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OZET

AMAC: Bu calismada, prostat kanseri hiicre hatti LNCaP hiicre-
lerinde, apium graveolens (kereviz) bitkisinin etanolik ekstrakt-
larinin hiicre canlihgi ve apoptoziste rol alan kaspazlar ve apop-
toz proteaz aktivasyon faktori-1 (Apaf-1) tizerine indiikleyici/
baskilayici olarak anti-kanser etkisinin arastirilmasi amaclandi.

GEREC VE YONTEM: Calismamizda LNCaP hiicre hatti kullanil-
di. LNCaP hiicreleri; 0, 1500, 2000, 2500 pg/mL arasinda degisen
ve artan konsantrasyonlarda apium graveolens'in etanolik eks-
traktlari ile muamele edilen 4 gruba ayrildi. Belirtilen ekstrakt
konsantrasyonlari LNCaP huicrelerine 24 ve 48 saat ayri ayri uy-
gulandi. Uygulama bitiminde hazirlanan hiicre lizatindan ELISA
yontemiyle; Kaspaz-3, -8, -9 ve Apaf-1 6lcim yapildi. Sonuclar
canli hiicre sayilariyla oranlanarak ng/ml olarak verildi.

BULGULAR: LNCaP prostat kanser hiicrelerinin apium graveo-
lens ekstraktlari ile 24 ve 48 saatligine muamelesi kaspaz-3 ve
kaspaz-9 diizeylerinde anlamli bir farkliiga neden olmadi. Bu-
nunla birlikte; 24 ve 48 saatlik uygulamada, 2000 ve 2500 pg/
ml ekstrakt konsantrasyonlarinda kaspaz-8 degerleri kontrol
gruplarina gore ve 2500 pg/ml ekstrakt konsantrasyonunda ise
Apaf-1 dlzeyi kontrol gruplarina gore doza ve zamana bagimh
olarak istatistiksel bakimdan anlamli artis gosterdi.

SONUC: Bu calismanin sonuglar, apium graveolens bitkisinin
etanolik ekstraktlarinin uygulandigi LNCaP prostat kanser hiic-
re hattinda kaspaz-8 ve Apaf-1 diizeylerini artirarak antikanser
ve apoptotik 6zellige sahip oldugunu gostermektedir. Bulgula-
rimizi desteklemek icin daha ileri in-vitro ve in-vivo calismalara
ihtiyag vardir.

ANAHTAR KELIMELER: Prostat kanseri, Kaspazlar, Bitki ekstre-
leri, Hiicre kiltura.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: In this study it was aimed to investigate the an-
ti-cancer effect of ethanolic extracts of apium graveolens (ce-
lery) plant on cell viability, caspases involved in apoptosis and
apoptosis protease activation factor-1 (Apaf-1) as inducer/sup-
pressor in prostate cancer cell line LNCaP cells.

MATERIAL AND METHODS: LNCaP cell line was used in our
study. LNCaP cells were divided into 4 groups treated with etha-
nolic extracts of apium graveolens at increasing concentrations
ranging from 0, 1500, 2000, 2500 pg/mL. The indicated extract
concentrations were applied to LNCaP cells separately for 24
and 48 hours. Caspase-3, -8, -9 and Apaf-1 were measured by
ELISA method from the cell lysate prepared at the end of the
treatment. The results were expressed as ng/ml in proportion
to the number of viable cells.

RESULTS: Treatment of LNCaP prostate cancer cells with apium
graveolens extracts for 24 and 48 hours did not cause a signifi-
cant difference in caspase-3 and caspase-9 levels. However, cas-
pase-8 levels were significantly increased at 2000 and 2500 pg/
ml extract concentrations and Apaf-1 levels were significantly
increased at 2500 pg/ml extract concentration in a dose- and
time-dependent manner compared to the control groups at 24
and 48 hours.

