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OZET

Amag: Prostat kanseri LNCaP hiicrelerinde, Apium graveolens (kereviz) bitkisinin etanolik ekstraktlarinin doza

ve zamana bagli olarak hiicre canlili1 ve apoptotik siirecte gorev alan BCL-2, BCL-XL, BAX ve p53 proteinleri
ile BAX/BCL-2 orani lizerinden apoptotik etkilerinin aragtirtlmasidir.

Gereg ve Yontem: LNCaP hiicreleri, Apium graveolens’in 0, 1500, 2000, 2500 pg/mL etanolik ekstraktlarinin
24 ve 48 saat ayri1 ayri olarak uygulandigi 4 gruba ayrildi. Uygulama sonunda hazirlanan hiicre lizatindan; BCL-
2, BCL-XL, BAX ve p53 protein seviyeleri ELISA yontemi kullanilarak dl¢iildii ve BAX/BCL-2 orani ayrica
hesaplandi.

Bulgular: Apium graveolens ekstrakt uygulamalari, BCL-2 protein diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml bir
fark yaratmadi. BCL-XL, BAX, p53 diizeyleri ve BAX/BCL-2 orani ise kontrol grubuna gére uygulama doz ve
stiresine bagimli olarak anlamli olarak yiiksek bulundu.

Sonug: Apium graveolens prostat kanserinin tedavisinde potansiyel bir ajan olarak apoptotik ve anti-kanser
etkinlik gostermektedir. Kerevizde yer alan ¢esitli fitokimyasal bilesiklerin prostat kanserine karsi olasi anti-
kanser etkileri lizerine yapilan arastirmalar artirilmalidir.

Anahtar Sozciikler: LNCaP, Apium Graveolens, Apoptoz, BCL-2, p53.

ABSTRACT

Objective: The study investigates the apoptotic effects of ethanolic extracts of Apium graveolens (celery) on
cell viability and the proteins involved in the apoptotic process (BCL-2, BCL-XL, BAX, and p53) as well as the
BAX/BCL-2 ratio in prostate cancer LNCaP cells, depending on dose and time.

Material and Method: LNCaP cells were divided into 4 groups to which 0, 1500, 2000, 2500 pg/mL ethanolic
extracts of Apium graveolens were applied separately for 24 and 48 hours. At the end of the application, BCL-2,
BCL-XL, BAX and p53 protein levels were measured from the prepared cell lysate using ELISA method and
BAX/BCL-2 ratio was also calculated.

Results: Apium graveolens extract treatments did not cause a statistically significant change in BCL-2 protein
levels. However, the levels of BCL-XL, BAX, and p53 proteins, as well as the BAX/BCL-2 ratio, were found to
be significantly increased compared to the control group, depending on the treatment dose and duration.
Conclusion: Apium graveolens demonstrates apoptotic and anti-cancer activity as a potential agent in the treat-
ment of prostate cancer. Research on the potential anti-cancer effects of various phytochemical compounds
found in celery against prostate cancer should be increased.

Keywords: LNCaP, Apium Graveolens, Apoptosis, BCL-2, p53.

sira, kansere bagl 6liimlerin de besinci 6nde gelen
nedenidir (1). Androjen reseptor sinyalindeki duyar-
lilik degisimleri, prostat bezinin gelisimi, aktivitesi
ve homeostazinda bozulmalara ve kansere neden
olabilmektedir. Prostat kanserleri, androjen uyari-
mina verdigi yanita gore androjen bagiml ve kast-

Prostat kanseri, diinya c¢apinda tahminen 1,5 mil-
yon yeni vaka ve 397.000 &liime neden olmakta
olup, 45 ila 60 yas arasindaki orta yash erkeklerde
en sik goriilen ikinci kanser tiiri olmasinin yani
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rasyona direngli (andojen bagimsiz) olarak katego-
rize edilebilir. Bu ayrim, segilecek tedavinin belir-
lenmesinde olduk¢a onemlidir. Androjen duyarlili-
gina, androjen reseptorlerindeki mutasyonlar neden
olur. Androjen reseptér mutasyonlart ilk olarak
androjen duyarli bir hiicre hatt1 olan LNCap hiicre-
lerinde bildirilmistir. Prostat kanseri tedavi se¢enek-
leri arasinda, hormonal tedavi (androjen yoksunlugu
ve antihormon tedavisi), radyoterapi, kemoterapi,
kriyoterapi, cerrahi ve gen terapileri yer almaktadir.
Fakat hastaligin heniiz etkin bir tedavisi bulunma-
maktadir (2).

