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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Fibrosarkomun da içinde yer aldığı yumuĢak doku sarkomları birbirinden 

farklı histolojik tipte ve sağ kalım ile tedavi yaklaĢımları açısından çeĢitli farklılıklar 

gösteren bir grup kötü huylu tümörü içerir. Tedavide geniĢ lokal eksizyon ve 

radyoterapi (RT) temel yaklaĢımlardır ve bazı histolojik alt tiplerde kemoterapi (KT) 

de tedaviye ilave edilmektedir. Ancak uygulanan bu tedavilere rağmen yüksek riskli 

hastaların yaklaĢık yarısı uzak metastazlara bağlı olarak erken dönemde 

kaybedilmektedir.  

Apoptoz Yunan dilinde; çiçeğin yapraklarının düĢmesi, dökülmesi anlamına 

gelen bir sözcüktür. Apoptoz aynı zamanda programlanmıĢ hücre ölümü, hücre 

intiharı ve fizyolojik hücre ölümü ile eĢ anlamda da kullanılmaktadır (1,2). Çok hücreli 

canlılarda asıl amaç hem yeni hücre üretmek ve hem de hücreler yaĢlandığında veya 

aĢırı çoğalmaya baĢladığında bu hücrelerin apoptoza gitmesini sağlayarak 

organizmanın homeostazını korumaktır (3,4). Apoptoz terimi ilk kez 1972 yılında Kerr 

ve ark tarafından özel morfoloji gösteren hücre ölümleri için kullanılmıĢtır (5-7). 

Apoptozun düzenlenmesine birden çok mekanizma yardımcı olmaktadır. 

Bunlardan bir tanesi Bcl-2 ailesi genleri ve bunların ürünleri olan proteinlerdir. Bcl-2 

ailesine ait olan Bcl-2 proteini anti-apoptotik, Bax proteini ise apoptotik etki 

oluĢtururlar. 

Bcl-2, 26 kDa molekül ağırlığında ve hidrofobik kısmıyla intraselüler 

membranlara yerleĢen ve geri kalan kısmının sitozolde kaldığı bir membran 

proteinidir. Subsellüler lokalizasyon çalıĢmaları Bcl-2'nin mitokondriyal dıĢ 

membranda, nükleer membran ve endoplazmik retikulumda yerleĢtiğini göstermiĢtir 

(8). Bcl-2 apoptoz sırasında bir çok iĢlev görür. Proapoptotik aile üyelerine 

bağlanarak onları inhibe eder, mitokondri membranından iyon akıĢını düzenler, sit-c 

salınımını düzenler. Apoptotik proteaz aktivasyon faktörlerine (Apaf-1) bağlanarak 

onların inhibisyonunu sağlar. Bcl-2 proteinlerinin mitokondriyal yolakları endoplazmik 

retikulum (ER) ile de birleĢir. ER kalsiyum deposunun salınımı, bir yandan 

sitoplazmik ölüm yolaklarını aktive ederken diğer yandan mitokondri için direkt 

proapoptotik uyarı göndermektedir (9).  

Bax 21 kDa moleküler ağırlığında bir proteindir. Ġnaktif Bax ya 
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sitoplazmada ya da zayıf olarak membrana bağlı Ģekilde bulunur. Ölüm sinyali 

mitokondrideki inaktif Bax‟ın aktivite kazanmasına yol açar. Bax‟ın aktifleĢmesiyle 

beraber apoptotik yolaklar uyarılır (10). 

Kanser tedavilerinde kullanılan kemoterapötiklerin ve radyoterapinin 

önemli yan etkilerinin olduğu ve bazı tümörlerde kemoterapiye karĢı direnç geliĢtiği 

bilinmektedir. Bu sorunların çözümü için, özellikle kanserli hücrelerde apoptozu 

uyaran buna karĢılık normal dokulara zarar vermeyen doğal maddeler 

araĢtırılmaktadır. Bu özelliklere sahip doğal maddelerden birinin de curcumin 

olabileceğine iliĢkin çalıĢmalar vardır. Curcuminin günlük beslenme sırasında alınan 

dozu toksik değildir ve bu dozlarda curcuminin baĢlangıç aĢamasındaki kansere 

karĢı kullanılabileceği bildirilmiĢtir (11). Bazı çalıĢmalarda curcuminin apoptotik etki 

yaptığı (12) ve antikanserojen (13) etkili olduğu, bazı çalıĢmalarda ise tam tersine 

antiapoptotik etkili olduğu (14), hatta kanserojen etki (15), yaratabildiği ileri 

sürülmüĢtür. 

Biz bu çalıĢmamızda, bir kimyasal karsinojen olan 3-metilkolantren 

kullanarak fibrosarkom modeli oluĢturduğumuz sıçanlara curcumin uyguladık. Daha 

sonra sıçanların fibrosarkom dokularında Tunel yöntemini kullanarak apoptozu 

inceledik ve apoptozda rolü olan Bcl-2 ve Bax proteinlerinin ekspresyonlarını 

immünohistokimya ve Western blot yöntemleri ile göstedik. 

ÇalıĢmadaki amacımız, kanser tedavisinde kullanılan kemoterapötik 

ilaçlara alternatif doğal maddelerden biri olarak gösterilen curcuminin fibrosarkom 

üzerine apoptotik etkisi olup olmadığını ve Bcl-2 ve Bax proteinleri ekspresyonlarının 

nasıl etkilendiğini incelemektir. 
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2.GENEL BĠLGĠLER 

2.1. NEOPLAZĠ: Kanser tüm dünyada ölüm nedenleri arasında ilk sıralarda yer 

almaktadır. Bu nedenle son yıllarda kanserin oluĢ mekanizmalarını anlamak için pek 

çok çalıĢma yapılmaktadır.  

Neoplazinin sözcük anlamı yeni büyümedir. Neoplazi, normal dokuları 

aĢan, onlarla uyumlu olmayan ve değiĢime yol açan, uyarı durduktan sonra bile aynı 

Ģekilde aĢırı büyümeye devam eden bir doku kitlesi olarak tanımlanabilir. Tüm 

neoplazilerin kökeninde normal büyümenin kontrol mekanizmalarına verilen yanıtın 

kaybolması bulunmaktadır. Herhangi bir prokarsinojenin herhangi bir metabolik 

aktivasyonu ile tetiklenen bir dizi aĢamadan sonra neoplastik hücre oluĢmaktadır 

(ġekil 1). Tıp dilinde neoplazmlar genel olarak “tümör” adıyla anılır. Aslında tümör 

yalnızca bir dokuda ödem, hemoraji ve baĢka bir Ģekilde oluĢturulan ĢiĢlik anlamına 

gelmektedir (16). 

 

ġekil 1. Tümör hücresi oluĢum aĢamaları (17). 

Onkolojide neoplazmların iyi ve kötü huylu sınıflaması en önemli konuyu 

oluĢturur. Bu sınıflandırma neoplazmın olası klinik davranıĢının değerlendirilmesine 

dayanır. Kötü huylu tümörlerin hepsi kanser olarak adlandırılır. Kanser sözcüğü 

Latince yengeç anlamına gelmekte ve tümörün bedenin herhangi bir bölgesine bir 

yengeç gibi ayrılmaz bir Ģekilde yapıĢtığını tanımlamak üzere kullanılmaktadır. “Kötü 

huylu” terimi de neoplazmın komĢu yapılara invaze olup, onları harap edebileceğini 
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ve metastaz yaparak ölüme yol açabileceğini anlatır.  

Mezenkim dokusu ve türevlerinden kaynaklanan kötü huylu neoplazmlar 

sarkom adını alırlar. Fibröz dokudan köken alırsa fibrosarkom, kondrositlerden köken 

alırsa kondrosarkom olarak adlandırılırlar. Epitel hücre kökenli neoplazmlara ise 

karsinom denmektedir (16,18).  

2.2. ĠYĠ VE KÖTÜ HUYLU TÜMÖRLERĠN ÖZELLĠKLERĠ 

Genel olarak iyi huylu ve kötü huylu tümörlerin ayrımı için bazı kriterler 

(büyüme hızı, lokal invazyon, diferansiasyon, anaplazi, metastaz) belirlenmiĢtir. 

2.2.1. Büyüme hızı: Genelleme olarak iyi huylu tümörlerin yıllar içerisinde yavaĢ 

yavaĢ büyüdüğü, kanserlerin ise hızla büyüyüp yayılarak konakçının ölümüne neden 

olduğu kabul edilmektedir. Ancak bu genellemenin dıĢında kalan bazı iyi huylu 

tümörler, kötü huylu tümörlere oranla daha hızlı büyüme gösterebilmektedir. Ayrıca 

iyi huylu ve kötü huylu neoplazmların büyüme hızı, hormonlara, yeterli kan akımının 

sağlanmasına ve diğer birçok bilinmeyen faktörlere de bağlıdır. Tümörlerin büyüme 

hızları, diferansiasyon hızları ile de korelasyon göstermektedir (18). 

2.2.2. Lokal invazyon: Çoğunlukla tüm iyi huylu tümörler kaynaklandıkları dokuda 

lokalize kalan, infiltrasyon ve metastaz kapasitesi olmayan kitleler olarak 

geliĢmektedir. Ġyi huylu tümörler genellikle fibröz bir kapsül ile tamamen çevrelenmiĢ 

yani sınırlanmıĢtır. Kötü huylu tümörler ise fibröz bir kapsüle sahip olmadıklarından 

ilerleyici infiltrasyon ve invazyon gösterirler, böylece çevre dokuların hasarlanması 

olaya eĢlik eder. Metastaz geliĢinceye kadar kötü huylu tümörleri, iyi huylu olanlardan 

ayıran en önemli özellik invaziv olmalarıdır (16). 

2.2.3. Diferansiasyon ve anaplazi: Diferansiasyon normal hücrelerle 

karĢılaĢtırıldığında parankim hücrelerinin fonksiyonel ve morfolojik olarak 

benzerliğinin derecesini tanımlamaktadır. Ġyi diferansiye olan tümörler, neoplazmın 

kaynaklandığı dokunun normal olgunlaĢmıĢ hücrelerine benzeyen hücrelerden 

meydana gelmektedir. Diferansiasyonu yetersiz tümörler ise özelleĢmemiĢ, ilkel 

görünümlü hücreler içermektedir.  

 Anaplazi, birçok morfolojik ve fonksiyonel değiĢikliği ifade etmektedir. 

Hücre ve çekirdek polimorfizmi görülmekte, hücreler çok büyük ya da çok küçük 
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olabilmektedirler. Karakteristik olarak bol miktarlarda DNA içeren çekirdek koyu 

renkte boyanmaktadır (hiperkromatik). Çekirdek hücreye oranla büyüktür ve 

çekirdek/sitoplazma oranı 1 civarındadır (18). Tümör çekirdekleri çoğunlukla bol 

miktarda DNA taĢıyan, çekirdek/sitoplazma oranları artmıĢ, kromatinleri topaklanmıĢ, 

değiĢik mitotik Ģekiller sergileyen hücrelerdir. Uzun süreli ve çok basamaklı genetik 

bir süreç olan kanserin ilk basamağında daima bir DNA hasarı bulunmaktadır. Bu 

hasarlanmanın ardından kromozomun yıkılması ve yeniden düzenlenmesi mitoz 

kontrolü bozulmuĢ bir fenotipin üretilmesine yol açmaktadır. Mitozun hasarlı 

kopyalanmıĢ DNA ile devamı kötü huylu tümör hücresi ile sonlanmaktadır. Son 

aĢamada oluĢan bu kötü huylu tümör hücresi onkogen ekspresyonunu 

baĢlatmaktadır. Onkogenler, hücrelerin transformasyonunu baĢlatma ve sürdürme 

kapasitesine sahiptirler. Bu süreç içindeki bir bölüm prekanser olarak 

isimlendirilmektedir. Ġleri dönemde kansere dönüĢmesi olası, morfolojik olarak farklı 

atipik hücre veya diferansiasyon gösteren lezyon olarak tanımlanan bu süreç 

kanserin klinik olarak ortaya çıkmasından önceki evredir. Spontan regresyonlar bu 

dönemin içinde olmaktadır (16). 

2.2.4. Metastaz: Metastatik fenotip kanser hücrelerinin ulaĢacağı son aĢamadır. 

Tümör dokusunu terk eden ve dolaĢıma geçen bu fenotipteki hücreler, dolaĢımda 

kendilerini bağıĢıklık sisteminin gözetiminden kurtarmak için lökosit ve 

trombositlerden oluĢan bir pıhtı ile anormal antijenlerini kapatmaktadırlar. Bu Ģekilde 

uzak dokulara ulaĢabilen ekstravazasyona uğrayan kanserli hücreler doku içinde 

kendilerine yer açmakta ve metastaz oluĢturmaktadırlar (18). 

2.3. ONKOGENEZ VE KANSER 

Onkogenler, normal büyüme ve diferansiasyonu destekleyen hücresel 

genler olan protoonkogenlerden köken almaktadır. Bu hücresel genler ilk olarak akut 

transforme edici retrovirüslerin genomunda taĢınan birer yolcu olarak 

tanımlanmıĢlardır. Hayvan tümörlerinde hızlı bir indüksiyon ile in vitro olarak 

transformasyona neden olan bu retrovirüslerin genomlarının moleküler 

incelemesinde, transforme olmayan retrovirüs genomlarında bulunmayan ve 

transformasyona yol açan özel bir dizilime rastlanılmıĢtır. Evrim sırasında retroviral 

onkogenlerin, virüs ile enfekte konakçı hücre DNA molekülüne virüs aracılığı ile 
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ekleme yapılarak aktarıldığı öne sürülmüĢtür. BaĢlangıçta viral genler olarak 

keĢfedilen protoonkogenler, viral genlerin homologları olarak tanımlanmıĢlardır. 

DNA hasarının düzenlenmesinde görev alan DNA onarım genleri 

karsinogenezis ile ilgilidir. DNA onarım genleri, organizmanın diğer genlerdeki 

(protoonkogenler, tümör supresör genleri, apoptozu düzenleyen genler) ölümcül 

olmayan hasarları onarım yeteneğini etkileyerek dolaylı olarak hücre 

proliferasyonunu ve yaĢamını etkilemektedir. DNA onarım genindeki yetersizlik, 

neoplastik transformasyon ve genomda mutasyonlara yatkınlık yaratmaktadır. Bu tür 

bir genomik bozukluk için DNA onarım genlerinin her iki allelinin birden inaktive 

olması gerekmektedir. Bu nedenle DNA onarım genlerinin tümör supresör genler gibi 

davrandığı düĢünülmektedir (16,19). 

2.3.1. Büyüme faktörleri: Büyüme faktörlerini kodlayan genlerin mutasyonu, 

büyüme faktörlerini onkogenik hale getirmektedir. Örneğin simian sarkom virüsünde 

bulunan trombositten kaynaklanan büyüme faktörü (PDGF) protoonkogene benzer 

Ģekilde onkogenik özellik kazanmaktadır. Çoğunlukla kendisi değiĢmeyen ya da 

mutasyona uğramayan büyüme faktör geninin ras gibi onkogen türleri, büyüme faktör 

genlerinin aĢırı yapılmasına yol açmakta ve hücreyi transforme edici büyüme faktörü 

alfa (TNF-α) gibi büyüme faktörlerinin aĢırı salınımına yönlendirmektedir (16,19-24). 

2.3.2. Büyüme faktör reseptörleri: Büyüme faktör reseptörlerinin normal Ģekillerinin 

mutasyona uğradığı ve patolojik olarak aĢırı miktarda yapıldığı değiĢik tümörlerde 

gösterilmiĢtir. Normal sitoplazmik uyarı ileten proteinlerin fonksiyonlarını taklit eden 

onkoproteinlere sıklıkla rastlanmaktadır. Aktif büyüme faktör reseptörlerinden uyarı 

alan ve çekirdeğe ulaĢtıran bu onkoproteinlerin önemli üyeleri arasında c-ras ve c-alb 

bulunmaktadır (16,19).  

2.3.3. Çekirdekte kopyalama faktörleri: DNA kopyalanmasını düzenleyen genleri 

ilgilendiren mutasyonlar kötü huylu değiĢimlere neden olmaktadır. Myc, myb, jun, fos 

ve rel onkogen ürünleri baĢta olmak üzere tüm konakçı onkoproteinleri çekirdekte 

bulunmaktadır. Ġnsan tümörleri ile iliĢkili olan ve en yaygın bulunan myc geni, 

hücreye sinyal ulaĢtığında hücreyi hızla bölünmeye götürmektedir. Normalde myc 

düzeyi, hücre döngüsü baĢlamadan hemen önce bazal düzeyine ulaĢmaktadır. Buna 

karĢılık onkogenik myc geninin devamlı salınımı sonucu hücrede sürekli 
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proliferasyon görülmektedir (16,19). 

2.3.4. Kanser baskılayıcı genler: Hücre büyümesini uyaran proteinleri 

protoonkogenler kodlamakta, hücre çoğalmasını ise tümör baskılayıcı gen ürünleri 

yavaĢlatmaktadır. Ġlk bulunan prototip kanser supresör geni çocukluk çağı nadir 

tümörlerinden olan retinablastomun retinoblastom (Rb) genidir. AraĢtırmalar Rb 

loküsünde heterezigot olan hücrenin normal olduğunu, normal Rb geninde 

heterezigot kaybının kanser geliĢimine neden olduğunu göstermiĢtir. Rb geni normal 

kopyalarının her ikisinin kaybı ile neoplastik değiĢimin ortaya çıktığı için bu ve diğer 

supresör genler, sıklıkla resesif kanser genleri olarak isimlendirilmektedir. Rb geninin 

homozigot kaybına osteosarkom, meme kanseri, küçük hücreli akciğer kanseri ve 

bazı beyin tümörlerinde rastlanmaktadır (19,25). 

2.3.5. Tümör baskılayıcı genlerin protein ürünleri: Tümör baskılayıcı genler 

büyüme inhibitör yolunun değiĢik bileĢenlerini kodlamaktadır. Bir tümör supresör geni 

olan p53, büyümeyi inhibe etmektedir. Mutajenik kimyasal veya iyonize radyasyonun 

etkisi ile görülen DNA hasarında p53 geni ilk olarak etkilidir. Mutajenik etki 

sonrasında normal p53 çekirdekte hızla birikmekte ve bir CDK (Sikline bağımlı 

kinazlar) inhibitörü olan p21 kopyalanarak siklin/CDK kompleksi inhibe olmaktadır. Bu 

Ģekilde hücrenin S fazına girmesi için gerekli Rb fosforilasyonu gerçekleĢmemekte ve 

hücre G1 fazında bekletilmektedir. p53 etkisi ile hücre döngüsünde gerçekleĢen bu 

duraklama, mutajen ile ortaya çıkan DNA hasarının onarımı için yeterli zamanı 

sağlamaktadır. Bazı DNA onarım enzimlerinin kopyalanmasını kolaylaĢtıran p53 

doğrudan etkili olmaktadır (16). 

2.3.6. DNA onarım genleri: Ġyonizan radyasyon, güneĢ ıĢığı, diyette bulunan 

karsinojenler ve DNA hasarı yapan çevresel karsinojenler gibi çeĢitli etkenlerin 

etkisinde olmalarına rağmen insanlarda kanser nadiren ortaya çıkmaktadır. Ġnsanlar 

DNA hasarını onarabilme yeteneğine sahiptirler (ġekil 2). Çevresel etkenlerin yanı 

sıra normal koĢullarda bölünmekte olan hücrelerde replikasyon sırasında DNA 

molekülünde oluĢan spontan hasarların hemen onarılmaması halinde hücre, 

neoplastik değiĢime uğramaktadır. DNA onarım proteinlerin kalıtımsal mutasyon 

bulunanlarda kanser geliĢim riski bulunmaktadır (18,25). 
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ġekil 2. Hücrenin kendi kendisini onarımı (26). 

2.4. KĠMYASAL KARSĠNOGENEZ 

Tümörlerin etiyolojisine iliĢkin araĢtırmalar bu yüzyılda yapılan en önemli 

araĢtırma alanını oluĢturmaktadır. Etiyolojik faktörler ekstrensek (ekzojen) karsinojen 

etkenler ve intrensek (endojen) karsinojen etkenler olmak üzere 2 grupta incelenir. 

Ekstrensek etkenler; kimyasal maddeler, fiziksel nedenler ve biyolojik etkenlerdir. 

Ġntrensek olanlar ise hormonal ve genetik faktörlerdir (16,27-30). 

Kimyasal maddelerin kanser yapabileceği ilk kez 18. yüzyılda Ġngiltere'de 

baca temizleyicilerinde, meslek hastalığı olarak skrotum kanserlerinin fazla olmasının 

gözlemlenmesi ile ortaya konulmuĢtur. Bu iĢçilerde, skrotum derisinin bacalardaki 

kuruma kronik bir Ģekilde maruz kaldığı ve kurum içindeki polisiklik aromatik 

hidrokarbonların (PAH) kansere yol açtığı bulunmuĢtur. Kimyasal karsinogenezisin 

deneysel olarak kanıtlanması, 21. yüzyılın baĢlarında deney hayvanlarının derisi 

üzerine kömür katranı uygulanması sonucu deri kanserlerinin oluĢtuğunu göstermek 

suretiyle kanıtlanmıĢtır (16,28,29).  

Bir kimyasal etkenin insanda epidemiyolojik incelemeler sırasında ve 

deney hayvanlarındaki deneysel incelemeler sırasında karsinojen olduğunu 

belirleyen üç ana kriter vardır. 

a) Etkenin kontrol grubundaki deneylerde görülmeyen kendine özgü tümör çeĢitlerini 

oluĢturması  

b) Kontrol grubunda da görülen doğal tümörlerin insidensini artırması 
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c) Kontrol grubunda görülen tümör çeĢitlerini daha erken yaĢta veya birey baĢına 

daha fazla sayıda oluĢturması (32). 

Karsinojen kimyasal etkenler, hücre DNA'sının yapısını bozup 

bozmamasına bağlı olarak iki ana gruba ayrılırlar.  

a) Genotoksik veya DNA reaktif karsinojenler: Bu maddeler onkogenler dahil hücre 

büyümesi, bölünmesi ve farklılaĢma ile ilgili genlerde DNA ile kovalent bir Ģekilde 

bağlanarak karsinojen etki oluĢtururlar. Bu Ģekildeki bağlanma sonucu, genotoksik 

madde DNA eklentisi haline geçer. Ġnsandan alınan lenfositlerde özel kimyasal 

yöntemler ile DNA eklentileri belirlenebilir ve ölçülebilir; bu Ģekilde kiĢinin geçmiĢte 

genotoksik karsinojenlere maruz kalma derecesi belirlenebilir. Bu tür karsinojenler 

genellikle mutajenik etki yaparlar. 

b) Epigenetik (non-genotoksik) karsinojenler: Genellikle mutajenik değildirler, DNA ile 

kovalent bir reaksiyona girmezler. Ancak bir kısmı reaktif oksijen radikali oluĢturma 

gibi indirekt mekanizmalarla karsinogenezisi tetikler. Etkilerini genellikle hücre 

membranı, sitoplazma ve ribozomal protein sentezi gibi olaylar üzerinde yaparlar. Bu 

olaylar, hücre bölünmesinin uyarılmasına veya bölünmenin ya da farklılaĢmanın 

kontrolü ile ilgili mesajların, reseptörlerin ve transmitterlerin kontrolsüz büyüme 

yönünde modifiye edilmesine yol açarlar. Epigenetik nitelikteki karsinojenlerin tümör 

oluĢturmasındaki mekanizmalar, sitotoksisite ve kronik doku zedelenmesi, hormonal 

dengenin ve bunu sağlayan negatif feed-back inhibisyonunun bozulması ve 

bağıĢıklık gibi olaylar üzerinden olabilir. Epigenetik etkenlerin bazıları daha önce 

genotoksik etkenlere maruz kalmıĢ hücreleri etkileyerek teĢvik edici etkileri ile tümör 

oluĢtururlar. Epigenetik karsinojenlerin baĢlıca örnekleri poliklorlu hidrokarbonlar ve 

poliklorlu bifeniller, östrojenler, sakarin ve fiziksel kitlesi ile karsinojenik etki yapan 

plastikler ve diğer katı maddelerdir (28,32). 

2.4.1. Kimyasal Karsinogeneziste Rol Oynayan Diğer Faktörler 

Kimyasal karsinogeneziste, kanser geliĢmesini sadece kimyasal etkenin özellikleri değil 

konakçının özellikleri de etkiler. Konakçının kimyasal karsinogenezis ile ilgili özellikleri 

Ģunlardır. 

2.4.1.1. Tür ve metabolizma kalıbı: Aflatoksin eriĢkin ferelerde karsinojenik etki yapmadığı 

halde, kuĢlarda, balıklarda, sıçan ve maymunlarda hepatomaya sebep olur. Karsinojenik 
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etkinin türe göre değiĢimi, etkenin ön-karsinojen olması ve bazı türlerde aktif Ģekle 

dönüĢmesinin mümkün olmaması yani maddenin metabolizma kalıbının türe göre 

değiĢmesi ile ilgilidir. Diğer taraftan tür farkı DNA onarım sisteminde de ortaya çıkmaktadır. 

Hamsterler, metilnitrozaminle indüklenen karaciğer kanserine, sıçanlara göre daha 

duyarlıdır. Çünkü hamsterlerde DNA içindeki guaninin 0-6 pozisyonunda alkillenmesi ile 

olan değiĢimin onarımı olamamaktadır (32,33). 

2.4.1.2. Genetik yatkınlık: Belirli bir hayvan türünün belirli ırkları gerek kimyasal 

karsinogenezise, gerekse spontan kansere diğer ırklardan daha fazla eğilim gösterirler. 

Farelerde deneysel olarak, spontan kanser insidensinin %90'a kadar çıktığı ırklar elde 

etmek mümkün olmuĢ ve bunlarda belirli bir madde ile oluĢturulan kimyasal karsinogenezis 

oranı da yüksek bulunmuĢtur. Sıçanlarda dimetilbenzantrasene bağlı meme kanseri sıklığı 

bazı ırklarda (Wistar veya Sprague-Dawley gibi), diğerlerine (Marshall ve Long Evans gibi) 

göre çok yüksek bulunmuĢtur. Ġnsanlarda spontan kansere karĢı genetik yatkınlığın 

bulunduğu ve bazı ailelerde belirli kanser tiplerinin (meme ve kolon kanserleri gibi) fazla 

olduğu saptanmıĢtır (32,34). 

2.4.1.3. Doz: Deney hayvanlarında yapılan incelemeler karsinojenik etkinin doza bağımlı 

olduğunu göstermiĢtir. Belirli bir doz sınırının altında karsinojenik etkinlik kaybolur. 