CONCLUSIONS: The results of this study show that ethanolic
extracts of apium graveolens plant have anticancer and apopto-
tic properties by increasing caspase-8 and Apaf-1 levels in LN-
CaP prostate cancer cell line. Further in-vitro and in-vivo studies
are needed to support our findings.
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GiRiS

Prostat kanseri, 45 ila 60 yaslar arasindaki orta
yash erkekleri etkileyen, dinya capinda er-
keklerde en sik teshis edilen ikinci kanser ve
besinci 6nde gelen kanser 6lim nedenidir (1,
2). Prostat kanseri icin tedavi secenekleri si-
nirhdir. Ayrica etkin bir tedavisi olmadigi igin
metastatik hastalik her zaman tekrar eder. Ke-
moterapi, radyoterapi ve hormonal tedavi-
nin, antikanser tedavisinde gerilemeye neden
olan ilag¢ direnci de dahil olmak lzere olum-
suz yan etkileri vardir (2). Bu nedenle, etkili
ve yeni anti-prostat kanseri ajanlarinin ge-
listirilmesine 6nemle ihtiyac duyulmaktadir.
Geleneksel tipta dogal bitki tGruinlerinin, direncli
timor hucrelerinde kemosensitiviteyi geri ka-
zandirmanin yani sira yan etkileri azalttigr kanit-
lanmistir. Tibbi bitki fraksiyonlari ve bilesikleri
ile genetik materyal ve hucresel yollara dayali
hedefli tedaviler, minimal yan etkilerle bircok
farmakolojik etkiye sahip olduklari icin prostat
kanseri tedavisi icin umut verici alternatifler
gibi gorinmektedir (2, 3). Bitkilerde bulunan
bircok fitokimyasalin, apoptozun aktivasyonu,
hicre donglisiiniin durdurulmasi, proinflama-
tuar sinyallemenin ve/veya anjiyogenezin in-
hibisyonu gibi farkli mekanizmalarla prostat
kanseri gelisimini engelledigi gosterilmistir (1,
4). Apium graveolens (kereviz) apiaceae ailesi-
nin Uyesidir ve cok eski zamanlardan beri bir-
¢ok ulusun geleneksel tibbinda baharat olarak
kullanilan yenilebilir bir bitkidir. Apium grave-
olens, icerdigi glikozitler, tanenler, saponinler,
flavonoidler, steroidler, terpenoidler, alkaloid-
ler gibi kimyasallar ile anti-kanser, anti-obezite,
anti-hepatotoksik ve antihipertansif ajanlar gibi
cesitli farmakolojik 6zelliklere sahiptir. Apium
graveolens'in ham ekstraktlarinin yiiksek feno-
lik asit ve flavonoid icerige sahip olmasi kanser
hicresi 6limine ve hiicre buyimesi inhibis-
yonuna neden oldugunu godstermektedir (4).

Kanser hiicrelerinde apoptoz diizgiin bir sekil-
de olusmazsa, hticreler suresiz olarak ¢ogalir,
diger dokulari istila ederek metastaz yapar ve
kotl bir prognoz gosterir. Bu nedenle, kanser
hiicrelerinde apoptoz gerekli kabul edilir. iki
apoptotik yol vardir. intrinsik yolda, Bcl-2 ailesi
tarafindan mitokondriden salinan sitokrom-c,
ATP, Apaf-1 ve pro-kaspaz-9 ile birleserek apop-

