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ÖZET 

 

Dianthus orientalisin PANKREAS KANSERİNDEKİ İNVAZYON VE METASTAZ 

ETKİLERİNİN İN VİTRO OLARAK ARAŞTIRILMASI 

DR. BURAK SEVİNÇ 

UZMANLIK TEZİ 

KONYA, 2024 

Amaç: Pankreas kanseri ileri derece ölümcül bir malign hastalıktır. Pankreas kanseri 

tedavisinin hastalık evresine bağlı olarak cerrahi teknikler mevcut olup beraberinde birden 

fazla sistemik tedavi seçenekleri mevcuttur (Mizrahi ve ark. 2020). Hastaların tedavisinde 

kullanılan sistemik kemoterapötikler kanser hücrelerinin apopitozunu sağlayabilir, 

proliferasyonunu engelleyebilir, metastatik özelliklerini baskılayabilir veya hücre ölüm 

yolaklarını uyarararak etki gösterebilmektedir. Pankreas kanserinin tedavisinde hem sentetik 

hem de bitkisel kaynaklı ilaç araştırmaları halen devam etmektedir. Bununla birlikte 

neoadjuvan kemoterapide ilaç toksisite veya perioperatif komplikasyonların artışına sebep 

olma gibi dezavantajları mevcuttur. Pankreas kanserinde adjuvan ve neoadjuvan yeni 

ajanların çıkması hastalara sunulacak tedaviler için ileri derece önem arz etmektedir.  Klinik 

kullanımda olan ilaçların çoğunluğu bitkisel kaynaklı olup dianthus türleri de içerdiği fenolik 

bileşikler ile antikanserojen bir ajan olabilecek potansiyele sahiptir. Bununla birlikte 

literatürde bu bitki ile yapılmış az sayıda veri bulunmaktadır. Bu çalışmada Dianthus 

orientalis ekstraktının pankreas kanser hücre hattındaki olası antikanser, antiproliferatif ve 

antimetastatik etkilerinin değerlendirilmesi amaçlandı. 

Materyal ve Metod: Çalışmada Panc-1 ve BxPC-3 olmak üzere iki farklı pankreas hücre 

hattı kullandı. Dianthus orientelis ekstraklarının sağlıklı hücrelerdeki etkisinin 

değerlendirilmesi amacıyla HEK-293 sağlıklı embriyonik böbrek hücre hattı kullanıldı. 

Çalışma için Dianthus orientalis ekstraklarının uygulanıp uygulanmadığı duruma göre; 

Panc-1 hücre hattına Dianthus orientalis’in uygulandığı grup DiO-[P+], uygulanmadığı 

grup DiO-[Pneg], BxPC-3 hücre hattına Dianthus orientalis’in uygulandığı grup DiO-

[Bx+], uygulanmadığı grup DiO-[Bxneg] HEK293 hücrelerine DiO ekstraklarının 

uygulandığı grup DiO-[HEK+] ve uygulanmadığı grup DiO-[HEKneg] olmak üzere gruplar 

oluşturuldu. Panc-1, BxPC-3 ve HEK-293 hücreleri %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 
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penisilin/streptomisin (100 µg/ml streptomisin ve 100 U/ml penisilin) içeren DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Mediu) kültürü ortamında T75 flasklarda 37°C ve % 5’lik 

CO2’li ortamda kültüre edildi. Hücrelerin bu ekstrakta duyarlılığı tetrazolyum indirgenme 

(MTT) methoduyla analiz edildi. RT-PZR yöntemi ile Bax, Bad, p50, Bak, Apaf-1, Bcl-2, 

Bcl-XL, Casp6, Casp9, Casp3, Casp12, Casp2, p50, Bak, Apaf-1, MMP7, MMP9, VIM, 

SNAIL, N-Cadherin, Beta-Catenin, ZEB1, ACTA2, DDR2, SNAI2, SNAI1, PALB2, CHEK2, 

CDH1, TWIST1 gen ekspresyonları analiz edildi. 

Bulgular: Çalışmamızda Panc-1 ve Bx-PC3 Pankreas kanseri hücre hattında Dianthus 

orientalis ekstraktı ile tedavi edilen grupta SNAI1 PALB2 ve CHEK2 ekpsresyonları anlamlı 

olarak up-regüle idi. Bx-PC3 hücre hattında CHD1 ekspresyonu anlamlı olarak down-regüle 

idi . Apopitoz analizinde tedavi grubunda kontrol grubuna göre artmış apopitoz oranı 

görüldü. 

Sonuçlar: MTT analiz sonucunda göre IC50 dozu 48 saatte  250 µg olarak tespit edildi. 

Çalışmamız pankreas  hücre hattında uygulanılan Dianthus orientalis ekstraktı için invazyon 

ve metataz üzerine bazı genlerde anlamlı farklılıklar tespit edildi. Proapototik genler ile 

kaspaz yolağındaki başlatıcı ve efektör kaspaz aktivasyonu sağlayarak apopitoz yolağını 

aktive ettiğini gösterdi, apopitoz analizindeki kontrole göre artmış apopitoz oranı ekspresyon 

sonuçlarını da destekler nitelikteydi. Sonuç olarak pankreas kanseri hücresine Dianthus 

orientalis ektraktının anlamlı antikansoreojen ekinliği gösterilmiştir. 

 

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

 

IN VİTRO INVESTİGATİON OF INVASİON AND METASTASİS EFFECTS OF 

DİANTHUS ORİENTALİS İN PANCREATİC CANCER 

DR.BURAK SEVİNÇ 

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 µg/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, Bcl-XL, Casp6, Casp9, Casp3, Casp12, 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 CHEK2 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 µg 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.GİRİŞ VE AMAÇ 

Pankreas kanserleri, henüz tam kür kemo-tedavisi olmayan son derece agresif yıkıcı 

ve mortal seyreden bir insan malignitesidir (Slack, 1995). İnvaziv seyreden pankreatik duktal 

adenokarsinom (PDAC)’lar; invaziv seyretmeyen öncül oluşumlardan , pankreatik 

intraepitelyal neoplazi (PanIN), intraduktal papiler musinöz neoplazi (IPMN) ve musinöz 

kistik neoplazi (MCN) gelişerek oluşur. Non-invaziv lezyonlardan invaziv karsinoma 

dönüşüm görülmektedir (Yoshida ve ark., 2022). American Cancer Society verilerinde elde 

edilen bilgilere göre, 2019 yılında Amerika Birleşik Devletlerin'de 56.000 civarı yeni 

pankreas kanseri vakası teşhis edilmiş olup tahmini 45.000 vakanın ölüme neden olması ile 

akciğer kanserinden ve kolorektal kanserden sonra ölüme neden olmada üçüncü sırada yer 

aldığı tespit edilmiştir (Siegel ve ark., 2020). Pankreas kanseri gelişimi ile ilişkili risklerde 

tip 2 diyabet, obezite, genetik faktörler, mikroflora, tütün mamülleri kullanımını ve alkol 

tüketimi gibi durumlar yer almaktadır (Mizrahi ve ark., 2020). Pankreas kanseri tedavisinde 

hastalığın evresine bağlı olarak cerrahi ile beraber birden fazla sistemik kemoterapötik ajan 

seçeneği mevcuttur (Mizrahi vd., 2020).  