Apoptoz, kanserin ilerlemesini 6nlemede kritik bir
rol oynar. Artan kanitlar, apoptoz ve kanser evrele-
rinde p53 yoluyla B hiicreli lenfoma 2' nin (BCL-2)
onemli bir rol oynadigini ortaya koymustur (3).
Prostat epitel hiicrelerinde apoptoz, mitokondriyal
(icsel) veya o6lim reseptorii (digsal) aracili yollarla
indiiklenebilir. igsel apoptoz yolu, siki bir sekilde
BCL-2 proteinleri tarafindan diizenlenir. BCL-2
ailesi iyeleri arasinda BCL2, BCL2L1/BCL-XL,
MCL1, BAX, BAK, BAD, BCL2L11/BIM,
BBC3/PUMA, PMAIP1/NOXA, BIK ve BID yer
alir; bu proteinler hem normal prostat dokusunda
hem de prostat kanserinde eksprese edilir (4). BCL-
2 ailesinin iiyeleri, anti-apoptotik (BCL-2, BCL-XL,
MCL-1) ve pro-apoptotik (BCL-2 homoloji (BH)
alant (BH1, BH2, BH3, BH4) paylasan; BAX,
BAK, BAD, BIM, NOXA, PUMA) proteinler ola-
rak islevlerine gore alt boliimlere ayrilir. Prostat
kanserinde; pro-apoptotik BCL-2 proteinleri; mito-
kondriyal dis zarin gecgirgenliginin bozulmasina
neden olarak kaspaz aktivasyonu yoluyla ya da anti-
apoptotik aile {iiyelerinin ndtralizasyonu yoluyla
dolayli olarak apoptozu tesvik eder. Prostat kanse-
rinde, i¢sel apoptotik yolu hedefleyen BH3 mime-
tiklerinin, tiimdre O0zgli ajanlarla birlestirilmesi,
spesifik olarak kanser hiicrelerinde apoptozu indiik-
lenmesine ve apoptoza duyarlilifin artmasina yol
acarak hastaligin tedavisi igin basarili bir yol sagla-
yabilir. Fakat klinik caligmalar devam etmektedir
(5).

TP53 geninin iriinii olan p53 proteini de kontrol
noktalarinda onemli katki saglayan bir diger prote-
indir. p53, hiicre dongiistiniin  durdurulmasinda
degisken sekilde islev goren genleri aktive ederek
¢oklu stres ve hiicresel hasar sinyallerini alan bir
timor baskilayici ve pleotropik transkripsiyon fak-
torti olarak bilinir. Hiicre DNA hasarini tamir ede-
mezse, pS3 apoptozu indiikler. p53 tarafindan in-
diiklenen apoptoza BCL-2 ailesi aracilik eder (6).
Prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini/timor
biiyiimesini engelledigi, prostat kanseri hiicrelerinin
apoptozunu destekledigi, bu hiicrelerdeki kanser ile
iliskili spesifik sinyal yollarni diizenledigi ¢esitli in
vivo ve in vitro ¢alismalarla kesfedilen; deniz canli-
lar1 ve mikroorganizmalardan elde edilen dogal
bilesikler, bitkilerden izole edilen; alkaloit, flavo-
noid, terpenoid, polifenol, lignan gibi ¢esitli fito-
kimyasallar, geleneksel tibbi kullanimi olan ve
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yenilebilir bitkisel kaynaklardan (baharatlar, sebze-
ler veya meyvelerden elde edilen D vitamini, nar ve
cay polifenolleri gibi) elde edilen bitkisel ekstratlar
ve nutrasotikler anti-prostat miidahaleleri igin umut
verici adaylar olarak kabul edilebilir. Bu dogal bile-
sikler ozellikle, i¢sel ve digsal apoptotik yolda yer
alan proteinlerin aktivasyonunu degistirerek, bu
proteinler aracili kaspaz kaskadlarim indiikleyerek,
AKT/mTOR yolu, MAPK yolu, NF-xB yolu, Ca2+
yolu ve JAK/STAT yolunu hedefleyerek, anti-
neoplastik ajanlar olarak etki eder ve hiicre dongii-
stinii durdurarak etkilerini gosterebilirler (7).

Apium graveolens (Kereviz), Apiaceae familyasina
ait, Avrupa genelinde ve Afrika ile Asya'nin tropi-
kal ve subtropikal bolgelerinde yetigen tek yillik
veya ¢ok yillik, besinsel olarak tiiketilen bir bitkidir.
Kereviz fitokimyasal bilesikleri arasinda bulunan;
anti-kanser Ozelliklere sahip; apigenin, limonen,
selinen, frokumarin glikozitler, flavonoidler, A ve C
vitaminleri nedeniyle geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilmaktadir (8). Farmakolojik aktiviteleri anti-
kanser,  anti-oksidan,  anti-diyabetik,  anti-
inflamatuar, hepatoprotektif ve anti-
hiperkolesterolemiden anti-hipertansif etkiye kadar
degismektedir. Yapilan ¢aligmalar, Apium graveo-
lens'in yaprak, kok ve tohumlarindan elde edilen
ekstraktlarin, prostat, rabdomiyosarkom, mide ve
oral kanserler gibi cesitli kanser tiirlerinin yasayabi-
lirligini azaltma ve apoptozunu indiikleme yetene-
gini gostermistir (9).