totik bir kompleks olusturur. Daha sonra kas-
paz-9, kaspaz-3, -6 ve -7 aktive edilerek apop-
toza neden olur. Ek olarak, PI3K/AKT gibi sinyal
yollar ve P53 gibi cesitli apoptoz duzenleyici
proteinler, pro-apoptotik proteinleri (Bax, Bak,
Bim, NoxaA) indukler ve anti-apoptotik protein-
leri inhibe eder. Ekstrinsik yol ise 6lim reseptor-
leri tarafindan induklenir. Timor nekroz faktor
reseptort (TNF), TNF ile iliskili apoptozu induk-
leyen ligand reseptori (TRAIL) ve Fas reseptori
gibi 6lim reseptorleri, 6lime neden olan bir
sinyal kompleksi (DISC) olusturmak icin TNF re-
septord ile iliskili 6lim alani (TRADD) ve Fas ile
iliskili 6lum alani (FADD) gibi 6lim alanlarina
baglanir ve kaspaz-8 ile kaspaz-3'li aktive ede-
rek apoptozu baslatir (5). Mevcut bilgilerimize
gore diyebiliriz ki, intrinsik/ekstrinsik apopto-
tik yolaklari tetikleyen bitkisel kaynakl ajanlar
kanser tedavisi icin umut vadedici niteliktedir.
Apium graveolens, ftalid adi verilen kansere,
kolesterole ve hipertansiyona karsi koruma
goOsteren aktif bilesikler icerir. Sahip oldugu
sedanolid gibi cesitli etken bilesikler kerevizin,
kanser hicreleri Uzerine antioksidan, antimu-
tajenik, pro-apoptotik, antikanser etkilerine
aracihk etmektedir. Ozellikle son zamanlarda,
potansiyel antitimor etkileri nedeniyle bu-
yuk ilgi gdérmesine ragmen, prostat kanserine
karsi antitimor etkileri hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir (6, 7). LNCaP hiicre hattinda, api-
um graveolens ekstraktinin antikanser etkisini
arastirdigimiz bir baska calismada; ekstratin
zamana ve doza bagh olarak, poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) indlksiyonu ve vaskuler en-
dotelyal blylme faktériiniin (VEGF) ifadesini
engellemesi yoluyla proliferasyonu sagladigi-
ni ve apoptozu indikledigi gorilmustir (8).
Bu calismada ise, bir 6nceki calismada bul-
dugumuz sonuglari desteklemek icin apium
graveolens'in hiicre canlligi ve apoptoziste rol
alan kaspaz-3, -8 -9 ve Apaf-1 lzerine indiik-
leyici/baskilayici olarak pro-apoptotik ve anti-
kanser etkilerinin gosterilmesi amacglanmistir.

GEREC VE YONTEM

LNCaP Hiicre Hatti Kiiltiiru

Calismamizda insan prostat kanser hiicre dizisi
LNCaP kullanildi. Hiicreler, Pamukkale Universi-
tesi Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali'n-
dan temin edildi. %10 fetal sigir serumu, 100 U/



mLpenisilinGve 100mg/mLstreptomisiniledes-
teklenmis Roswell Park Memorial Institute 1640
Medium'da kilturlendi. %5 karbondioksit ve
%95 havadan olusan atmosferik kosullar altinda
37°C'de nemlendirilmis bir inkiibatérde tutuldu.

Apium Graveolens'in Etanolik Ekstraktinin Hazirlan-
masi

Apium graveolens bitkisinin etanolik ekstrakt-
lari Anadolu Universitesi Bitki ilac ve Bilimsel
Arastirmalar Merkezi'nde (AUBIBAM) hazirlan-
di. Kurutulmus ve toz haline getirilmis apium
graveolens bitkisi, %70'lik etanol ile 12 saat
ekstrakte edildi. Ekstraktlardaki etanol vakum
altinda uzaklastirlarak kalan sulu ekstreler liyo-
filizasyon yontemi ile kurutuldu. Apium graveo-
lens bitkisinin etanol ekstresinin verimi %44.45
olarak bulundu.

Kaspaz-3, -8, -9 ve Apaf-1 Ol¢iimii

Kaspaz-3, -8, -9 0lcimu i¢in Invitrogen marka
Human Kaspaz-3, -8 ve -9 Elisa Kitleri (Thermo
Fisher Scientific 168 Third Avenue Waltham, MA
USA 02451), Apaf-1 6lciimu icin Sunred marka
Human Apaf-1 Elisa kiti (Jufengyuan Road, Ba-
oshan District, Shanghai, China) kullanildi. Ab-
sorbans okumasi ChemWell 2910 marka elisa
okuyucu cihazinda yapildi. (Awareness Techno-
logy, Inc. Martin Hwy. Palm City, USA). 1 mLde
bulunan canli hiicre sayisini belirlemek icin tri-
pan mavisi ile boyama yontemi uygulandi ve
her bir kuyucuga 1x10° hiicre gelecek sekilde
24 kuyucuklu kaplara ekim yapildi. Ekimden
24 saat sonra apoptotik etkileri belirlemek icin
LNCaP hicreleri, 24 ve 48 saat ayri ayri olarak 0,
1500, 2000, 2500 pg/ml apium graveolens eks-
trakt dozlar ile muamele edildi. Uygulamadan
sonra, medium uzaklastirnldi ve hicreler soguk
PBS ile yikand. Yikama sonrasi PBS uzaklastiril-
di. Lizis islemi icin, 0.5 ml soguk TmM fenilme-
tilstlfonil florid (PMSF) eklendi ve hiicreler 5 dk
buz lizerinde bekletildi. Lizise ugramis hiicreler
baska bir tipe alindi ve buz lzerinde sonike
edildi. 10 dk +4 °C'de santrifiij edildikten sonra
hicre lizati bulunan stipernatant baska bir tiipe
alinarak -80 °C'de calisilincaya kadar (3 gun)
saklandi. ELISA plakasinin her oyugunda yiz
mikrolitre c6éziinir fraksiyon kullanildi. Uretici
firma talimatlari dogrultusunda ELISA Ol¢iimleri
gerceklestirildi. Absorbans, bir mikroplaka oku-
yucu ile 450 nm'de 6lcildi. Sonuclar canli hiic-
re sayilariyla oranlanarak ng/ml olarak verildi.
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Deney Gruplar