Bazı karsinojenik maddeler, aflatoksinler gibi, güçlü karsinojenik etki yaparlar (32). 

2.4.1.4. Cinsiyet ve hormon dengesi: Dimetilbenzantrasen deriye sürüldüğünde erkek 

farelerde, diĢilerden çok daha fazla sıklıkta deri kanseri yapar. Bazı azo boyaları ise bu 

türde, cilt altına verildiklerinde diĢilerde erkeklerde olduğundan daha fazla hepatoma 

yaparlar. Meme kanseri yapan ilaçlar bu etkilerini, diĢi cinste, erkekte olduğundan daha 

sık oluĢtururlar. 

2.4.1.5. Yaş: Yeni doğmuĢ deney hayvanları, genellikle karsinojenlere eriĢkin 

hayvanlardan daha duyarlıdırlar. Yeni doğan farelerde aflatoksin kolayca hepatoma 

yaptığı halde, eriĢkin farelerde pek yapmaz (34). Genotoksik karsinojenler, çok düĢük 

dozlarda bile genç hayvanlarda uygulamadan bir yıl sonra özellikle karaciğer ve akciğer 

tümörüne neden olurlar. Yeni doğanlarda genç hayvan ve insanlarda hücre çoğalma 

hızı, DNA sentezi, hormonlara duyarlı organlardaki mitoz olaylarındaki uzun süreli geliĢme 

bu duyarlılığa neden olmaktadır (28). 

2.4.1.6. Diyet: Diyet içinde var olan mikotoksinler, pestisid kalıntıları ve diğer bazı faktörler 
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ilaca bağlı kanser sıklığını değiĢtirebilirler veya diyet bu kalıntılar nedeniyle karsinojenik 

etki gösterebilir. 

2.4.1.7. Çevresel faktörler: Birçok çalıĢmada araĢtırıcılar,.güneĢ ıĢığı, kronik alkol 

kullanımı, benzen, arsenik, krom, nikel, asbestoz gibi kanserojenlere maruz kalınmasının 

insanda kanser oluĢumunda önemli rol oynadığını bildirmiĢlerdir (16,32). 

2.4.1.8. Bağışıklık savunma mekanizmalarının zayıflaması: Ġnsan kaynaklı kötü huylu hücreler 

timusu olmayan nude farelere cilt altına enjekte edilirlerse kanser oluĢtururlar; aynı iĢlemin 

normal farelerde kansere yol açma olasılığı azdır (28,32). Petersen ve ark nın yaptığı bir 

çalıĢmada nude fareler ile bağıĢıklık sistemi normal farelere 3-MC (3-Metilkolantren) 

indükleyerek tümör geliĢimini araĢtırmıĢlar, iki grup arasında tümör insidansında 

farklılık bulmuĢlardır (35). 

2.4.2. BaĢlıca Karsinojenik Maddeler 

 Deneysel kanser oluĢturma çalıĢmaları sırasında veya ilaç geliĢtirme ya da 

endüstriyel, çevresel ve diğer bakımlardan önemi olan binlerce maddenin 

karsinojenik etki bakımından taranması sırasında birçok maddenin karsinojen olduğu 

bulunmuĢtur. Bunlardan en çok bilinenleri Ģunlardır: 

- Polisiklik aromatik hidrokarbonlar 

- Alkil nitrozaminler ve nitrozoguanidinler 

- Antineoplastik ilaçlar ve immunosüpresif ilaçlar 

- Aromatik amin ve amidler 

- Nitro aromatik bileĢikler ve nitrofuronlar 

- Azo boyaları 

- Bazı bitkisel kanserojenler 

- Karsinojenik metaller, mineraller  

- Halojenli hidrokarbonlar 

- Tütün dumanı 

- Seks steroidleri ve hormon modifikatörleri 

- Psöriazisin fotokemoterapisinde kullanılan etkenler 
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- Formaldehid 

- 1,3-Butadien 

2.4.2.1. 3-Metilkolantren ve Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar  

 Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) karsinojen maddeler arasında en 

çok araĢtırılan gruptur. Çevremizde bu bileĢikler (3,4-benzopren, 1,2-benzantresen, 

3-metilkolantren, 5-metilkrizen gibi) katran, is, katı ve sıvı yakıtlar yoluyla havada, 

egzoz gazında, sigara dumanında, iĢlenmiĢ besin maddelerinde ve bazı endüstri 

iĢyerleri havasında yaygın olarak bulunmaktadır. Bu maddelerin deney 

hayvanlarında (fare ve sıçanlarda) çeĢitli yollarla kanser oluĢturduğu saptanmıĢtır. 

Karsinojen olan PAH'lar, vücutta sitokrom p450 bağımlı oksidazlar tarafından 

hidrokarbon iskeletinin çeĢitli pozisyonlarında epoksitlere metabolize edilirler, 

böylece asıl kanserojen metabolitleri meydana gelmiĢ olur (28,32,36). 

3-Metilkolantren (3-MC); kolik asit, deoksikolik asit ya da kolesterolün 

pirolitik degredasyonu ile sentezlenen, oldukça karsinojenik bir polisiklik aromatik 

hidrokarbondur. Bir mutajenik etki oluĢturabilmek için metabolik aktivasyon gerektiren 

bir prokarsinojendir ve laboratuvarlarda kimyasal karsinogenezis çalıĢmaları için 

yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır. 3-MC soluk sarı renktedir. Kaynama noktası 80 

mmHg'da 280°C, erime noktası 179°C, molekül formülü C21H16, molekül ağırlığı 

268,34 g/mol, yoğunluğu 20°C‟de 1,28‟dir. 3-MC‟nin kimyasal yapısı ġekil 3‟te 

görülmektedir. 3-MC toprağa salınırsa çok kuvvetli bir Ģekilde toprağa absorbe 

olmakta ve süzülemediğinden yeraltı sularına karıĢmamaktadır. Toprakta yıkılmaz 

(biodegrade olmaz) ve/veya hidrolize olmaz. 3-MC atmosfere salınırsa güneĢ 

ıĢığında doğrudan fotolize uğrayabilir ve peroksil radikalleri ile reaksiyona girebilir. 

Atmosferdeki tahmin edilen yarılanma süresi, fotokimyasal olarak üretilen hidroksil 

radikalleri ile reaksiyonun sonucu olarak 2,81 saattir (36).  
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.  

ġekil 3. 3-Metilkolantren' in kimyasal yapısı (37). 

3-MC çeĢitli bileĢiklerin biyoaktivasyonunu katalizleyen sitokrom p450 

ailesinin güçlü bir indükleyicisidir. ÇeĢitli genleri özellikle sitokrom p450 genlerini 

düzenler (32). Sitokrom p450 (CYP) monooksijenaz sistemi, hayvanlarda endojen ve 

ekzojen kimyasalların oksidatif metabolizmasında önemli rol oynamaktadır. Sitokrom 

p450 enzimlerinden olan CYP1A1 ve CYP1A2, halojenlenmiĢ aromatik 

hidrokarbonlar, aromatik aminler ve PAH'ı da içine alan bazı çevresel karsinojenlerin 

aktivasyonu ve metabolizmasında önemli rol oynamaktadır (21,20,38). PAH‟lar, 

sitokrom p450 bağımlı oksidazlar tarafından asıl kanserojen metabolitleri olan 

epoksitlere metabolize edilmektedirler.  

3-MC, deney hayvanlarında çeĢitli kanser modelleri oluĢturmak üzere çok 

yaygın olarak kullanılmaktadır. 3-MC'nin kanser modeli oluĢturmak amacıyla deney 

hayvanlarına verilme Ģekli ve dozu çalıĢmalarda farklılık göstermektedir. Örneğin, 

Kabler ve ark yüksek doz trans plasental 3-MC kullanarak, gebe ratların fetuslarında 

adenom ve akciğer adenokarsinomunun oluĢumunda hem maternal hem de fetal 

metabolik fenotiplerin etkisini göstermiĢlerdir (39). Bu araĢtırmacılar, gebe sıçanlara 

hamileliğin 17.günü 10-30mg/kg 3-MC tek doz olarak uygulamıĢlardır. 10 mg/kg 3-

MC uygulanımı ile daha az sayıda tümör oluĢurken, daha yüksek dozlarda akciğer 

tümör insidensinin arttığı saptanmıĢtır (39). Huggins ve ark da sıçanlar üzerinde 3-

MC ile yaptıkları çalıĢmada 3-MC‟i, 10 mg/sıçan dozunda 0.2 mL susam yağı içinde 

çözülerek sıçanların boyun, ense ve bacaklarına 50 gün boyunca subkutan olarak 

enjekte etmiĢlerdir (40). 

3-MC, deney hayvanlarında fibrosarkom modeli oluĢturmak amacıyla da 

kullanılmaktadır. Örneğin Fish ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada, 3-MC tek doz 

subkutan uygulayarak fibrosarkom oluĢturmuĢlardır (41). Devens ve arkadaĢlarının 
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yaptıkları çalıĢmada ise 3-MC karsinojenik (0,5 mg/fare) ve subkarsinojenik (0.025 

mg/fare) dozlarda farelere tek doz ve subkutan olarak uygulanmıĢtır. 12-O-

tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA)‟nın, 10 microgram/fare dozunda subkutan ve 

intraperitoneal olarak düĢük doz 3-MC uygulanan farelere verilmesiyle fibrosarkom 

oluĢtuğu, karsinojen dozda 3-MC verilen farelere TPA uygulanmasıyla da 

fibrosarkom oluĢumunun hızlandığı görülmüĢtür (42). Patiroğlu ve ark da sıçanlarda 

3-MC uygulayarak oluĢturdukları fibrosarkom modelinde magnezyumun destek 

tedavi olarak verilmesinin fibrosarkom oluĢum sürecine etkisini incelemiĢlerdir (43). 

2.5. APOPTOZ 

 Yunan dilinde apoptoz; çiçeğin yapraklarının düĢmesi, dökülmesi anlamına 

gelen bir sözcüktür. Aynı zamanda apoptoz programlanmıĢ hücre ölümü, hücre 

intiharı ve fizyolojik hücre ölümü ile eĢ anlamda da kullanılmaktadır. Çok hücreli 

canlılarda asıl amaç hem yeni hücre üretmek hem de hücreler yaĢlandığında veya 

aĢırı çoğalmaya baĢladığında bu hücrelerin apoptoza gitmesini sağlayarak 

organizmanın homeostazını korumaktır (3,7). 

Apoptoz terimi ilk kez 1972 yılında Kerr ve ark tarafından özel bir morfoloji 

gösteren hücre ölümleri için kullanılmıĢtır. Yaptıkları çalıĢmalarda apoptoza uğrayan 

hücrelerin çekirdeklerinin yoğunlaĢtığını ve hücre içeriklerinin membran ile çevrili 

kesecikler içine alındığını belirlemiĢler ve bunların komĢu hücreler tarafından 

elendiğini gözlemlemiĢlerdir (7). 

Genel olarak canlı organizmalarda iki ana hücre ölüm tipi vardır. 

Bunlardan biri nekroz, diğeri apoptozdur. Nekroz, hücre yaralanmaları sonucu 

hücrenin zarar görerek ĢiĢmesi ve patlayarak ölmesidir. Apoptozda ise hücreler 

birçok uyaranla ölüme giderler; ancak bu ölüm programlı, kontrollü ve düzenli bir 

Ģekilde gerçekleĢir. Bu süreç nekrotik hücre ölümünden farklıdır. Nekrotik ölümde 

hücre kontrolsüz biçimde ölüme gider, hücre parçalanır, enflamasyon görülürken 

apoptozda hücre kendi ölümü sırasında aktif rol alır ve kendi ölümünün her 

aĢamasına katkıda bulunur. Bu nedenle de apoptoz hücre intiharı olarak bilinir. 

Nekrozda patlayan hücre içerikleri komĢu hücrelere zarar verirken, apoptozda çevre 

hücreler zarar görmez ve ölen hücreden etkilenmez (44). 

Apoptozda hücre büzülür ve komĢu hücrelerden ayrılır. Hücre yüzeyinde 
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kabarcıklar oluĢur. Bu kabarcıklar kaynamayı andıran bir görüntü oluĢturur. Hücre içi 

organeller yapılarını korurken çekirdekte dağınık halde bulunan kromatin, çekirdek 

zarında yoğun heterokromatin birikintiler Ģeklinde gözlenir. Ayrıca apoptoz izlenen 

hücrelerde daha ileri değiĢikliklerin tipik göstergesi; çekirdeğin parçalara ayrılması ve 

hücrenin "apoptotik cisimcik" adı verilen çok sayıda yuvarlak biçimde yapılara 

bölünmesidir (ġekil 4), (7). 

 

ġekil 4. Apoptoza giden hücrede morfolojik değiĢiklikler (45). 

Apoptotik hücreler, dokuda 4-9 saat boyunca tanınabilir haldedirler ve 

diğer organeller gibi lizozomları da bozulmadan kalır. Apoptotik cisimler makrofajlar 

veya makrofaj aktivitesi gösterebilen hücreler tarafından fagosite edilirler. Apoptotik 

cisimciklerin makrofajlar tarafından tanınmasında trombospondin, Fas ve Cd-36'nın 

rol oynadığı bildirilmiĢtir (7).  

2.5.1. Organizmada Apoptotik Hücre Ölümünün Gözlendiği Durumlar 

Embriyonal ve fötal dönemde, özellikle sinir sisteminin ve bağıĢıklık 

sisteminin normal geliĢiminde apoptoz önemli görev almaktadır. Bu, sinir sisteminin 

geliĢimi sırasında oluĢan çok fazla sayıdaki nöronların hedef sayıya indirilmesi, 

aksonları hedeflerine ulaĢmayan nöronları ortadan kaldırarak nöronlarla hedef 

organlar arasında oluĢan bağlantı hatalarının onarılması, bağıĢıklık sisteminde 

oluĢan fazla ve otoreaktif hücrelerin ortadan kaldırılarak bunların embriyoya ve fetüse 

zararının engellenmesi Ģeklinde olur (46). 



 18 

Apoptoz eriĢkinlerde hormonal yetmezliğe bağlı organ gerilemelerinde, 

özellikle menstruasyonda endometriyal hücre yıkımı, menopozda over folliküllerinin 

atrezisi, laktasyon sonrasında meme bezi gerilemesi ve orĢiektomi sonrasında 

prostat atrofisinin geliĢmesinde rol oynamaktadır. 

 

Proliferasyona uğrayan hücre topluluklarında rol oynayarak dokulardaki 

hücre homeostazının sağlanmasında, tümörlerin regresyona gittikleri dönemlerde de 

apoptoz görülmektedir. Ayrıca T ve B lenfositlerindeki sitokin yetersizliğinde hücreler 

apoptozla ortadan kaldırılabilmektedir. Hücresel red ve graft versus host 

reaksiyonlarında sitotoksik T lenfositleri aracılığıyla apoptoz oluĢmaktadır. Pankreas, 

parotis ve böbrek gibi organlarda kanal tıkanıklıklarına bağlı geliĢen atrofilerde, viral 

hepatit gibi çeĢitli viral hastalıklarda, hücrelerdeki hasarlanma durumlarında (ısı, 

radyasyon, antikanser ilaçlar, hipoksi vb.) ve yaĢlılıkta apoptoz izlenmektedir (47). 

2.5.2 Apoptozun AĢamaları 

- Apoptozun indüksiyonu 

- Hücre yüzey ölüm reseptörlerinin uyarılması 

- Sitokrom-c‟nin salıverilmesi 

- Apoptozom oluĢumu (sitokrom-c + Apaf-1 + kaspaz-9) 

- Mitokondriyal transmembran potansiyelin değiĢmesi 

- Kaspazların aktivasyonu 

- Fosfatidilserinin hücre membanının iç yüzünden dıĢ yüze transloke olması 

-DNA‟azın aktivasyonu sonucu DNA‟nın fragmantasyonu (internükleozomal DNA   

fragmantasyonu) 

-Yapısal proteinlerin yıkılmasına bağlı olarak apoptoze özgü morfolojik değiĢikliklerin 

meydana gelmesi (44,46), (ġekil 5). 
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ġekil 5. Apoptotik cisimciklerin oluĢumu (48). 

 

2.5.3. Apoptozun BaĢlatılması (Sinyal Üretici Yollar) 

1) Hipoksi, ısı, antikanser ilaçlar, radyasyon, gamma ve ultraviyole ıĢınlar gibi 

etkenler apoptoza neden olabilirler. Bu etkenler DNA hasarı oluĢturarak apoptoz 

meydana getirirler (46). 

2) Çevresel yaĢam sinyallerinin ve büyüme faktörlerinin yetersizliği: Hücreler çevre 

hücrelerden ve hücre dıĢı matriksten gelen yaĢam sinyallerine, büyüme faktörlerine 

ihtiyaç duyarlar. Bu sinyaller düzenli bir Ģekilde ve yeterli miktarda olmazsa hücreler 

apoptoza giderler (49). Normal hücre döngüsünde büyüyen ve fonksiyon gösteren 

hücreler interfaz safhasında beklerler. Ġnterfaz, gap 1 (G) fazı ve gap 2 fazından 

oluĢur. G1 fazı, mitoz (M) fazı ve S fazı arasında gerçekleĢir. S fazında DNA 

replikasyonu baĢlar. G2 fazı ise DNA replikasyonu ve mitoz arasında oluĢur. Hücre 

G1 fazında metabolik olarak aktiftir, hücrede RNA ve protein sentezi gerçekleĢir. 

Hücre bölünmek için hazırlanır ve DNA replikasyonu için S fazına girer. Daha sonra 

hücre mitotik bölünme öncesi oluĢan yeni DNA‟nın onarımı için G2 fazına girer (ġekil 

6). Bu Ģekilde gerçekleĢen hücre siklusu çok sıkı bir Ģekilde denetlenmektedir. G1 ve 

S fazları arasında ya da G2 fazı ile mitoz arasında oluĢabilecek hasarlanma, 

kromozomların yanlıĢ hizalanmaları ya da DNA‟nın replike olamaması sonucunda 

hücre denetiminden geçemez ve hücrenin onarımı gerçekleĢtirilir. Çevreden gelen 

sinyallerin kesilmesi ile hücre ölümünün nasıl baĢladığı tam olarak bilinmemektedir. 

Büyüme faktörüne bağımlı hücrelerin kültürlerinde, büyüme faktörleri çekildiği zaman, 

hücrelerin metabolizmalarında ani bozulmalar ve hücre döngüsünde duraklama 

olduğu izlenmiĢtir (7,46). 
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ġekil 6. Hücre siklusu (50). 

 

3) Ölüm reseptörlerinin aktivasyonu (Reseptör Ligand etkileĢmesi): Bazı sitokinler 

hücre membranında bulunan reseptörlere bağlanarak ölüm programını harekete 

geçiren sinyaller üretebilirler. Apoptozda rol alan membran reseptörleri içinde en 

önemli grup "tümör nekrozis faktör reseptör (TNFR)" ailesidir. Bu reseptör grubunun 

en az 19 üyesi vardır. Bu reseptörlerin biyolojik etkileri çeĢitlidir ve apoptoz ile sınırlı 

değildir (63). Bir kısmı apoptoz oluĢtururken, bir kısmı proliferasyona neden olur. Bir 

kısmı ise her ikisini de oluĢturur. TNFR içinde apoptoz oluĢturan reseptörlerden en 

önemlileri Fas ve TNFR1'dir. Bu reseptörler uyarıldıklarında, hücrenin 

sitoplazmasında bulunan parçaları, "adaptör proteinlere" bağlanır. Adaptör 

proteinlerin ölüm efektör parçaları vardır. Bunlar da apoptoz için baĢlatıcı olan 

kaspazlara (örn. prokaspaz 8) bağlanırlar (7, 46), (ġekil 7). 
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ġekil 7. Ölüm reseptörleri, mitokondri ve apoptoz (51).  

 

4) ROS Aracılı Apoptoz: 

Apoptoz oluĢumunda rol oynadığı ileri sürülen mekanizmalardan biri de ROS 

üretiminin artıĢı sonucunda apoptoz oluĢumudur (52). Buna göre ROS seramid 

üzerinden veya doğrudan mitokondriyi uyararak sitokrom-c salınımına yol açamakta 

ve bu da kaspaz aktivasyonu sonucunda apoptoz oluĢumu ile sonuçlanmaktadır 

(ġekil 8). 
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.  

ġekil 8. ROS aracılı apoptoz (52). 

 

5) Fas-Fas ligand aracılı apoptoz: Bu tip apoptoz hücre yüzey reseptörü Fas aracılığı 

ile oluĢur. Fas ligandın Fas reseptörüne bağlanması ile Fas reseptörünün hücre 

içinde bulunan parçası, Fas adaptör proteinle birleĢerek ölüm baĢlatan sinyal 

kompleksini oluĢturur. Bu da prokaspaz 8‟in aktifleĢmesini sağlar (ġekil 9). Fas ligand 

membrana bağlı veya solubl olabilir. Solubl fas ligand (FasL) bağıĢıklık sistem 

hücreleri tarafından oluĢturulur. Bu ligandın T hücreleri membranında bulunan Fas 

reseptörüne bağlanmasıyla, bağıĢıklık reaksiyonuyla aktive olmuĢ ve görevlerini 

tamamlamıĢ olan lenfositlerin apoptoz ile yok edilmeleri sağlanmıĢ olur (46). 
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ġekil 9. Fas ligand aracılı apoptoz (53).  

 

6) Sitotoksik T lenfosit aracılı apoptoz: Sitotoksik T lenfositler enfekte olmuĢ olan 

konakçı hücrelerin yüzeyinde bulunan yabancı antijenleri tanırlar. Sitotoksik T 

lenfositlerin ana görevi kötü huylu ve/veya virüs ile enfekte olmuĢ olan hücrelerin 

öldürülmesidir (64,69). Yabancı antijenleri tanıdıklarında yüzeylerinde Fas ligand 

oluĢur. Hedef hücrelerin Fas reseptörlerine tutunurlar. Sitotoksik T lenfositler 

sitoplazmalarında granzyme B (serin proteaz) ve perforin adı verilen ve apoptoz 

oluĢmasını sağlayan proteinler içeren sitoplazmik granüllere sahiptirler. Perforin, 

transmembran por oluĢturucu bir proteindir. Sitotoksik T lenfositler hedef hücrelerin 

membranlarında perforin ile porlar oluĢturarak, sitoplazmalarına granzyme B 

salgılarlar. Granzyme B hedef hücrelere girerek kaspazları aktive eder (7), (ġekil 10). 
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ġekil 10. Sitotoksik hücreler ve apoptoz (54)  

 

7) Kaspazlar: Zimojen (inaktif prekürsör) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif 

merkezlerinde sistein yer aldığından sistein proteazlar olarak adlandırılan bir grup 

enzimlerdir. ġu ana kadar 14 tanesi tanımlanmıĢtır ve çoğu apoptozda rol almaktadır. 

Kaspazlar birbirlerini aktifleĢtirerek proteolitik bir yolağa (Ģelale tarzı reaksiyon dizisi) 

neden olurlar. Bazıları (kaspaz 2,8,9,10) baĢlatıcı kaspazlar olarak bilinirken bazıları 

da (3,6,7) efektör kaspazlar olarak bilinir. BaĢlatıcı kaspazlar apoptotik uyarıyla 

baĢlayan ölüm sinyallerini efektör kaspazlara naklederler. Efektör kaspazlar ise ilgili 

proteinleri [örneğin; hücre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, nükleer membran 

proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimeraz (PARP)] 

parçalayarak apoptotik hücre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar.(ġekil 

11). Ġlk tanımlanan enzim ICE (interlökin 1 dönüĢtürücü enzim)'dir ve prokaspaz 1 

olarak bilinir. Kaspaz yolağı, sitokrom-c'nin sitoplazmaya salıverilmesiyle prokaspaz 

9'un aktivasyonu yoluyla aktifleĢtirildiği gibi, kaspazlar da sitokrom-c'nin 

salıverilmesine neden olabilirler.  

 Bir kaspaz inhibitör ailesi olan IAP (inhibitors of apoptosis) kaspazları 

seçici olarak inhibe eder, böylece apoptotik mekanizmayı durdurur. Bu inhibitörler 

birçok kötü huylu hücreler tarafından aĢırı eksprese edilmektedirler. IAP ayrıca hücre 
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döngüsünü de etkileyerek apoptozi durdurabilir. Kaspazlardaki defektler otoimmun 

hastalıklara, kansere ve bazı nörolojik bozuklukların oluĢumuna katkıda bulunabilir. 

Hatta kaspaz 8'in nöroblastomada tümör supresörü olarak iĢlev gördüğü bulunmuĢtur 

(55). 

 

ġekil.11. Kaspazlar ve apoptoz (56). 

 

8) Sitokrom-c (sit-c) ve mitokondri: Sitokrom-c, mitokondri iç membranında bulunan 

elektron transport zincirinin bir proteinidir. Apoptoz sürecinde merkezi bir konuma 

oturmuĢtur. Bu yüzden de sitokrom-c‟nin mitokondriden sitoplazmaya salıverilmesi 

apoptoz yoluna girmiĢ bir hücrede geri dönüĢümsüz döneme girildiğini iĢaret eder. 

Mitokondriden apoptoz indükleyici faktör (AIF) ile birlikte sitoplazmaya salınır. 

Sitokrom-c sitoplazmik protein olan Apaf-1‟e bağlanır ve onu aktive eder, ardından 
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ATP‟nin de katılımıyla apoptozom adı verilen bir kompleks oluĢur. Bu kompleks 

inaktif olan prokaspaz-9‟un aktif kaspaz–9 haline dönüĢmesini sağlar. Aktif kaspaz–9 

ise efektör kaspazlardan prokaspaz-3‟ü aktive eder. Aktif kaspaz-3, kaspazla 

aktifleĢen deoksiribonükleaz inhibitörünü (ICAD) inaktifleĢtirir, böylece ICAD‟ın 

bağladığı kaspazla aktifleĢen deoksiribonükleaz (CAD) serbestleĢir ve bu da 

apoptozun karakteristik bulgularından biri olan kromatin yoğunlaĢmasına ve 

oligonükleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur (ġekil 12). Kaspaz bağımsız 

apoptoz varlığı da bilinmektedir. Kaspaz bağımsız apoptoz yine mitokondriden 

salınan bir faktör olan AIF etkisiyle gerçekleĢtirilir (7). 