Bu aragtirmada, Apium graveolens bitkisinin etano-
lik ekstraktlarinin, insan prostat kanseri LNCaP
hiicrelerinin canliligi {izerine doz ve zaman bagimli
etkilerinin belirlenmesi; ayrica i¢sel apoptotik yolun
tiyeleri olan BCL-2, BCL-XL, BAX proteinleri ile
BAX/BCL-2 orani ve yolun aktivatorlerinden p53
proteini iizerinden anti-kanserojen ve apoptotik
etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Boyle-
ce prostat kanseri hiicrelerinde, Apium graveolens
ekstraktlar1 ile hedeflenen terapétik potansiyelin
kesfi prostat kanseri tedavisinde yeni stratejiler
gelistirmeye olanak saglayacaktir. Planlanacak daha
ileri in vivo ve in vitro ¢alismalar ile ekstraktlarin
BCL-2 homoloji alamt 3 (BH3) mimetikleriyle ve
diger kemoterapotik ajanlarla kombine kullaniminin
ise yararlanimi arttirmasi olasidir.

GEREC VE YONTEM

LNCaP Hiicre Hatt1 Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’ndan temin edilen LNCaP hiicreleri,
%10’luk fetal sigir serumu ve %I Penisi-
lin/Streptomisin ile desteklenmis kiiltiir medyumu
(Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium)
icerisinde kiiltiire edildi. 37°C, %95 hava, %5 CO;
ve %100 nem kosullarinda inkiibasyona alindi.
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Apium graveolens Etanolik Ekstraktinin Hazir-
lanmasi

Kurutularak toz haline getirilen Apium graveolens
bitkisinin kok kisimlar1 Anadolu Universitesi Bitki
flag ve Bilimsel Aragtirmalar Merkezi'nde (AU-
BIBAM) %70’lik etanol ile 12 saat ekstrakte edildi.
Ekstraksiyon sonrasi fazla etanol vakumlama, fazla
su liyofilizasyon ile uzaklastirilarak kurutma islemi
yapildi. Ekstrenin verimi degerlendirildi ve %44,45
olarak bulundu. Etanol ekstrakti, uygulamadan
hemen once dimetil siilfoksit (DMSO) (%0,5 ora-
ninda) icerisinde taze olarak ¢oziildii. Kontrol gru-
buna da besiyerine aymi konsantrasyonda DMSO
eklendi.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Daha 6nce yapmis oldugumuz calismada kullanmig
oldugumuz IC50 degeri uygulama dozuna (2840
pg/mL) gore belirlenmis olan etanolik ekstrakt
dozlar1 (0, 1500, 2000 ve 2500 pg/mL) mevcut
¢alismamizda da tercih edildi (10). LNCaP hiicrele-
rine Apium graveolens bitkisinin zamana bagiml
etkilerini gorebilmek i¢in hiicreler, 24 saat ve 48
saat boyunca uygulama yapilan 2 grup, doza bagim-
11 etkilerini gorebilmek icin belirlenen ekstrakt kon-
santrasyonlarinin uygulandigt 4 gruba ayrildi. Buna
gore 24 saat ve 48 saatlik ayr1 ayr1 uygulama yapi-
lan gruplar asagidaki gibi olusturuldu:

1. Grup: Kontrol grubu, sadece besiyeri

2. Grup: 1500 pg/mL ekstrakt, (24 ve 48 saat)

3. Grup: 2000 pg/mL ekstrakt, (24 ve 48 saat)

4. Grup: 2500 pug/mL ekstrakt, (24 ve 48 saat)
Deney, 2 bagimsiz tekrar ve 3’er teknik tekrar ol-
mak tizere n=6 olacak sekilde gerceklestirildi.