Bitkisel ilaçlar ile kanser hücre proliferasyonu inhibisyonu yapılarak, DNA onarım 

mekanizması ile apopitoz uyarılarak ve hücre döngüsü durdurularak etki gösterebilmekte 

ve bu eşsiz terapötik özellikleri sayesinde kanser ilaç araştırmalarında yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Khan ve ark., 2019). 

Kanser tedavilerinde kullanılan sistemik kemoterapötik ajanlar, kanser 

hücrelerinin apopitozuna neden olabilir, metastatik ve invazif özelliklerini 

engelleyebilir veya çeşitli hücre ölüm yolaklarını uyararak etki gösterebilmektedir. 

Apopitoz, 1972 yılında Kerr ve ark. tarafından tanımlandığı programlanmış hücre 

ölümüdür (Kerr ve ark., 1972). Ayrıca, radyoterapi ve kemoterapi tedavileri için kanser 

tedavilerinde uyarılan hücre ölüm yoludur. Apopitoz, hücre içi stresör faktörler tarafından 

uyarılan intrinsik yol veya ölüm reseptörleri aktivasyonu ile tetiklenen ektrinsik yol ile 

meydana gelebilir. Mitokondri ile sitokrom c salınımı, intrinsik yol için kritik bir süreçtir. 

Bcl-2 protein ailesi (antiapopitotik protein BCL2 ve proapopitotik protein BAD gibi) bu 

süreçte mitokondriyal membranlarda geçirgenliği değiştirerek sitokrom c'nin 

mitokondrilerden sitozole salınması işleminde önemli rol oynar. Tümör baskılayıcı protein 

p53, hücrelerde DNA hasarı olması durumunda BAX gibi proapoptotik genleri 

aktivasyonunu sağlar. Sitokrom c, sitozolde Apaf-1 proteiniyle kompleks oluşturur 

sonrasında bu kompleks, başlatıcı kaspaz-9' u parçalar. Sonrasında aktive kaspazlar 3,6 ve 
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7 hücre ölümünü indüklemek için aktive edilir. Ancak hücre yüzeyindeki ölüm 

ligandlarının ve ölüm reseptörlerinin aktivasyonu dışsal yolda önemlidir (Wuest ve ark., 

2019a). Bundan ötürü çalışmalarda kullanılacak olan ajanların etkinliğinin 

değerlendirmesi işleminde apopitoz (Bax, Bcl-2, p50, Bad, Apaf-1, Bak, Bcl-XL) ve kaspaz 

aktivasyonunda (Casp9, Casp2, Casp3, Casp6, Casp12) rol alan gen ekspresyonlarının 

değerlendirilme işlemi ileri derece önemlidir. İlave olarak pankreas kanserini de içeren 

birçok kanser türünün metastatik veya invazif özellikte olması tedaviyi zorlaştıran önemli 

sebeplerden biridir. Metastaz ve invazyon birçok gen tarafından kontrol edilir. Bu genler 

ATM, PALB2, CHEK2, EMT, CDH1, CDH2, MMP7,MMP9, SNAI2, VIM, SNAIL, VEGF, 

ZEB1, TWIST1, E-Cadherin, N-Cadherin, Beta-Catenin, DDR2, Alpha-SMA, FSP1 

şeklindedir. Kullanılan kemoterapötik ajanların bu gen ekspresyonundan bazıları arttırmak 

bazılarını da azaltmak suretiyle etki ederek kanser hücresinin metastazını ya da 

invazyonunu engellerler.     

Bundan dolayı çalışmalarda kullanılacak ajanların etkinliklerinin değerlendirmesi 

işleminde apopitoz (Bak, Apaf-1, Bax, Bad, p50, Bcl-2, Bcl-XL), kaspaz aktivasyonunda 

(Casp6, Casp9, Casp2 , Casp3, Casp12), metastaz da (ATM, PALB2, CHEK2) ve invazyon 

da (SNAI2, VIM, CDH1, CDH2, MMP7, MMP9,  E-Cadherin, N-Cadherin, SNAİL, 

VEGF, ZEB1, TWIST1, Beta-Catenin, DDR2, Alpha-SMA, FSP1) rol oynayan gen 

ekspresyonlarının değerlendirilmesi önem arzetmektedir. 

Mevcut kullanılan kanser ilaçlarının %70'inden fazlası doğal bitkisel kaynaklardan 

elde edilmektedir. (vinkristin, topotekan, taksol, vinblastin, irinotekan vb.) Antikanser 

ajan  olarak dünya genelinde birçok kanser tedavisinde kullanılmaktadır (Shukla & Mehta, 

2015). Dianthus türleri tanenler, saponinler, alkaloidler, fenolik bileşikler ve siklik 

peptitler içeriğinden zengindir (Aliyazicioglu ve ark., 2017). Dianthus türleri anti-

inflamatuar ajan, diüretik, balgam söktürücü ve immün sistem destekleyici olarak 

kullanılmaktadır (Turan ve ark., 2017). Turan ve ark. Dianthus carmelitarum’un dimetil 

sülfoksit (DMSO)’da hazırlanmış ekstraktın kolon kanser hücre hattında antikanser etkisi 

hakkında araştırıldığı çalışmada, kolon kanser hücrelerinde sağlıklı kolon hücreleriyle 

karşılaştırılmasında 3.6 kat daha fazla sitotoksik etki gösterdiği rapor edilmiştir.(Turan ve 

ark., 2019) Naghibi ve ark. Dianthus orientalis ekstraktı etkisinin human karaciğer,  kolon 

,akciğer ve meme  kanser hücre hattında olabilecek antikanser etkileri araştırıldığı 

çalışmalarında, anlamlı bir sitotoksik etki olmadığını lakin konsantrasyona bağlı sitotoksik 

etki ortaya çıkabileceği belirtilmiştir (Naghibi ve ark., 2014). Bu çalışma Dianthus 

orientalis ekstraktının sadece sitotoksik etkilerini içermekte sinyal yolakları üzerinde 
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herhangi bir değerlendirme bulunmamaktadır. Kullanılan sitotoksik doz da 100µg/mL 

olup daha yüksek dozlar kanser hücrelerine uygulanmamıştır (Naghibi ve ark., 2014). 

Dianthus chinensis ile ilgili başka bir çalışmada akciğer ve kolon kanser hücre hattı 

üzerinde bu bitki ekstrakının sitotoksik etkisinin olduğu gösterilmiştir (Lee ve ark., 2016). 

Araştırıldığı üzere literatürde Dianthus orientalis türünün antikanserojen etkilerinin 

araştırıldığı sınırlı sayıda çalışma bulunmakta olup metastatik ve invazif özelliklerinin 

araştırıldığı çalışma bulunmamaktadır. İlave olarak bu çalışmalar da kullanılan bitki türleri 

Türkiye’de yetişen bitki türleri değildir. Bitki türlerinin içerikleri yetiştiği bölgeye göre de 

değişiklik göstermektedir. Çalışmada Türkiye’de doğal olarak yetişen Dianthus 

orientalis’den elde edilen ekstraktlar kullanılacaktır. Dianthus orientalis’in içerdiği 

fenolik bileşikler sebebiyle antikanser etkisinin çıkabileceği düşünülmektedir. Bu 

sebepten dolayı çalışmada Dianthus orientalis ekstraktının değişik konsantrasyonlarının 

pankreas kanserinin hücre hattındaki apopitotik, metastatik ve invazif etkilerinin 

araştırılması planlandı. 
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2.GENEL BİLGİLER 

 2.1.Pankreas Kanserleri  

Pankreas kanserleri endokrin ve ekzokrin şeklinde ikiye gruplandırılmaktadır. 