 

ġeki.12. Sitokrom-c ve mitokondrinin apoptozdaki yeri (45). 
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9) NF- B aracılı apoptoz: NF- B, Ranjan Sen ve David Baltimore tarafından 1986'da 

B lenfositlerin çekirdeklerinde bağıĢıklık globulin kappa hafif zinciri geninde enhancer 

bölgesine bağlanan bir faktör olarak tanımlanmıĢtır (57). Sonraki çalıĢmalarda bu faktörün 

Drosophila‟dan insana dek her hücre tipinde sitoplazmada yaygın olarak bulunduğu 

gösterilmiĢtir. Çekirdeğe sadece aktive olduğunda geçmekte ve burada bağıĢıklık sistemi, 

büyüme ve enflamasyonu denetleyen 200'ün üzerinde geni kontrol etmektedir (58).  

NF- B‟nin apoptozdaki iĢlevi iki yönlüdür. Bazı araĢtırıcılar NF- B‟nin 

apoptoza aracılık ettiğini bildirmektedirler. Kühnel ve ark insan hepatoma Huh7 ve 

Hep G2 hücre kültürleri ile çalıĢmıĢlar ve karaciğer adenovirüs enfeksiyonunun erken 

evresinde NF- B‟nin proapoptotik etkili olduğunu göstermiĢlerdir (59). Nakai ve ark 

sıçanlara intrasitrial kainik asit (KA) (1,25 - 5 nmol) infüze etmiĢler ve KA‟nın sitriatal 

nöronlar üzerindeki apoptotik etkisini NF-KB‟yi aktive ederek gösterdiğini 

belirtmiĢlerdir. Bu çalıĢmada NF-KB aktivasyonunun birden fazla indirekt mekanizma 

ile glialar ve astrositler gibi nöronal hücreler üzerinde apoptoz oluĢturarak hasara 

neden olduğu gösterilmiĢtir (49). 

Bazı araĢtırıcılar ise NF- B‟nin antiapoptotik etkisini bildirmiĢlerdir. Beg ve 

ark Rel/NF-kB proteinlerini kodlayan genleri delesyona uğratılmıĢ farelerde ("knock-out" 

fareler) yaptıkları çalıĢmada karaciğer apoptozu, hafif veya ağır derecede bağıĢıklıkla 

iliĢkili yetmezlikler veya baĢka geliĢimsel anomaliler saptamıĢlardır (60). Shishir 

Shishodia ve ark NF- B‟nin bu iki yönlü etkisinin hücre tipine ve/veya uyarı tipine 

göre belirlendiğini bildirmektedirler (61). NF- B‟nin farklı yollarının aktivasyonu ya 

apoptotik (Fas, c-myc, p43) veya antiapoptotik (Bcl-2 gibi) proteinlerin 

ekspresyonuna yol açarak apoptozu indüklenmekte veya inhibe edilmektedir (ġekil 

13). Ayrıca NF- B, cyclin, CDK2 kinaz gibi hücre döngüsü proteinlerinin 

düzenlenimini denetlemektedir.  
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ġekil 13. NF- B‟nin apoptoz üzerine iki yönlü etkisi (61).  

 

10) Cox-2 aracılı apoptoz: Cox-2, çeĢitli stimuluslar tarafından uyarılan, enflamasyon, 

tümör oluĢumu ve bağıĢıklık denetimde rol oynayan bir enzimdir (ġekil 14). Bir çok 

çalıĢmada Cox-2 aĢırı salınımının VEGF, bFGF, TGF, PDGF ve endotelin gibi yeni 

damar oluĢumunu uyaran faktörlerin salınımına neden olduğu gösterilmiĢtir. VEGF 

neovaskülarizasyon ve kanser progresyonunda kritik role sahip bir anjiogenik 

faktördür. VEGF regülasyonunda en önemli etken hipoksi olup; hipoksi, araĢidonik 

asitten PGE2 dönüĢümünü sağlayan Cox-2'yi de artırmaktadır. PGE2, (HIF)-1 alfa"nın 

(hipoksi inducible factor) sitozolden çekirdeğe taĢınmasına, VEGF'nin 

transkripsiyonunun indüklenmesine neden olmaktadır. Ayrıca, yapılan bazı 

çalıĢmalarda Cox-2 ekspresyonu ile matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) arasında da 

iliĢki bulunmuĢtur. MMP-2 bazal membranın kollajen matriksini sindirmekte ve tümör 

hücrelerinin dokudaki invazivliğini arttırmaktadır (62). Bundan baĢka, Cox-1'nin 

araĢidonik asidi metabolize etmesiyle bazı mutajenler oluĢmaktadır. AraĢidonik asidin 

oksidasyon ürünleri örneğin malondialdehit oldukça reaktif olup bu madde DNA'da 

hasara yol açabilmektedir (63). 

 Cox-2, hücre proliferasyonu, mitoz, hücre adezyonu, apoptoz, 

immünosupresyon ve anjiogenez üzerinde etkileri ile kötü huylu transformasyon ve 

tümör progresyonunda yer almaktadır. Radikal sistektomi ile tedavi edilen kasa invaze 

olmuĢ mesane kanserli hastalarda Cox-2 bağıĢıklık reaktivitesinin derecesi ve boyanma 

yoğunluğu patolojik tümör derecesi, evresi ve sağ kalım ile korele bulunmuĢtur (64). 

Cox-2 düzeylerinin artması bazı meme karsinomlarında da kötü prognoz ile iliĢkili 

bulunmuĢtur (65). Bilindiği gibi NSAI ilaçların hedefi siklooksigenaz enzimidir. Düzenli 

olarak bu ilaçların kullanımının meme kanserine karĢı koruyucu etki oluĢturabileceğini 
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öne süren epidemiyolojik çalıĢmalar bulunmaktadır. Benzer biçimde bu ilaçların 

kolon, akciğer gibi diğer tümörlerde potansiyel koruyucu ajan olarak etki edebileceği 

belirtilmiĢtir (66).  

 

ġekil 14. Cox-2‟nin farklı hücre tipleri üzerine etkileri (67). 

 

2.5.4.Apoptozun Düzenlenmesinde Görev Alan Genler 

Çok sayıda gen apoptozda görev alır. Bu genlerin bir bölümü hücre 

yüzeyinde bir bölümü ise hücre içi sinyal ileti yollarında görev yapar.  

2.5.4.1. p53 geni 

Günümüzde sitogenetik, moleküler, immünohistokimyasal yöntemler 

kullanılarak insan kanserlerinde en sık saptanan gen değiĢikliğinin, p53 tümör 

supresör geninde olduğu saptanmıĢtır. Tümör supresör gen ailesinin bir üyesi olarak 

kabul edilen p53 geni, 17. kromozomun kısa kolu üzerinde yerleĢmiĢtir. p53 geni, 

DNA sentezi, onarımı ve programlı hücre ölümünün kontrolünde rol oynamaktadır. 

Bu genin inaktive olması ya da fonksiyonunu kaybetmesi karsinogenezisin ilk 

basamağını oluĢturan önemli bir süreçtir (68). p53'ün hangi biyokimyasal 
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basamaklarla apoptozi indüklediği henüz tam olarak açıklığa kavuĢmamıĢtır. Öne 

sürülen bir mekanizmaya göre p53, Bcl-2 gen ailesinden olan Bax'ın 

transkripsiyonunu Bcl-2'ye oranla daha fazla arttırarak apoptozu sağlamaktadır. Ġkinci 

bir yol Bcl-2'nin transkripsiyonunun baskılanması, üçüncü bir yol ise Bcl-2 ailesinin 

diğer üyelerinin etkilerinin modifikasyonudur (ġekil 15). Gen ekspresyonu 

gerektirmeyen diğer bir yol ise p53'ün apoptozla ilgili proteinle kompleks 

oluĢturmasıdır. Normal hücreler DNA hasarına maruz kaldıklarında iki Ģekilde cevap 

verirler: Hücre döngüsünün durması (arrest) veya apoptoz. p53 bu yolların her 

ikisinde de yer almaktadır. Bunlardan hangisinin görüleceği hücre tipi ve etki eden 

ajana bağlıdır (69).  

Normal p53 proteini çok kısa bir yarı ömre sahiptir. Aslında histolojik 

kesitlerde görülmez. Apoptozun indüklenmesinde etkisiz olan mutant p53 ise, 

karsinomların hemen hemen yarısında kolayca saptanabilir. Bunlar arasında sıklıkla 

kötü prognoza sahip meme, kolon, pankreas karsinomları sayılabilir (70,71). Ġnsan 

kötü huylu tümör hücrelerinde sıklıkla mutasyona uğrayan p53 tümör supresör geni, 

DNA hasarı ardından apoptozun baĢlamasında kritik öneme sahiptir. DNA hasarına 

karĢı G1/S kontrol noktasında hücre döngüsünü durdurur. Ġyonize radyasyon 

ardından radyasyona uğrayan hücrelerde p53 proteini seviyeleri artar. DNA tamiri 

için zaman sağlanır. Eğer tamir mümkün değilse hasarlı hücreler apoptozla ortadan 

kaldırılır (70). 
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ġekil 15. p53 aracılı apoptoz (72). 

 

2.5.4.2. Bcl-2 Ailesi genleri  

Bcl-2 ailesi proteinlerinin programlı hücre ölümünün kontrol noktalarında 

iĢlevi vardır. Bcl-2 kurucu üyedir ve B hücre lenfomasında tanımlandığından bu adı 

almıĢtır. 1988 yılında Bcl-2 proteininin apoptozu inhibe ettiği ve kanser geliĢimine 

neden olduğu bildirilmiĢtir. Bcl-2, 26 kDa molekül ağırlığında ve hidrofobik kısmı ile 

hücre içi membranlara yerleĢen ve geri kalan kısmının sitozolde kaldığı bir membran 

proteinidir (ġekil 16). Subsellüler lokalizasyon çalıĢmaları Bcl-2'nin mitokondrial dıĢ 

membranda, nükleer membran ve endoplazmik retikulumda yerleĢtiğini göstermiĢtir 

(7,73).  

Bcl-2, apoptozda görülen çekirdek kondensasyonu ve hacim daralmasını 

engeller. Memeli hücreleri Bcl-2 ailesinin tüm üyelerine sahiptir. Daha sonraki 

yıllarda, bu ailede bulunan proteinlerin bazılarının apoptozu hızlandırırken 

(proapoptotikler) bir kısmının apoptozu inhibe ettiği (antiapoptotikler) saptanmıĢtır. 

Bcl-2 ailesi bir düzineden fazla proteini kapsar ve üç tane iĢlevsel gruba ayrılır (7), 

(ġekil 17). 
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- Grup 1 (antiapoptotik): Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, A1, NR-13,Ced-9 

- Grup 2 (proapoptotik): Bax, Bak, Bok, Bcl-xs. 

- Grup 3 (BH3 only): Bad, Bik, Bid, Bim, Noxa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 16. Bcl-2 ve Bax‟ın organaller üzerindeki yerleĢimleri(74). 

 

Proapoptotik olanlar (Grup 2), sitokrom-c'nin mitokondriden sitoplazmaya 

salıverilmesini indüklerler ve hücreleri ölüme sürüklerler. Antiapoptotikler (Grup 1) ise 

sitokrom-c salıverilmesini baskılarlar ve hücreleri ölümden korurlar. Grup 2‟nin üyeleri 

yapısal olarak grup 1 üyelere benzer. Yapılarındaki BH1, BH2, ve BH3 bölgeleri 

hidrofobik cep'i oluĢturur. Amfipatik a-heliks, BH3 bölgesinde yer alır. Hidrofobik cep 

sayesinde bir diğer Bcl-2 üyesinin BH3 bölgesine bağlanabilirler (7).  

Proapoptotik üyeler (Grup 2) kendi içinde iki alt gruba ayrılırlar. Bu alt 

gruplardan biri yapılarında her üç bölgeyi (BH1, BH2, BH3) de içeren üyelerden (örn; 

Bax, Bak), diğeri ise sadece BH3 bölgesini içeren üyelerden (Bid, Bad, Bim) oluĢur. 

Anti-apoptotik üyelerde ayrıca BH4 bölgesi bulunur. Bu bölgenin, apoptozun diğer 

hücresel yollarla "pathway" iliĢkisini kurduğu düĢünülmektedir. Grup 2‟nin hidrofik 

kuyruk kısımları vardır, ancak BH4 domaini taĢımazlar. Grup 3‟te yer alan üyeler 

yapısal olarak çeĢitlilik gösterir. Ortak yanları yaklaĢık 12-16 amino asitlik BH3 
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domaini taĢımalarıdır. Bu nedenle BH3-only olarak adlandırılırlar. 

 

ġekil 17. Bcl-2 ailesi gen örnekleri (75). 

 

Antiaopitotik genler (Grup 1)‟den olan Bcl-2 apoptoz sırasında bir çok iĢlev 

görür. Proapoptotik aile üyelerine bağlanarak onları inhibe eder, mitokondri 

membranından iyon akıĢını düzenler, sit-c salınımını düzenler, apoptotik proteaz 

aktivasyon faktörleri (Apaf-1)‟ne bağlanarak inhibisyonunu sağlar. Sitokrom-c ile 

Apaf-1 bağlanması gerçekleĢmez ve apoptozun önemli basamaklarından olan 

apoptozom oluĢamaz, kaspaz 9 aktivasyonu gerçekleĢmez (ġekil 18). Bcl-2 

proteinlerinin mitokondriyal yolakları endoplazmik retikulum (ER) ile de birleĢir. Bu 

organel de apoptozte önemli rol oynamaktadır. ER kalsiyum deposunun salınımı bir 

yandan sitoplazmik ölüm yolaklarının aktive ederken diğer yandan mitokondri için 

doğrudan proapoptotik uyarı gönderir. ER, Fas ve p53 aracılıklı apoptoze katkıda 

bulunur (7). CHOP (C/EBP homolog proteini) özellikle ER stresi ile ekspresyonu 

artan apoptoz ilerletici bir faktördür. CHOP‟un, Bcl-2 proteinlerinin fonksiyonlarını 

kontrol ettiği özellikle Bax proteinlerinin ekspresyonunu arttırarak apoptotik yol ile 

bağlantı kurduğu gösterilmiĢtir (76).  
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ġekil 18. Bcl-2 gen ailesi üyeleri ve apoptoz (77).  

 

Bcl-2 geni kromozom 18q21'de lokalize bir protoonkogendir ve ilk olarak 

1984 yılında B-hücreli lösemi ve foliküler non-Hodgkin lenfomada gözlenen t (14;18) 

kromozom translokasyonu çalıĢmalarında saptanmıĢtır (78). Bu translokasyon 

sonucunda 18. kromozomda lokalize gen, 14.kromozomdaki ağır zincir bağıĢıklık 

globulin geninin (IgH) yanına yerleĢir ve Bcl-2/lgH füzyon geni oluĢarak artan 

miktarda Bcl-2 ekspresyonu olur. Bcl-2 ekspresyonunun önceleri sadece t(14;18) 

translokasyonu gösteren B hücre kötü huylu tümörlerinde görüldüğü düĢünülmüĢtür. 

Ancak daha sonraki çalıĢmalar, Bcl-2 ekspresyonunun bu kromozomal anormalliği 

göstermeyen lenfoproliferatif hastalıklarda ve normal lenfoid hücrelerde de olduğunu 

göstermiĢtir (79). 

Bcl-2 proteinlerinde bulunan yaklaĢık 16 aminoasitten meydana gelen 

BH3 domaini taklit edilerek apoptoz indüklenebilir ve bu durum, kanser tedavisinde 

araĢtırılması gereken bir stratejiyi oluĢturmaktadır (80), (ġekil 19). 

 Bcl-2'nin fonksiyonel bütünlüğü bir Bcl-2 proteininin Bax proteini ile 

heterodimerize olması ile sağlanır. Bu Bcl-2/Bax heterodimeri, hücre ölümünü engelleyen 

fonksiyonel birimi meydana getirir. Örneğin yüksek oranda Bcl-2 eksprese eden 

timositlerde apoptoza karĢı direnç geliĢtiği görülmüĢtür. Bu yolla hücre hayatının devamını 
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destekleyen Bcl-2 mutasyonları, kötü huylu transformasyonu kolaylaĢtırır. Meme, akciğer ve 

kolon karsinomlarında Bcl-2'nin artmıĢ ekspresyonu tedavi yöntemlerine cevap verip 

vermemelerinde etkili olabilir (81). Farklı lösemi türlerinin ilaç tedavisine 

duyarlılıklarının incelendiği bir çalıĢmada, yüksek seviyede Bcl-2 ekspresyonu ile 

bazı kanserlerin kemoterapötik ilaçlara karĢı kuvvetli direnç göstermeleri arasındaki 

korelasyon gösterilmiĢtir (82).  

 

ġekil. 19. Bcl-2 proteinleri ve apoptoz (83).  

 

 Bax, proapopitotik genler (Grup 2) grubuna aittir. Canlı hücrelerde çoklu 

domaine sahip Bax ve Bak monomer olarak bulunurlar. Bax 21 kDa büyüklüğünde bir 

proteindir. Ġnaktif Bax ya sitoplazmada ya da zayıf olarak membrana bağlı olarak 

bulunur ve bu proteinin hidrofobik cebi C-terminalindeki heliks ile doldurulmuĢ 

durumdadır. Ölüm sinyali alındığında mitokondride bulunan Bax homodimerize olur 

ve mitokondri dıĢ membranına girer. Mitokondrideki inaktif Bak, bu ölüm sinyaline 

yanıt verirken yapısal değiĢim geçirir, dimerize olur, aktivite kazanır. Böylece 

mitokondri dıĢ membranı geçirgen bir yapı kazanır. Bu geçirgenlik sit-c‟yi de 

kapsayan diğer intermembran boĢluk proteinlerinin salınmasına ve ayrıca ROS 

üretimine yol açar (ġekil 20). Bax proteininin aĢırı üretimine bağlı olarak, Bax 

dimerleri kendi aralarında dimerize olurlar ve Bax/Bax homodimerleri meydana 

getirirler. Bu durumda Bcl-2'nin homoloğu olarak bax'ın fonksiyonunda Bcl-2'ye göre 

farklılık meydana gelir. Bu farklılığın apoptozu tetikleme yönünde değil de yalnızca 
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apoptoz hızına ivme kazandırma yönünde olduğu düĢünülmektedir (84).  

 

ġekil 20. Bax proteini ve apoptoz (85).  

 

 Bax, p53 için transkripsiyonel bir hedeftir. Yapılan hayvan çalıĢmalarında 

Bax‟ın p53 bağımlı apoptozda efektör olduğu görülmüĢtür (86). Ancak Bax, p53 

mutasyona uğradığı zaman bile tek baĢına apoptozu indükleyebilmektedir (87,88). 

Shibata ve ark yaptıkları çalıĢmada C3(1)/Tag transgenik farelerde meme kanseri 

modelinin erken döneminde, Bax ekspresyonunun artmasıyla apoptozun arttığını 

bildirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada Bax geninin tek allelinin kaybı tümörün büyümesini ve 

kanser geliĢimini arttırmıĢtır. Bax tipik bir tümör baskılayıcı gen gibi davranmamasına 

karĢın tümör büyümesinin durdurulması için gerekli olduğu ve bu modelde Bax‟ın 

indüklediği apoptozun, p53‟ün fonksiyonlarından bağımsız olarak geliĢmekte olduğu 

sonucuna varılmıĢtır (89). Hayvan çalıĢmalarının yanısıra insan malignansileri 

üzerine yapılan çalıĢmalarda da Bax‟ın tümör süpresyonu üzerinde önemli rolü 

olduğu saptanmıĢtır. Kolorektal kanser, mide kanseri ve akut lenfoblastik lösemide 

Bax geninin mutasyonlarına rastlanmıĢtır (90-93). Over, metastatik akciğer kanseri ve 
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skuomöz hücreli kanserlerde bax ekspresyonunun azalması ve kötü klinik gidiĢ 

arasında iliĢki gösterilmiĢtir (93-95). 

 Ancak, bütün bulguların tersine, Knudson ve ark, tek baĢına Bax geninin 

yoksunluğunda ya da p53 geni ile kombine yoksunluğunda malignansiye eğilimin 

artmadığını göstermiĢlerdir. Ayrıca bu çalıĢmada Bax‟ın fazla yapımının p53 

geninden yoksun alt yapıda onkogenezi arttırdığı bulunmuĢtur (96).  

 Bax ve Bcl-2 proteinlerinin birbirine oranı hücrenin apoptoza gittiğini 

gösteren bir marker olarak kullanılabilmektedir. Ancak, Bcl-2/Bax oranının 

azalmasının apoptozun tetiklendiğini göstermede tek baĢına kullanılacak parametre 

olmadığı Bcl-2‟den yoksun fare çalıĢmalarında ve Bcl-2 ekspresyonu azaltılması için 

kullanılan antisense yaklaĢımlı deneylerde gösterilmiĢtir (87). 

 

2.5.5. Bcl-2 proteinleri Aracılığıyla Apoptozun Düzenlenmesi 

Apoptoz mekanizmasında anahtar rol kaspaz aktivasyonudur. Kaspazların 

aktivasyonu çeĢitli moleküller tarafından sıkı biçimde denetlenir. Bu moleküller 

arasında en önemli yeri tutan ise Bcl-2 ailesidir. Bu proteinlerin aktiviteleri, 

transkripsiyonel düzeyde kontrol, fosforilasyon, dimerizasyon, translokasyon ve 

proteolitik yıkım (cleavage) ile düzenlenir (46). 

2.5.5.1. Transkripsiyon: Bcl-2‟nin transkripsiyonel düzeyde kontrolü, apoptozun 

düzenlenmesinde kritik rol oynar. Örneğin kanser hücrelerinde Bcl-2 düzeyinin arttığı, 

enflamasyonda ise azaldığı belirlenmiĢtir. Proapoptotik üyelerin de transkripsiyon 

düzeyinde kontrol edildiği belirlenmiĢtir. Sağlıklı hücrelerde toksisiteden korunmak 

için hücreler Bcl-2 proteinlerini inaktif formda tutarlar. Bcl-2 ekspresyon düzeyi 

düĢüktür. Ölüm sinyalinin alınmasıyla birlikte bu genlerin transkripsiyonu ve 

regülasyonu baĢlar. 

2.5.5.2. Dimerizasyon: Bu proteinler homodimer ve heterodimerl oluĢturdukları için 

hem tek baĢlarına hem de bir diğer üyeyle beraber apoptozun düzenlenmesini 

sağlarlar. Bcl-2, Bax ile heterodimer oluĢturduğunda Bcl-2 etkisini antagonize eder. 

Ancak hangisinin efektör hangisinin düzenleyici olduğu bilinmemektedir.  

2.5.5.3 Fosforilasyon: BH3-only proteinlerden Bad‟in iĢlevi fosforilasyonla hızlı 
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biçimde değiĢir. Bu fosforilasyon hem proteinin hücre içi yerleĢimini hem de protein-

protein etkileĢimini değiĢtirir. 

2.5.5.4. Proteolitik Kesme: BH3-only proteinlerden Bad, zararsız bir formda, küçük, 

esnek bir halkasal yapıya sahip olarak sitoplazmada bulunur. Belirli hücre tiplerinde 

ölüm ligandları hücreyi uyardığında kaspaz-8 aktive olur ve Bid‟in esnek halkasal 

yapısını keser. Bid mitokondriye girerek proteinlerle etkileĢerek apoptozu indükler. 

2.5.5.5. Translokasyon: Bax aktivasyonu için hem translokasyon hem de 

dimerizasyon gerekir. Normal durumda sağlıklı hücrelerde Bax sitoplazmada 

monomer halde bulunur. Apoptotik sinyal bu proteinin Bax/Bax homodimerleri 

biçiminde sitoplazmada birikmesine neden olur. Homodimer konumuna geçen Bax 

daha sonra mitokondriye transloke olarak membrana entegre olur. Bim mitokondriye 

transloke olan baĢka bir Bcl-2 ailesi üyesidir. Mitokondriye transloke olunca Bcl-2 ya 

da onun homologlarından biriyle etkileĢime girerek antiapopitotik etkiyi antagonize 

eder (7). 

2.5.6. Apoptozda hücredeki değiĢiklikler 

1. Biyokimyasal DeğiĢiklikler: Sonlandırıcı kaspazlar aktive olduktan sonra 

sitoplazmada ve çekirdek içinde hedef proteinleri yıkarlar.  

a) DNA kırıklarının oluĢması: Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endonükleaz ile 

bağ yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yıkarak endonükleazı 

serbestleĢtirirler. Çekirdek içine giren Ca+2-Mg+2 bağımlı endonükleaz, DNA kırıkları 

oluĢturur. Kırıklar nükleozomların arasından mono veya oligonükleozomal olarak 

meydana gelir. 180 baz çifti ve katları Ģeklinde kırılma oluĢur (46,47). 
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ġekil 21. DNA kırıklarının oluĢumu ve apoptoz (98).  

 

b) Hücre iskeletinin yıkılması: Kaspazların aktifleĢtirdiği bir baĢka protein ise hücre 

iskeletinin ana bileĢenlerinden olan aktini yıkan bir proteindir. Aktin filamanlarının 

yıkılması ile hücre normal Ģeklini kaybeder (7).  

c) Hücre membran değiĢiklikleri: Kaspazların etkisiyle hücre membranının asimetrisi 

bozulur. Plazmanın iç yüzünde bulunan fosfatidilserin yer değiĢtirerek membranın dıĢ 

yüzüne yerleĢir. Ayrıca bazı apoptotik hücreler hücre membranlarında 

thrombospondin denilen adheziv bir glikoprotein ve bazı hücre adezyon moleküllerini 

içerirler. Bütün bu membran değiĢiklikleri apoptotik hücrelerin çevre fagositler 

tarafından fark edilmelerini ve fagositozlarını sağlamaktadır. Transglutaminaz 

aktivasyonu ile membran proteinlerde oluĢan çapraz bağlanmalar, membranların 

parçalanmasını ve apoptotik cisimciklerin oluĢmasını sağlar (46). 

2. Morfolojik DeğiĢiklikler: Hücreler özelleĢmiĢ yüzeysel yapılarını ve diğer hücrelerle 

olan temas yüzeylerini kaybederler. Su kaybederek küçülürler, büzüĢürler. 

Sitoplazmanın yoğunlaĢtığı, organellerin birbirlerine yakınlaĢtığı izlenir. Membranlar 

bütünlüklerini korurlar. 
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Organeller genel olarak sağlamdır. Bazen ribozomlarda çökme izlenebilir. 

Sitoplazmada yüzeye paralel yerleĢmiĢ mikroflaman kümeleĢmeleri ve endoplazmik 

retikulumda geçici geniĢlemeler görülür. Bu geniĢlemelerin sitoplazmadaki suyun 

endoplazmik retikuluma geçmesi ile oluĢtuğu sanılmaktadır. Dilatasyona uğrayan 

sisternalar hücrenin yüzeyi ile birleĢerek yüzeyde krater manzarası oluĢturur. 