ELISA Yontemi ile BCL-2, BCL-XL, BAX ve
p53 Proteinlerinin Ol¢iimii

Hiicreler, Apium graveolens’in etanolik ekstraktla-
rinin 0, 1500, 2000, 2500 pg/mL konsantrasyonlari-
ni igeren kiiltiir ortamina her bir kuyucuga 1x105
hiicre gelecek sekilde ekilerek 24 ve 48 saat olmak
iizere inkiibe edildi. Uygulama sonrasi, hiicre kiil-
tirtinden medium uzaklastirilarak soguk fosfat tam-
ponlu tuzlu su (PBS) ile yikama islemi yapild.
Uzerine soguk 1 mM 0,5 mL fenilmetilsiilfonil
floriir (PMSF) eklenen hiicreler 5 dk buz {izerinde
bekletilerek lizis edildi. Lizis sonrasi bagka bir tiipe
alman hiicrelere buz iistiinde sonikasyon islemi
uygulandi. Homojenize edilen ornekler, hiicre sii-
pernatantinin ayristirilmasi i¢in 10 dk. boyunca
+4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant
baska bir tiipe aktarilarak deney giiniine kadar (3
giin) -80°C’de muhafaza edildi. BCL-2 ve p53 6l-
¢limleri i¢in Invitrogen marka Human BCL-2 ve
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p53 ELISA Kitleri (Thermo Fisher Scientific168
Third Avenue Waltham, MA USA 02451), BCL-
XL ve BAX olgiimleri i¢in Sunred marka Human
BCL-XL ve BAX ELISA kitleri (Jufengyuan Road,
Baoshan District, Shanghai, China) kullanildi. ELI-
SA plakasinin her bir oyugunda yiiz mikrolitre ¢6-
zinlir fraksiyon kullanilarak, absorbans okumasi
icin ChemWell 2910 marka (Awareness Techno-
logy, Inc. Martin Hwy. Palm City, USA) ELISA
okuyucu cihazi kullanildi. Sonuglar canli hiicre
sayilariyla oranlanarak ng/mL olarak verildi. Elde
edilen BAX ve BCL-2 protein sonuglarina gore
BAX/BCL-2 orani hesapland:.

istatistik

Tim veriler her gruptaki alti bagimsiz deneyden
elde edildi ve medyan (IQR) olarak sunuldu. Grup-
lar arasinda fark olup olmadig1 Kruskal-Wallis testi
ile belirlendi. Farklilig1 yaratan grup ya da gruplarin
belirlenmesi i¢in Dunn testi uygulandi. Verilerin
analizi SPSS 24 (IBM Corporation, Chicago, Illi-
nois, ABD) istatistik programi ile gerceklestirildi.
p <0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

LNCaP hiicrelerinin, 0, 1500, 2000, 2500 pg/mL
konsantrasyonlarindaki Apium graveolens ekstrakt-
lar1 ile 24 ve 48 saat muamelesi sonrasi Ol¢iilen
BCL-2, BCL-XL, BAX ve p53 diizeyleri ve gruplar
arasindaki karsilastirmalar Tablo 1°de gosterilmis-
tir. LNCaP hiicrelerine Apium graveolens ekstrakt-
larinin 24 ve 48 saatligine uygulamasi BCL-2 dii-
zeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak an-
lamli bir fark yaratmamustir. 2500 pg/mL ekstrakt
konsantrasyonlarinin 48 saatlik uygulamasi, BCL-
XL diizeyini kontrol grubuna gore anlamli olarak
arttirmustir (p = 0,012). 2000 ug/mL konsantrasyo-
nundaki Apium graveolens ekstraktinin LNCaP
hiicrelerine 24 saat uygulanmasi sonucunda BAX
diizeyi kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir
(p = 0,001). Benzer sekilde, 2500 pg/mL konsant-
rasyonunun 24 saatlik uygulanmasi p53 diizeyinde
kontrol grubuna kiyasla anlamli artiga neden olmus-
tur (p = 0,001). 2000 ve 2500 pg/mL konsantras-
yonlardaki ~ Apium graveolens ekstraktlarinin
LNCaP hiicrelerine 48 saat uygulanmasi sonucunda
Ol¢iilen BAX (p = 0,022 ve p < 0,001, sirastyla) ve
p53 (p = 0,017 ve p =0,017, sirasiyla) diizeyleri,
kontrol grubuna goére, doza ve zamana bagimli ola-
rak anlaml bigimde artmugtir (Tablo 1).
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Tablo 1. Apium graveolens ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin LNCaP hiicreleri deney gruplarina 24 ve 48
saat boyunca uygulanmasi sonrast BCL-2, BCL-XL, BAX ve p53 proteinleri 6l¢iim sonuglari.