Daha onceki cahismamizda 6 farkli doz kulla-
nilarak (0, 1000, 1500, 2000, 2500 ve 3000 pg/
ml) 48 saat sonra XTT olcimu yapilmis, IC50
degeri olarak 2840 pg/ml konsantrasyonunun
hesaplanmasinin ardindan etanolik ekstrakt-
larin hicredeki kaspazlar Uzerine etkilerinin
belirlenmesi icin deneylerde kullaniimak utze-
re U¢ konsantrasyon (1500, 2000 ve 2500 pg/
ml) kullanildi (8). Etanolik ekstraktin apoptotik
belirtecler tzerindeki etkilerini belirlemek icin
belirtilen ekstrakt konsantrasyonlari LNCaP
hicrelerine ayri ayri 24 ve 48 saat uygulana-
rak gruplar olusturuldu. 1. Grup: Kontrol gru-
bu, sadece besiyeri uygulandi. 2. Grup: 1500
pug/ml ekstrakt, 24 ve 48 saat (n=3); 3. Grup:
2000 pg/ml ekstrakt, 24 ve 48 saat (n=3); 4.
Grup: 2500 pg/ml ekstrakt, 24 ve 48 saat (n=3).

istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirmeler SPSS (Statisti-
¢s Program for Social and Science) programi
ile gerceklestirildi. Calismada yapilan butiin
Olclimler Uc¢ kez tekrar edildi ve sonuclar or-
talamazxstandart sapma olarak verildi. Degis-
kenlerin normal dagilima uyup uymadiklari Sha-
piro-Wilk testi ile belirlendi. Normal dagilima
uyan degiskenler parametrik testlerden ANOVA
ve Tukey post-testi ile, normal dagilima uyma-
yan degiskenler ise Kruskal-Wallis testi ile analiz
edildi. p<0.05 degeri anlamh olarak kabul edildi.

BULGULAR

LNCaP hcrelerine 24 ve 48 saat sonrasi 0, 1500,
2000, 2500 pg/ml apium graveolens ekstrakti
uygulamasi sonucunda olglilen kaspaz-3, -8,
-9 ve Apaf-1 dlzeyleri ile deney gruplan ara-
sindaki karsilastirmalar Tablo 1’de gosterilmis-
tir. LNCaP prostat kanser hucrelerinin apium
graveolens ekstraktlari ile 24 ve 48 saatligine
muamelesi kaspaz-3 ve kaspaz-9 diizeylerinde
gruplar arasinda anlamli bir fark olusturmamis-
tir (Sekil 1 ve Sekil 2). 2000 ve 2500 pg/ml kon-
santrasyonlardaki apium graveolens ekstrakt
uygulamasinin, 24 ve 48. saatlerde kaspaz-8
dizeylerini kontrol grubuna goére anlamli ola-
rak yikselttigi gozlenmistir (24 saatte p=0,002,
p=0,001; 48 saatte p=0,001, p=0,001, sirasiy-
la), (Sekil 3). Apaf-1 diizeylerinde ise kaspaz -3
ve -9 dizeyine benzer sekilde 24 ve 48. saatte
1500 ve 2000 pg/ml apium graveolens ekstrak-
t1 uygulamasi sonucunda gruplar arasinda an-
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lamli farkhlik g6zlenmezken, 2500 pug/ml kon-
santrasyonda hem 24 hem de 48. saatte kontrol
grubuna goére anlaml olarak yiksek bulun-
mustur (p=0,037, p=0,001, sirasiyla) (Sekil 4).