Mitokondriler genellikle normal yapılarını korurlar (47). 

En önemli değiĢiklikler çekirdekte izlenir. Kromatin çekirdek membranına 

yakın kısımlarda yoğunlaĢarak, değiĢik Ģekil ve büyüklüklerde çöker. Elektron 

mikroskop ile bakıldığında kromatinin yoğun granüler yarım ay, hilal veya yüzük 

Ģeklinde çekirdek membranının iç yüzünde yerleĢtiği izlenir. Çekirdek de hücre gibi 

büzüĢür. Bazen membranla sarılı olarak birkaç parçaya ayrılabilir. Nükleer porlar 

kromatinin membrana komĢu olmadığı bölgelerde yoğunlaĢırlar. 

Apoptoz hematoksilen eozin ile boyanmıĢ kesitlerde ıĢık mikroskobik 

seviyede de izlenebilir. Hücreler koyu eozinofilik sitoplazmalı, bir veya birkaç parçalı 

piknotik çekirdekli olarak görülür. Çekirdek, kromatinin çekirdek membranın iç 

yüzüne yerleĢmesi nedeniyle hilal veya yarımay Ģeklinde izlenebilir (44). 

 Apoptotik süreç ilerledikçe hücrelerde sitoplazmik çıkıntılar oluĢur. Hücre 

daha sonra membranla çevrili küçük parçalara bölünür. Bunlara "apoptotik cisim" adı 

verilir. Ġçlerinde sitoplazma ve sıkıca paketlenmiĢ organeller bulunur. Bazılarında 

çekirdek parçaları da mevcuttur. Aslında, hücre içerisinde apoptoz ile iliĢkili tüm 

yolaklar birbirleri ile iliĢkilidir (ġekil 22). 
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ġekil 22. Hücre içerisinde apoptoz ile iliĢkili tüm yolakların birbirleri ile iliĢkileri (99).  

 

2.5.7. Apoptozun saptanmasında kullanılan yöntemler 

Apoptozu saptamak için çok çeĢitli yöntemler geliĢtirilmiĢtir. 1972 yılında, 

apoptoz terimi ilk kez kullanıldığında hücrenin morfolojik görünümüne göre karar 

verilmiĢti. Oysa, günümüzde morfolojik değerlendirmenin yanısıra apoptoza özgü 
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olduğu bilinen bazı aktivasyonların (örn. aktif kaspaz-3 tayini) moleküler düzeyde 

belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. 

Ġlk kez morfolojik kriterlere göre belirlenen apoptoz, 80'li yılların sonuna 

doğru DNA kırıklarının oluĢtuğunun ortaya çıkarılmasıyla birlikte bu kırıkların 

saptanmasına yönelik yöntemlerle belirlenmeye baĢlandı. 90'ların ortalarında ise 

apoptotik hücrelerde kaspazların aktifleĢtiği bulundu. Böylece, kaspaz 

aktivasyonlarının belirlenmesine yönelik yöntemler ile saptanabilen apoptoz, 90'ların 

sonuna doğru fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen yöntemlerle de saptanmaya 

baĢlandı. Apoptozun belirlenmesine yönelik geliĢtirilen tüm yöntemleri, 2000'li yılların 

baĢlarında, sadece apoptotik epiteliyal hücrelerde olmak üzere kaspaz aktivitesiyle 

kırılan bir protein olan keratin 18'in kırıldıktan sonraki özgün formunu saptayan 

antikorların kullanılarak daha spesifik olarak saptanması takip etti (44). 

Apoptozun belirlenmesinde kullanılan baĢlıca yöntemler Ģunlardır: 

- Morfolojik görüntüleme yöntemleri 

- Ġmmünohistokimyasal yöntemler 

- Biyokimyasal yöntemler 

- Ġmmünolojik yöntemler 

- Moleküler biyolojik yöntemler 

2.5.7.1. Morfolojik görüntüleme yöntemleri: 

1. IĢık Mikroskobu 

a. Hematoksilen boyama 

b. Giemsa boyama 

2. Floresan Mikroskobu/ Lazerli Konfokal Mikroskop 

a. Propidium iyodür (PI) 

b. Hoechst boyası 

3. Elektron Mikroskobu 

4. Faz Kontrast Mikroskobu 
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1. IĢık mikroskobu 

a. Hematoksilen boyama: Morfolojik görüntüleme yöntemleri içinde en ucuz ve kolay 

olanı hematoksilen ile boyamadır. Hematoksilen ile boyanan preparatlar ıĢık 

mikroskobu ile incelenir. Hematoksilen boyama hem hücre kültürü çalıĢmalarında 

hem de doku boyamalarında kolaylıkla kullanılabilir. Apoptotik hücrelerin 

saptanmasında genellikle ilk yöntem olarak baĢlanması uygundur ve çeĢitli açılardan 

diğer yöntemlere karĢı avantaj sağlar. Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyası 

kromatini boyadığından apoptotik hücreler çekirdek morfolojisine göre değerlendirilir. 

Apoptoza özgü değiĢiklikler iyi bir boyama yapılmıĢsa kolayca gözlenebilir. Fakat yine 

de deneyim gerektirmektedir. Çünkü bazı durumlarda mitotik hücreler ile apoptotik 

hücreler karıĢtırılabilir. Gözlenebilen değiĢiklikler Ģunlardır: Hücre küçülmesi (cell 

shrinkage) veya sitoplazmik küçülme (cytoplasmic shrinkage), kromatinin kondanse 

olması (nuclear condensation) ve nukleus zarının periferinde toplanması, nükleusun 

küçülmesi (pyknosis) veya parçalara bölünmesi (nuclear fragmentation). 

b. Giemsa boyama: Giemsa ile boyamada da hematoksilenle boyamada olduğu gibi 

çekirdek morfolojisi esas alınarak apoptotik hücreler tanınır. Sitoplazma sınırları 

hematoksilen boyamaya göre daha iyi seçilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya 

belirgin bir üstünlüğü yoktur (7). 

2. Floresan mikroskobu/Lazerli konfokal mikroskop 

Floresan maddelerin (örn. Hoechst boyası, propidium iyodür) kullanılmasıyla yapılan 

bir boyama Ģeklidir. Floresan boyalar DNA'ya bağlanabildiklerinden hücrenin 

kromatini dolayısıyla çekirdeği görünür hale gelebilir. Floresan sistemler ıĢık 

mikroskobuna göre çok daha pahalıdır. Fakat, eğer hücre kültürü çalıĢmasında 

kullanılırlarsa, canlı hücre ile yaĢayan hücrenin ayırımına olanak tanırlar. Oysa, 

hematoksilen ya da Giemsa boyamanın kullanıldığı örneklerde hücrelerin tamamı 

yöntemin prensibi gereği zaten ölmektedirler. Canlı ve ölü hücre ayrımını yapabilmek 

için, canlı veya ölü tüm hücreleri boyayabilen bir boya (örn; Hoechst boyası) ile 

sadece ölü hücreleri boyayabilen bir baĢka boya (örn; propidium iyodür) beraber 

kullanılır. Bu boyama yöntemindeki prensip Ģudur: Bu yöntemlerde canlılığın 

belirleyicisi, hücrenin plazma membranının (hücre zarının) intakt olup olmadığıdır. 

Membranı intakt olan (canlı) hücreler propidium iyodür gibi sadece membran 
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bütünlüğü bozulmuĢ (ölü) hücreleri boyayan bir boya ile boyanmazlarken, Hoechst 

boyası gibi ölü veya canlı tüm hücrelere girebilen boyalar ise ortamdaki tüm hücreleri 

boyayarak ölü veya canlı hücre ayrımına olanak sağlarlar. Bu Ģekilde boyanan 

hücreler bir floresan mikroskobu ile tanınabilirler. KuĢkusuz, bu yöntemle hücrelerin 

ölü ya da canlı olduğu anlaĢılabilir ama ölü hücrelerin apoptozle veya nekrozisle ölüp 

ölmediklerinin ayrımı hematoksilen boyamada olduğu gibi çekirdek morfolojisine 

bakılarak yapılır. Kromatin kondensasyonu veya çekirdek fragmantasyonu olan 

hücreler apoptotik hücreler olduklarını düĢündürür (44). 

3. Elektron mikroskobu: Elektron mikroskobu ile değerlendirme apoptozte en değerli 

yöntem olarak düĢünülmektedir. Morfolojik değiĢikliklerin en doğru olarak gözlendiği 

yöntemdir. Üstelik subsellüler ayrıntılar (örn; mitokondrinin durumu, hücre zarı ya da 

çekirdek membranının bütünlüğünün bozulup bozulmadığı gibi) da incelenebilir (99). 

4 Faz kontrast mikroskobu: Bu tür mikroskop sadece hücrelerin kültür ortamında, 

flask veya platelerde büyütüldüğü çalıĢmalarda, hücreyi veya hücre topluluğunu 

incelemek amacıyla kullanılır. Ölen hücreler yapıĢtıkları "substratum"dan ayrılacakları 

için besiyeri içinde yüzmeye baĢlarlar. Bu hücreler faz kontrast mikroskobu ile 

gözlenebilirler. Mitoza giden hücreler de faz kontrast mikroskobuyla gözlenebilirler, 

fakat bu hücreler aynı zamanda apoptotik hücrelerin erken evredeki görüntüleri ile 

karıĢabilirler. O yüzden ayrımları zordur. Gerek mitozda gerekse apoptozin erken 

evresinde hücreler üzerine yapıĢtıkları "substratum"a yayılmıĢ halde değil, tam 

tersine yuvarlaklaĢmıĢ ve küçülmüĢ olarak görülürler. Faz kontrast mikroskobu ile 

apoptotik hücreler üzerinde geliĢen cepcikler (blebs) izlenebilir. 

 Hücreler henüz "substratum"a yayılmıĢ haldeler ise hücrelerin 

sitoplazmasında ortaya çıkan vakuoller de gözlenebilir. Ayrıca, bazı hücre tiplerinde 

"blister"olarak adlandırılan hücrenin sitoplazmasından dıĢarıya taĢar gibi görülen bir 

veya birkaç tane büyük vakuoller de gözlenebilir. Bu vakuoller hücreden ayrılıp 

besiyeri içinde yüzebilirler. Ġçleri boĢ küresel yapılar olarak gözükürler. Bu vakuoller 

olasılıkla bazı araĢtırmacıların hayalet hücre (ghost cell) olarak adlandırdıkları 

yapılardır. Hücre kültürü ortamında apoptoza giden hücrelerin baĢlangıçta hücre 

membranları intakt olmasına rağmen ileri dönemlerde sekonder nekroz geliĢir ve 

böylece membran bütünlükleri bozulur. Sekonder nekroz aĢamasına kadar olan süre 
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içinde non-vital boyalar denen (örn; propidium iyodür) boyalarla boyanacak olurlarsa 

apoptoz baĢlamıĢ olmasına rağmen hücreler bu boyalarla boyanmazlar. Çünkü 

membran bütünlüğü halen tamdır. Sekonder nekrozis geliĢtikten sonra membran 

bütünlüğü bozulur ve hücreler non-vital boyalarla boyanma özelliği kazanmaya 

baĢlarlar. 

 Blisterlerin oluĢtuğu aĢamada membran bütünlüğü halen tamdır ve bu 

aĢamada nukleus morfolojisindeki değiĢiklikler floresan boyalarla gözlenebilir. Fakat 

bu dönem uzun sürmez dakikalar içinde membran bütünlüğü bozulur. Faz kontrast 

mikroskobunda hücreleri gözlemek için normalde boya kullanmaya gerek yoktur ama 

istenirse yukarıda belirtildiği gibi hem faz kontrast mikroskobisi hem de floresan 

mikroskobisi aynı anda kullanılabilir. Böylece, örneğin çekirdeği renklendirilmiĢ ve 

belirgin bir Ģekilde ortaya konmuĢ hücrelerin faz kontrast mikroskobisi fotoğrafları 

elde edilebilir (44,100). 

2.5.7.2. Histokimyasal yöntemler: 

1. Anneksin V Yöntemi 

2. Ġn Situ DNA Uç ĠĢaretleme Tekniği (TUNEL), (TUNEL Yöntemi), (terminal 

deoxyribonucleotidyl transferase-mediated dUDP-biotin nick and labeling) 

3. M30 Yöntemi 

4. Kaspaz-3 Yöntemi 

1. Anneksin V Yöntemi: Normal hücrelerde hücre zarının sitoplazmik yüzünde 

fosfatidilserin bulunmaktadır. Eğer hücre apoptoza giderse normalde iç yüzde 

yerleĢmiĢ olan fosfatidilserin molekülleri hücre zarının dıĢ yüzüne transloke olurlar. 

DıĢ yüze transloke olan fosfatidilserinler floresan bir madde ile iĢaretlenmiĢ Anneksin 

V kullanılarak görünür hale getirilirler. Böylece apoptotik hücreler saptanmıĢ olur (7). 

2. TUNEL Yöntemi: DNA kırıklarının in situ olarak tanınmasını sağlar. Parafin bloklar, 

donmuĢ kesitler, kültürü yapılmıĢ solüsyon halindeki veya platelere ekilmiĢ ya da 

lameller üzerinde büyütülmüĢ hücrelerde apoptozun varlığı bu yöntem ile 

saptanabilir.  

 

3. M30 Yöntemi: M30 yönteminde apoptotik hücreler sitokeratin 18'in kaspazların 
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etkisiyle kırılması sonucu ortaya çıkan yeni antijenik bölgenin immünohistokimyasal 

yöntemle boyanması prensibine göre belirlenir. Sadece sitokeratin 18'i eksprese 

eden dokularda kullanılması mümkündür. Bu dokular epiteliyal kaynaklı dokulardır. 

4. Kaspaz-3 Yöntemi: Kaspaz-3 yöntemi ile sadece apoptotik hücrelerde oluĢan aktif 

kaspaz-3 belirlenebilir. Bunun için, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiğinin bilinmesi ya 

da çalıĢılan dokuda apoptoza yol açan ajanın kaspaz-3'ü kırıp kırmadığının bilinmesi 

gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hücreler bu yöntemle tespit edilebilirler (100). 

2.5.7.3. Biyokimyasal Yöntemler 

1. Agaroz Jel Elektroforezi  

2. Western blot yöntemi 

3. Flow Sitometri 

1. Agaroz Jel Elektroforezi: DNA kırıklarının gösterilebildiği bir baĢka yöntemdir. 

Apoptozda DNA, 180 baz çifti ve bunun katlarına karĢılık gelen noktalardan 

(internükleozomal bölgelerden) kırıldığı için merdiven görüntüsü (ladder pattern) 

oluĢur. Bu bulgu apoptozun karakteristik özelliğidir ve nekrozda görülmez. O yüzden 

apoptozu nekrozdan ayırmada faydalı yöntemlerden biridir (44). 

2. Western Blot yöntemi: Bu yöntem yardımıyla apoptoza özgü bazı proteinlerin 

eksprese olup olmadıklarının (örn; Bcl-2) ya da kırılıp kırılmadıklarının (örn; kaspaz-

3) saptanması mümkündür. Sitokrom-c'nin mitokondriye çıkıp çıkmadığının 

belirlenmesi de bu yöntem ile belirlenebilir. Yalnız, sitokrom-c tespitinde önce alt-

fraksiyonlama yapılarak hücrelerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonları ayrılır. 

Ardından, normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunması beklenmeyen sitokrom-c'nin 

bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hücrelerin apoptoze gittikleri anlaĢılır (101). 

3. Flow Sitometri: Flow sitometri yardımıyla floresan bir madde ile iĢaretlenmiĢ antikor 

kullanılarak apoptozda eksprese olduğu bilinen herhangi bir hücre yüzey proteininin 

saptanması mümkündür. Böylece apoptotik hücreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir 

olması, aĢırı uzun zaman almaması ve kantitatif sonuç verebilmesi açısından klinikte 

apoptoz deteksiyonu açısından kullanıĢlıdır. Özellikle iki Ģekilde apoptoz deteksiyonu 

yapılır. a. Floresan bir madde olan propidium iyodür kullanılarak, b. Anneksin V 

kullanılarak. Birincisinde, kompleks bilgisayar iĢlemlerinin kullanılarak hücre boyutu ile 
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içerdiği DNA miktarının kıyaslanarak, azalan DNA miktarının apoptoz lehine olduğu 

gerçeğinden hareketle, apoptotik hücre popülasyonu (sub-G1 piki) tayin edilir. 

Ġkincisinde, floresan mikroskobuyla uzun zaman alan sayma iĢlemi saniyeler içinde 

yapılarak sonuç alınır (44).  

2.5.7.4. İmmunolojik Yöntemler 

1. ELISA 

2. Fluorimetrik Yöntem 

1. ELISA: ELISA (Enzim linked immonosorbent assay) ile gerek kültürü yapılmıĢ 

hücre popülasyonlarında gerekse insan plazmasında DNA fragmentasyonunu tespit 

etmek mümkündür. Aynı Ģekilde M30 düzeylerinin ölçümü de mümkündür  (101). 

2. Fluorimetrik Yöntem: Hücre kültürlerinde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde 

kullanılan bir yöntemdir. Bu yöntemde ilgili kaspazın antikorunun bulunduğu platelere 

hücre lizatlarının konulması ile kaspaz molekülleri tutulur ve sonra ortama 

kaspazların parçaladığı ve kendisine floresan bir maddenin tutunduğu bir substrat 

ilave edilir. Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantılı olarak ortaya çıkan floresanın 

Ģiddeti fluorimetre ile ölçülerek kaspaz aktivitesi saptanır. 

2.5.7.5. Moleküler Biyolojik Yöntemler 

1. DNA Microarray: DNA microarray teknolojisi henüz çok yeni ve çok pahalı bir 

yöntemdir. Fakat, yakın bir gelecekte tıp pratiğini radikal bir biçimde değiĢtirme 

iddiası taĢıyan bu teknoloji ile aynı anda ve kısa bir süre içinde (önceden aylarca 

sürerken) yüzlerce hatta binlerce genin ekspresyon derecelerinin (mRNA'larının) 

tespiti mümkün olabilecektir. Böylece, apoptoza özgü hücre yüzey ölüm 

reseptörlerinin ekspresyon durumları hakkında geniĢ bilgi edinme olanağı doğacaktır 

(102).  
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2.6. FĠBROSARKOM 

Fibrosarkomun da içinde yer aldığı yumuĢak doku sarkomları birbirinden 

farklı histolojik tipte ve sağ kalım ve tedavi yaklaĢımları açısından çeĢitli farklılıklar 

gösteren bir grup kötü huylu tümörü içerir. Bu tümörler embriyonik mezodermden 

köken alırlar ve vücudun herhangi bir bölgesinde ağrısız kitle Ģeklinde kendilerini 

gösterirler. YumuĢak doku sarkomları, tüm kanserlerin yaklaĢık %1'ini 

oluĢturmaktadır ve en sık yerleĢim yerleri ekstremitelerdir (%59). Diğer baĢlıca 

lokalizasyonları ise, gövde (%20), retroperiton (%15) ve baĢ-boyun bölgeleridir. 

Tümörün histolojik derecesi sağ kalım açısından en önemli belirleyici olup, tümör 

boyutu ve derinliği de diğer önemli prognostik faktörlerdir. GeniĢ lokal eksizyon ve 

radyoterapi (RT) temel tedavi yaklaĢımlarıdır ve bazı histolojik alt tiplerde kemoterapi 

(KT) de tedaviye ilave edilmektedir. Ancak uygulanan bu tedavilere rağmen yüksek 

riskli hastaların yaklaĢık yarısı uzak metastazlara bağlı olarak erken dönemde 

kaybedilmektedir (103). 

2.6.1. Epidemiyoloji 

Fibrosarkomların görülme sıklığı %2-3 tür. Sıklık açısından cinsiyet 

arasında anlamlı bir fark yoktur (Erkek/Kadın=1.1/1). Olguların yaklaĢık yarısı 60 yaĢ 

ve üzerinde gözlenir. Kırk yaĢ altında görülme sıklıkları yaklaĢık %20'dir. En sık 

metastaz Ģekli hematojen yayılımdır. Lenf nodu metastazı sıklığı %5'in altındadır 

(104).  

2.6.2. Etiyoloji ve Risk Faktörleri 

ÇeĢitli çalıĢmalarda daha önce RT almıĢ olan hastalarda, radyoterapi 

alanları içinde sarkom geliĢme riskinin 50 kat kadar arttığı gösterilmiĢtir. Ayrıca 

kseroderma pigmentozumda, yanık sonrasında, lupus vulgaris skarlarında da 

görülür. 

Risk, alınan radyasyon dozundan bağımsızdır ve RT sonrası sarkom 

geliĢme süresi yaklaĢık 10 yıldır. Bu tip sarkomlar sıklıkla RT sahalarının nispeten 

daha düĢük doz almıĢ olan alan kenarlarına yakın bölgelerde lokalizedirler ve 

genellikle yüksek derecelidir.  

Bazı kimyasal ajanlara maruz kalınması da fibrosarkom geliĢme riskini 
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arttırır. Bunların baĢlıcaları; fenoksiasidik asit türevleri, klorofenoller, thorotrast, vinil 

klorid ve arseniktir. 

Daha önce KT almıĢ olmak da yumuĢak doku sarkomu geliĢme riskini 

artıran diğer bir faktördür. Özellikle çocukluk çağında akut lenfositik lösemi nedeniyle 

alkilleyici ajanlar içeren (siklofosfamid, prokarbazin, nitrozüre, klorambusil) KT 

rejimleri ile tedavi edilmiĢ olan çocuklarda ileriki yaĢlarda fibrosarkom geliĢme 

sıklığında artıĢ saptanmıĢtır. 

Vücutta yabancı maddelere maruz kalma (Ģarapnel, kurĢun, implant vb.) 

veya travma sonucu geliĢen kronik enflamasyonun da sarkom geliĢme riskini atırdığı 

yönünde çeĢitli yayınlar vardır, ancak kronik enflamasyon ile fibrosarkom geliĢimi 

arasındaki iliĢki kesin olarak ispatlanamamıĢtır. 

Genetik yapıdaki bazı değiĢkenliklerin de fibrosarkom geliĢme riskini 

artırdığı saptanmıĢtır. Ras onkogen ailesi ve N-myc, MDM-2, c-erb2 gibi 

onkogenlerdeki mutasyonlar ve p53 tümör supresör geni mutasyonları sıkça izlenir. 

Bu onkogenlerin varlığı, kötü prognoz göstergesi olarak kabul edilmektedir (105). 

2.6.3. Tanı 

Sıklıkla ilk bulgu asemptomatik bir kitledir. Ekstremitelerde yerleĢen 

tümörler, gövde veya retroperitonda yerleĢen tümörlerden daha erken 

saptanabildiklerinden, tanı anındaki boyutları, gövde veya batındakilerden daha 

küçüktür. Özellikle retroperitoneal bölge yerleĢimli tümörlerin boyutları tanı anında 

genellikle 10 cm veya üzerindedir. Boyut arttıkça, çevredeki dokulara yaptıkları 

basıya bağlı olarak çeĢitli semptomlar geliĢebilir (sinir basısına bağlı nörolojik 

bulgular veya obstrüksiyon bulguları gibi).  

Fizik muayeneyi takiben özellikle ekstremite ve pelvis yerleĢimli 

lezyonlarda tercih edilmesi gereken görüntüleme yöntemi manyetik rezonans 

görüntülemedir (MRG). Retroperiton veya abdomenin görüntülenmesinde ise 

bilgisayarlı tomografi (BT) yeterli olabilir. Yüksek dereceli veya 5 cm'nin üzerinde 

tümörü olan kiĢilerde, akciğere yönelik BT ile de metastaz açısından tarama 

önerilmektedir. Retroperitoneal veya intraabdominal fibrosarkomlarda en sık 

metastaz bölgesi ise karaciğer olduğundan, karaciğere yönelik ayrıntılı görüntüleme 

(BT veya ultrasonografi ile) de tedavi yaklaĢımını belirlemede dikkate alınmalıdır. 
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2.6.4. Patoloji 

Tümör, anaplastik iğsi hücrelerden oluĢur. Bu hücrelerde genellikle 

pleomorfizm gözlenir. Ġyi diferansiye tipleri yoğun kollajen içerir. 

2.6.5. Evreleme 

Evrelemede Amerikan BirleĢik Kanser Komitesi (AJCC) tarafından yapılan 

son evreleme sistemi kullanılmaktadır Bu evreleme, dermatofibrosarkoma 

protuberans hariç tüm histolojik tipler için geçerli olup, tümörler iyi diferansiye ile 

indiferansiye arasında değiĢen dört farklı histolojik derece ayrılmıĢlardır. Tümör 

boyutu ve histolojik derecelendirme, klinik evreyi belirleyen en önemli 

parametrelerdir. Lenf nodu metastazı ise, yaklaĢık %5 oranında görülmekle birlikte 

nodal tutulum direkt olarak evre IV kabul edilmektedir (106). 

2.6.6.Tedavi YaklaĢımları 

2.6.6.1. Cerrahi yaklaşım: 

Cerrahi, yumuĢak doku sarkomlarının tedavisinde en önemli basamağı 

oluĢturmaktadır. Ancak cerrahi yöntemlerinde son yıllarda önemli değiĢiklikler göze 

çarpmaktadır. Daha önceki yıllarda radikal amputatif cerrahiler uygulanmakta iken 

son yıllarda radyoterapi ve KT'nin de katkıları ile organ koruyucu cerrahiler ön plana 

çıkmıĢtır. 1985 yılında Amerikan Ulusal Sağlık Enstitüsü Konsensüs'ünde, yüksek 

dereceli sarkomlar da dahil olmak üzere yumuĢak doku sarkomlarının tedavisinde 

organ koruyucu tedavilerin uygulanması önerilmiĢtir. 

Cerrahi tedavinin temel prensibi; tümörün, cerrahi sınırlar negatif olacak 

Ģekilde geniĢ bir rezeksiyon ile eksize edilmesidir. Lokal nüks açısından, cerrahi 

sınıra olan mesafe önem kazanmaktadır ve genel olarak 2 cm'lik bir temiz sınır yeterli 

olarak kabul edilmektedir. Özellikle düĢük dereceli ve 5 cm'den küçük sarkomların 

tedavisinde, bu Ģekilde yapılacak bir cerrahinin tek baĢına yeterli olduğu ve lokal 

nüks oranlarının %10'ların altında olduğu belirlenmiĢtir. 