Uvaulama Dene BCL-2 BCL-XL BAX p53
"ygl . ) y (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
surefent grupian Medyan (IQR) Medyan (IQR) Medyan (IQR) Medyan (IQR)
Kontrol 33,31 (7,08)2 6,90 (2,20)? 1,27 (0,25)® 40,89 (3,74)?
= 1500 pg/mL 27,60 (7,85)2 7,94 (2,93)? 1,52 (0,30)? 44,00 (14,17)?
3 2000 pg/mL 27,62 (5,37)? 8,80 (2,33)? 1,67 (0,10)° 48,20 (11,75)30
S 2500 pg/mL 27,61 (5,58)2 8,31 (1,93)* 1,54 (0,16)* 67,20 (8,66)"
Kontrol 26,39 (5,15)2 6,99 (1,61)? 1,15 (0,15)® 48,36 (8,47)?
= 1500 pg/mL 27,31 (10,48)2 7,80 (2,04)° 1,46 (0,27)0 86,43 (58,69)*P
3 2000 pg/mL 26,22 (7,74)? 8,85 (2,40)*° 1,67 (0,26)° 117,17 (43,54)°
* 2500 pg/mL 22,99 (7,83)* 9,39 (3,12)° 2,09 (0,71)° 115,02 (26,16)°

BCL-2: B hiicreli lenfoma 2, BCL-XL: B-hiicreli lenfoma-ekstra biiyiik, BAX: BCL-2-liskili X-proteini, p53:
protein 53, IQR: interquartile range (24 ve 48 saat i¢in, aym siitunda farkli harfler gruplar arasinda anlaml fark

oldugunu gostermektedir).

BAX/BCL-2 orani ise 2000 pg/mL ekstrakt kon-
santrasyonun 24 ve 48 saatlik, 2500 pg/mL ekstrakt
konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasi sonrasi
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiikselmistir
(swrasiyla p = 0,017; p = 0,042; p = 0,001) (Sekil
1A, B).
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Sekil 1A. Apium graveolens konsantrasyonlarinin
BAX/BCL-2 orani iizerine etkileri (24 saat).
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Sekil 1B. Apium graveolens konsantrasyonlarinin
BAX/BCL-2 orant iizerine etkileri (48 saat).

TARTISMA

Prostat kanseri, 2020 yil1 itibariyla 112 iilkede er-
keklerde en sik goriilen kanser tiirii olup, tiim erkek
kanserlerinin %15'ini olusturmaktadir. Erkeklerde
kanser kaynakli oliimlerde akciger kanserinden
sonra ikinci sirada yer alir (11). Prostat kanseri,
ilerleyici dogas1 nedeniyle heniiz etkin olarak tedavi
edilememektedir. Prostat kanserinin bu yiiksek
goriilme siklig1, sosyo-ekonomik yiikiiniin ve dola-
yistyla tedavi maliyetlerinin diger kanserlere gore
daha hizli artisina neden olmaktadir (12, 13). Pros-
tat kanseri, dolasimdaki androjenler tarafindan yon-
lendirilen endokrinle iligkili bir malignitedir. Birinci
basamak sistemik tedavi, anti-androjenler ve andro-
jen reseptdr aktivitesi inhibitdrleri tarafindan total
androjen blokajidir (14). LNCaP hiicre dizisi, bir
lenf nodu metastazindan elde edilen insan prostat
adenokarsinom hiicrelerinden tiiretilmis androjene
duyarl bir hiicre dizisidir. Bu da LNCaP hiicreleri-
ni, prostat adenokarsinomu aktivitesinin arastirilma-
s1 gibi onkoloji amaglari i¢in kullanigh hale getir-
mistir (15).

Dogal iiriinler icerikleri ile gesitli anti-kanser ilaglar,
ilag kombinasyonlar1 ve kemoterapi stratejileri gibi
etkiler sunabilen en zengin kaynaklardan biridir.
Bitkilerin anti-kanser aktivitesi, ekstraktlarda bulu-
nan fitokimyasal bilesenlerle baglantilidir. Yaklagik
1000 bitki tiirliniin anti-kanser o6zelliklere sahip
oldugu tespit edilmistir. Halihazirda kullanilan anti-
kanser ilaglarin %60'1ndan fazlasinin bitkiler, mik-
roorganizmalar ve deniz organizmalar1 gibi farkl
dogal kaynaklardan izole edildigi rapor edilmistir.
Son birka¢ on yil boyunca bitkisel ilaglarin faydali
biyolojik etkileri, hedef hiicrelerle dogrudan ve
giiclii etkilesimleri, saglikli hiicrelere daha az toksi-
siteleri nedeniyle kullanimlari 6nemli Olciide art-
mugtir. Bu bitkisel iiriinler, prostat kanserini daha az
yikict ve tedavi edilebilir hale getirmek igin umut
verici kimyasal ajanlar sunabilen yiiksek ¢esitlilige
sahip kaynaklardir. Son yillarda, birgok dogal {iriin
ve Oziit in vitro ve/veya in vivo olarak bilimsel
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olarak aragtirllmigtir ve potansiyel anti-prostat kan-
seri ajanlar1 olabilecekleri ileri stiriilmistir (16).
Fitokimyasallar, kanser hiicrelerinin radyo ve kemo-
terapi gibi anti-kanser tedavilere tepkisini ve yarar-
lanimin1 6nemli Olciide artirirlar. Ayrica, hiicre
apoptozu ve ¢ogalmasi, kanser istilas1 ve metastatik
hastalik dahil olmak iizere karsinojenesin her asa-
masint hedef alarak, yan etkisi ve maliyeti diigiik
giiclii anti-kanserojen ajanlar olarak aktivite goste-
rirler (17).