Tablo 1: Apium graveolens ekstraktlari uygulamasi sonucunda
oOlclilen kaspaz-3, -8, -9 ve Apaf-1 diizeyleri

Kaspaz-3 Kaspaz-8 Kaspaz-9 Apaf-1

(ng/mlSD) (ng/mlSD) (ng/mlSD) (ng/mlSD)

Kontrol 24 saat 1033 +1,54 247+0,18 26,76 £1,95 4,04£0,50

48 saat 11,99 +0,62 2,34+0,09 26,30 £2,13 4,01+047

1500 pg/ml 24 saat 11,04 3,23 2,91+0,05 2539 £599 4,23+045
48 saat 841+122 2,59+0,06 20,85 *3,64 4,62+0,41

2000 pg/ml 24 saat 9,79+ 151 297+0,21a 2392 +1,43 4754041
48 saat 9,38+ 1,68 3,37+0,09 21,44 £2,44 5284035

2500 pg/ml 24 saat 1039+1,16 2,99£0,02¢ 20,08 £+1,99 5,56 +0,724
48 saat 10,18+0,88 4,06+0,11b 19,24 +2,14 6,72+ 0,69

a:p=0,002; ¢: p=0,001; d: p=0,037, 24 saat kontrol grubuna gore; b: p=0,001 48 saat kontrol grubuna gore.

[E24 saat

Kaspaz-3 (ng/ml)

348 saat

1500 2000 2500

Apium graveolens konsantrasyonu (pg/ml)

Kontrol

Sekil 1: Apium graveolens ekstraktinin LNCaP hticrelerinde Kas-
paz-3 lzerine etkisi
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Sekil 2: Apium graveolens ekstraktinin LNCaP hiicrelerinde Kas-
paz-9 lizerine etkisi
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Sekil 3: Apium graveolens ekstraktinin LNCaP hticrelerinde Kas-
paz-8 lizerine etkisi

a: p=0,002; c: p=0,001; 24 saat kontrol grubuna gore; b: p=0,001
48 saat kontrol grubuna gore

0

024 saat

Apaf-1 (ng/ml)
w B w (=2 ~

048 saat

2000

Apium graveolens konsantrasyonu (pug/ml)

Kontrol 1500 2500

Sekil 4: Apium graveolens ekstraktinin LNCaP hiicrelerinde
Apaf-1 tzerine etkisi.
a: p=0,037, 24 saat kontrol grubuna gore; b: p=0,001 48 saat
kontrol grubuna gore

TARTISMA

Her yil 8.8 milyon insanin 6lmesiyle kanser,
diinyanin en buyuk ikinci 6lim nedenidir. Din-
ya capinda artan kanser yukd, alternatif bir te-
davi ¢c6zimuU gerektirmektedir. Fito bilesenler,
kanser Onleyici tedavilerin gelistirilmesinde;
bircok molekdler yolu, bileseni ve hedefi du-
zenledikleri icin, sikhkla kemopreventif etkilere
sahiptir (9). Cesitli kanser hiicre hatlarinda yapi-
lan calismalar, bitkilerin kanser ile miicadelede
vazgecilmez bir rol oynadigini ortaya koymus-
tur. in-vitro calismalar, DNA hasari yoluyla kan-
ser hicresi inhibisyonunu ve bitki 6zlerindeki
sekonder metabolitler tarafindan apoptozu
indukleyen enzimlerin aktivasyonunu goster-
mistir. Bu bitkilerin in-vivo aktivitelerini bildiren
calismalar ile hayvan modellerinde kanserin
inhibisyonunda dikkate deder sonuclar elde
edilmistir. Bu nedenlerle daha fazla bitkinin
aktif bilesenlerinin antikanser etkilerinin me-
kanizmasinin kesfedilmesi ve standart bitkisel
ila¢ olarak kullanimi i¢cin daha ileri calisma-
lar yapilmasi gerekliligi bildirilmektedir (10).
Apium graveolens bitkisinin etanolik ekstrak-
tinin prostat kanseri LNCaP hiicreleri lzerin-
deki antikanser etkilerini arastirdigimiz cals-
mamizda bitkinin apoptotik yolakta 6nemli
role sahip olan kaspaz-8 ve Apaf-1 lizerinden
zamana ve doza bagimli olarak pro-apopto-
tik etkiye sahip oldugu goruldi. Apoptoz veya
programlanmis hiicre 6limd, normal homeos-
taz icin gerekli olan karmasik ve iyi diizenlen-
mis bir biyolojik stirectir. Olim reseptéri veya
ektstrinsik yol, mitokondriyal veya intrinsik yol
olmak Uzere iki sinyal yolundan birinin tetik-
lenmesiyle baglar ve aktif proteolitik enzimler