Fibsarkomların çevresinde, psödokapsül olarak adlandırılan tümör 

çevresindeki reaktif dokuların oluĢturduğu bir yapı mevcuttur. Ancak sadece tümör ve 

bu kapsülün çıkartılması cerrahi açıdan yeterli değildir; çünkü, mikroskopik olarak 

tümör hücreleri kapsülü aĢarak çevre dokuları da invaze etmiĢ olabilirler.  
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Tümör boyutu veya lokalizasyon nedeniyle yeterli cerrahi sınır elde 

edilemeyeceği düĢünülen olgularda ameliyat öncesi radyoterapi uygulanmalıdır. 

Cerrahi sınır pozitifliği lokal nüks oranını anlamlı Ģekilde artırmaktadır. Ancak baĢ-

boyun bölgesi gibi bazı anatomik lokalizasyonlarda çoğu zaman, istenen cerrahi 

sınırlar elde edilemez. Bu gibi durumlarda ameliyat sonrası radyoterapi mutlaka 

uygulanmalıdır. Ayrıca cerrahi sınır pozitifliği, lokal nüks üzerine etkili olup, genel sağ 

kalımı anlamlı olarak etkilemediğinden, temiz sınırlar elde etmek için amputasyon vb. 

radikal giriĢimler önerilmemektedir (103). 

2.6.6.2. Radyoterapi: 

Amputasyon uygulansa dahi hastalarda uzak metastaza bağlı yüksek 

ölüm oranlarının saptanmasını takiben fibrosarkom tedavisinde radyoterapinin rolü 

yumuĢak doku sarkomlarının tedavisinde organ koruyucu cerrahi teknikleri ve 

radyoterapi uygulamaları ön plana çıkmaya baĢlamıĢtır. ÇalıĢmalarda, 

radyoterapinin, ameliyat öncesi veya sonrası dönemlerde uygulanması veya KT ile 

kombine edilmesi ile, hastalarda amputasyona gerek kalmaksızın uzun süreli sağ 

kalımlar elde edilmeye çalıĢılmıĢtır (105). 

2.7. CURCUMĠN 

Curcumin, kaynağı Curcuma Longa olan (E,E)-1,7-Bis(4-hydroxy-3-

methoxy-phenyl)-1,6-heptadiene-3,5,dionediferuloxylmethane kimyasal yapısında bir 

moleküldür (107), (ġekil 24). 

. Curcuma Longa, Hindistan ve Çin'de yaygın olarak bulunan 

Zingiberaceae ailesine ait bir bitkidir. Curcuma Longa‟nın diğer bir adı da Turmerik‟tir. 

Bu bitkinin köklerinden elde edilen Curcumin, Hindistan'da yüzyıllardır yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Curcuma Longa‟nın aktif maddesi olan Curcumin (CUR), portakal 

sarısı rengi ile gıda boyası olarak da kullanılmaktadır (ġekil 23). Çok iyi bilinen ve 

sıklıkla kullanılan köri baharatının ana komponentidir. 
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ġekil 23. Curcuminin toz halinde görünümü (108).  

 

CUR‟un yerel paramedikal kullanımı son yıllarda birçok araĢtırmacı için 

zihinlerinde yanıt bekleyen sorular oluĢturmuĢtur (109). Turmerik‟ten ilk kez yazılı 

olarak Marco Polo‟nun 1280 yılında Çin ve Hindistan‟a yaptığı gezilerde 

bahsedilmiĢtir. Avrupa‟ya ise ilk defa 13.yy‟da Arabistanlı tüccarlar tarafından 

getirilmiĢtir. Curcuma Longa; curcumin, demethoxycurcumin, bisdemethoxycurcumin, 

zingiberene, curcumenol, curcumol, eugenol, tetrahydrocurcumin, triethylcurcumin, 

turmerin, turmeron ve turmeronol gibi bir çok fitokimyasal maddeyi içerir. Ticari 

Curcuma Longa aseton içinde eritildikten sonra kromatografik yöntemle 

subfraksiyonlarına ayrıldığında %77 CUR , %17 dimetoksicurcumin ve %3 

bisdemetoksicurcumin izole edilmektedir (110,111). 

2.7.1. Moleküler Özellikleri 

Curcuminler genel olarak doğal ve yapay curcuminler Ģeklinde 

sınıflandırılmaktadır. Curcuma Longa üç farklı curcumin anoloğunu içerir. Bunlar, 

CUR, demetoksicurcumin, ve bisdimetoksicurcumindir. Bunlar doğal olarak bulunan 

bileĢiklerdir. Suda erimez, etanol, keton, asetik asit ve kloroform gibi maddelerle 

çözünürler. 

Yapılan araĢtırmalar sonucu doğal CUR'un kimyasal koruyucu, antioksidan 

ve benzeri olumlu etkilerinin kanıtlanması ile araĢtırmacılar benzer yapıda ancak 

farklı içerikteki sentetik curcuminlere de yönelmiĢlerdir (112). 
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ġekil 24. Curcuminin kimyasal yapısı (113). 

 

2.7.2. Metabolizması 

 Curcumin suda çözünmez, hücre membranının hidrofobik ceplerinde 

lokalize olur. CUR moleküler özellikleri nedeniyle hücrelere hızlıca penetre olmakta, 

plazma membranından kolayca geçerek sitozole girmektedir. Sitoplazmada biriken 

CUR çekirdeğe girmez. Lipofilik özelliklerinden dolayı plazma membranı, 

endoplazmik retikulum ve çekirdek kılıfı gibi membranöz yapıların içinde 

yoğunlaĢmaktadır. CUR dolaĢımda çok düĢük düzeyde veya hiç bulunmamaktadır 

(114). Curcumin bağırsaklardan emilimi sırasında renksiz ve daha az polar olan 

tetrahidrocurcumin adlı metabolitine dönüĢmektedir. Tetrahidrocurcumin 

bağırsaklardan emilerek tüm dokulara dağılmaktadır. Tetrahidrocurcumin 

karaciğerde glukuronlanarak safra yolu ile atılmaktadır. Ağızdan alınan CUR'un 

yaklaĢık %75‟i feçes ile geri kalan kısmı idrarla atılmaktadır. Ġntraperitoneal 

uygulamalarda da vücuttan atılımı benzerdir, ancak %1'i dekonjuge olarak safra ile 

atılmaktadır (113). 

Kansere karĢı koruyucu olarak kullanılan ilaç tedavilerinde hedef kitle, 

sağlıklı insanlar ve kansere karĢı yatkınlığı bulunan kiĢilerdir. Bu tedavilerde en 

önemli nokta, ilacın toksik etkilerinin olmaması ve oral alınabilir olmasıdır. Bazı 

araĢtırıcılara göre curcumin gastrointestinal sistemde birçok metabolik konjugasyon 

ve redüksiyon olaylarına maruz kalmakta dolayısıyla bu durum, etkinliğini 

azaltmaktadır (115). Làzaro M. L. bazı insan çalıĢmalarında, oral alımla curcumin 

konsantrasyonunun plazmada nanomolar gibi çok düĢük düzeyde olduğunu, 

kolorektal dokularda ise bundan daha yüksek mikromolar konsantrasyonlarda 

olduğunu bildirmektedir. Buna göre curcuminin kanserle ilgili etkisi invivo olarak 
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gastrointestinal sistem dıĢında yeterli değildir ve curcumin oral alındıktan sonra 

dokulardan ve plazmadan hızlı Ģekilde temizlenerek apoptoz için yeterli etkiyi 

gösteremeyebilir (116). Sharma R. A. ve ark da ilerlemiĢ ve ilaç tedavisine dirençli 15 

kolorektal kanserli hastaya 3.6 g/gün dozunda 4 ay oral yoldan curcumin 

vermiĢlerdir. Tedaviden kısmi sonuç alınmıĢ ya da tümör belirteçlerinde düĢüĢler 

görülmüĢtür. Bu sonuçlara göre çalıĢmacılar curcuminin oral yolla değil de baĢka 

yollarla verilmesinin daha uygun olabileceğini bildirmiĢlerdir (117).  

 Birçok insan çalıĢmasında da 3-4 ay gibi kısa süreli 3600 mg/gün dozunda 

curcuminin çok düĢük düzeyde toksik etki yarattığı saptanmıĢtır. Bu doz normal bir 

insanın günlük diyetle aldığı miktarın 20 katıdır. Bu bulguların ıĢığında araĢtırıcılar, 

bu dozlarda ve kısa süreli olarak curcuminin oral kullanımının toksik etki 

yaratmadığını kullanımının güvenli olduğunu bildirmiĢlerdir (117). Bir baĢka 

çalıĢmada Cheng. A. L ve ark insanlarda ağızdan 3 ay süreyle kullanılan curcuminin 

günde 8 g‟a kadar toksik etki yapmadığını göstermiĢlerdir. Bu araĢtırmada, Làzaro M. 

L ve arknın bulgularının tersine, curcuminin günde 8 g dozda kullanımı durumunda 

kanda 1 saat sonra pik yaptığı ve 12 saat süreyle saptanabilir düzeyde kaldığı 

görülmüĢtür (118). 

2.7.3.Curcuminin Etkileri 

2.7.3.1. Antioksidan/oksidan etki: 

Yapılan birçok çalıĢmada curcuminin antioksidan etkisi bildirilmiĢtir. 

Thiyagarajan M. ve ark‟nın yaptığı bir çalıĢmada curcuminin böbrek, kalp, beyin 

dokusu ile karaciğer Ġ/R hasarında oksidatif stresi ve doku hasarını azalttığı 

gösterilmiĢtir (119). Bala K ve ark ise çalıĢmalarında curcuminin serbest radikal 

süpürücü etkisi sonucunda nöroprotektif etki gösterdiğini bildirmiĢlerdir (120). 

Tripathy ve ark da curcuminin sıçanları, orta serebral arter tıkanmasından 

koruduğunu göstermiĢlerdir (121).  

CUR‟un antioksidan etkisi; XD (ksantin dehidrogenaz)'nin XO (ksantin 

oksidaz) ya dönüĢümünün önlenmesi, lipit peroksidasyonu oluĢumunun 

engellenmesi ve iskemik ortamda bulunan ROS'ların temizlenmesi mekanizmaları ile 

olmaktadır. CUR, Katalaz (CAT), Süperoksit Dismutaz (SOD) ve Glulatyon 

Peroksidaz (GPx) enzimlerinin aktivitelerini arttırarak hücre zarında bulunan lipitlerin 
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peroksidasyonunu azaltmaktadır. Özellikle fenolik yapıdaki curcuminoidler olmak 

üzere, sentetik curcuminoidler serbest radikallerden hücreleri koruyarak anti oksidan 

etki gösterirler (122).  

Antioksidan enzimlerin aktiviteleri üzerine CUR'un etkileri doza bağımlı 

olarak incelendiğinde doz artıĢına paralel olarak GPx enzim aktivitelerinde artıĢ 

görülmektedir. Piper JT. ve ark 1 mg/kg ile 500 mg/kg arasında değiĢen dozlarda 

CUR uygulaması sonucunda GPx enzim düzeylerinde anlamlı değiĢiklikler tespit 

etmiĢlerdir. En yüksek düzey 75-500 mg/kg dozlarında sağlanmıĢtır. Bu dozlarda 

kontrol grubuna kıyasla 2.1 kat artıĢ saptanmaktadır (123).  

Ancak bazı araĢtırıcılar tam tersine curcuminin oksidan etkili olabileceğini 

bildirmektedirler. Jun Cao ve ark curcuminin HepG2 hücreleri üzerine etkilerini 

incelemiĢlerdir. Hücreler 2.5 µg/ml curcumin ile 1 saat enkübe edildiklerinde hücre içi 

ROS düzeyinde bir değiĢiklik saptamamıĢlar ancak curcuminin 5 ve 10 µg/ml 

konsantrasyonlarında ROS düzeyinin arttığını ve doz 20 ve 40 µg/ml‟a çıktığında 

ROS düzeyinde artıĢın anlamlı Ģekilde devam ettiğini saptamıĢlardır (124). Stephen 

J. ve ark da HUH7 insan hepatoma hücrelerinde çalıĢmıĢlar; curcuminin 10 ve 25 μM 

dozlarında ROS üretiminin en yüksek düzeyde olduğunu bildirmiĢlerdir (125). Arnab 

Banerjeea ve ark ise bir azo bileĢiği olan 2,2'azobis(2-amidinopropane) hydrochloride 

(AAPH) ile muamele ederek hemolize ettikleri eritrositler üzerine curcuminin etkisini 

araĢtırmıĢlardır. 5-10 µM konsantrasyondaki curcumin uygulamasının eritrositlerdeki 

GSH düzeyini arttırdığını, ancak daha yüksek konsantrasyonlardaki curcumin 

uygulamasının eritrosit GSH düzeyini yeniden düĢürdüğünü göstermiĢlerdir (126). 

2.7.3.2. Apoptotik/antiapoptotik etki 

Curcumin antikanser etkileri yönünden son yıllarda çok araĢtırılan bir 

moleküldür. Curcuminin potansiyel antikanser etkinliği bazı araĢtırıcılar tarafından 

sağlıklı hücrelere zarar vermeden kanserli hücrelerde apoptoz oluĢturmasına 

bağlanmaktadır. Hidrofobik bir molekül oluğu için plazma membranından kolaylıkla 

geçerek sitozole giren curcumin, fosfatidilserin indüklenmesi, plazma membran 

permeabilite artıĢı, mitokondriyal membran potansiyelinde azalma ve hücre 

büzüĢmesi gibi apoptotik hücrelerde gözlemlenen tipik özelliklere yol açmaktadır 

(127). Yapılan bir araĢtırmada AK-5 tümör hücrelerinin büyümeleri üzerine curcumin 
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etkileri araĢtırılmıĢ; kontrol grubunun hepsinde peritoneal ĢiĢkinlik oluĢtuğu ve 10. 

günün sonunda %90 ölüm gerçekleĢtiği bildirilmiĢtir. Curcumin verilen grupta ise 

peritoneal ĢiĢkinlik %80 oranında kalmıĢ ve gruptaki hayvanlar 40. günden sonraya 

kadar hayatta kalmıĢlardır. Curcumin 10 µM konsantrasyonda apoptozu 4. saat 

sonunda %40, 18'inci saat sonunda %100 indüklemektedir (127).  

Curcuminin apoptotik etki mekanizmaları ile ilgili birçok çalıĢma vardır. 

Aggarwal S. ve ark curcuminin apoptozu Bcl-2, cyclinD1, IL-6, siklooksijenaz-2(Cox-

2), MMP-9 yapımını azaltıp kaspazları aktive ederek arttırdığını göstermiĢlerdir (128), 

(ġekil 25). Bir baĢka çalıĢmada curcuminin doku kültüründe MCF-7 meme kanser 

hücrelerinde Bax düzeyini arttırarak apoptoza neden olduğu bildirilmiĢtir (129). Pal S. 

ve ark curcuminin hücrede Bcl-2 ailesine ait olan Bax'ın pozitif düzenlenmesini 

sağlayarak, sitokrom-c'nin mitokondriden salınıp ve kaspaz-3'ün aktive olmasıyla 

hücrenin apoptozuna gitmesine neden olduğunu bildirmiĢlerdir (130). Anto JR. ve 

ark. curcuminin muhtemelen ilk aktivitesinin kaspaz-8 üzerine olduğunu 

bildirmiĢlerdir. Bu aktivasyon sonucunda Bid proteini (BID) kırpılarak mitokondri 

membranına gidip yerleĢmekte ve mitokondriyal membran potansiyelinde değiĢikliğe 

neden olarak sitokrom-c salınımını uyarmaktadır. Yine Anto JR. ve ark. tarafından 

curcuminin apoptozu bir çok mekanizma ile indüklediği ve bu mekanizmaların 

antiapoptotik proteinlerden Bcl-2 ve Bcl-xl tarafından negatif düzenlendiği ileri 

sürülmektedir (131). Ju-Hyung Woo ve ark insan böbrek karsinom hücrelerinde 

yaptıkları çalıĢmada curcuminin caspase-3‟ü aktive ederek, sitokrom-c salınımını 

arttırarak ve Bcl-2‟yi azaltarak, ayrıca tümör hücrelerinde ROS üretimini arttırarak 

apoptotik etki gösterdiğini bildirmiĢlerdir (132). Villegas ve ark T hücreli lösemi 

hücrelerinde curcuminin doz bağımlı olarak JAK ve STAT fosforilasyonunu azaltarak 

hücre ölümünü ve apoptoza arttırdığını göstermiĢlerdir (133). Aggarwal ve ark 

curcuminin, NF- B sinyal yolu ile aktive edilen IKK ve Akt yolağını suprese ederek 

apoptotik etki gösterdiğini belirtmiĢlerdir (134).  
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ġekil 25. Curcuminin apoptoz etki mekanizmaları (135)  

 

Birçok çalıĢma, curcuminin apoptotik etkisinin hücre fazına göre değiĢtiğini 

bildirmektedir. Gautam ve arkadaĢları, curcuminin transforme ve nontransforme 

hücrelerdeki etkilerinin aynı olup olmadığını araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmalarında, 6.25 µM 

konsantrasyondaki curcuminin etkisiyle trransforme hücrelerin apopitoza 

uğradıklarını ancak nontransforme hücrelerin proliferasyonunun devam ettiğini, 12.5 

µM ve daha fazla curcumin dozlarında ise konsantrasyon artıĢına paralel olarak 

özellikle 25 µM - 50 µM konsantrasyonlarında tüm hücre tiplerinde proliferasyonun 

inhibe olduğunu bulmuĢlardır. Ayrıca, çok yüksek curcumin dozunda (50 µM) 

nonprolifere hücrelerde ölümün apoptoz nedeniyle değil de nekroz gibi 

mekanizmalarla gerçekleĢtiğini göstermiĢlerdir (136). 

Curcuminin apoptotik etkisi uygulama süresi ve dozu ile de iliĢki 

göstermektedir. Bhamik S. ve ark‟.nın AK-5 rat histiositoma hücreleri ile yaptığı 

çalıĢmada hücrelere yaklaĢık 50 uM olacak Ģekilde curcumin verilmiĢ ve akım 

sitometride 1'er saat arayla 4 kez apoptoz yüzdesi ölçülmüĢtür. 1 saat sonunda 

%7,13; 4 saat sonunda ise %86,52 oranında apoptoz görülmüĢtür (137). Bir baĢka 

çalıĢmada HL-60 lösemi hücrelerine curcuminin apoptotik etkisinin 3,5 µg/mL 

dozunda baĢladığı, 14 ug/mL dozu aĢıldığında ise elektron mikroskobik incelemeler 
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hücrelerde apoptotik değil nekrotik ölüm belirtilerini gösterdiği bildirilmiĢtir (138).  

 Curcuminin apoptotik etkili olduğu ve mekanizmalarına iliĢkin bu 

çalıĢmalara karĢın, curcuminin, bazı hücrelerde apoptozu indüklemediğini, bildiren 

çalıĢmalar da vardır. Anto RJ ve ark yaptıkları çalıĢmada L-929, fare fibrosarkom 

hücre kültüründe 10-4 M dozunda curcuminin apoptotik etkisine karĢı direnç geliĢtiğini 

göstermiĢlerdir (14). BaĢka bir grup araĢtırmacı ise sıçan timositleri ile yaptıkları 

çalıĢmada curcuminin antiapoptotik etkisinden bahsetmiĢlerdir. Bu araĢtırıcılar in vitro 

sıçan timositlerinde curcumin uygulamasının ardından hücre büzülmesi, 

fosfaditilserinin açığa çıkması, membran geçirgenliğinin artması ve mitokondrial 

membran potansiyelinde azalmanın gözlendiğini, curcumin etkisiyle ortaya çıkan ve 

apoptozda gözlenen bu olayların ani, kısmen geri dönüĢümlü olduğunu 

bildirmektedirler. Ayrıca hücre membranında görülen apoptotik değiĢikliklerin de kısa 

sürede ortadan kalkabildiğini söylemektedirler. Bunun yanı sıra curcuminin ortaya 

çıkardığı membrandaki değiĢikliklerin apoptotik programa bağlı olmadığını 

bildirmiĢlerdir (139). Aynı Ģekilde prostat kanseri hücrelerinde yapılan çalıĢmada bir 

retinoik asit analoğu olan N-(4-Hydroxyphenyl)retinamide (4-HPR) kullanılarak 

apoptotik etki elde edilmiĢtir. 4-HPR, apoptotik etkisini c-Jun N-terminal kinaz (JNK)‟ı 

aktive ederek göstermektedir. apoptoz oluĢan prostat kanseri hücrelerine daha sonra 

curcumin uygulanmıĢ ve apoptozun azaldığı saptanmıĢtır. Bu bulguların ıĢığında 

Chen Y ve ark curcuminin apoptozu baskıladığını bildirmiĢlerdir. (140,141). 
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ġekil 26. Curcuminin apoptotik ve antiapoptotik yolaklar üzerine etkileri (142). 

 

2.7.3.3. Antikanser/kanserojen etki 

Bazı araĢtırmacılar curcuminin antikanser etkisinin apoptoz dıĢında baĢka 

mekanizmalara da bağlı olduğunu bildirmektedirler. 

Kronik enflamasyon ve sitokinler NO.(nitrik oksit) sentezini indükleyerek 

DNA hasarına ve kansere yol açan peroksinitrit ve nitrit oluĢumuna yol açarlar. 

Yapılan pek çok çalıĢmada curcuminin NO. sentezini inhibe ettiği gösterilmiĢtir 

(143,144,145). Böylece curcumin antikanserojen etki oluĢturmaktadır. Ayrıca 

curcumin ROS‟un karsinojenik etkilerini önlemekte ve tedavi edici etki göstermektedir 

(ġekil 27). 
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ġekil 27. Curcuminin ROS üzerinden antikanserojen etkisi (146). 
 

Keratin hücrelerinde radrasyon maruziyeti sonrası IL-6, IL-18 gibi enflamatuar 

sitokinler ve bunlara eĢlik eden NF- B yapımlarının artıĢı da doza bağımlı olarak 

curcumin tedavisi uygulanmasıyla kontrol edilmiĢ ve azaltılmıĢtır (147). Curcumin 

tedavisi ile NF- B‟nin enflamasyonu uyarıcı etkisi gerçekleĢmemekte ve sonuçta NF-

B‟nin tümör geliĢimi üzerine etkisi önlenmiĢ olmaktadır (ġekil 28). 

 

 ġekil 28. Curcuminin Nf- B üzerinden tümör geliĢimi üzerine önleyici etkisi 

(148). 
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Cox-2, araĢidonik asitten prostaglandin oluĢum basamağının hız kısıtlayıcı 

enzimidir ve karsinogeneziste kritik rol oynamaktadır. Cox-2‟nin aĢırı üretimi kötü 

huylu hücrelerin proliferasyon ve invazyonuna neden olur. Bu etkisi antienflamatuar 

ilaçlarla geri döndürülebilir. Bu nedenle Cox-2 inhibitörleri kanser tedavisinde önemli 

role sahiptir (149). Cox-2, NF- B‟nin hücre içi sinyal iletiminde rol almaktadır. Yapılan 

çalıĢmalarda curcuminin Cox-2‟nin yapımını azaltmak yoluyla birçok kanser 

hücresinde proliferasyonu azalttığı görülmüĢtür (150,151), (ġekil 29). 

 

 
 

ġekil 29. Curcuminin Cox-2 üzerinden tümör geliĢmini önleyici etkisi (148). 

 

Curcuminin hücre büyümesi üzerine inhibe edici etkisi de antikanser etki ile 

sonuçlanmaktadır. Lopez ve ark 20 μg/ mL dozda curcuminin K-562 insan kronik 

miyelojen lösemi hücrelerinde büyümeyi %50 oranında durduğunu göstermiĢlerdir 
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(152). Curcuminle oluĢturulan büyüme inhibisyonu doza bağlıdır ve CUR'in 

uzaklaĢtırılmasıyla beraber geri dönüĢümlüdür. CUR'un sebep olduğu büyüme 

inhibisyonu büyüme faktörlerinin ortama konulması ile geri döndürülemez, bu da 

CUR‟un hücre döngü olaylarına etki ettiğini göstermektedir. CUR ile enkübe edilen 

hücre kültürlerinde, hücrelerin DNA içeriklerinin G1/S fazında yoğunlaĢtığı 

gösterilmiĢtir. S fazındaki hücre sayıları ve hücre proliferasyonundaki inhibisyon 

hücrelerin S fazında yavaĢladıklarını veya durduklarını ve DNA sentezinin, CUR‟suz 

gruba göre aktif olmadığını düĢündürmektedir (153,154). Mehta K ve ark da hormona 

bağımlı ve hormondan bağımsız meme tümör hücrelerinde çalıĢmıĢlar ve curcuminin 

hücre büyümesini apoptoz veya Bcl-2 ve Bax düzeylerini etkilemeden durdurduğunu 

göstermiĢlerdir. Ayrıca çalıĢmalarında curcuminin bu etkisinin zamana ve doza 

bağımlı bir etki olduğunu da saptamıĢlardır (154).  

 

 
ġekil 30. Curcuminin antikanserojen etki mekanizmaları (155).  

Curcuminin antikanser etkilerinin tersine, bazı çalıĢmalarda kanserojen 

özelliklerinden de sözedilmektedir. ġekil 30‟da görüldüğü gibi curcumin potansiyel bir 

karsinojenin hücre DNA‟sı ile etkileĢimini önlemekte ve sonuçta karsinojenik etki 

meydana gelememektedir. Yapılan bir çalıĢmada sıçanlar %0,1, %0,5, %1, %2,5, %5 

gibi değiĢik konsantrasyonlarda curcumin ekstrat içeren diyetle 3 ay ve 2 yıl 

beslenmiĢlerdir. Üç ay süreyle %5 turmerik ekstratı ile beslenen sıçanların kolon 

mukozalarında hiperplazi geliĢtiği saptanmıĢtır. Ġki yıl süreyle %5 curcumin ekstrat ile 
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beslenen sıçanlarda ise toksik ve karsinojenik etkiler ortaya çıkmıĢtır (156).  

 

2.7.3.4. Antianjiogenetik etkisi 

 Anjiogenez, özellikle solid tümörlerde tümör büyümesinde ve metastazda 

asıl sorumlu faktördür. Anjiogenezin baĢlaması tümör hücrelerinden bazı moleküllerin 

salınıp çevre normal dokuya iletilen sinyaller yolu ile gerçekleĢir. Bu moleküller çok 

sayıda farklı proteinlerden (bFGF, EGF, granülosit uyarıcı faktör, IL-8, PDGF, TNF, 

VEGF), ve küçük moleküllerden (adenozin, prostoglandin E) oluĢmuĢtur. Bu 

moleküller arasından VEGF ve bFGF‟nin tümör büyümesi için çok önemli oldukları 

açıkça görülmüĢtür. Bu moleküller birçok kanser hücresi tarafından üretilmektedirler. 