Pankreasın nöroendokrin tümörleri (PNET), pankreas malignitelerinin %7-10’unu 

kapsamaktadır. Pankreasın nöroendokrin tümörleri (PNET), adacık hücresi tümörleri diye 

adlandırıladabilir (Phan ve ark., 2015). PNET'ler içinde, insülinomalar %42, gastrinomalar 

%24, glukagonomalar %14, VIPomalar %10, somatostatinomalar %6 oranında görülmekle 

beraber diğer ektopik ve çoklu hormon salgılayan neoplazmalar çok daha enderdir 

(Klimstra, 2007). Ekzokrin pankreas neoplazileri pankreas kanserlerinde en sık görülen 

malignite olmakla beraber çoğunluğu pankreas başında lokalizedir ve patolojik olarak 

duktal adenokarsinomdur. Pankreas adenokarsinomlarının ortalama %60-70'i pankreasın 

başında ortaya çıkar, geri kalanı gövdede (%15) ve kuyrukta (%15) bulunur (McGuigan ve 

ark., 2018). Pankreatik tümörlerin oldukça fazlasını oluşturan panrkeatik duktal 

adenokarsinomları (PDAK) pankreatik tümörlerle eş anlamlı olarak isimlendirilmektedir. 

(Mpilla ve ark., 2020) 

 2.1.1. Epidemiyoloji ve Risk Faktörleri 

Pankreas kanserinin ABD'de 5 yıllık sağ kalım oranı %10 olup mortalite ve 

morbiditesi yüksek bir kanser türüdür (Mizrahi ve ark., 2020). Ek olarak pankreas kanseri 

geç farkedilen bir malignite olup buna bağlı olarak da ölüm oranları yüksektir (Mizrahi ve 

ark., 2020). Son 10 yılda, pankreasa bağlı kanserlerin insidansı gelişmiş ülkelerde giderek 

yükselmiştir. Bunun sebebi kronik hastalıkların ( obezite ,diyabet vs.) artan prevalansı ile 

alkol, sigara, aşırı işlenmiş fazla şeker ile beslenme, sedanter yaşam, yüksek yağlı beslenme 

gibi diğer risk faktörleridir (Luo ve ark., 2020). Gelişmekte olan ülkelerde pankreas kanseri 

insidansı gelişmiş ülkelere göre daha düşüktür (Wong ve ark., 2017). Tüm kanserler 

içerisinde pankreas kanserleri %2’ sini oluştururken, kansere bağlı ölüm sebeplerinin 

%4.7’sine sahiptir. Erken tanı olarak tespit edilme zorluğu olarak kanserler içerisinde birinci 

sıralardadır. (Sung ve ark., 2021) 
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Şekil 2.1: Pankreas kanseri insidansı ve mortalitesi (Global Cancer Observatory, n.d.) 

 

 
Şekil 2.2: Pankreas kanseri prevalansı (Global Cancer Observatory, n.d.) 

 2.1.2 Pankreas Kanser Patolojisi 

Patogenezezis ve karsinogeneziste, neoplastik invaziv olmayan lezyonlar bir dizi 

aşama ile invaziv lezyonlara dönüşür. Bu gelişimde pankreatik intraepitelyal neoplaziler 

(PanIN), intraduktal papiller müsinöz neoplaziler (IPMN) ve müsinöz kistik neoplaziler 

(MCN) olmak üzere 3 adet öncü lezyon mevcuttur. Bu lezyonların kendilerine özgü 
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patolojik, klinik ve moleküler özellikleri vardır (Esposito ve ark., 2014). İnvaziv pankreas 

karsinomunun üç farklı morfolojik yolunun modeli şekilde gösterilmiştir (Şekil 2.3 ) (Distler 

vd., 2014) 

 

Şekil 2.3:İnvaziv pankreas karsinomunun üç farklı morfolojik yolu (Distler ve ark., 2014) 

2.1.3 Pankreas Kanserinde Tedavi 

Pankreas kanseri teşhisi konulan hastaların % 85-90 a yakını genelde cerrahi 

rezeksiyonu engelleyen bir nedene sahiptir. Pankreas kanserinde cerrahi, kemoterapi ve 

radyoterapi seçenekleri mevcut olup evrelendirilmesi, hastanın performansı, hasta ve 

ailesinin tedavi hedeflerine göre yapılır. Pankreatik adenokarsinomda küratif tedavi 

cerrahidir. (Loveday ve ark., 2019) Bununla beraber küratif cerrahinin sonrasında dahi lokal 

ve uzak nükslerin sıklığı sebebiyle ortalama sağkalım 15-20 ay ve 5 yıllık sağkalım ise %8 

-15 arasındadır. Bundan dolayı cerrahi remisyon için multimodal tedavi diyebileceğimiz tam 

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

 Cerrahi tedavi kapsamında 3 ana rezeksiyon tipi mevcut olup bunlar ; Whipple 

prosedürü (pankreatikoduodenektomi), distal pankreatektomi ve total pankreatektomidir. Bu 

cerrahi teknikler rezeksiyonun kapsamı ile rezeke edilen lenf nodları açısından standardize 

edilmiştir. 
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 Pankreas baş ve unsinat prosesteki tümörlerin cerrahi tekniği Whipple 

prosedürüdür. (Varadhachary ve ark., 2006) Pankreasın gövdesi ve kuyruğundaki 

tümörlerde teknik olarak distal pankreatektomi yapılmaktadır. Splenik ven veya arter 

tutulumu rezeksiyon için bir kontrendikasyon değildir. (Alexakis ve ark., 2004) 

 Pankreas kanserlerindeki genişletilmiş lenf nodu diseksiyonunun faydalı olduğuna 

dair bir kanıt yoktur. Standart lenf nodu diseksiyonu; sağ taraflı çölyak arter lenf düğümü, 

hepatoduodenal ligaman, portal ven, ana hepatik arter ve SMA’in sağ yarısındaki lenf 

nodlarının diseksiyonunu içerir. (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 göre neoadjuvan tedavi ve sonrasında rezeksiyonlu yöntemler 

uygulanmaktadır. (Schlick ve ark., 2021) 

 Evre 4 metastatik kanser için en yaygın tedavi kemoterapidir, ancak klinik 

araştırmalar ek seçenekler sunabilir. (Schlick ve ark., 2021) 

 Pankreas kanserinin tedavisinin belli sınırlarda kalması ve sağkalım oranlarının 

düşük olmasından dolayı yeni tedavi yaklaşımları önem arzetmektedir. Kanser hücreleri 

üzerine daha etkili yok etme yöntemleri nüksünü azaltabilen yeni ilaçlara şiddetle ihtiyaç 

vardır.   

2.3 Dianthus orientalis 

Dianthus cinsi dünyada tahmini 300 e yakın tür içermektedir ve genel olarak Kuzey 

Yarımküre’nin ılıman ve soğuk kuşaklarında yayılım göstermektedir (Tong ve ark., 2012). 