tarafindan hicresel organellerin organize bo-
zunmasi ile hiicre 6limu gerceklesir. Apoptoz,
kanseri hem 6nleyen hem de tedavi eden bir
hicre o6lum sureci olarak kabul edilir. Bu ne-
denle, prostat kanserinin ilerlemesini ve teda-
vi direncini onlemek icin kanser hiicrelerinde,
dogrudan intrinsik veya ekstrinsik apoptotik
yollar hedefleyen yeni ajanlar ile apoptotik et-
kileri arttirmak gereklidir (11). Bu baglamda,
prostat kanseri tedavisi icin apoptotik yolun bit-
ki ekstraktlari ile manipulasyonu yararli olabilir.

Kaspaz proteaz ailesinin liyeleri, apoptozun bas-
latilmasi ve dlzenlenmesinde ayrilmaz roller
oynar. Memeli kaspazlari, cellat kaspazlar, bas-
latici kaspazlar ve inflamatuar kaspazlar olarak
adlandirilan G¢ genis kategoriye ayrilir. Cellat
kaspazlar, kaspaz-3, -6 ve -7'yi icerir. Kaspaz-3,
bircok hedef hiicresel proteinin proteolitik bo-
linmesinde dogrudan yer alan ana apoptoz du-
zenleyici bilesenlerinden biridir ve baslatici kas-
pazlardan biri ile aktive edilir. Kaspaz-2, -8, -9 ve
-10, baslatici kaspazlardir. DISC, ekstrinsik yolda
rol alan pro-kazpaz-8'i aktive eder ve sonug-
ta reseptor aracili apoptozise neden olur. Kas-
paz-9'un aktivator proteini Apaf-1 ve p53'dir.
intrinsik yolda rol alan, kazpaz-9 - Apaf-1 apop-
tozomu, kazpaz-3'U aktive eder. Hem intrinsik
hem de ekstrinsik apoptotik yolda ortak son,
kaspaz-3 veya -7'nin aktive olmasidir. Uciincii
bir kaspaz grubu olan inflamatuar kaspazlar ise
kaspaz-1, -4, -5 ve 12'den olusur, 6zellikle infla-
masyon kaynakli hiicresel 6limde rol alirlar (12).

Apium graveolens ekstraktlarinin LNCaP hucre-
lerinin guclu bir sekilde apoptotik 6limtne ne-
den oldugunu gosteren bulgularimiza dayana-
rak, bu calismada ekstraktlarin kaspaz yollarini
aktive edip etmedigini degerlendirdik. Calisma-
mizda, hlicrelerin apium graveolens ekstraktiile
muamelesi kaspaz-3 ve kazpaz-9 diizeylerinde
anlamli artisa yol agmazken; kaspaz-8 ve Apaf-
1'in doza ve zamana bagimli olarak artisina ne-
den olmustur. Kaspazlar aktif hale getirildigin-
de, LNCaP hicrelerinde apoptozun meydana
geldigi gozlemi, bu kaspazlarin aktivasyonu-
nun apoptozisi tesvik etmek icin potansiyel te-
rapotik hedefler oldugu anlamina gelmektedir.