 Anjiogenez mekanizmaları tam olarak aydınlatılamasa da büyüme 

faktörlerinin, anjiogenezde önemli rol oynayan endotel hücrelerinde proliferasyonu 

arttırıcı etkilerinin olduğu bilinmektedir (157). Yapılan in vitro çalıĢmalarda curcuminin 

insan endotel hücrelerinde proliferasyonu azattığı, in vivo çalıĢmalarda da FGF-2 ile 

oluĢan anjiogenik cevabın ortadan kalktığı görülmüĢtür (153,158). Çinko bağımlı bir 

metalloproteinaz olan CD13/aminopeptidase N (APN), tümör invazyon ve 

anjiogenezde önemli rol oynar. Shim ve ark curcuminin APN‟ye bağlanarak 

aktivitesini geri dönüĢümsüz olarak inhibe ettiğini göstermiĢlerdir (159). Dorai ve ark 

LNCaP prostat kanser hücrelerinde curcuminin anjiogenezi inhibe ettiğini 

göstermiĢlerdir (160). Curcumin, melanoma ve prostat kanserleri gibi agresif 

tümörlerde MMP-2‟yi inhibe eder. jelatinaz A (MMP-2) ve Jelatinaz B (MMP-9), yeni 

kapiller oluĢumundan ve büyüme faktörlerinin aktive edilmesinden sorumludurlar. 

Curcumin salınan 53 ve 72 kDa‟luk MMP‟ların jelatinolitik aktivitelerini ve 72-kDa 

MMP‟ın ekspresyon ve traskripsiyonunu baskılar. Jelatinaz B, FGF-2‟nin 

düzenlenmesinde görevli transkripsiyon faktörü AP-1‟in yapımını arttırır, bu olay 

curcumin tarafından baskılanır (157), Kanser hücreleri endotel hücrelerini taklit 

ederek endotel iliĢkili genleri yapabilirler. Bu genler (VE-Cadherin, Src, FAK, PI-3) 

curcumin için iyi birer hedeftirler. Curcumin VEGF‟nin ekspresyonuna, hipoksi, 

Cox‟un aĢırı yapımı, hidrojen peroksit salınması, uygunsuz EGRF, Src ve NF- B 

sinyal üretimi gibi durumlarda müdahale edebilir (157). 

2.7.3.5. Antienflamatuar etki: 
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 Curcuminin diyetle alınımı durumunda kolonik mukozadaki siklooksigenaz 

ve lipooksigenaz enzimlerinin aktivitelerini inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Bu enzimlerin 

inhibe olması sonucu enflamatuar yanıtta rol alan araĢidonik asit metabolizması 

önlenerek anti enflamatuar etki ortaya çıkmaktadır. 

 Curcuminin antienflamatuar etkisinin ortaya çıkmasında proenflamatuar 

genlerin ekspresyonunu kontrol ederek NF- B‟nin etkisinin baskılanması, Cox-2‟nin 

ekspresyonunun, proenflamatuar enzim olan 5-LOX‟un ekspresyonunun, 

enflamasyonla ilgili birçok yüzey adezyon molekülünün yapımının  azaltılması,  TNF, 

IL-1, IL-6, IL-8 gibi enflamatuar sitokinlerin yapımının baskılanması gibi, baĢka 

mekanizmalar da öne sürülmüĢtür (6).  

2.7.3.6. Aterosklerozu önleyici etki: 

Kompleks ve çok basamaklı bir süreç olan ateroskleroz geliĢimi üzerine 

curcuminin önleyici etkileri vardır. Okside LDL (düĢük dansiteli lipoprotein)'nin 

aterojenik etkili olduğu in vitro ve in vivo çalıĢmalarla kanıtlanmıĢtır. DüĢük dansiteli 

lipoproteinlerin oksidasyonu ateroskleroz geliĢiminde rol oynamaktadır. CUR‟un 

plazma kolesterol, lipoproteinler ve trigliserit düzeylerini azaltarak ateroskleroz 

geliĢimini önlediği ileri sürülmüĢtür. Tortosa Ramirez ve ark aterosklerotik tavĢan 

modellerinde curcuminin etkilerini araĢtırmıĢlar ve kontrol grubunun okside LDL 

düzeylerine kıyasla curcumin grubunda istatistiksel olarak anlamlı düzeyde düĢük 

okside LDL düzeyleri tespit etmiĢlerdir (161).  

2.7.3.7. Antitrombotik etki: 

Curcumin güçlü bir antitrombotik ajandır. Siklooksijenaz enziminin aktive 

ettiği sinyal yolağında hücre içi kalsiyum miktarı artmakta, trombositler aktive olmakta 

ve sonuçta trombotik etki oluĢmaktadır. Curcumin siklooksigenaz aktivitesini 

baskılayarak antitrombotik etki gerçekleĢtirmektedir (162).  

2.7.3.8. Deri hastalıklarından koruyucu etki: 

Curcumin koruyucu ve tedavi edici ajan olarak skleroderma, psöriazis ve 

deri kanserlerinde kullanılmaktadır. Bu etkisini, serbest radikalleri bağlayarak ve Nf-

B‟yi inhibe edip enflamasyonu azaltarak yapar. Böylece deride oluĢan kollojen 

depozitleri, fibroblast miktarı ve damarlanma azalır (163).  
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CUR psöriyasizli hastalarda topikal kullanıldığında klinik, histolojik ve 

immunolojik kriterlere göre psöriyazisi gerilettiği gösterilmiĢtir. CUR'un bu etkisinin 

immunomodülatör ve antienflamatuar etkilerinin yanı sıra siklooksijenaz 

inhibisyonundan dolayı olduğu öne sürülmüĢtür (111). 

2.7.3.9. Curcuminin diğer etkileri: 

Curcumin enflamatuar sitokinlerin (IL-lb, IL-6, IL-12, TNF-α IFN-γ) etkilerini 

ve sinyal iletim yolaklarını (JAK-STAT, AP-1 ve NF- B) düzenler. Ġmmun hücrelerde 

gösterdiği bu etkilerden dolayı otoimmun hastalıkların (Multipl skleroz, Tip 1 DM, 

enflamatuar barsak hastalığı, miyokardit, tiroidit) tedavisinde kullanılmaktadır (164).  

Diyabetin çeĢitli komplikasyonlarından ileri glikozilasyon son ürünleri 

sorumlu tutulmaktadır. Sajithlal ve arkadaĢları glikozilasyon son ürünleri üzerine 

curcuminin etkilerini araĢtırmıĢlar ve artmıĢ glikolzilasyon son ürünleri birikiminin 

curcumin tarafından önlendiği sonucuna varmıĢlardır (14).  

Ayrıca Curcumin, alerji, astım, bronĢit, AIDS, renal iskemi gibi 

hastalıklarda da kullanılmaktadır (162).  

 Literatürde, curcuminin fibrosarkom üzerine apoptozun etkisini araĢtıran 

yalnızca iki çalıĢma bulunmaktadır. Bu çalıĢmalardan ilkinde Ruby ve arkadaĢları L-

929 fibrosarkom hücre serilerinde curcumininin apoptotik etkisini NF- B üzerinden 

araĢtırmıĢlardır (14). Diğer çalıĢmada ise Mıtra ve arkadaĢları farelerde oluĢturdukları 

deneysel fibrosarkom modelinde curcuminin yine NF- B üzerinden etkilerini 

incelemiĢlerdir (165). Sıçanlarda deneysel fibrosarkom oluĢturulmasıyla curcuminin 

oral verilerek apoptoz üzerine etkilerini Bax, Bcl-2 proteinleri üzerinden araĢtıran 

çalıĢmaya rastlanmamıĢtır.  

Yakın gelecekte kanser tedavisinde geleneksel radyoterapi ve kemoterapi 

ile apoptoza duyarlı stratejiler beraber kullanılacak gibi görünmektedir. Böyle bir 

tedavi protokolü hem kemoterapi ve radyoterapi dozunun azaltılabilme Ģansını 

sağlayabileceği için hastayı bu tedavilerin istenmeyen yan etkilerinden kurtarabilecek 

ve hem de belki tümör hücrelerinde apoptoz oluĢumunun daha güçlü olmasını 

sağlayarak daha etkin bir tedavi Ģansı sunabilecektir. Bu nedenle curcumin gibi 

apoptozu uyarıcı etkisi olabilecek yeni tedavilerin denenmesi önem taĢımaktadır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 DENEYSEL FĠBROSARKOM OLUġTURULMASI 

Bu çalıĢmada, sekiz-on haftalık ortalama 150–200 gram ağırlıklarında 24 adet erkek 

Wistar Albino türü sıçan kullanıldı. Deneme süresince hayvanlar Adnan Menderes 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Deney Hayvanları laboratuarında % 20 protein içeren 

kuru pelet yemle beslendi, ıĢık (12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık) ve ısı (24±2°C) 

kontrollü odalarda izlendi. 

Gereçler 

1) Curcumin (SIGMA, SIC1386) 

2) 3-metilkolantren %98 (ALDRICH, AL213942) 

3) Spektrofotometre (Shımadzu UV-16AA) 

4) Santrifüj cihazı (Hettich, Micro 200R, Almanya) 

5) Hassas terazi 

6) Otomatik pipet :BIOHIT 2-20 µL, eppendorf 20-200 µl, RAININ 0-5000 µl 

7) Eppendorf tüpleri (kapaklı): Sarf malzemesi 

8) Pipet uçları (mavi ve sarı renkli): Sarf malzemesi 

9) Derin dondurucu (Nuaire; -85 0C Ultralow Freezer) 

 

Deney gruplarının oluşturulması ve 3-metilkolantren’in deney hayvanlarına 

uygulanması 

Sıçanlar; kontrol (grup A, n=8), fibrosarkom (grup B, n=6), curcumin ile tedavi edilen 

fibrosarkom (grup C, n=5) ve yalnızca curcumin grubu (grup D, n=5) olmak üzere dört 

gruba ayrıldı. Deney öncesi tüm hayvanların genel sağlık durumları kontrol edilip, 

palpasyonla deri altı herhangi bir anormal oluĢum olup olmadığı incelendi ve 

herhangi bir anormal bulgu olmadığı doğrulandı. 

Deneye 46 sıçan ile baĢlandı. Bunların 33 tanesine 3-MC enjeksiyonu yapıldı. 12 

tanesinde fibrosarkom oluĢtu, 18 tanesi fibrosarkom oluĢmadan öldü, sağ kalan 

sıçanlardan 3 tanesinde fibrosarkom oluĢturulamadı. Fibrosarkom meydana gelen 

sıçanların 6 tanesine curcumin tedavisine baĢlandı, bunlardan 1 tanesi  öldü. sonuçta 

B grubunda 6, C grubunda 5 sıçanımız kalmıĢ oldu. 
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- Deneysel fibrosarkom modeli Sawick ve ark‟nın yöntemine göre oluĢturuldu. 0,25 

mL susam yağı içinde çözdürülen 0,2 mg 3-metilkolantren A ve C grubundaki 

sıçanların sırt bölgelerinin deri altı dokusuna tek doz olarak enjekte edildi (166).  

- A ve D grubundaki sıçanlara ise 0,25 mL susam yağı sırt bölgelerinin deri altı 

dokusuna tek doz olarak enjekte edildi  

- Deney süresi 150-300 gün arasında oldu. Deney süresi içerisinde hayvanlar ilk üç 

ayda haftada bir, daha sonraki süre içerisinde ise günaĢırı kontrol edilip tümöral 

oluĢum yönünden palpe edildi. Tümöral oluĢumları palpe edilebilir hale geldiğinde A 

ve B gruplarındaki sıçanlara eter anestezisi altında ötenazi uygulanarak tümöral 

dokular ve deri altı bağ dokusu oluĢtuğu bölgeden çıkarıldı. 

- C ve D gruplarındaki sıçanlara tümör oluĢumu saptandığı günden itibaren on gün 

boyunca 200 mg/sıçan dozunda curcumin, metil selüloz içinde homojenize edilerek 

gavaj yoluyla verildi. Tedavileri biten bu iki gruptaki sıçanların tümöral oluĢumlarının 

boyutları ölçüldükten sonra eter anestezisi altında ötenazi uygulanarak, tümöral 

dokular ve deri altı bağ dokusu çıkarıldı.  

Tedaviye baĢlamadan önce ve tedavi bitiminde tümör boyutları ölçüldü. Numasaki ve 

arkadaĢlarının uyguladıkları formüle göre (ab2/2, a büyük çap, b küçük çap tümör 

hacimleri hesaplandı (167).  

 

 

  

Resim 1. Sıçanın sırt bölgesinde tümör oluĢumu. 

 

Çıkarılan tümöral oluĢumların yarısı immunohistokimya ve apoptotik hücrelerin tayini 

için % 10‟luk tamponlu nötr formalin solüsyonu içerisinde tespit edildi. Diğer yarısı ise 

Western Blot yöntemi ile analiz yapılana kadar - 80°C „de saklandı. 
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Nötr formalin solusyonu içerisinde 24 saat tespit edilen dokular daha sonra akan 

çeĢme suyu altında bir gece bekletilip ertesi gün rutin doku takip iĢlemlerinden sonra 

parafinde bloklandılar.  

 

 

 

 

3.2.TUNEL YÖNTEMĠ ĠLE APOPTOTĠK HÜCRELERĠN TESPĠTĠ: 

Tunel yöntemi için kullanılan malzemeler 

-In Situ Cell Death Detection Kit, POD (Roche, Cat. No. 1 684 817) 

- Yıkama solüsyonu: PBS 

- Bloklama solüsyonu: Metanol içinde hazırlanmıĢ %3‟lük H2O2 

-Tunel reaksiyonu için karıĢım çözeltisi: Label (bağlayıcı) solüsyonundan 450 µL 

alınarak 50 µL enzim solüsyonu ile karıĢtırılarak hazırlandı. 

 

Deney aşaması 

- Doku kesitleri deparafinize edildi. 

- Preparatlar 37°C‟de 45 dakika tripsin ile muamele edildi. 

- Prepratlar PBS içeren Ģalelere alınarak ikiĢer kere yıkandı. 

- Metanol içinde hazırlanmıĢ %3‟lük H2O2  ile 10 dakika muamele edildi. 

- %3 BSA ve %20 normal sığır serumu eklenerek 30 dakika beklenildi. 

- PBS içerisinde ikiĢer kere yıkama yapıldı. 

- Her preparata 50 µL Tunel reaksiyon karıĢım çözeltisinden eklenerek 60 dakika 

37°C‟de karanlıkta bekletildi. 

- Preparatlar üç kere PBS ile yıkandı. Bu aĢamada mikroskop altında immünfloresan 

incelemeleri yapılarak fotoğraflar çekildi. 

- Preparatların çevresi kurulanarak 50 µL Converter- POD eklenerek 37°C‟de 30 

dakika beklenildi. 

- PBS ile üç kere yıkama yapıldı. 

- Her preparata 100 µL DAB substrat eklendi, 25°C‟de 10 dakika bekletildi. 

- PBS ile üç kere yıkama yapılarak preparatların üzerleri lamel ile kapatılıp 

mikroskopta incelenmek üzere hazır hale getirildi. 
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Olympus BX50 marka mikroskoba immünfloresan aparatı takılarak, doku kesitlerinde, 

nekroz ve hemoraji alanları içermeyen 10 farklı alanda büyük büyütme (X400)  ile 

nükleer boyanma gösteren hücreler sayıldı. Bu alanlara karĢılık gelen hematoksilen-

eozin preparatlarda yeniden değerlendirme yapıldı. 

 

 

3.3 DOKUDA Bcl-2 ve Bax PROTEĠNLERĠNĠN ĠMMÜNOHĠSTOKĠMYASAL 

OLARAK TESPĠTĠ 

Gereçler 

1) Poly-L-lysin lam (MikroSlides Snowcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA)  

2) Etüv (Memmert UM500) 

3) Xylol (Merck) 

4) Etanol (Merck) 

5) Metanol (Merck) 

6) AEC Substrat kit (DBS, K003) 

    AEC Substrat kit içeriği: 

     a) Konsantre tampon 

     b) AEC 

     c) H2O2 

7) Peroksidaz Mouse & Rabbit Kit, Background Blocker (DBS, KP-500, K023) 

8) Goat serum (ZYMED 16210064) 

9) Hidrojen Peroksit (H2O2, Sıgma 31642) 

10) Bcl-2 primer antikoru (DELTABIOLABS A18) 

11) Bax primer antikoru (DELTABIOLABS A20) 

12) HRP Immunostaining Kit (For Mouse and Rabbit Primary Antibodies) (DBS, KP-

500)  

      HRP Immunostaining Kit içeriği 

      a) Linker solüsyonu, biotinlenmiĢ anti-mouse ve anti-rabbit immunoglobulinler 

içerir (kullanıma hazır). 

      b) Tracer solüsyonu horseradish peroksidaz ile konjuge streptavidin içerir 

(kullanıma hazır). 

13) Faramount mounting medium (Daco, S3025) 
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14) Hemalum boyası (Surgipath) 

Analiz aşaması 

Bcl-2 ve Bax proteinlerinin immünohistokimyasal olarak tespiti Avidin-Biotin 

Peroksidaz yöntemi ile yapıldı. 

- HazırlanmıĢ olan parafin bloklardan üç µm kalınlığında, poly-L-lysin (MikroSlides 

Snowcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA) lamlara seri kesitler alındı. 

- Seri alınan kesitler bir gece etüvde (37°C) bekletildi. 

- Ertesi gün xylol I‟de beĢ dakika, xylol II‟de beĢ dakika, %100‟lük alkol I‟de üç dakika, 

%100 alkol II‟de üç dakika, %96‟lık alkol‟ de bir dakika ve %80‟lik alkol‟de bir dakika 

bekletildi. Sonra distile su içine alınıp etüvde (37°C) beĢ dakika bekletildi. 

NemlendirilmiĢ 37°C‟lik etüvde proteazda 15 dakika inkübe edildi. Ardından on 

dakika oda ısısında tutuldu.  

- Kesitler iki dakika ikiĢer kez PBS (fosfat tamponu) ile yıkandı. Kesitlerde dokuların 

kenarı temizlendikten sonra metanolde hazırlanmıĢ %3‟lük H2O2‟de 15 dakika 

bekletildi. Takiben iki dakika üçer kez PBS‟de bekletildi.  

- Lamların kenarları kurulanıp % 1,5‟ luk normal keçi serumu (15 µL keçi serumu ve 

985 µL PBS) damlatıldı ve bir saat bekletildi.  

- Lamlar silkelendi ve üzerlerine background solüsyonu eklendi, on dakika 

inkübasyona bırakıldı. 

-Ardından primer antikorda bir saat bekletildi [15 µL keçi serumu, 980 µL PBS ve 25 

µL primer antikor (Bax, Bcl-2)]. Üç kez PBS‟ de beĢer dakika tutularak yıkama iĢlemi 

yapıldı. 

- Üzerlerine linker solüsyonu (kullanıma hazır) konularak 25 dakika bekletildi. 

Ardından üç kere PBS ile lamlar yıkandı, tracer solüsyonu (kullanıma hazır) 

konularak 25 dakika beklendi. Üç kere PBS ile lamlar yıkandı ve üzerlerine 

Substrat/Kromojen solüsyonu eklendi. 

Substrat/Kromojen solüsyonunun hazırlanması 

1) 5 ml‟lik distile su içeren test tüpüne Konsantre tampon çözeltisinde iki damla 

damlatıldı. 

2) Dilüe edilen tampon içine  iki damla AEC ve iki damla H2O2 damlatıldı ve çalıĢma 

solüsyonu hazırlandı. 
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- On dakika bekleme süresi sonunda mikroskop altında hücre sitoplazmalarının 

boyandığı görüldü ve lamlar, içinde PBS olan Ģale içine alındı. En fazla 10 dakika 

bekletildikten sonra lamlar Ģaleden çıkarılıp Hemalum boyasında 2-3 saniye 

bekletildi. ÇeĢme suyu altında yıkandı ve ardından distile su ile yıkanıp lamların 

üzerine faramount mounting medium sürülerek lamel kapatıldı ve mikroskopta 

incelenerek fotoğrafları çekildi. 

- Her preparatta rastgele 10 adet saha tarandı ve boyanma yoğunluğuna göre hafif 

boyananlara +1, orta derecede boyananlara +2, güçlü boyananlara +3 puan verildi. 

 

3.4. DOKULARDA Bcl-2 ve Bax PROTEĠNLERĠNĠN WESTERN BLOT 

YÖNTEMĠYLE TESPĠTĠ 

Homojenizasyona kadar -80°C‟de saklanan dokular lizis tamponu kullanılarak 

homojenize edildi. Homojenatlar 10000 g‟de 15 dakika santrifüj edilerek 

süpernatantları ayrıldı. Süpernatantlar, protein tespiti ve Western Blot iĢlemleri için     

-80°C‟de saklandı. Protein miktarı Lowry yöntemine göre tespit edildi (168). 

Gereçler 

1) Bcl-2 primer antikoru (DELTABIOLABS DB001) 

2) Bax primer antikoru (DELTABIOLABS DB005) 

3) Acrylamide (SIGMA A9099) 

4) N,N‟-Methylene bis-acrylamıde (SIGMA M-7279) 

5) N,N,N‟,N′-Tetramethylethylenediamine (TEMED, SIGMA T7D24) 

6) Sodium dodecyl sulfate (SIGMA L4390) 

7) Bromophenol Blue sodium salt (SIGMA B8026) 

8) Pepstatin (SIGMA P5318) 

9) Leupeptin (SIGMA L2884) 

10) Aprotinin (SIGMA A4529) 

11) Tween 20 (SIGMA P1379) 

12) BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)/NBT (nitro blue tetrazolium)   

(SIGMA B6404) 

13) Glycine (SIGMA G-8898) 

14) Trizma Base (SIGMA T-8404) 

15) Ammonium Persulfate (SIGMA A-3678) 
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16) Triton X-100 (SIGMA T-8532) 

17) Sodium chloride (Riedel 13423) 

18) Bcl-2 pozitif kontrol (Deltabiolabs A18) 

19) Bax pozitif kontrol (Deltabiolabs A20) 

20) Sekonder antikor (anti-Rabbit IgG+AP DB2009) 

21) Polyvinylidene Fluoride(PVDF) membran 0.45µm (santa cruz sc3723) 

22) Low Range Marker (Santa cruz sc-2360) 

23) PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride, SIGMA P7626) 

24) HEPES [4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid sodium salt, SIGMA 

H7006] 

25) 2-Propanol (SIGMA I9516) 

26) Jel görüntüleme sistemi (tarayıcı) VILBER LOURMA marka 

27) Mini elektroforez sistemi (Bio-Rad, Mini Protean III, US) 

28) Elektroforez güç kaynağı (Bio-Rad, Power Pac, US) 

29) Trichloroacetic acid (TCA, SIGMA T9156) 

30) Glycerol (SIGMA 5516) 

 

Lizis tamponu hazırlanışı 

Lizis tampon, içerisinde 150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH:8.0), %1‟lik Triton X-100, 

1µg/mL Leupeptin, 1µg/mL Aprotinin, 1µg/mL Pepstatin, 1mM PMSF olacak Ģekilde 

hazırlandı. 

  Lizis tamponu için stok solüsyonların hazırlanması 

- Leupeptin: Distile su ile 10 mg/mL‟lik stok hazırlanarak aliquatlara paylaĢtırıldı  

(-20°C‟de 6 ay stabil). 

- Pepstatin: Etanol %70 ile 1mg/mL‟lik stok hazırlandı (-20°C‟de 1 ay stabil) 

- Aprotinin: 1 mL HEPES (0.01 M, pH:8) içinde 10 mg Aprotinin olacak Ģekilde stok 

hazırlandı (-20°C‟de 6 ay stabil) 

- PMSF: Ġsopropanol içinde 10 mM‟lık  stok hazırlandı. Aliquatlara paylaĢtırıldı (-

20°C‟de 1 ay stabil). 

NaCl 17.532 g, Tris 1.211 g, Triton X-100 2 mL, Leupeptin 20 µL(stok) , Aprotinin 20 

µL(stok), Pepstatin 20 µL(stok), PMSF 20 µL(stok) alınarak az miktarda distile su 



 73 

içinde çözündürüldüler, pH:8‟e ayarlandı ve volüm 200 mL‟ye distile su ile 

tamamlandı. 

Lowry yöntemine göre dokuda protein miktarı tayini 

Gereçler 

1) Sodium carbonate (FLUKA 71347) 

2) Sodium hydroxide (SIGMA 8045) 

3) Potassium sodium tartarate tetrahydrat (SIGMA S6570) 

4) Copper(II) sulfate pentahydrat (SIGMA C8072) 

5) Folin-Ciocalteu‟s phenol (SIGMA F9252) 

Analiz aşaması 

- Na2C03 2g ve 0,05g Na-K-tartarat, 0,1 N NaOH içinde çözülerek hacim 100 mL'ye 

tamamlandı.  

- 100 mg CuS04. 5H20 100 mL distile suda çözülerek hazırlandı. 

- Alkali bakır çalıĢma çözeltisi: CuS04. 5H20/ Na2C03 0,1 M NaOH, 0,7 M Na-K- 

tartarat (1/9) oranında karıĢtırılarak hazırlandı. 

- Seyreltik folin: Folin,1/2 su ile seyreltildi. 

- Deney tüplerine 2,5 mL Alkali bakır çözeltisi ve 50 µL numune konularak 15 dakika 

oda ısısında bekletildi  

- Üzerine 250µL seyreltik fenol çözeltisinden eklendi ve 45 dakika oda ısısında 

bekletildi. 

- Numuneler spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda köre karĢı okundu. 

 

3.4.1. Elektroforez  
 

Protein elektroforezi Laemmli yöntemine göre SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat-

Poliakrilamid Jel) kullanılarak yapıldı (169).  

- Cam levhalar arasında sızıntı olup olmadığı kontrol edildikten sonra, % 10‟luk 

ayırma jeli, hava kabarcığı kalmayacak Ģekilde otomatik pipet ile mini elektroforez 

(Bio-Rad, Mini Protean III, US) camları arasına döküldü (Resim 2). 

- Jelin hava ile temasını kesmek için üzeri % 70‟lik etil alkol ile kapatıldı ve jelin 

polimerleĢmesi için bir saat beklendi. Süre sonunda jel üzerindeki alkol, kurutma 

kağıdı kullanılarak jele temas etmeden yavaĢ yavaĢ uzaklaĢtırıldı. 
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- Ayırma jelinin üzerine % 5‟lik yoğunlaĢtırma jeli yine otomatik pipet ile döküldü. 