Apiaceae familyasinin gesitli iiyeleri arasinda yer
alan kereviz uzun zamandir anti-tiimor ve kemopre-
ventif potansiyele sahip ¢ok sayida ikincil metaboli-
ti biyosentezleme konusunda dikkate deger bir ye-
tenek gosteren, yenilebilir ve saglik agisindan bir-
cok faydali ve nutrasétik 6zellikleri nedeniyle sifali
bir bitkidir (18). Apium graveolens bitkisinin iger-
digi flavonoidler, ftalidler, kumarinler, polifenoller,
terpenoidler ve poliasetilenlerin genis kapsamli
anti-kanser ve kemopreventif 6zelliklere sahip ol-
dugu rapor edilmis ve bu nedenle kereviz tiikketimi-
nin bazi1 kanserlere karsi koruma sagladigi varsa-
yilmistir (10, 19, 20) Kereviz bitkisinin kayda deger
biyolojik profiline ragmen, apoptotik potansiyelleri
siirlt sayida arastirilmis ve ¢ogunlukla tohumlara
odaklanilmigtir. Mevcut ¢alismamiz, farkli konsant-
rasyonlardaki Apium graveolens etanolik ekstraktla-
rinin, LNCaP hiicrelerinde doza ve zamana bagimli
olarak BCL-2 diizeyinde gruplar arasinda anlamli
bir fark yaratmasa da, BAX ve p53 diizeyleri ile
BAX/BCL-2 oraninda kontrol grubuna goére artisa
yol acarak apoptotik ve antiproliferatif aktiviteye
sahip oldugunu gostermistir.

Apoptoz, dkaryotik hiicrelerde siki bir sekilde kont-
rol edilen, diizensizligi hiicrenin hayatta kalmasim
etkileyen, programlanmis hiicre oOliimidiir. Ancak
birgok malign hiicre, anti-apoptotik ve pro-
apoptotik faktorlerin ekspresyonunu etkileyerek
apoptozdan kagmak i¢in bazi mekanizmalar gelisti-
rir (21). Apoptoz mekanizmasinda gorevli protein
ve molekiillerin, diizensiz ekspresyon ve fonksiyo-
nu, ¢ok sayida insan tlimoriiniin gelismesine ve
ilerlemesine neden olur, dolayisiyla bu proteinler,
ilag kesfinin umut verici hedefleri olarak kabul
edilir ve su anda klinik deneylerde incelenmektedir.
BCL-2 ailesinin proteinleri, hiicre 6liimii mekaniz-
malarinin isleyisinde anahtar rol oynarlar ve nekroz,
otofaji, apoptoz gibi farkli yollar ile hiicre dliimiinii
modiile ederler (22, 23). BCL-2 protein ailesinin
pro ve anti-apoptotik alt siniflar1 arasindaki hassas
denge, apoptoza duyarliligi diizenler. Bu nedenle,
BCL-2 ailesinin proteinleri, gesitli insan kanserleri-
nin ilerlemesinde rasyonel terapdtik hedeflerdir.
Prostat kanseri tedavisinde, pro-apoptotik BCL-2
ailesi tiyelerini taklit eden proteinler olan BH3 mi-
metikleri (6rn. venetoklaks), yeni potansiyel tedavi
yollar1 olarak klinik 6ncesi ¢aligmalarda énemli ilgi
toplamigtir. Ayrica prostat kanserinde, BCL-2 pro-
teinleri androjen direnci, kemorezistans ve radyas-
yon tedavisine direngle iligkilendirilmistir (24-26).

Akan ve ark.

