve ve  kolorektal kansere karsi koruyucu aktivitelerini anlamli
bulunmustur (Martineti ve ark., 2010) Gene Dianthus superbus‘ un etil asetat (EA), biitanol
(Bu) ve damitilmis su (DW) oziitleri, biyoaktif bilesiklerin ¢ikarilmasi ve biyolojik
aktiviteleri agisindan degerlendirilmis ve antioksidan, antikanser ve antiviral 6zellikleri
acisindan anlamli bulunmustur. (Kim ve ark., 2019) Dianthus chinensis 'nin apoptotik
etkileri insan hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde arastirilmistir. EDCL ile tedavi,
apopitozu indiikleyerek konsantrasyon ve zamana bagl bir sekilde hiicre biiyliimesini dnemli
Olgtide inhibe etmistir. Bu indiiksiyon, kromatin yogunlagmasi, kaspazlarin aktivasyonu ve
poli (ADP-riboz) polimeraz proteininin kesilmesi ile iliskilendirilmistir (Nho ve ark., 2012).
Yapilan bir bagka calismada da Dianthus superbus’un hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinin

apopitozunu indiikleyebilecegini gostermektedir (Ding ve ark., 2013).

Pancl and BxPC-3 pankreas kanser hiicrelerine belirlenen sitotoksik doz ve siirede
uygulama sonras1 hiicre proliferasyonunda azalma oldugu belirlendi. Bu azalmanin apopitoz
ve kaspaz yolaginda rol oynayan gen ekspresyonunu pozitif yonde diizenleyerek
gerceklestigi gosterildi. Apopitoz, normal olarak gelisim sirasinda dokulardaki hiicre
poptilasyonlarint korumak icin kullanilan homeostatik bir mekanizmadir (Elmore, 2007) .
Ayrica apopitoz kanser tedavisinde indiiklenmis 6nemli bir hiicre 6liim yoludur. Apopitoz
kaspazlar olarak bilinen bir proteaz ailesi tarafindan yiiriitiiliir. Kaspazlar, hem bagslaticilar
(kaspaz-2, 8, 9 ve 10) hem de yiiriitiiciiler (kaspaz-3, 6 ve 7) olduklarindan apopitoz
mekanizmasinin merkezinde yer alir. Apopitoz intrinsik yol veya ekstrinsik yolla meydana
gelebilir. Intrinsik yolak farkls stres kosullarma yanit olarak mitokondriyal seviyede birlesen
hiicre i¢i sinyaller araciliiyla gerceklesir. Genetik hasar, hipoksi, sitozolik Ca+ seviyesinde
ki artis ve siddetli oksidatif stres gibi durumlar intrinsik apopitoz yolaginin aktivasyonuna

neden olur. Proapoptotik genler olan Bcl-2 ailesinin (Bax, Bak) aktivasyonu, antiapoptotik
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genler olan Bcl-2 ve Bcel-XL’nin baskilanmasma neden olur. Ayrica tiimor baskilayict
protein p53, hiicrelerde DNA hasar1 olmasi durumunda proapoptotik gen olan Bax’1 aktive
eder. Mitokondriyal dis zar ge¢irgenligi bozulur ve proteinler (Sitokrom c) sitozole gecer.
Bu proteinler sitozolde Apaf-1 proteini ile bir kompleks olusturur ve kaspaz yolagi aktive
olarak apopitoz ger¢eklesir. (Wuest vd., 2019b) (Pistritto vd., 2016). Calismamizda pankreas
hiicre hattinda uygulanilan Dianthus orientalis ekstrakti i¢in kontrol grubuna gore artmis

apopitoz orani mevcuttu.

Bitkisel kokenli antikanser ajanlar1 lizerine yapilan arastirmalar hizla
ilerlemektedir. Dianthus cinsine ait tiirlerin, fitokimyasal igerikleri nedeniyle antikanser
ozellikler gosterdigi bircok ¢alisma ile kanitlanmistir. Arastirildigi tizere literatiirde Dianthus
orientalis tlirtiniin antikanser etkilerinin arastirildigi sinirli sayida ¢alisma bulunmakta olup
metastatik ve invazif 6zelliklerinin arastirildig1 calisma bulunmamaktadir. Ilave olarak
diger dianthus tiirleri ile yapilan ¢alismalar da kullanilan bitki tiirleri Tiirkiye’de yetisen bitki
tirleri degildir. Bitki tiirlerinin igerikleri yetistigi bolgeye gore de degisiklik gostermektedir.
Bu ¢alisma Dianthus orientalis ekstraktiin pankreas kanseri lizerine in vitro etkilerinin
incelendigi ilk ¢aligmadir. Bu agidan bakildiginda, bu ¢alismanin yeni farmakolojik
calismalara 151k tutmasi beklenmektedir. Calismamizda Dianthus orientalis ekstrelerinin
pankreas kanseri hiicre hatlar1 lizerindeki antikanseojenr ve antiproliferatif etkileri,
morfolojik ve molekiiler diizeyde incelenmistir. Bu bulgular Dianthus orientalis'in
pankreas kanseri tedavisindeki terapotik potansiyelini kesfetmeye yonelik gelecekteki

arastirmalar i¢in temel olusturmaktadir.
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