Taraklar, yoğunlaĢtırma jeli döküldükten sonra fazla beklemeden jel ile arasında hava 

kabarcığı kalmamasına ve ayırma jeline temas etmemesine dikkat edilerek takıldı. 

Jelin polimerleĢmesi için bir saat kadar beklendi.  

 

 

 

 

  

Resim 2. Jelin döküleceği elektroforez camlarının düzenek üzerine yerleĢtirilmesi. 

 

 

 

Tablo I. Ayırma jelinin içeriği (% 10‟luk) 

Kullanılan Malzeme Mini Elektroforez (Çift jel için) 

Distile su 4 mL 

1.5 M Tris tamponu (pH 8.8) 2.5 mL 

% 30’luk Akrilamid/Bis akrilamid 3.3 mL 

%10’luk SDS 100 µL 

% 10’luk Amonyum Persülfat,  100 µL 

TEMED 4 µL 
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Tablo II.YoğunlaĢtırma jelinin içeriği (% 5‟lik) 

Kullanılan Malzeme Mini Elektroforez (Çift jel için) 

Distile su 3,4 mL 

1 M Tris tamponu (pH 6,8) 630 µL 

% 30’luk Akrilamid/Bis akrilamid  830 µL 

%10’luk SDS 50 µL 

% 10’luk Amonyum Persülfat 50 µL 

TEMED 5 µL 

 

Örneklerin Hazırlanışı ve Jele Uygulanışı 

Taraklar jele zarar vermeden çekildi. 

-Tarak çıkarıldıktan sonra oluĢan kuyucuklara elektrot tamponu eklendi. 

-Uygun seyreltilmeleri yapılan örneklerden 23 µL, yükleme tamponundan ise 4 µL 

eppendorf tüplerine alındı ve bu tüpler kaynar su banyosunda 100°C‟de üç dakika 

kaynatıldı. Kaynatma iĢleminden sonra örnekler buz üzerinde soğutuldu. 

-Daha sonra jeldeki ilk kuyucuğa ön boyama yapılmıĢ (prestained) moleküler ağırlık 

standardı, diğer kuyucuklara ise 27 µL yükleme tamponu ile muamele edilmiĢ örnek 

yüklendi. Böylece her kuyucuğa 100 µg örnek yüklenmesi sağlandı. 

-Örnekler jele yüklendikten sonra jel elektroforez tankı içerisine yerleĢtirildi ve 

kuyucukların üzerine elektrot tamponu eklendi. 

-Proteinleri ayırma iĢleminde üst jele 100 V, alt jele ise 200 V (Bio-Rad, Power Pac, 

US) elektrik akımı uygulandı (Resim 3). 
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Resim 3. Numunelerin elektroforez tankı içinde jel üzerinde yürümeleri 

 

Elektroforez İçin Gerekli Çözeltiler 

-Akrilamid/Bisakrilamid Çözeltisi % 30‟luk 

Akrilamiden 29 g, bisakrilamid‟den 1 g tartıldı ve distile su ile volüm 100 mL‟ye 

tamamlandı. 

-1.5 M Tris Tamponu  

Az miktarda saf su içerisinde 34,344 g tris-baz çözdürüldükten sonra, konsantre HCl 

kullanılarak pH‟sı 8,8‟e ayarlandı. Son volüm saf su ile 100 mL‟ye tamamlandı. 

Hazırlanan tampon oda sıcaklığında bir ay süre ile saklanabilmektedir. 

-1M Tris Tamponu 

Tris-baz (12,11 g) az miktarda distile su içerisinde çözüldükten sonra üzerine 

konsantre HCl koyularak çözeltinin pH‟sı 6,8‟ye ayarlandı ve volüm 100 mL‟ye 

tamamlandı. Hazırlanan tampon oda sıcaklığında bir ay süre ile saklanabilmektedir. 

-Amonyum persülfat % 10‟luk 

Amonyum persülfat (0,1 g), 1 mL distle su içinde çözüldü. Çözelti kullanılacağı 

zaman her seferinde taze olarak hazırlandı 

-Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) % 10‟luk 

SDS (5 g ), 50 mL saf su içerisinde yavaĢ yavaĢ karıĢtırılarak çözüldü. 

-Yükleme Tamponu (Sample Buffer) 
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0.29 M Tris-baz (pH 6,8) içerisinde, % 8.3 SDS, %25 gliserol, % 7.75 DTT, %0.01 

Bromfenol mavisi olacak Ģekilde yükleme tamponu hazırlandı. 

-Elektrot Tamponu (Yürütme Tamponu) 

Tris-baz (3 g) ve 14,4 g glisin az miktarda saf su içerisinde çözüldü ve konsantre HCl 

kullanılarak pH‟sı 8.5‟e ayarlandı. 1 g SDS az miktarda saf su içerisinde çözülerek 

Tris-glisin çözeltisine ilave edildi ve total hacim saf su ile 1000 mL‟ye tamamlandı. 

Hazırlanan tampon 4°C‟de saklandı. Tampon 2–3 kez kullanımdan sonra yeniden 

hazırlandı. 

 

3.4.2. Western Blot Analizi  

- Elektroforez iĢlemi bitince jel elektroforez camları arasından çıkartıldı. Jelin yükleme 

kısmı düzgün bir Ģekilde kesilerek uzaklaĢtırıldı ve transfer iĢlemi için hazırlandı. 

-Santa Crus marka PVDF membran önce beĢ dakika saf metanol içinde bekletilerek 

doyuruldu. Sonrasında sandwich aparat, fiber spanç, filtre kâğıtları ve PVDF 

membranlar transfer tamponu içerisinde 30 dakika ıslatıldı. 

- Sandwichler, içerisinde sırasıyla fiber spanç, filtre kâğıdı, mebran, jel, filtre kâğıdı ve 

tekrar fiber spanç olacak Ģekilde hazırlanarak tekrar kapatıldı. Bu iĢlem yapılırken jel 

ile PVDF membran arasında hava kabarcığı kalmamasına dikkat edildi. 

- Daha sonra sandwich ve buz aküsü, blotlama tankına yerleĢtirildi ve tank içerisine 

sandwichlerin üst seviyesine kadar soğuk transfer tamponu ilave edildi. Elektroforez 

sonrasında proteinler elektroforetik olarak PVDF membranlara transfer edildi. 

- Protein transferi 4ºC‟de bir saat boyunca 300 mA sabit akım uygulanarak 

gerçekleĢtirildi. 

- Proteinlerin transfer aĢamasından sonra sandwich kasetleri blotlama tankından 

çıkartıldı. Önceden boyanmıĢ protein standardının PVDF membrana geçmesi 

transfer aĢamasının baĢarılı olduğunu göstermiĢtir. 

- Membranlar soğuk 1xTBS (Tris Tamponu) çözeltisi ile 10‟ar dakikalık aralıklarla, 

çözelti her defasında değiĢtirilerek üç defa yıkandı. 

- Yıkama iĢleminden sonra membranlar, spesifik olmayan bölgelerin bloklanması 

amacıyla bir saat boyunca %2‟lik BSA içerisinde bekletildi. 

- Bloklama iĢlemi oda sıcaklığında ve çalkalayıcı kullanılarak gerçekleĢtirildi. 
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- Bloklama iĢleminden sonra %2‟lik BSA döküldü ve membranlar çalkalayıcı 

kullanılarak 30 dk boyunca soğuk 1xTBS çözeltisi ile yıkandı, her yıkamadan sonra 

çözelti dökülerek yenilendi. 

- Membranlar daha sonra 80 µL Delta Biolabs marka polyclonal anti-Bcl-2 antikoru 

(1:125 seyreltme) ve Delta Biolabs marka polyclonal anti-Bax antikoru ile (1:125 

seyreltme) %2‟lik BSA içerisinde 4 ºC‟de gece boyunca çalkalayıcıda bekletildi. 

- Süre sonunda petri kaplarındaki BSA çözeltisi döküldü ve membranlar soğuk 

1xTBS ile oda sıcaklığında çalkalayıcı kullanılarak 30 dakika süre ile yıkandı  

- Membranlar daha sonra 10 mL %2‟lik BSA  solüsyonu (1:250 seyreltme) ile 

seyreltilmiĢ alkalen fosfataz iĢaretli ikinci bir antikor (40 µL anti rabbit antikoru) ile oda 

sıcaklığında bir saat sabit hızda çalkalandı.  

- Membranlar, soğuk 1xTBS ile durulandıktan sonra BCIP/NBT ile  boyama iĢlemine 

tabi tutuldu.  

- Boyama, BCIP/NBT reaksiyon, solüsyonuna 30 g/L TCA (trikloroasetik asit) 

eklenerek bloke edildi (Resim 4). 

- Daha sonra membran deiyonize suyla yıkanarak oda sıcaklığında ıĢıktan korunarak 

kurutuldu (Resim 5). 

 

  

Resim 4. Petri kabı içerisinde bantların boyanarak görünür hale getirilmesi. 
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Resim 5. Membran üzerinde pozitif kontrol, ön boyama yapılmıĢ moleküler ağırlık standardı ve 

numunelere ait bantlar. 

 

-Membranların bilgisayar ortamına aktarılmasında yüksek çözünürlüğe sahip VILBER 

LOURMA marka tarayıcı kullanılmıĢtır. Image-J software (Image-J 1.33u, NIH)  

programı kullanılarak bantların sayısal değerlere çevrilmesi gerçekleĢtirildi. 

 

Western Blotting Analizi İçin Kullanılan Çözeltiler 

- Transfer Tamponu  

Tris-baz 24,5 g, 112 g glisin ve 2 L metanol, 10 litreye saf suda çözünerek hazırlandı.  

- 10 x TBS (Tris Tuz Tamponu) Çözeltisi (pH:7,6) 

Tris-baz‟dan 24,2g ve NaCl‟den 80g alınarak saf suda çözüldükten sonra pH 7.6‟ya 

ayarlanmıĢ ve saf su ile 1 L‟ye tamamlandı. 

- 1xTBS 

10xTBS çözeltisinden % 10‟luk hazırlanmıĢtır. Çözelti için 50 mL 10xTBS çözeltisine 

50 µL (%0.1 olacak Ģekilde) Tween 20 ilave edildi ve total hacim saf su ile 500 mL‟ye 

tamamlandı. Çözelti kullanılıncaya kadar +4 ºC‟de saklandı. 

-Bloklama için  %2‟lik BSA 

2 g BSA tartılarak 100 mL‟lik balon jojeye aktarıldı. Son hacim 100 mL „ye 

tamamlandı. 
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3.5. ĠSTATĠSTĠKSEL ANALĠZ 

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amacıyla SPSS (for Windows Release 11.5 

Standart Versiyon Copyright © Spss Inc.) hazır paket programı kullanıldı. 

1. Bax, Bcl-2 proteinlerinin Western blot değerlerin istatistiksel analizi için Mann 

Whitney U testi kullanıldı. Bax  sonuçlar ort ±SD, Bcl-2 sonuçları, ortanca (min-max) 

olarak verildi ve p<0.05 saptanan değerler anlamlı olarak kabul edildi. 

2. Tunel verilerinin istatistiksel analizinde Mann Whitney U testi kullanıldı. Sonuçlar ort 

± SD olarak verildi ve p<0.05 saptanan değerler anlamlı olarak kabul edildi. 

 

 

4. BULGULAR 

 

4.1. TÜMÖR DOKULARININ HACĠMLERĠ 

 Fibrosarkom oluĢan ve daha sonra curcumin tedavisi verilen gruptaki 

sıçanlarda fibrosarkom saptandığında ölçülen ve 10 gün süreyle curcumin tedavisinin 

tamamlanmasından sonra ölçülen tümör boyutları ile hesaplanan tümör hacimleri 

Tablo III‟te görülmektedir. Ġstatistiksel olarak tedavi öncesi ve tedavi sonrası tümör 

hacimleri arasında fark olmadığı saptandı (p=0,754). 

 

Tablo III. Tümör boyutu değerleri [tümörün büyük çapı (cm), küçük çapı (cm), hesaplanan hacmi 

(cm
3
)]. 

 Sıçan 1 Sıçan 2 Sıçan 3 Sıçan 4 Sıçan 5 

Tedavi öncesi  

 

6,5-4,5 (65,81) 4-3,5 (24,5) 3-2,5 (9,34) 2,5-1,5 (2,81) 2,5-2 (5) 

Tedavi sonrası  

 

5,5-5 (68,75) 3,3-3 (14,85) 4,5-3 (20,25) 3-2,5 (9,38) 2-1,5 (2,25) 

4.2. DOKULARIN PATOLOJĠK OLARAK ĠNCELENMESĠ 

 

 Çıkarılan tümör dokuları makroskobik olarak beyaz zayıf demarke 

multinodüler tümör Ģeklinde görüldü. Tümörün lokal olarak invaziv Ģekilde büyüdüğü 

düĢük düzeyde metastaze olduğu tespit edildi. Genellikle düzensiz, değiĢik 

büyüklükte nodüler Ģekilli, iyi sınırlanmamıĢ ve kapsülsüz görünümde idiler. Kesit 
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yüzü lobüllü, homojen gri beyaz renkli olup sıçanların birkaçında sarımsı renkte 

nekroz sahalarının olduğu tespit edildi (Resim 6). 

 

 

Resim 6. Çıkarılan tümöral doku. 

 

  

Resim 7  Resim 8 

Resim 7. Fibrosarkom dokusunun mikroskop altında görüntülenmesi. 

Resim 8. Normal deri altı bağ dokusunun mikroskop altında görüntülenmesi. 

 

 Doku kesitlerinin patolojik incelenmesinde, fibrosarkom grubunda uzun 

demetler halinde, iğsi hücrelerden oluĢan tümör gözlendi. Tümörde geniĢ nekroz, sık 

ve atipik mitoz saptandı. Malign mezenkimal tümörlerin özelliklerinden olan balık sırtı 

görünümü mevcuttu. Tümöral dokunun yer yer kasa invaze olduğu gözlendi (Kontrol 

grubuna ait deri altı bağ dokusu resim 8‟de ve fibrosarkom grubuna ait kanser 

dokusu resim 7‟de görülmektedir). 
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4.3. DOKU KESĠTLERĠNDE APOPTOTĠK HÜCRELERĠN TUNEL YÖNTEMĠ ĠLE 

GÖSTERĠLMESĠ: 

 Doku kesitlerinde hücre sayımı tunel yönteminde hem hematoksilen eozinli 

(resim 9), hem de immünfloresanlı preparatlarda (resim.10) yapıldı. Tunel yöntemi ile 

yapılan hücre sayımında apoptotik hücre sayısı kontrol grubunda 11,625 (±2,2), B 

grubunda 24,166 (±7,36), C grubunda 275,4 (±22,27), D grubunda 12,2 (±1,92) 

olarak saptandı. Tüm grupların apoptotik hücre sayıları Tablo IV.‟te ve Ģekil 29.‟da 

görülmektedir. Gruplar arasında istatistiksel karĢılaĢtırma yapıldığında, A grubu ile B 

grubu arasında, B grubu ile C grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı 

(sırası ile p=0.003, p=0.006). A grubu ile D grubu arasında ise anlamlı fark 

saptanmadı (p=0.448). 

 

 

 

 

Tablo IV. Tunel yöntemi ile saptanan apoptotik hücre sayıları. 

Gruplar Sıçan 1 Sıçan 2 Sıçan 3 Sıçan 4 Sıçan 5 Sıçan 6 Sıçan 7 Sıçan 8 

Kontrol grubu 10 15 12 10 11 10 15 10 

Fibrosarkom grubu 15 20 25 35 30 20   

Tedavi edilen 

fibrosarkom grubu 
250 272 265 280 310    

Curcumin grubu 12 10 11 15 13    
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ġekil 31. Doku kesitlerinde Tunel yöntemi ile yapılan, gruplara göre apoptotik hücre sayıları [(1, (grup 

A): kontrol grubu, 2, (grup B): fibrosarkom grubu, 3, (grup C): tedavi edilen fibrosarkom grubu, 4, (grup 

D): curcumin grubu]. 
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Resim 9. Apoptotik hücrelerin hematoksilen-eozin boyalı doku kesitlerinde Olympus BX50 marka 

mikroskopta görüntülenmesi [(A:Kontrol grubu, B:Fibrosarkom grubu, C:Tedavi edilen fibrosarkom 

grubu, D:Curcumin grubu), (A:X100, B:X40, C:X200, D:X100 büyütme ile)]. 
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Resim 10. Apoptotik hücrelerin Ġmmünfloresan boyalı doku kesitlerinde X100 büyütme ile Olympus 

BX50 marka mikroskopta görüntülenmesi (A:Kontrol grubu, B:Fibrosarkom grubu, C:Tedavi edilen 

fibrosarkom grubu, D:Curcumin grubu). 
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Tablo V. Tunel yöntemi ile saptanan apoptotik hücre sayıları ve standart sapmaları 

Gruplar 
Ortalama±Standart sapma 

Kontrol grubu 11,62 ± 2,19 
 

Fibrosarkom grubu 24,16 ± 7,35
a,b

 

Tedavi edilen fibrosarkom grubu 275,4 ± 22,26
a  

Curcumin grubu 12,2 ± 1,923
b
 

 

a: kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında p<0.05 

b: tedavi grubu ile karĢılaĢtırıldığında p<0.05 

 

4.4. DOKUDA Bcl-2 ve Bax PROTEĠNLERĠNĠN ĠMMÜNOHĠSTOKĠMYASAL 

OLARAK DEĞERLENDĠRĠLMESĠ 

 

4.4.1. Dokuda Bax proteininin immünohistokimyasal olarak değerlendirilmesi.  

 Fibrosarkom ve tedavi edilen fibrosarkom gruplarına ait doku kesitlerinde, 

hücre stoplazmalarının yer yer orta (++) yer yer zayıf (+) boyandığı gözlendi. Ġki grup 

arasında belirgin fark olmadığı görüldü. 

Kontrol ve Curcumin gruplarına ait doku kesitlerinde ise hücre stoplazmalarının çok 

az da olsa zayıf (+1) olarak boyandığı gözlendi(Tablo VI ve Resim 11) 

 

 

 

Tablo VI. Doku kesitlerinde immünohistokimyasal olarak bax proteininin boyanma yoğunluğu 

Gruplar Sıçan 1 Sıçan 2 Sıçan 3 Sıçan 4 Sıçan 5 Sıçan 6 Sıçan 7 Sıçan 8 

Kontrol grubu + + + + + + + + 

Fibrosarkom grubu +  + +  + +  +  +  +   

Tedavi edilen 

fibrosarkom grubu 

+ +  +  +  + + +    

Curcumin grubu +  + + + +    

. 
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Resim 11. Ġmmünohistokimya yöntemi ile Bax proteinlerinin hücre sitoplazmalarında X40 büyütme ile 

tespit edilmesi [(A:Kontrol grubu, B:Fibrosarkom grubu, C:Tedavi edilen fibrosarkom grubu, 

D:Curcumin grubu), (A:X200, B:X100, C:X100, D:X100 büyütme ile)]. 

 

 

 

4.4.2. Dokuda Bcl-2 proteininin immünohistokimyasal olarak değerlendirilmesi.  

 B grubuna ait doku kesitlerinde, hücre sitoplazmalarının yer yer diffüz güçlü 

(+3), yer yer fokal orta derecede boyandığı görüldü. C grubuna ait doku kesitlerinde, 

hücre sitoplazmalarının fokal orta (+2), A ve D gruplarına ait doku kesitlerinde ise 

hücre sitoplazmalarının çok az da olsa zayıf (+1) boyandığı gözlendi (Tablo VII, 

Resim 12).  
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Tablo VII. Doku kesitinde immünohistokimyasal olarak Bcl-2 proteininin boyanma yoğunluğu. 

 

Gruplar Sıçan 1 Sıçan 2 Sıçan 3 Sıçan 4 Sıçan 5 Sıçan 6 Sıçan 7 Sıçan 8 

Kontrol grubu + + + + + + + + 

Fibrosarkom grubu + + + + + + + + + + + + + + + +   

Tedavi edilen 

fibrosarkom grubu 

+ +  + + + + + + + +    

Curcumin grubu +  + + + +    

 

 

 

Resim 12. Ġmmünohistokimya yöntemi ile Bcl-2 proteinlerinin hücre sitoplazmalarında  X40 büyütme 

ile tespit edilmesi [(A:Kontrol grubu, B:Fibrosarkom grubu, C:Tedavi edilen fibrosarkom grubu, 

D:Curcumin grubu) (A:X200, B:X100, C:X100, D:X100 büyütme ile)]. 
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4.5 DOKUDA Bcl-2 ve Bax PROTEĠNLERĠNĠN WESTERN BLOT YÖNTEMĠ ĠLE 

DEĞERLENDĠRĠLMESĠ  

 

4.5.1. Dokuda Bax Proteininin Western Blot Yöntemi Ġle değerlendirilmesi 

Membranlar daha önce anlatıldığı Ģekilde (sayfa 76) boyandıktan sonra jel 

görüntüleme sistemi ile bilgisayar ortamına aktarıldı. Membranlarda gözlenen bantlar 

(Resim 13, 14, 15), Image-J 1.33u, NIH  programı kullanılarak boyanma yoğunlukları 

ve geniĢlikleri gözönüne alınarak sayısal değerlere çevrildi. Dokuda Bax proteininin 

western blot yöntemi ve Image-J programı ile saptanan sayısal değerleri Tablo 

VIII„de görülmektedir. Grupların ortalama değerleri SPSS 11,5 programında 

hesaplandı. Bax proteininin A grubuna ait değeri 2898,12 (±663,91), B grubuna ait 

değeri 2117,47 (±687,63), C grubuna ait değeri 2275,82 (±685,15), D grubuna ait 

değeri 2282,19 (±733,69) olarak hesaplandı. 

Gruplar arasında istatistiksel karĢılaĢtırma yapıldığında, B grubunda Bax 

proteini A grubuna göre istatistiksel olarak anlam olmamakla birlikte azalmıĢ olarak 

bulundu. A grubu ile D grubu arasında değiĢiklik yoktu ve istatistiksel olarak fark 

saptanmadı. Aynı Ģekilde C grubu ile B grubu arasında da değiĢiklik gözlenmedi ve 

istatistiksel olarak fark saptanmadı. 

a) A ve B grupları karĢılaĢtırıldığında p=0,062 

b)  B ve C grupları karĢılaĢtırıldığında p=0,602 

c) A ve D grupları karĢılaĢtırıldığında p=0,223 

d) A ve C grupları karĢılaĢtırıldığında p=0,223 

 

 

Resim 13. Membranda Bax proteinlerinin bant Ģeklinde görünümü (A:Kontrol grubu, B:Fibrosarkom 

grubu, C:Tedavi edilen fibrosarkom grubu, D:Curcumin grubu), (1.Jel). 
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Resim 14. Membranda Bax proteinlerinin bant Ģeklinde görünümü (2.jel). 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 15. Membranda Bax proteinlerinin bant Ģeklinde görünümü (3. jel). 
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Tablo VIII. . Western Blot yöntemi ile saptanan Bax proteininin Image-J 1.33u, NIH  programı ile 

hesaplanan değerleri  

 Sıçan 1 Sıçan 2 Sıçan 3 Sıçan 4 Sıçan 5 Sıçan 6 Sıçan 7 

Kontrol grubu 2556,28 2475,58 2854,96 2085,11 4146,13 2911,88 3256,95 

Fibrosarkom grubu 2060,75 1609,34 2366,48 1404,18 3146,62   

Tedavi edilen 

fibrosarkom grubu 2600,75 1415,94 3092,06 1730,87 2539,52   

Curcumin grubu 2869,04 2671,03 2850,16 1778,41 1242,36   

   

Tablo IX. Western Blot yöntemi ile saptanan Bax değerlerine ait ortalama ve standart sapmalar. 

 
Ortalama ±Standart sapma 

Kontrol grubu 2898,12 ±663,91 

Fibrosarkom grubu 2117,47 ±687,63 

Tedavi edilen fibrosarkom 

grubu 
2275,82 ±685,15 

Curcumin grubu 2282,19 ±733,69 
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ġekil 32. Western Blot yöntemi ile saptanan Bax proteininin Image-J 1.33u, NIH  programı ile 

hesaplanan değerleri [1, (grup A): kontrol grubu, 2, (grup B): fibrosarkom grubu, 3, (grup C): tedavi 

edilen fibrosarkom grubu, 4, (grup D) : curcumin grubu]. 
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4.5.2. Dokuda Bcl-2 Proteininin Western Blot Yöntemi Ġle değerlendirilmesi 

Membranlar daha önce anlatıldığı Ģekilde (sayfa 76) boyandıktan sanra jel 

görüntüleme sistemi ile bilgisayar ortamına aktarıldı. Membranlarda gözlenen bantlar 

(Resim 16,17,18), Image-J 1.33u, NIH  programı kullanılarak boyanma yoğunlukları 

ve geniĢlikleri göz önüne alınarak sayısal değerlere çevrildi Dokuda Bcl-2 proteininin 

western blot yöntemi ve Image-J programı ile saptanan sayısal değerleri Tablo X„da 

görülmektedir grupların ortalama değerleri SPSS 11.5 programında hesaplandı. Bcl-2 

proteininin A grubuna ait değeri 729,09 (136,44 - 6356,79), B grubuna ait değeri 

2183,42(1375,44 - 8298,05), C grubuna ait değeri 971,14 (401,97- 4563,55), D 

grubuna ait değeri 1604,92 (629,14 - 5998,98) olarak bulundu. 

 Gruplar arasında istatistiksel karĢılaĢtırma yapıldığında, A grubu ile B 

grubu arasında istatistiksel olarak fark saptandı. A grubu ile D grubu arasında 

değiĢiklik gözlenmedi ve istatistiksel olarak fark saptanmadı. C grubunda Bcl-2, B 

grubuna göre istatististiksel olarak anlamsız olmakla birlikte, önemli ölçüde azalmıĢ 

olarak bulundu. 

 a) A ve B grupları karĢılaĢtırıldığında p=0,039 

 b) B ve C grupları karĢılaĢtırıldığında p=0,068 

 c) A ve D grupları karĢılaĢtırıldığında p=0,242 

 d) A ve C grupları karĢılaĢtırıldığında p=0,884 

 

Resim 16. Membranda Bcl-2 proteinlerinin bant Ģeklinde görünümü.(jel 1) (A:Kontrol grubu, 

B:Fibrosarkom grubu, C:Tedavi edilen fibrosarkom grubu, D:Curcumin grubu) 
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Resim 17. Membranda Bcl-2 proteinlerinin bant Ģeklinde görünümü (jel2). 

 

 

 

Resim 18. Membranda Bcl-2 proteinlerinin bant Ģeklinde görünümü (jel 3). 