Türkiye’de 76 türünün var olduğu ve bunlardan 33 türünün endemik olduğu bildirilmektedir 

(Hamzaoğlu ve ark., 2015) 

Yarkaranfili (Dianthus orientalis) Karanfilgiller (Caryophyllaceae) ailesinden bir 

türdür. Türkiye'de Yukarı Fırat, Erzurum-Kars, Doğu Karadeniz, Yukarı Murat-Van, 

Hakkari, Adana alt bölgelerinde doğal yayılış göstermektedir. 500-3160 metre yükseklikler 

arasında; taşlık yamaçlar,uçurumlar, ve döküntü alanlarda gözlenebilir. (Dianthus orientalis 

| floranatolica, t.y.) Bilimsel olarak Dianthus orientalis Adams, Weber & Mohr şeklinde 

tanımlanır. (Dianthus orientalis | floranatolica, t.y.) 
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 Dianthus türleri tanenler, saponinler, alkaloidler, fenolik bileşikler ve siklik 

peptitler içeriğinden zengindir (Aliyazicioglu ve ark., 2017). Dianthus türleri anti-

inflamatuar ajan, diüretik, balgam söktürücü ve immün sistem destekleyici olarak 

kullanılmaktadır (Turan ve ark., 2017). Faydalı biyolojik etkilerinden dolayı geleneksel 

tedavide üriner enfeksiyon, menopoz, bel soğukluğu, öksürük ve kanser tedavilerinde 

kullanılmaktadırlar (Turan ve ark., 2017). Dianthus carmelitarum’un dimetil sülfoksit 

(DMSO)’da hazırlanmış ekstraktın kolon kanser hücre hattında antikanser etkisi hakkında 

araştırıldığı çalışmada, kolon kanser hücrelerinde sağlıklı kolon hücreleriyle 

karşılaştırılmasında 3.6 kat daha fazla sitotoksik etki gösterdiği rapor edilmiştir (Turan ve 

ark., 2019). Naghibi ve ark. Dianthus orientalis ekstraktı etkisinin insan karaciğer,  kolon , 

akciğer ve meme  kanser hücre hattında olabilecek antikanser etkileri araştırıldığı 

çalışmalarında anlamlı bir sitotoksik etki olmadığını lakin konsantrasyona bağlı sitotoksik 

etki ortaya çıkabileceği belirtilmiştir (Naghibi ve ark., 2014). Bu çalışma Dianthus orientalis 

ekstraktının sadece sitotoksik etkilerini içermekte sinyal yolakları üzerinde herhangi bir 

değerlendirme bulunmamaktadır. Kullanılan sitotoksik doz da 100µg/mL olup daha yüksek 

dozlar kanser hücrelerine uygulanmamıştır (Naghibi ve ark., 2014). Dianthus orientalis ile 

Şekil 2.4 : Dianthus orientalis dış görünümü (Dianthus orientalis - Wikipedia, t.y.) 
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ilgili başka bir çalışmada akciğer ve kolon kanser hücre hattı üzerinde bu bitki ekstrakının 

sitotoksik etkisinin olduğu gösterilmiştir (Lee vd ark., 2016) Dianthus superbus’un etanollü 

ekstraktının petrol eter, etil asetat, bütanol ve su fraksiyonlarının insan karaciğer kanseri 

(HepG2 ve Bel-7402) ve serviks kanseri (HeLa) hücre serilerinde sitotoksik etkisini 

araştırmışlar ve en iyi sonuçların etil asetat fraksiyonunda elde edildiğini göstermişlerdir (Yu 

ve ark., 2007) 

2.4 Apopitoz , Metastaz ve İnvazyon 

Apopitozis terimi ilk defa 1972 de kullanılmıştır. Kerr ve arkadaşları fizyolojik 

olarak ölen hücre çekirdeklerinde yoğunlaşmış kromatinlerin parçalarını görmüş ve 

organellerin korunduğunu tespitleyerek bu olayı büzüşme nekrozu olarak tanımlamıştır 

.(Vet&Derg, 2008) Tümör baskılayıcı genler, özellikle hücre siklusu denetim noktalarında 

rol alanlar ve DNA tamir genleri, siklus esnasında ortaya çıkabilecek genetik hasarları 

ortadan kaldırarak veya hasara uğrayan hücrelerin apopitozisine neden olarak kanserli 

hücrelerin ortaya çıkmasını önlemeye çalışırlar.  

Kanser hücrelerinde metastaz pek çok biyokimyasal ve moleküler faktör tarafından 

yönlendirilen bir süreçtir. Metastaz kanser tedavilerinde yüksek oranda sınırlayıcı bir faktör 

olup kanserden ölümlerin %90’ından sorumludur (Reymond ve ark., 2013). Metastaz, lokal 

invazyon (epitelyal-mezenkimal geçiş), intravazasyon, dolaşımda sağkalım, ekstravazasyon 

(transendotelyal migrasyon/diapedez), mikrometastaz oluşumu ve metastatik koloni 

oluşumu gibi basamakları içermektedir (Özkara ve ark., 2020). Tümör hücrelerinde 

ekstravazasyon metastaz için anahtar basamaklardan biridir ve moleküllerde ufak farklılıklar 

olsa da tüm süreç temel olarak lökositlerde olduğu gibi, yuvarlanma, adezyon ve 

transmigrasyondur (diapedez). İntegrinler gibi hücre adezyon molekülleri ve Jam proteinleri 

gibi hücreler arası bağlantılar ekstravazasyon aşamasında kilit rollere sahiptir (Özkara ve 

ark., 2020). Kanser hücreleri onkogenlerin aktivasyonu ve tümör süpresör gen 

inaktivasyonları, hücrenin kontrolsüz çoğalması, kontak inhibisyonun kaybolması, invazyon 

ve metastaz yeteneği kazanması gibi malign özellikler kazanmasına yol açar (Kleinsmith, 

2014). 

Çalışmalarda kullanılacak ajanların etkilerini değerlendirmede apopitoz (Bak, Apaf-

1, Bax, Bad, p50, Bcl-2, Bcl-XL), kaspaz aktivasyonu (Casp6, Casp9, Casp2 , Casp3, 

Casp12), metastaz (ATM, PALB2, CHEK2) ve invazyon da (SNAI2, VIM, CDH1, CDH2, 
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MMP7, MMP9,  E-Cadherin, N-Cadherin, SNAİL, VEGF, ZEB1, TWIST1, Beta-Catenin, 

DDR2, Alpha-SMA, FSP1) rol oynayan gen ekspresyonlarının değerlendirilmesi önemlidir  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 3.1 Dianthus orientalis ve Ekstraktlarının Elde Edilmesi 

 Dianthus orientalis (DiO) türü ekstrakların Selçuk Üniversitesi Fen Fakültesi 

Biyoloji Bölümünden temin edilmiştir. Bitki türüne ait ekstraklar sadece etanol ve etanol/su 

karışımdan oluşan çözücü içinde iki farklı çözücüde çözülür halde kullanılmıştır. Dianthus 

orientalis’in etanol çözücüsü içinde çözünen ekstraklar DiO-[E], etanol/su çözücüsü içinde 

çözünen ekstraklar ise DiO-[ES] olarak isimlendirilmiştir.  

 3.2 Materyal 

 Çalışmada Panc-1 ve BxPC-3 olmak üzere iki farklı pankreas hücre hattı kullandı. 