Prostat kanseri hiicrelerinde ¢esitli bitkisel iirtinlerin
etkilerinin arastirildigl ¢aligmalar1 inceledigimizde:
Kurkuminin, LNCaP hiicrelerinde konsantrasyona
bagli bir sekilde, BCL-2, BCL-XL ve XIAP'yi agag1
regiile ederek (27, 28); alternoliin, in vitro ve in
vivo prostat kanseri tiimor hiicrelerinde BCL-2’nin
ekspresyonunu azaltarak (29); narin suyu ve peri-
karpinda bulunan polifenollerin androjene bagiml
LNCaP hiicreleri ile PC3 ve DU145 hiicrelerinde
antiproliferatif, anti-invaziv ve antimetastatik etkiler
uyandirarak BCL-2 proteinlerinin modiilasyonu
yoluyla apoptozu indiikledigi (30) gosterilmistir.
Prostat kanseri hiicreleri olan PC-3 ve DU145'in
kerevizin de icerdigi bir flavon olan Apigenin ile
tedavisi, apoptoz inhibitorleri BCL-XL ve BCL-2'de
azalma ve BAX'ta artis meydana getirerek apoptoz
yoluyla anti-kanser etkiler gostermistir (31). Quer-
cetin, anti-inflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser
etkileri kabul edilmis olan bir flavonoiddir. Bu
etkileri quercetinin, kanser hiicresinin hayatta kal-
masini engelleyerek ve anti-apoptotik yolaklari
zayiflatarak prostat kanserini baskilayabilecegini
gostermektedir (32).

LAPC4, LAPC9 ve LNCaP hiicrelerinde (33) ve
prostat tiimorlerinde (34) androjen reseptor sinyali
ve BCL-2 ekspresyonu arasinda negatif, BCL-X
arasinda ise pozitif (35) bir korelasyon rapor edil-
migtir. LNCaP hiicrelerinde androjen bagimliliginin
BCL-2 diizeylerine etkisinin arastirildigi bir calis-
mada; androjene duyarli insan LNCaP prostat kan-
seri hiicre hattinin androjen bagimsizligina ilerle-
mesi i¢in oncelikle BCL-2'nin yukari regiilasyonu-
nun gerekli oldugunu gosterilmistir (36) Prostat
kanseri hiicrelerinde yapilan deneyler, androjen
reseptoriiniin BCL-X promoterine baglandigini ve
BCL-X ekspresyonunun androjen reseptdriine ba-
gimli diizenlendigini (37), prostat kanseri hiicrele-
rinde BCL-X ekspresyonunun androjene bagimliligi
oldugunu ortaya koymustur (38). Biz ¢aligmamizda
Apium graveolens’in farkli dozlardaki ekstraktlari-
nin BCL-2 aktivitesinde anlamli bir degisiklige
neden olmadigi gozlemledik. Mevcut verilere gore
bu durumu, kullanilan prostat kanseri hiicre hatlari-
nin androjen bagimli olup olmamasina baglamak
miimkiindiir. Ote yandan, BCL-2 protein diizeyinde
degisiklik olmamasi1 ayn1 zamanda diger anti-
apoptotik belirteg olan BCL-XL de artis olmasi;
Apium graveolens etanolik ekstraktlarinin LNCaP
hiicrelerinde pro-apoptotik molekiiller olan BAX ve
p53 diizeylerinde yarattigi artigla apoptozu tesvik
ettigini gostermektedir.

Tiimor baskilayic1 gen; p53, DNA veya serbest
radikal hasar1 gibi ¢ok sayida hiicresel strese yanit
olarak hem apoptozu hem de hiicre dongiisiinii dii-
zenler. Oliim reseptorleri, BAX ve PUMA gibi
BCL-2 proteinlerini diizenleyerek ekstrinsik yolu ve
mitokondriyal apoptozu indiikler. p53'iin mutasyo-
nu, apoptozu inhibe ederek kanser hiicrelerinin
siiresiz olarak c¢ogalmasina yardimeci olur. Prostat
kanserinde, p53 mutasyonlari erken, iyi diferansiye
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durumda nadirdir ancak metastatik hastalik veya
hormondan bagimsiz tiimorler ilerledikge daha sik
hale gelir (39, 40). Yapilan c¢aligmalarda; cis-
likopen ile tedavi edilen prostat kanseri hiicrelerinde
TP53 ve BAX’m asirt ekspresyonu, BCL-2’nin
asagl regilasyonu sayesinde (41), Moringa ol-
eifera metanolik yaprak ekstraktinin DU145 hiicre-
lerinde pro-apoptotik BAX mRNA ekspresyonunun
yukari regiilasyonu ve anti-apoptotik BCL-2 mRNA
ekspresyonunun agagi regiilasyonu ile (42), kurki-
minin ise LNCaP hiicrelerinde pro-apoptotik genler
BiM, BAX, BAK, p53'in seviyelerinin artisina
neden olarak (43) apoptozu indiikledigi gosterilmis-
tir. Mevcut ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglari-
miza gore Apium graveolens etanolik ekstraktlari da
icerdigi fitokimyasallar ile LNCaP hiicrelerinde
pro-apoptotik molekiiller olan BAX ve p53 protein
diizeylerinde artisa neden olarak apoptoza yol ag-
mistir.