Prostat kanseri LNCaP hiicreleri tzerinde yapi-
lan cesitli calismalar; timol tedavisinin (7), poli-
metoksiflavonoidlerin (1), polygodial'in sente-
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tik bir analogu olan DRP-27'nin (3) kaspaz-3'u
indukleyerek apoptoza neden oldugunu gos-
termistir. Hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde
kereviz tohumu yaginin (13), kiguk hicreli digi
akciger kanser hticrelerinde berberinin ve da-
idzeinin (14, 15 ), fare modelinde ise kerevizin
methanolik ekstraktlarinin kaspaz-3 ekspresyo-
nunu arttirdigi gorilmustir (16). Zhou ve ark.
ise, CRISPR teknolojisi ile olusturulan kaspaz-3
nakavt kolon kanseri hiicre dizilerinde, kaspaz-3
inhibisyonunun, kanser hucresinin kemoterapi
ve radyoterapiye duyarlhdini artirmakla kalma-
yip, ayni zamanda kanser hiicresi istilasini ve
metastazini da inhibe ettigini bulmuslardir (17).

Biz calismamizda apium graveolens’in farkli doz-
lardaki ekstraktlarinin kaspaz-3 aktivitesinde
anlamli bir degisiklige neden olmadigini goz-
lemledik. Elde ettigimiz bu sonug ve son rapor-
lar bize; kaspaz-3'lin ayrica timor niiksetmesi ve
timor anjiyogenezinin tesviki gibi apoptotik ol-
mayan rollere sahip olabilecegini gostermekte-
dir. Kaspaz-3 aktivasyonu, konakgi hiicrede hiic-
re 6limine neden olsa da, apoptotik olmayan
komsu hiicrelerde hiicre cogalmasini uyarmak-
tadir. Bu nedenle, kaspaz-3'iin timor ilerleme-
sinin durdurulmasindaki rolleri net bir sekilde
tanimlanmayi beklemektedir. Ayrica, kaspaz-7
de kaspaz-3 ile benzer islevlere sahiptir (17).
LNCaP hiicre hattinda apium graveolens, apop-
totik etkisini calismamizda degerlendirmedigi-
miz kaspaz-7 lUzerinden gergeklestirmis olabilir.

Kaspaz-8, hiicre 6limu ve hayatta kalmasinda
ikili bir role sahip olan kaspazlarin essiz bir Gye-
sidir. Ornegin, hepatoseliiler karsinom ve pank-
reas karsinomu dahil olmak Uzere bazi kanser-
lerde kaspaz-8'in normal dokulara kiyasla yukari
regule edildigi bildirilmistir (18). Tarcin bitkisin-
de yer alan monofenol bilesikler ile prostat kan-
seri hucrelerinde, kaspaz-8 aracili proteazom
inhibisyonun, proliferasyonu inhibe ettigi ve
otofajiye bagimli apoptoza yol actigi belirlen-
mistir (19). Mavi-yesil alglerden elde edilen C-fi-
kosiyanin ise, topotecan ile birlikte LNCaP hiic-
relerinde, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-3 gibi
anahtar apoptotik proteazlarin aktivasyonu ile
birlikte Bax (Bcl-2 ile iliskili X proteini) ve Apaf-
1 (pro-apoptotik proteinler) dizeylerinde arti-
sa neden olarak antitumor etkiler gostermistir
(20). Salvia miltiorrhiza bitkisinden gimus na-
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nopartikullerin biyosentezinin, LNCaP hiicreleri
Uzerindeki terapoétik etkisinin degerlendirildigi
arastirmada ise; partikullerin, Bcl-2 (B-hicre len-
foma gen2) ve Bcl-xI'n (B hiicreli lenfoma-eks-
tra buylk) ekspresyonunda azalmaya, Bax,
kaspaz-8, 9 ve 3 gibi apoptozu diizenleyen pro-
teinlerin ekspresyonlarinda artisa neden olarak
apoptozu indukledigi gortlmustir (21). Safavi
ve ark., dikloroflavanonlarin, LNCaP hiicrele-
rinde kaspaz-8 ve -9'u aktive ederek apoptozu
tetikledigini ve boylece kanser hiicrelerinin ke-
moterapotik ajanlarla yok edilmesinin normal
olarak apoptoz yoluyla saglandigini ortaya koy-
muslardir (22). Apigenin, apium graveolens bitki-
sinde yer alan antikanser etkilere sahip bir flavo-
noiddir. Cesitli kanser hiicrelerinde kaspaz-3 ve
-8'i aktive ederek apoptozu indiikledigi gosteril-
mistir (23). Mevcut calismamizda elde ettigimiz
sonuclara gore, apium graveolens ekstraktlari,
LNCaP hiicrelerinde kazpaz-8 seviyelerinin ar-
tisi yoluyla antikanser etkinlik sergilemektedir.