DiO ekstraklarının sağlıklı hücrelerdeki etkisinin değerlendirilmesi amacıyla HEK-293 

sağlıklı embriyonik böbrek hücre hattı kullanıldı. Her üç hücre hattı da ATCC’den temin 

edildi [American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, USA temin edildi). Çalışma 

için DiO ekstraklarının uygulanıp uygulanmadığı duruma göre; Panc-1 hücre hattına 

Dianthus orientalis’in uygulandığı grup DiO-[P+], uygulanmadığı grup DiO-[Pneg], 

BxPC-3 hücre hattına Dianthus orientalis’in uygulandığı grup DiO-[Bx+], uygulanmadığı 

grup DiO-[Bxneg] HEK293 hücrelerine DiO ekstraklarının uygulandığı grup DiO-[HEK+] 

ve uygulanmadığı grup DiO-[HEKneg] olmak üzere gruplar oluşturuldu.  

 3.2.1 Hücre Kültürü 

 Panc-1, BxPC-3 ve HEK-293 hücreleri %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 

penisilin/streptomisin (100 µg/ml streptomisin ve 100 U/ml penisilin) içeren DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Mediu) kültürü ortamında T75 flasklarda 37°C ve % 5’lik 

CO2’li ortamda kültüre edildi. Hergün düzenli olarak kontrolleri yapıldı ve 

proliferasyonun yeterli olduğu aşamada hücreler yeni besiyerlerine pasajlandı. Yeterli 

sayıya (6x106) ulaşan hücrelerin bir kısmı sitotoksite analizi yapılmak üzere kullanıldı. 

Yeterli sayının belirlenmesi için hücre sayımı yapıldı. Hücre sayımı için; 10 μl hücre 

süspansiyonu, 10 μl %0.04 trypanblue ile karıştırıldı ve boya + hücre karışımından 20 μl 

alınıp lama yerleştirildi hücre sayım cihazında (Hemocytometer, Thermo Fisher) hücre 

sayımı yapılarak hücre sayısı ve hücreler tespit edildi. Arta kalan hücreler ise çalışmanın 

devamında uygulanılacak analizlerde kullanılmak üzere %10 dimethylsulfoxide (DMSO) 

içeren FBS içinde protokolüne uygun olarak kriyoprezervasyonu yapılarak -80°C de 

muhafaza edildi.  
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 3.2.2 Sitotoksisite Analizi 

 Sitotoksite analizi için DiO ekstrakları 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500 ve 1000 

µM konsatrasyonda olacak şekilde hazırlandı. Hücrelerin bu ekstrakta duyarlılığı 

tetrazolyum indirgenme (MTT) metoduyla analiz edildi.  Bu amaçla kültür ortamlarındaki 

hücreler kültür ortamlarından fiziksel şekilde kaldırıldıktan sonra hücre sayısı ml’de 1x106 

olacak şekilde süspanse edildi ve 96’lık platelere ekimi yapıldı. Hücrelerin üzerine 100 μL 

hazırlanan dilüsyonlardaki DiO-[E] ve DiO-[SE] çözeltileri ilave edildi. Absorbans 

okumalarda negatif kontrol sağlaması için sadece medyumun bulunduğu üç kuyucuk 

ayrıldı. Daha sonra hücreler 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C ve % 5 CO2’li ortamda inkübe 

edildi. İnkubasyon sonrasında her bir kuyucuğa 10 μL MTT boyası ilave edilip 2-4 saat 

kadar inkübe edilip spektrofotometrede (mikrotiterplatereaderde) 570 nm dalga boyunda 

absorbans ölçümü yapıldı. Ölçüm sonrası hücrelerin %50’sini öldüren doz (IC50) 

belirlendi. Bu işlemlerin hepsi bütün gruplara uygulandı. 

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

Primer Dizaynı 

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

Casp3, Casp12, Casp2, p50, Bak, Apaf-1, MMP7, MMP9, VIM, SNAIL, N-Cadherin, Beta-

Catenin, ZEB1, ACTA2, DDR2, SNAI2, SNAI1, PALB2, CHEK2, CDH1, TWIST1 gen 

ekspresyonları analiz edildi. Bu amaçla bu genlere ait primerler IDT PrimerQuest online 

program kullanılarak dizayn edildi. Dizayn edilen primerler Tablo 3.1’de gösterildi. 
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Tablo 3.1 : Çalışma kapsamında apopitoz, kaspaz, metastaz ve invazyonda rol oynayan genlere ait primer 
dizileri 

Genler Forward Reverse 
PALB2 CGTTGCGAAGCCCTGTGTTT TCACCTTCCAGGAACCTGCC 
CHEK2 CTGAGGCTGCGGAGAGTGTG TGGCATCGTGCTGGTAGAGG 
CDH1 (E Cadherin) TGGGCTGGACCGAGAGAGTT GCCCAGGGGACAAGGGTATG 
MMP7 GTGGGAACAGGCTCAGGACTA TCTGCAACATCTGGCACTCCA 
MMP9 ATCCAGTTTGGTGTCGCGGA ACCGAGTTGGAACCACGACG 
SNAI2 CGAACTGGACACACATACAGTGATT TCCACACAGTGATGGGGCTG 
VIM GCAGGTGGACCAGCTAACCA TCTCCTCCTGCAATTTCTCCCG 
VEGFA GTGCCCGCTGCTGTCTAATG CCTCGGCTTGTCACATCTGC 
ZEB1 ACTAAGGAGGCTGCTGGCAA AGAAAGGCGACGGGCTGAC 
TWIST1 GGCCGGAGACCTAGATGTCATT GGGCCTGTCTCGCTTTCTCT 
DDR2 CATCCTCCCTTTCCTGTTTGC CCCTTGATGGAGGCTTTGAGA 
ACTA2 GCCGCTCCCAGGCTAGAG ATGGGAGGGGAGAGCCTGAT 
Beta-catenin GGAGACGGAGGAAGGTCTGA GTCCAACTCCATCAAATCAGCTTG 
SNAI1 GGACCCACACTGGCGAGAAG TGTGGAGCAGGGACATTCGG 
Bax CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 
Bad CCCAGAGTTTGAGCCGAGTG CCCATCCCTTCGTCGTCCT 
Bak1 CATCAACCGACGCTATGACTC GTCAGGCCATGCTGGTAGAC 
p53 CAGCACATGACGGAGGTTGT TCATCCAAATACTCCACACGC 
Bcl-2 GGTGGGGTCATGTGTGTGG       CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 
Bcl-XL GAGCTGGTGGTTGACTTTCTC TCCATCTCCGATTCAGTCCCT 
APAF-1 AAGGTGGAGTACCACAGAGG TCCATGTATGGTGACCCAT  
Casp2 AGCTGTTGTTGAGCGAATTGT AGCAAGTTGAGGAGTTCCACA 
Casp3A CATGGAAGCGAATCAATGGACT CTGTACCAGACCGAGATGTCA 
Casp9 CTCAGACCAGAGATTCGCAAAC GCATTTCCCCTCAAACTCTCAA 
Casp12 AACAACCGTAACTGCCAGAGT CTGCACCGGCTTTTCCACT 
Casp6 GAGGAGGGCAAGGTGTCTGG GTTTTCTTCCCCACCTGCCG 
GAPDH GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCAT 

 

RNA İzolasyonu 

Uygun doz ve süresi sonunda kontrol ve tedavi grubundaki hücreler kültür ortamında 

alınıp santrifüj edildikten 500 µl QIAzol (Qiagen, India) içine süspanse edildi. Ardından 

kloroform ile faz ayrımı yapıldı. Faz ayrımından sonra RNA çöktürüldü ve %70’lik etanol 

ile yıkanıp kurutulduktan sonra DNase/RNase-free su içinde çözüldü. RNA konsatrasyonları 

belirlendikten sonra cDNA sentezi yapıldı.  

 cDNA Sentezi 

cDNA sentezi, cDNA sentez kiti ile prosedürüne uygun olarak gerçekleştirildi. 