BAX ve BCL-2'nin zit fonksiyonlari oldugundan
BCL-2'nin BAX'a orani hiicre apoptozunu deger-
lendirmek i¢in 6nemli bir indekstir. Bir 6liim sinya-
linden sonra BCL-2'ye gore daha yiiksek BAX se-
viyeleri, hiicrelerin apoptoza duyarliligini artirabilir.
Insan prostat kanseri PC-3 hiicrelerinin Peperomin
E ile tedavisinin (44), LNCaP ve PC3 hiicrelerinde
kegiboynuzu ekstrakt uygulamasinin (45) bizim
sonucumuzla benzer sekilde BAX/BCL-2 oranini
yukart regiile ettigi belirtilmistir. Ayrica bir bagka
caligmada, BAX/BCL-2 oranindaki artisin andro-
jenden bagimsiz 104-R1 LNCaP hiicrelerinin bii-
yiimesini baskiladigi bulunmustur (36).

Apium graveolens’in, rabdomiyosarkom hiicre hat-
larmin biiyiime inhibisyonu tizerinde konsantrasyo-
na bagl bir etki gosterdigi (46), hepatoseliiler karsi-
nomda anti-oksidan enzim aktivitesinde ve kaspaz-3
seviyesinde artisa, inflamatuar sitokinlerde azalma-
ya neden oldugu (47), insan mide kanseri BGC-823
hiicrelerinde Siklin A, CDK2 ve BCL-2 gibi hiicre
dongiisii ve apoptozla iliskili proteinlerin hepsini
asag1 regiile ettigi, oysa BAX’1 yukar1 regiile ettigi
(48), LNCaP hiicrelerinde ise pargalanmis poli
(ADP-riboz) polimeraz iizerinden apoptotik etki ve
vaskiiler endotel biiyiime faktoriinii asag1 diizenle-
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yerek anjiyogenezi engelledigi (10) ve bdylece anti-
kansorejen etkinligi ¢esitli kanser tiplerinde caligil-
mugtir. Fakat yine de pek c¢ok toplumda tiiketilen
sifali bir bitki olan Apium graveolens’in kok, to-
hum, yaprak kisimlarinin ve etken maddelerinin her
birinin kanserin farkli sinyal yollarinin aydinlatila-
bilmesi i¢in ayri ayr1 degerlendirilmesi, anti-kanser
ve apoptotik etkinliginin ayrintili olarak ortaya
konmas1 mortalite orani1 yiiksek ve tedavisi zorlu bir
hastalik olan prostat kanseri gibi malignitelerde
biiyiik katk: saglayacaktir.

Yakin zamanda kerevizin LNCaP hiicrelerinde,
kaspaz-3, -8, -9 ve APAF-1 protein diizeyleri iizeri-
ne etkinligini arastirdigimiz ¢alismamizda, bitkinin
apoptotik etkinligine dair yeni kanitlar elde ettik
(49). Mevcut ¢alismamizda ise kerevizin LNCaP
hiicreleri tizerine BCL-2 proteinleri ve p53 aracili-
giyla anti-kanser etkilerini gdstermeyi amacladik.
Calismamizin kisithiliklar: arasinda, Apium graveo-
lens'in apoptotik etkinliginin farkli tipteki prostat
kanseri hiicrelerinde gosterilmemis olmasi ve total
apoptotik etkinligini gosterebilecegimiz histokim-
yasal bir teknigin eksikligi yer almaktadir. Cesitli
fitokimyasallar1 ile olduk¢a etkin ve yenilenebilir
bir bitki olan kerevizin, tek basmna veya kemotera-
potik ajanlarla kombinasyon halinde kullaniminin
yararh etkilerini gostermek icin daha fazla arastir-
maya ihtiyag vardir.

Sonuc¢

Apium graveolens ekstraktlar1 LNCaP hiicrelerinde
doz ve zamana bagimli olarak BAX/BCL-2 orant ile
BAX ve p53 protein diizeylerini yukar regiile ede-
rek apoptozu indiiklemis ve anti-kanser etkilerini
gOstermistir.

Prostat kanserini 6nlemek ve tedavi etmek amaciyla
terapétik olarak etkin gidalarin, 6rnegin kerevizin,
tilketimi kanser hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonuna
dayali anti-kanser etkiler ortaya koyabilmektedir.
Kereviz bitkisinde bulunan ¢esitli fitokimyasallarin
prostat kanseri ile iligkili mekanizmalardaki spesifik
rolleri ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir ve dogal {irlin-
lerin kanser tedavisindeki potansiyel -etkinlikleri
daha ayritili olarak incelenmelidir.
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