Mitokondriden salinan sitokrom-c, apoptozu
yuritmek ve kaspaz kademesini baslatan hep-
tamerik apoptozomu olusturmak icin Apaf-1 ve
ATP ile etkilesime girer. ATP ayrica kaspaz-9'a
baglanir ve apoptozom aracili kaspaz akti-
vasyonunu dizenler (24). LNCaP hiicrelerinin
C-fikosiyanin ve topotecan ile birlikte mua-
melesi, Apaf-1 diizeyinde ve kaspaz-3 ile kas-
paz-9 aktivitesinde artisi takiben PARP bolln-
mesinin artisina neden olmustur. Sonug olarak
Bcl-2 duzeyindeki degisiklikler mitokondriyal
apoptotik yolun tetiklenmesiyle Apaf-1/si-
tokrom-c kompleksi olusmus, komplekse ATP/
dATP ile baglandiktan sonra, Apaf-1 komp-
leksi kazpaz-9 ve -3 lizerinden apoptoza yol
acmistir (20). Bir baska calismada, cesitli bitki-
lerde glikozid seklinde bulunan ursolik asitin,
sitokrom-c ve Apaf-1 aracili kaspaz-3 ve -9'da
artisa neden olarak apoptozu indikledigi be-
lirlenmistir (25). Mevcut calismamizin Apaf-1
Olciim sonuglarina gére apium graveolens eks-
traktlarinin 2500 pg/ml konsantrasyonda Apaf-
1 duzeylerini artirdigi bulunmustur. Kazpaz-8
ve Apaf-1 bulgularimiz literatiirle uyumludur.

Kaspaz-9, fizyolojik hiicre 6limiini ve patolo-
jik doku dejenerasyonunun diizenlenmesinde
yer alan baslatici kaspazlardan biridir. Hiicre-
sel farklilasma/olgunlasma, dogal bagisiklik,

mitokondriyal homeostaz ve otofajinin dizen-
lenmesi dahil olmak lizere apoptotik olmayan
islevleri, saglk ve hastalikta kaspaz-9 fonksi-
yonlarinin ¢ok yonli oldugunu ortaya koymak-
tadir (26). LNCaP hiicrelerinde c¢esitli ajanlarin
etkinliginin arastinldigi calismalarda (20, 21, 22,
25), kaspaz-9 aktivasyonunun apoptozisi indiik-
ledigi gozlenmistir. Ancak, bizim ¢alismamizda,
LNCaP hicrelerinin apium graveolens ekstrakt-
lari ile 24 ve 48 saatligine muamelesi kaspaz-9
dizeylerinde anlamli bir farklihga ve kazpaz-9
Uzerinden apoptotik bir etkinlige neden ol-
mamistir. Elde edilen farkli sonuglar, deneysel
prosedur, kosul ve planlamanin, ayrica kullani-
lan ajanin ve doz ayarinin farklihigindan ya da
kanser hiicresinin dogasindan kaynaklanabilir.

Sonug olarak ¢alismamiz, doz ve zamana bag-
I olarak apium graveolens bitkisinin etanolik
ekstraktlarinin LNCaP prostat kanser hiicre di-
zilerinde apoptotik ve antikanser etkilerinin
arastinldigi az sayidaki ¢alismadan biridir. Bul-
gularimizi glclendirmek icin apium gravelons
gibi bitki ekstraktlarinin, LNCaP hticre hatla-
rinda ve farkh prostat kanseri hiicre hatlarinda
cesitli apoptotik belirtecler Uzerindeki etkile-
rinin ayrintili olarak degerlendirilmesi yararli
olacaktir. Ek olarak, yiyecek olarak kullanilabi-
len dogal bitkiler ve bu bitkilerden izole edilen
cesitli  bilesiklerin  uygulanmalarinin  kanser
hicreleri Gzerine pro-apoptotik ve antikan-
ser etkilerini gosterecek daha fazla in-vivo ve
in-vitro calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tip
calismalarin artmasi kanser hiicreleri lizerine
olan etkilerinin arastirilmasi umut vadedicidir.
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