[cDNA Synthesis Kit with RNaseInh. (High Capacity) (A.B.TTM, Turkey) kullanılarak]  

RT-PZR Reaksiyonu 

RT-PZR reaksiyonu SYBR Green Master Mix (Hibrigen, 2x SYBR Green Master 

Mix. Türkiye) kullanılarak gerçekleştirildi. Her gen için RT-PZR karışımı, 5 μL 2X SYBR 

Greenmaster mix, 5 pMolforward ve revserse primer ve 2 μL cDNA içeren toplam 10 μL 

hacimde RT-PZR reaksiyonu kuruldu. RT-PZR profili, 95 °C'de 10 s ilk denatürasyonundan, 
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ardından 95 °C'de 15 s süreyle denatürasyon ve 57 °C'de 30 s süreyle elongasyon 

basamaklarından oluştu. Bu aşamada 40 döngü oalcak şekilde gerçekleştirildi. RT-PZR 

reaksiyonu varlığında QuantStudio 3 qPCR sistemi ile (Thermo Fisher ScientificInc., 

Waltham, MA, USA) gerçekleştirildi.  

İstatistiksel Analizler 

Normallizasyon için β-actinhousekeeping geni kullanıldı. Gen ifadelerindeki 

değişikler Livak'ın ΔΔCT yöntemi ile tespit edildi. Öncelikle çalışılan tüm genler GAPDH 

ile normalize edilerek ΔCT hesaplandı. Ardından DiO uygulanılan tedavi grubu DiO 

uygulanmayan kontrol grubundan çıkarılarak ΔΔCT değeri elde edildi. 2’ΔΔCT değeri 

hesaplandı ve fold-change (kat değişikliği) elde edildi. ΔCT değerleri kullanılarak Student 

T-test yapıldı ve gen ekspresyonlarındaki anlamlılık seviyeleri belirlendi. p<0,05'lik temel 

anlamlılık düzeyi olarak kabul edildi. Tüm istatistiksel analizler Statistical Package for the 

Social Sciences yazılımı, versiyon 21 (IBM SPSS Corp.; Armonk, NY, ABD) ile 

gerçekleştirildi. Gen ifadelerindeki değişiklikler VolcaNoseR online biyoinformatik 

program ile görsel şekle getirildi (Goedhart and Luijsterburg 2020). 

Akan Hücre Ölçer Analizi 

 Çalışma kapsamında Panc-1 ve BxPC-3 pankreas kanser hücre hatlarına DiO-[E] ve 

DiO-[SE] ekstraktların uygulanan hücrelerde akan hücre ölçer ile apopitoz analizi yapıldı. 

Bu amaçla APC Annexin V Apoptosis Detection Kit with Propidium iodide (PI) (Bio- 

Legend, BioLegend Inc., San Diego) kullanıldı. Sadece Annexin V pozitif olan hücreler 

erken apopitozu, sadece PI pozitif hücreler nekrozu, her ikisi de pozitif olan hücreler geç 

apopitozu ifade etmektedir. Kit prosedürüne uygun olarak hücre yüzey boyaması yapıldı. 

Gerekli inkübasyon ve yıkama adımlarının ardından Beckman Coulter (Beckman Coulter 

Life Science, USA) akan hücre ölçer cihazında hücre sayımı yapılım Kaluza (Beckman 

Coulter Life Science, USA) programı ile de akan hücre ölçer analizleri gerçekleştirildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. Hücre Kültürü Sonuçları  

Şekil 4.1’de Panc-1, BxPC-3 ve HEK293 hücre hatlarına DiO-[E] ve DiO-[SE] 

uygulama öncesi ve sonrası ışık mikroskobi görüntüsü gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. MTT Analiz Sonuçları 

Şekil 4.2’de farklı doz ve zamanlardaki MTT analiz sonuçları gösterildi. MTT analiz 

sonucunda göre IC50 dozu 48 saatte  250 µg olarak tespit edildi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1 : Panc-1, BxPC-3 ve HEK293 hücre hatlarına DiO uygulama sonrası X10 ışık mikroskobi görüntüsü (A. 
Panc-1 hücre hattına DiO uygulma öncesi, B. BxPC-3 hücre hattına DiO uygulama öncesi, C. HEK293 hücre 
hattına DiO uygulama öncesi, D. Panc-1 hücre hattına DiO uygulma sonrası, E. BxPC-3 hücre hattına DiO
uygulma sonrası, F.HEK293 hücre hattına DiO uygulama sonrası). 

Şekil 4.2 Panc-1 ve BxPC-3 hücre hatlarına DiO uygulama sonrası MTT analiz sonuçları 
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4.3. RT-PZR Analiz Sonuçları 

 Panc1 and BxPC-3 hücrelerine belirlenen doz ve sürede DiO uygulama sonrası 

MMP7, MMP9, VIM, SNAIL, N-Cadherin, Beta-Catenin, ZEB1, ACTA2, DDR2, SNAI2, 

SNAI1, PALB2, CHEK2, CDH1ve TWIST1 ekspresyonlarına ait değişiklikler  Şekil 4.4’de 

gösterildi.   

Panc-1 pankreas hücre hattında DiO-[P+] ve DiO-[Pneg] uygulama sonrası 

metastaz ve invazyon yolağında rol oynayan genler açısından karşılaştırıldı. DiO-[P+] 

uygulanılan grup ile uygulanılmayan grup karşılaştırıldığında; 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 ekspresyonları açısından CHD1 (p<0.001) dışında anlamlı bir fark yoktu. Bu gen 

ekspresyonlarından Buna karşın SNAI1 (15.03-fold; p<0.001), PALB2 (2.92-fold; p=0.026) 

ve CHEK2 (6.63-fold; p=0.001) ekpsresyonları anlamlı olarak up-regüle idi (Şekil 4.3A).  

Bx-PC3 pankreas hücre hattında DiO-[Bx+] ve DiO-[Bxneg] uygulama sonrası 

metastaz ve invazyon yolağında rol oynayan genler açısından karşılaştırıldı. Panc-1 hücre 

hattındaki benzer sonuçlar elde edildi. Buna göre DiO-[Bx+] ve DiO-[Bxneg] 

karşılaştırıldığında; SNAI1 (3.68-fold; p=0.002), PALB2 (3.91-fold; p=0.001), ve CHEK2 

(13.08-fold; p<0.001) ekpsresyonları anlamlı olarak up-regüle iken CHD1 (5.12-fold; 

p<0.001) ekspresyonu anlamlı olarak down-regüle idi (Şekil 4.3B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.3 : Panc-1 ve BxPC-3 hücre hatlarına DiO uygulama sonrası metastaz ve invazyon gen ekspresyon 
değişiklikleri (A. Panc-1 hücre hattına DiO uygulmas onrası, B. BxPC-3 hücre hattına DiO uygulama sonrası). 
Kırmızı renk,İstatitiksel olarak anlamlı olan up-regüle genleri; mavi renk, İstatistiksel olarak anlamlı olan donw-
regüle genleri; gri renk, istatistiksel olmayan değişiklikleri ifade etmektedir. 
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Şekil 4.4 : Panc-1 ve BxPC-3 hücre hatlarına DiO uygulama sonrası apopitoz ve kaspaz gen ekspresyon 
değişiklikleri (A. Panc-1 hücre hattına DiO uygulma sonrası, B. BxPC-3 hücre hattına DiO uygulama 
sonrası). Kırmızı renk,İstatitiksel olarak anlamlı olan up-regüle genleri; mavi renk, İstatistiksel olarak anlamlı 
olan donw-regüle genleri; gri renk, istatistiksel olmayan değişiklikleri ifade etmektedir. 

 

4.4. Akan Hücre Ölçer Analiz Sonuçları 

 DiO uygulama sonrası apopitotik etki akan hücre ölçer yöntemi ile de değerlendirildi. 

Buna göre kontrol grubunda DiO-[Pneg] ve DiO-[Bxneg] erken apopitoz oranı sırasyıla % 

0.09 ile  %0.07 , geç apopitoz oranı % 0.55 ile % 0.68, ve nekrotik hücre oranı %2.05 ile % 

3.1 olarak belirlendi. Pankreas hücre hattında DiO uygulanılan grupta DiO-[P+] ve DiO-

[Bx+] sırasıyla erken apopitoz oranı %49.39 ile %3.6 geç apopitoz oranı %2.26 ile % 60.92 

ve nekrotik hücre oranı %4.62 ile %35.17 olarak tespit edildi (Şekil 4.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5 : DiO uygulama sonrası akan hücre ile apopitoz analiz sonuçları 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 
 

 Pankreas kanserleri tanı esnasında metastaz ve invazyon şiddetine bağlı 

inoperabilite oranı yüksek olması ve operable hastalarda cerrahi tedavilerin büyüklüğü, 

cerrahi tedavi sonrasında da sağkalım oranın düşük olması sebebi ile oldukça agresif 

seyretmektedir. Bu nedenle hem operasyon öncesi hem de operasyon sonrasında onkolojik 

tedavi verimliliği oldukça önem arz etmektedir. Son yıllarda, kanser tedavisinde yapılan 

yoğun araştırmalar, kanser terapileri için umut verici potansiyel taşıyan yeni ajanların 

keşfedilmesine yol açmıştır. Pankreas kanserinin tedavisinde çeşitli bitkilerin uzun süredir 

kullanıldığı bilinmekle birlikte , bu hastalığın yönetiminde bitki bazlı ajanlar üzerine daha 

fazla araştırmaya duyulan ihtiyaç inkar edilemez.  Pek çok bitki, pankreas kanseri 

tedavisindeki potansiyelleri için literatürde araştırılmış olsa da çalışmamız bildiğimiz 

kadarıyla Dianthus orientalisin pankreas kanseri üzerine etkinliği araştırılan ilk çalışmadır. 

Çalışmamızda pankreas kanserine yönelik iki farklı pankreas hücre hattı Panc-1 ve BxPC-3 

kullanıldı ve antikanserojen etkinlikleri araştırıldı. Pankreas hücrelerinde apopitoz oranı, 

sitotoksik etki , invazyon ve metastazda  rol oynayan gen ekspresyonlarındaki değişiklikler 

değerlendirildi. Bulgularımız, metastaz ve invazyon yollarında yer alan gen 

ekspresyonlarını modüle ederek pozitif bir etki gösterdiğini, ilk kez ortaya koymuştur. 

Dianthus türlerinin kaempferide, kaempferol, apigenin, luteolin ve kuersetin gibi 

fenolik bileşikler ve bunların glikozid türevleri yönünden zengin oldukları yapılan 

çalışmalarla gösterilmiş olup (Obmann, Werner, ve ark., 2011; Obmann, Zehl, ve ark., 

2011), bu bileşiklerin çeşitli kanser hücreleri üzerinde antikanser özellikler sergilediklerine 

dair literatürler de mevcuttur (Ravishankar ve ark., 2013). Buradan hareketle Dianthus 

orientalis ekstratının sitotoksik etkinliğinin içerdiği bu fenolik bileşiklerden kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Dianthus türleri hakkında yapılan bir takım çalışmalarda dianthus 

carmelitarum ekstraktının kolon kanserinde TPC değeri 100 g numune başına 784,8 ± 40,3 

mg gallik asit eşdeğeriydi ve sinapik asit ve benzoik asit ekstrakttaki majör fenolikler olarak 

tespit edildi. Dianthus carmelitarum ekstraktı 3,6 kat sitotoksik etki gösterdi (Turan ve ark., 

2019). Dianthus chinensis’in etanollü ekstraktının insan akciğer kanseri (H1299) ve kolon 

kanseri (HCT-116) hücre serilerinde 250-1000 μg/mL konsantrasyon aralığında sitotoksik 

etki gösterdiğini rapor etmişlerdir (Lee ve ark., 2016). Dianthus orientalis için yapılan tek 

bir çalışmada ise bitkinin metanollü ekstraktlarının insan HepG2, MCF-7, A549 ve kolon 

kanseri (HT-29) hücre serilerinde 100 μg/mL konsantrasyona kadar herhangi bir sitotoksik 
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etki göstermediğini bildirirlerken (Naghibi ve ark., 2014) , Dianthus orientalis ekstraktının 

sadece sitotoksik etkilerini içermekte olup sinyal yolakları ve apopitoz üzerinde herhangi bir 

değerlendirme bulunmamaktadır. Kullanılan sitotoksik doz da 100µg/mL olup daha yüksek 

dozlar kanser hücrelerine uygulanmamıştır (Naghibi ve ark., 2014) Literatürde Dianthus 

orientalis ekstraktı için pankreas kanser hücreleri ile yapılmış in vivo ya da in vitro çalışma 

bulunmamaktadır. Çalışmamızda Dianthus orientalis'in molekülünün in vitro olarak 

pankreas kanseri hücre hatlarında tümör proliferasyonunu inhibe edebildiği ve apopitozu 

indükleyebildiği gösterilmiştir. Ayrıca MTT analiz sonuçlarında IC50 dozu 48 saatte  250 µg 

olarak tespit edildi. Çalışmamız Dianthus orientalis'in pankreas kanseri üzerine etkilerinin 

araştırıldığı ilk çalışma niteliğindedir. 

 Çalışmamızda metastaz ve invazyon yolakları için Panc-1 ve Bx-PC3 pankreas hücre 

hatlarında metastaz ve invazyon yolaklarında SNAI1, PALB2 ve CHEK2 ekpsresyonları 

anlamlı olarak up-regüle iken Bx-PC3 pankreas hücre hattında CHD1 ekspresyonu anlamlı 

olarak down-regüle idi. Bununla beraber apopitoz oranlarında da Dianthus orientalis 

uygulanan grupta anlamlı yükseklik görüldü. Bu durumda Dianthus orientalis’in  SNAI1, 

PALB2 ve CHEK2 ekpsresyonları anlamlı olarak artırarak kanser hücre ilerlemesini 

durdurabileceği düşünüldü. 

 Bitkisel ilaçlar ile kanser hücre proliferasyonu inhibisyonu yapılarak, DNA onarım 

mekanizması ile apopitoz uyarılarak ve hücre döngüsü durdurularak etki gösterebilmekte ve 

bu eşsiz terapötik özellikleri sayesinde kanser ilaç araştırmalarında yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Khan ve ark., 2019). Mevcut kullanılan kanser ilaçlarının %70'inden 

fazlası doğal bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir. (vinkristin, topotekan, taksol, 

vinblastin, irinotekan vb.) (Shukla & Mehta, 2015). Bitkisel ekstraktların in vitro antioksidan 

özelliklerinin belirlenmesinde pek çok yöntem kullanılmakta olup, çalışmalarda en az iki 

bağımsız yönteme yer verilmesi gerektiği önerilmektedir (Nuutila ve ark., 2003). Dianthus 

türleri Caryophyllaceae ailesine mensup tıbbi bitkiler olup alkaloidler, tanninler, saponinler, 

siklik peptidler ve fenolik bileşiklerce zengin oldukları bildirilmektedir (Gou ve ark., 2011). 

Çeşitli Dianthus türlerinin in vitro sitotoksik, apoptotik etkisini inceleyen çalışmalar 

bulunmaktadır; Dianthus türleri hakkında yapılan bir takım çalışmalarda Dianthus 

carmelitarum ekstraktının normal kolon hücrelerine kıyasla insan kolon kanseri hücrelerine 

seçici sitotoksik etki (3,6 kat) gösterdiği, ekstraktın WiDr hücrelerinde MMP'nin azalması 

yoluyla S fazında hücre döngüsü durmasını ve apopitozu indüklediği tespit edilmiş (Turan 
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ve ark., 2019). Gene başka bir çalışmada Dianthus chinensis ' in insan ağız kanserinde kanser 

hücrelerinin büyümesini engellediği tespit edilmiş. Bunuda hücre büyümesini engelleyerek 

ve kaspaz bağımlı apopitozu indükleyerek oral kanser hücrelerinin çoğalmasını engellemeyi 

başardığı görülmüştür (Shin ve ark., 2011). Dianthus caryophyllus çeşidi için yapılan bir 

çalışmada ise kaempferid triglikozidinin, ligand bağlama bağımlı östrojen reseptörü 

aktivasyonu tarafından aracılık edilen bir mekanizma aracılığıyla doğal ve östrojen reseptörü 

beta aşırı ekspresyonu gösteren kolon kanseri hücrelerinin çoğalmasını engellediği 

kanıtlanmıştır. G(0)/G(1) hücre fraksiyonunu artırarak HCT8 hücre döngüsü ilerlemesini 

etkilemiştir ve östrojen reseptörü beta aşırı ekspresyonu gösteren hücrelerde iki antioksidan 

enzimi artırmıştır ve ve  kolorektal kansere karşı koruyucu aktivitelerini anlamlı 

bulunmuştur (Martineti ve ark., 2010) Gene Dianthus superbus‘ un etil asetat (EA), bütanol 

(Bu) ve damıtılmış su (DW) özütleri, biyoaktif bileşiklerin çıkarılması ve biyolojik 

aktiviteleri açısından değerlendirilmiş ve antioksidan, antikanser ve antiviral özellikleri 

açısından anlamlı bulunmuştur. (Kim ve ark., 2019) Dianthus chinensis 'nin apoptotik 

etkileri insan hepatosellüler karsinoma hücrelerinde araştırılmıştır. EDCL ile tedavi, 

apopitozu indükleyerek konsantrasyon ve zamana bağlı bir şekilde hücre büyümesini önemli 

ölçüde inhibe etmiştir. Bu indüksiyon, kromatin yoğunlaşması, kaspazların aktivasyonu ve 

poli (ADP-riboz) polimeraz proteininin kesilmesi ile ilişkilendirilmiştir (Nho ve ark., 2012). 

Yapılan bir başka çalışmada da Dianthus superbus’un hepatosellüler karsinoma hücrelerinin 

apopitozunu indükleyebileceğini göstermektedir (Ding ve ark., 2013).  

 

Panc1 and BxPC-3 pankreas kanser hücrelerine belirlenen sitotoksik doz ve sürede 

uygulama sonrası hücre proliferasyonunda azalma olduğu belirlendi. Bu azalmanın apopitoz 

ve kaspaz yolağında rol oynayan gen ekspresyonunu pozitif yönde düzenleyerek 

gerçekleştiği gösterildi. Apopitoz, normal olarak gelişim sırasında dokulardaki hücre 

popülasyonlarını korumak için kullanılan homeostatik bir mekanizmadır (Elmore, 2007) . 

Ayrıca apopitoz kanser tedavisinde indüklenmiş önemli bir hücre ölüm yoludur. Apopitoz 

kaspazlar olarak bilinen bir proteaz ailesi tarafından yürütülür. Kaspazlar, hem başlatıcılar 

(kaspaz-2, 8, 9 ve 10) hem de yürütücüler (kaspaz-3, 6 ve 7) olduklarından apopitoz 

mekanizmasının merkezinde yer alır. Apopitoz intrinsik yol veya ekstrinsik yolla meydana 

gelebilir. İntrinsik yolak farklı stres koşullarına yanıt olarak mitokondriyal seviyede birleşen 

hücre içi sinyaller aracılığıyla gerçekleşir. Genetik hasar, hipoksi, sitozolik Ca+ seviyesinde 

ki artış ve şiddetli oksidatif stres gibi durumlar intrinsik apopitoz yolağının aktivasyonuna 

neden olur. Proapoptotik genler olan Bcl-2 ailesinin (Bax, Bak) aktivasyonu, antiapoptotik 
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genler olan Bcl-2 ve Bcl-XL’nin baskılanmasına neden olur. Ayrıca tümör baskılayıcı 

protein p53, hücrelerde DNA hasarı olması durumunda proapoptotik gen olan Bax’ı aktive 

eder. Mitokondriyal dış zar geçirgenliği bozulur ve proteinler (Sitokrom c) sitozole geçer. 

Bu proteinler sitozolde Apaf-1 proteini ile bir kompleks oluşturur ve kaspaz yolağı aktive 

olarak apopitoz gerçekleşir. (Wuest vd., 2019b) (Pistritto vd., 2016). Çalışmamızda pankreas  

hücre hattında uygulanılan Dianthus orientalis ekstraktı için kontrol grubuna göre artmış 

apopitoz oranı mevcuttu.   

 Bitkisel kökenli antikanser ajanları üzerine yapılan araştırmalar hızla 

ilerlemektedir. Dianthus cinsine ait türlerin, fitokimyasal içerikleri nedeniyle antikanser 

özellikler gösterdiği birçok çalışma ile kanıtlanmıştır. Araştırıldığı üzere literatürde Dianthus 

orientalis türünün antikanser etkilerinin araştırıldığı sınırlı sayıda çalışma bulunmakta olup 

metastatik ve invazif özelliklerinin araştırıldığı çalışma bulunmamaktadır. İlave olarak 

diğer dianthus türleri ile yapılan çalışmalar da kullanılan bitki türleri Türkiye’de yetişen bitki 

türleri değildir. Bitki türlerinin içerikleri yetiştiği bölgeye göre de değişiklik göstermektedir. 

Bu çalışma Dianthus orientalis ekstraktının pankreas kanseri üzerine in vitro etkilerinin 

incelendiği ilk çalışmadır. Bu açıdan bakıldığında, bu çalışmanın yeni farmakolojik 

çalışmalara ışık tutması beklenmektedir. Çalışmamızda Dianthus orientalis ekstrelerinin 

pankreas kanseri hücre hatları üzerindeki antikanseojenr ve antiproliferatif etkileri, 

morfolojik ve moleküler düzeyde incelenmiştir. Bu bulgular Dianthus orientalis'in 

pankreas kanseri tedavisindeki terapötik potansiyelini keşfetmeye yönelik gelecekteki 

araştırmalar için temel oluşturmaktadır. 
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