 

 

 

Tablo X. Western Blot yöntemi ile saptanan Bcl-2 proteininin Image-J 1.33u, NIH  programı ile 

hesaplanan değerleri. 

Gruplar Sıçan 1 Sıçan 2 Sıçan 3 Sıçan 4 Sıçan 5 Sıçan 6 Sıçan 7 Sıçan 8 

Kontrol grubu 703,39 368,14 6356,79 5574,98 458,85 136,44 754,80 1052,56 

Fibrosarkom grubu 1656,70 2688,58 8298,05 6863,86 1678,26 1375,44   

Tedavi edilen 

fibrosarkom grubu 
1482,09 971,14 442,79 4563,55 401,97    

Curcumin grubu 1403,46 629,14 5998,98 4452,60 1604,92    
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Tablo XI. Western Blot yöntemi ile saptanan Bcl-2 değerlerine ait ortanca ve standart hatalar. 

 
Ortanca (min-max) 

Kontrol grubu 
729,09   (136,44 - 6356,79)  
 

Fibrosarkom grubu 
2183,42 (1375,44 - 8298,05)

a
 

  

Tedavi edilen fibrosarkom 

grubu 
972,14   (401,97- 4563,55)  
 

Curcumin grubu 
1604,92  (629,14 - 5998,98) 
 

 
a: kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında p<0.05 
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ġekil 33. Western Blot yöntemi ile saptanan Bcl-2 proteininin Image-J 1.33u, NIH  programı ile 

hesaplanan değerleri [1.(grup A): kontrol grubu, 2, (grup B): fibrosarkom grubu, 3, (grup C), tedavi 

edilen fibrosarkom grubu, 4, (grup D) ,curcumin grubu]. 
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ġekil 34. Gruplara göre Bcl ve Bax değerlerinin bir arada karĢılaĢtırılması [1.(grup A): kontrol grubu, 2, 

(grup B): fibrosarkom grubu, 3, (grup C), tedavi edilen fibrosarkom grubu, 4, (grup D) ,curcumin 

grubu]. 

  

 

5. TARTIġMA 

 Fibrosarkom embriyonik mezodermden köken alan, vücudun herhangi bir 

bölgesinde ağrısız kitle Ģeklinde kendini gösteren bir yumuĢak doku sarkomudur. 

Tedavide temel yaklaĢım geniĢ lokal eksizyon ve radyoterapi (RT)‟dir. Bazı histolojik 

alt tiplerde kemoterapi (KT) de tedaviye eklenmektedir. Tedaviye rağmen sağ kalım 

yüksek riskli hastalarda ancak %50 olarak bildirilmiĢtir (103). 

 Son yıllarda kanser sıklığının her geçen gün artması nedeniyle kanser oluĢ 

mekanizmalarını açığa çıkarmak ve alternatif tedavi yöntemleri geliĢtirmek için yoğun 

biçimde bilimsel araĢtırmalar yapılmaktadır. Halen kanser tedavisinde, kabul görmüĢ 

kemoterapi ve radyoterapi tedavi modelleri kullanılmaktadır. Kullanılan ilaçlara, ve 

radyoterapiye bazı kanser türlerinin dirençli olması ve bu tedavi yöntemlerinin normal 

hücrelerde de önemli hasarlara (hepatotoksik, nefrotoksik, kardiyotoksik vb.) yol 

açması nedeniyle kanser tedavisinde alternatif tedavi seçeneklerinin aranması 

zorunlu hale gelmiĢtir.  

 Kanser geliĢimi mitoz kontrolü bozulmuĢ bir fenotipin üretilmesi ile 

baĢlamaktadır. Bundan sonraki aĢamalarda büyüme faktörleri,büyüme faktör 
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reseptörleri, p53 gibi tümör baskılayıcı genler, DNA onarım genleri, Myc, myb gibi 

çekirdekte bulunan kopyalama faktörleri süreci yönlendiren faktörler olarak karĢımıza 

çıkmaktadırlar (16,19,20,25). Bu faktörler ve ayrıca bunlara ek olarak apoptozda rol 

oynayan pek çok faktör (kaspazlar, bcl ailesi proteinleri, NF- B, gibi) birlikte kanser 

geliĢiminin gerileme veya ilerleme yönünde davranıĢını belirlerler. Apoptozu inhibe 

eden faktörler neoplastik büyümelere sebep olurken, apoptozu arttıran faktörler de 

neoplastik büyümeyi durdurmaktadırlar. 

 Apoptozun hücrenin kendi kendisini yok ettiği intrensek bir mekanizma, baĢka 

bir deyiĢle programlı hücre ölümü olarak açıklanabilir. Bir dokunun büyümesi sadece 

hücre çoğalmasına değil aynı zamanda fizyolojik olarak gerçekleĢen apoptoz olarak 

adlandırılan programlanmıĢ hücre ölümüne de bağlıdır. Apoptoza giden hücre çevredeki 

hücrelere zarar vermeden kendi ölümünü gerçekleĢtirir (44). Apoptoz embriyonal ve 

fötal dönemde, özellikle sinir sisteminin ve bağıĢıklık sisteminin normal geliĢiminde, 

eriĢkinlerde özellikle menstruasyonda gözlenen endometriyal hücre yıkımı gibi 

fizyolojik durumlarda görülebilen bir süreçtir. Apoptozda ana amaç, yaĢlanan veya 

aĢırı üretilen hücreleri eleyerek organizmanın dengesini korumak ve yaĢamın sağlıklı 

olarak devamlılığını sağlamaktır (7,44). 

 Apoptozda görev alan faktörlerden biri de Bcl ailesi proteinleridir. Bu aileye 

ait olan Bax proteini apoptotik etki gösterirken, Bcl-2 proteini antiapoptotik etkilidir. 

Bax proteini sitokrom-c'nin mitokondriden sitoplazmaya salıverilmesini indükleyerek 

hücreleri ölüme sürüklemektedir. Yapılan çalıĢmalarda Bax geninden yoksunluğun 

apoptozda azalma, onkogenezde hızlanma ve çeĢitli kanserlerin oluĢumuna yol 

açtığı gösterilmiĢtir(87,88). Bcl-2 proteini bcl ailesinin proapoptotik etkili üyelerine 

bağlanarak onların etkilerini engeller. Bcl-2 ekspresyonunda artıĢın prostat kanseri, 

ve gastrik neoplazmlar gibi kanserlerle iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir (170,171). 

 Kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılmakta olan kemoterapi ve 

radyoterapinin temel mekanizması kanserli hücreleri apoptoza götürerek kanserli 

dokuyu küçültmek, ortadan kaldırılabilmektir. Ancak radyoterapi ve kemoterapi 

esnasında kanserli hücreler apoptoz ile temizlenirken, normal hücreler de apoptoza 

giderek zara görebilmekte ve bu da insan sağlığını olumsuz etkileyen bir yan etki 

olarak ortaya çıkmaktadır. Ayrıca, bazı kanser hücreleri kemoterapi ve radyoterapiye 

dirençli olabilmektedir. Bu noktadan hareket ederek, son yıllarda, özellikle kanserli 
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hücrelerde apoptozu uyaran, fakat normal hücrelere zarar vermeyen doğal maddeler 

araĢtırılmaya baĢlanmıĢtır. Bu doğal maddelerden biri de curcumindir. Günlük 

beslenme sırasında alınan curcuminin baĢlangıç aĢamasındaki kansere karĢı 

kullanılabileceği bildirilmiĢtir (11). 

 Cucuminin fibrosarkom üzerine apoptotik etkisi Ģimdiye kadar neredeyse 

hiç araĢtırılmamıĢtır. Bu konuda yapılan ilk çalıĢmada Ruby ve ark fibrosarkom 

hücreleri üzerine, daha sonra Mıtra ve ark ise farelerde curcuminin NF- B üzerinden 

apoptotik etki yaptığını bildirdiler (14,165). Sıçanlarda deneysel fibrosarkom 

oluĢturulmasıyla curcuminin oral verilerek apoptoz üzerine etkilerini Bax, Bcl-2 

proteinleri üzerinden araĢtıran çalıĢma bulunmamaktadır. 

 Biz çalıĢmamızda sıçanlara 3-MC uygulayarak oluĢturduğumuz 

fibrosarkom modelinde curcuminin apoptotik etkisini inceledik. Curcumin, apoptotik 

etkisi halen araĢtırılmakta olan bir moleküldür. Curcuminin apoptotik etkisinde 

deneklerin yaĢı, uygulama süresi, uygulama miktarı ve uygulama yolu sonucu 

etkileyen faktörler olarak ortaya çıkmaktadır. Curcuminin apoptotik etkisinin 

oluĢmasındaki mekanizmalar konusunda da farklı çalıĢmalarda farklı görüĢler ileri 

sürülmektedir. Ayrıca, curcuminin Bcl-2 ve Bax proteinlerinin ekspresyonları üzerine 

etki Ģekline iliĢkin de farklı sonuçlar bildirilmektedir. 

 Curcumin birçok araĢtırmacı tarafından apoptotik etkili bir molekül olarak 

bildirilmekte ve genel kanı olarak apoptotik etkiye sahip olduğu kabul edilmekle 

birlikte (12,128,132), bazı araĢtırıcılar tarafından tam tersine, antiapoptotik etkili 

olduğu (172) veya apoptoz üzerine etkisi olmadığı da bildirilmiĢtir (139). Biz 

çalıĢmamızda öncelikle curcuminin fibrosarkom dokusunda apoptotik etki yaratıp 

yaratmadığını göstermeyi amaçladık. Bunun için de, Tunel yöntemini kullanarak 

sıçanların dokularında hücre sayısını saptadık. Kontrol grubuna göre fibrosarkom 

grubunda apoptotik hücrelerin arttığını ve istatistiksel olarak anlamlı fark olduğunu 

bulduk (p=0,003). Bu bulgu, fibrosarkom oluĢumu durumunda hem hücre mitozunun 

hızlanarak hücre sayısının artmıĢ olması, ama diğer taraftan da bu durumun bir 

sonucu olarak apoptoza giden hücrelerin sağlıklı duruma göre artıĢ göstermesine 

bağlıdır. Biz çalıĢmamızda Lowe ve ark, Aggarwal S ve ark ve de Ju-Hyung ve ark 

nın sonuçları ile uyumlu olarak, fibrosarkom grubuna göre tedavi grubunda apoptotik 

hücre sayısının istatistiksel olarak anlamlı (p=0,006) Ģekilde arttığını saptadık. 
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ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz bu bulgu, curcuminin fibrosarkom dokusu üzerine 

apoptotik etkili olduğunu göstermektedir.  

 Tümör dokularının tedavi öncesi ve sonrasındaki hacimleri 

hesaplandığında değiĢiklik olmadığını (istatistiksel olarak p=0,754) saptadık. 

Apoptotik hücre sayısında kontrol ve fibrosarkom grupları arasında fark olmasına 

karĢın tümör hacimlerinin değiĢmemiĢ olması, uyguladığımız curcumin tedavi süresi 

ve/veya dozunun apoptoz oluĢturmak için yeterli fakat muhtemelen tümör 

küçülmesini sağlayabilecek kadar fazla olmadığını düĢündürmektedir. 

 Curcuminin Bax ekspresyonu üzerine etkisini araĢtıran çalıĢmalarda 

çeliĢkili sonuçlar bildirilmiĢtir. Bhattacharyya S ve ark, curcumini tümör ile arttırılmıĢ T 

hücre apoptozunda tedavi amaçlı kullanarak etkilerini incelediler ve ilginç olarak, 

curcuminin T hücrelerinde Bax seviyesinde azalmaya neden olduğunu gösterdiler 

(173). Bildirilen bu etkinin tersine, Pal S. ve ark Ehrlich ascites tümör hücreleri ile 

yaptıkları çalıĢmada curcuminin, Bax'ın pozitif düzenlenmesini sağlayarak hücrenin 

apoptoza gitmesine neden olduğunu saptadılar (130). Bu sonuçlardan farklı olarak 

bazı araĢtırıcılar ise cucuminin Bax ekspresyonu üzerine herhangi bir Ģekilde etki 

etmediğini bildirdiler. Sharmila Shankar ve ark Bax geninin curcuminin apoptotik 

etkisini gösterebilmesi için gerekli olup olmadığının açık olmadığını bildirmektedir 

(174). Aynı Ģekilde Satyendra Mishra ve ark hücre kültürü çalıĢmalarında curcuminin 

bazı derivelerinin apoptozu arttırdığını ancak Bax ekspresyonu üzerinde etkisi 

olmadığını gösterdiler(175). PAN Rui ve ark farelerde Alzheimer modeli oluĢturarak 

curcuminin tedavi edici etkisi üzerinde çalıĢtılar. Hipokampusları incelenen farelerde 

Bax seviyelerinin değiĢmediğini gösterdiler (176). Jiang MC ve ark insan hepatoma 

kanser hücre dizilerinde curcumin tedavisinin sonucunda Bax proteinlerinin 

seviyelerinin değiĢmediğini saptadılar (89). Bu araĢtırıcıların (174-176) sonuçları ile 

uyumlu olarak biz de çalıĢmamızda Western blot ve immunohistokimya yöntemlerini 

kullanarak Bax protein ekspresyonunun tedavi uyguladığımız grupta fibrosarkom 

grubuna göre, değiĢiklik göstermediğini (p=0,223) saptadık. Bax ekspresyonunun 

artmasının apoptozu tetiklediği bilinmektedir. Curcumin tedavisi alan grupta Bax 

ekspresyonu belirgin ve anlamlı bir artıĢ göstermemiĢtir. ÇalıĢmamızdaki bu 

bulgumuz, curcuminin apoptotik etkisinin ortaya çıkmasında Bax protein 

ekspresyonunun etkin bir mekanizma olmadığını göstermektedir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bhattacharyya%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jiang%20MC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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 Curcuminin Bcl-2 proteinin ekspresyonu üzerine etkisine iliĢkin 

çalıĢmalarda da çeliĢkili sonuçlar bildirilmiĢtir. Rana Anjum ve ark AK-5 tümör 

hücrelerinde (177), Zai-xin Li ve ark. Burkitt‟s lymphoma Raji hücrelerinde (178), 

Jiang MC ve arkadaĢları insan hepatoma kanser hücre dizilerinde (89). Cao ve ark 

.human hepatoma G2 hücrelerinde curcuminin Bcl-2 protein düzeyini değiĢtirmediğini 

buldular (178). Ġlginç bir sonuç olarak, Bhattacharyya S ve ark curcumini tümör ile 

arttırılmıĢ T hücre apoptozunda tedavi amaçlı kullanarak etkilerini incelediler. 

Curcuminin T hücrelerinde Bax seviyesinde azalmaya neden olduğunu, Bcl-2‟nin ise 

arttığını gösterdiler. Curcuminin bu özelliği ile T hücre yaĢam süresini uzatarak 

kanser tedavisinde kullanılabileceğini belirttiler (173). Bu araĢtırıcıların bulgularından 

farklı olarak pek çok araĢtırmacı, curcumin tedavisinin Bcl-2 ekspresyonunu 

azalttığını bildirmiĢlerdir. Anto JR. ve ark insan miyeloid hücrelerinde (131), Aggarwal 

S, ve ark. MDA 686LN hücre dizilerinde (128), Christine Syng-ai ve arkadaĢları MCF-

7, MDAMB, ve HepG2 kanser hücre dizilerinde (179), Shi M ve ark insan over 

kanseri hücrelerinde Bcl-2 protein ekspresyonunu azalttığını gösterdiler (180). Kuo 

Liang-Min ve ark. çalıĢmalarında curcuminin HL-60 lösemi hücrelerinde curcuminin 

apoptoza yol açtığını, curcuminin apopitotik etkisinin doza ve süreye bağlı olduğunu, 

Bcl-2 protein ekspresyonunun curcumin tarafından azaltıldığını, ancak daha da artan 

curcumin dozlarında hücrelerde nekroz ortaya çıktığını bildirdiler (181). Liu B ve ark 

multipil myelom hücre dizilerinde curcumin uygulanması sonrası Bcl-2 mRNA 

seviyesinin azaldığını saptadılar (182,183). Bizim çalıĢmamızda western blot yöntemi 

ile bulduğumuz Bcl-2 protein düzeyleri değerlendirildiğinde, tedavi grubunda 

fibrosarkom grubuna göre istatistiksel olarak anlamı olmamakla beraber belirgin bir 

azalma olduğu görüldü (p=0,062). Kontrol ve fibrosarkom grupları arasında ise 

anlamlı bir farklılık saptadık (p=0,039). Ġmmünohistokimyasal yöntem ile elde 

ettiğimiz sonuçlarımız Western blot yöntemi ile elde ettiğimiz sonuçlarımızı 

destekledi. Bizim sonuçlarımız Anto JR ve ark, Aggarwal S ve ark, Christine Syng-ai 

ve ark, Liu B ve ark, Kuo ML ve ark‟ nın sonuçları ile uyumludur. ÇalıĢmamızdaki bu 

bulgular, fibrosarkom dokusunda curcuminin apoptotik etkisinin ortaya çıkmasında rol 

oynayan mekanizmalardan birinin de Bcl-2 protein ekspresyonunun azalması 

olabileceğini göstermektedir.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jiang%20MC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bhattacharyya%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Shi%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Liu%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Liu%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Bazı çalıĢmalarda curcuminin Bcl-2 protein ekspresyonunun azaltmak ve 

bax protein ekspresyonunu arttırmaktan baĢka mekanizmalar ile de apoptoz yaptığı 

bildirilmiĢtir. NF- B‟ve Cox-2 gen ekspresyonunu negatif düzenlenimi (131), kaspaz 

9 düzeyinin artması (184), Bcl-xL ekspresyonunun azalması, p53 ve Bak 

ekspresyonlarının artması (185),  cyclinD1, IL-6, (Cox-2), MMP-9 yapımının azaltılıp 

kaspazların aktivasyonu (128), sitokrom-c'nin mitokondriden salınıp kaspaz-3'ün 

aktive olması (130), kaspaz 8 aktivasyonu (131), kaspaz 3‟ün aktivasyonu ve 

sitokrom-c‟nin salınımı, tümör hücrelerinde ROS üretiminin artırılması (186), JAK ve 

STAT fosforilasyonunun azaltılması (133), NF- B sinyal yolu ile aktive edilen IKK ve 

Akt yolağının suprese edilmesi (134), kaspaz 3‟ün etkinliğini artması ve glutatyon 

seviyesinin düĢmesi (187) gibi çok sayıda farklı mekanizmalar ileri sürülmüĢtür. Biz 

çalıĢmamızda curcuminin olası apoptotik etki mekanizmaları olarak Bcl-2 ve Bax 

proteinlerinin ekspresyonlarını inceledik. Bax protein ekspresyonunun curcumin ile 

tedavi edilen fibrosarkom grubunda, değiĢmediğini, Bcl-2 protein ekspresyonunun ise 

fibrosarkom grubunda tedavi edilen fibrosarkom grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamsız olmakla birlikte önemli ölçüde azaldığını saptadık. Bulgularımız, curcuminin 

fibrosarkom dokusu üzerine apoptotik etkisinin ortaya çıkmasında Bcl-2 

ekspresyonunun muhtemelen rol oynayan bir mekanizma olduğunu ancak, bu 

araĢtırıcıların çalıĢmalarında bildirdikleri baĢka mekanizmaların da Bcl-2 protein 

ekspresyonunun arttırılmasına ek olarak birlikte çalıĢıyor olabileceğini 

düĢündürmektedir.  

ÇalıĢmamızda Tunel yöntemi kullanılarak yapılan apoptotik hücre sayısı 

tedavi edilen fibrosarkom grubunda fibrosarkom grubuna oranla istatistiksel olarak 

anlamlı Ģekilde artmıĢtır (p=0.006). Western blot yöntemi kullanarak saptanan bcl-2 

ekspresyonu tedavi verilen fibrosarkom grubunda tedavi edilmeyen fibrosarkom 

grubuna oranla belirgin Ģekilde azalmakla birlikte istatistiksel olarak anlam 

bulunamadı. Bu sonuçlar göstermektedir ki, curcumin fibrosarkom dokusu üzerine 

güçlü Ģekilde apoptotik etki yapmıĢtır. Ancak Bcl-2 proteini ekspresyonunudaki 

değiĢiklik apoptotik hücre sayısındaki kadar güçlü değildir. Bu sonuç, curcuminin 

apoptotik etkisinin ortaya çıkmasında muhtemelen ek baĢka mekanizmaların da 

(kaspazlar, NF- B, p53, c-Myc, COX-2, JAK ve STAT) Bcl-2 protein ekspresyonu ile 

birlikte rol oynamasına bağlı olabilir. 
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 Daha önce yapılan bir çalıĢmada curcuminin oral olarak kullanımda 

etkinliğini daha çok gastrointestinal sistemde gösterdiği saptansa da (129), baĢka 

çalıĢmalarda oral kullanımın güvenli ve etkili olduğu bildirildi. Limtrakul P ve ark 

farelerin yemlerine koyarak 115mg/kg/gün dozunda 3 ay süre ile ağızdan curcumin 

uygulayarak herhangi bir toksik etkiye ulaĢmadıklarını ve kanserli hücrelerde 

apoptosis oluĢtuğunu bildirdiler (11). Biz de çalıĢmamızda curcumini noninvaziv bir 

uygulama Ģekli olarak ağızdan vermeyi tercih ettik. Bu araĢtırıcıların bulguları ile 

uyumlu olarak çalıĢmamızda kontrol grubu ile sadece curcumin uyguladığımız grup 

arasında apoptotik hücre sayısının değiĢmediğini saptadık (p=0.448). Bax ve Bcl-2 

protein ekspresyonları da bu iki grup arasında farklı değildi (sırasıyla p=0,602 

p=0,242). Bu sonuç göstermektedir ki, bizim uyguladığımız doz ve sürede ağızdan 

alınan curcumin kanserli hücrelerde istediğimiz apoptotik etkiyi oluĢtururken, normal 

doku üzerine herhangi bir apoptotik/antiapoptotik etki yapmamıĢtır. Bu da curcumin 

tedavisinin güvenli olabileceğini göstermektedir. 

 Youngjoo Kwon ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada curcuminin kolon 

kanserli farklı yaĢ gruplarındaki sıçanlarda etkisini araĢtırdılar. Orta yaĢ grubundaki 

sıçanlarda curcuminin apoptotik etki göstermediği, diğer yaĢ gruplarında ise apoptotik 

etki gösterdiği sonucuna vardılar (184). Bizim çalıĢmamızdaki sıçanlar da orta 

yaĢlıdır. Ancak biz Youngjoo Kwon ve ark çalıĢmasındaki sonuçlara zıt olarak 

curcuminin orta yaĢ sıçanlarda güçlü apoptotik etki gösterdiğini saptadık.  

 Tüm sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde, oluĢturduğumuz deneysel 

fibrosarkom modelinde curcuminin normal hücrelere zarar vermeden kanser hücreleri 

üzerine apoptotik etkili olduğu görülmüĢtür. Yapılan bir çok çalıĢmada bu etkisinin 

Bax ve Bcl-2 proteinleri üzerinden gerçekleĢtiğini göstermektedir. Biz tedavi 

grubumuzda, apoptotik etki ile uyumlu olarak Bax proteini ekspresyonunun 

değiĢmediğini, Bcl-2 proteinini ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamlı olmamakla 

birlikte belirgin Ģekilde azaldığını gösterdik. Bu bulgular bize curcumin tedavisinin 

fibrosarkom hücreleri üzerinde gösterdiği güçlü apoptotik etkide Bcl-2 proteinlerinin 

de rolü olmakla birlikte muhtemelen apoptotik yolaktaki diğer proteinlerin (p53, c-Myc, 

NF- B, kaspazlar gibi) de katkısıyla bu etkinin oluĢmuĢ olabileceğini ve/veya bizim 

uyguladığımız doz ve sürede curcuminin Bcl-2 protein düzeyini azaltmada yeterli 

olmamıĢ olabileceğini düĢündürmektedir. Bundan sonraki çalıĢmalarda curcuminin 
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daha yüksek dozlarını kullanarak Bcl-2 düzeyindeki etkinin ve ayrıca NF- B kaspaz, 

fas ligand gibi diğer apoptoza aracılık eden moleküllerin de nasıl değiĢtiği 

araĢtırılmalıdır.  

 

6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 Bu çalıĢmada sıçanlara 3 MC verilerek oluĢturulan fibrosarkom modelinde 

gavaj yoluyla verilen curcuminin apoptotik etkisi ve bu etkinin Bcl-2 ve Bax proteinleri 

üzerinden olup olmadığı araĢtırıldı. 

 ÇalıĢmamızda curcuminin fibrosarkom dokusu üzerine güçlü apoptotik etki 

yaptığı gösterildi. Bax protein ekspresyonunun curcumin tedavisi ile değiĢmediği, Bcl-

2 protein ekspresyonunun curcumin tedavisi ile belirgin Ģekilde azaldığı saptandı. 

Bulgularımıza göre, curcumin, fibrosarkom dokusu üzerinde güçlü apoptotik etki 

oluĢturan bir doğal moleküldür ve apoptotik etkisinin ortaya çıkmasında Bcl-2 proteini 

rol oynamaktadır. Bizim çalıĢmamızda, curcumin normal doku üzerine herhangi bir 

apoptotik/antiapoptotik etki oluĢturmadı. Dolayısıyla bulgularımız curcumin 

kullanımının güvenli olabileceğini gösterdi. 

 ÇalıĢmamızdaki curcuminin bu olumlu etkilerine karĢın, curcuminin 

fibrosarkom tedavisinde apoptotik etkisinden yararlanmak üzere kullanılabileceğini 

söylemek için henüz çok erkendir.  

 Literatürde, fibrosarkomda curcuminin apoptotik etkisini araĢtıran sadece 

iki çalıĢma bulunmaktadır. Bizim çalıĢmamızda curcumin sıçan baĢına yalnızca 200 

mg dozunda ve on gün süreyle uygulandı. Bulgularımız yalnızca bu doz ve bu süreye 

ait bulgulardır. Bundan sonraki aĢamada curcuminin farklı dozlarda ve farklı 

sürelerde kullanımı ile yapılacak ileri çalıĢmalarda curcuminin normal dokuda nekroz 

yapmadan apoptoz oluĢturduğu ideal doz aralıkları saptanabilir. 

 Kanser tedavisinde halen yaygın olarak kullanılmakta olan kemoterapi ve 

radyoterapi yöntemleri apoptozu uyararak etki göstermektedirler. Bu yöntemlerin 

hem tedavi etkinliğinin kısıtlılığı ve hem de normal hücrelerde de apoptoz oluĢturmak 

gibi zararlı yan etkileri nedeniyle ideal tedavi yöntemleri olduklarını söylemek 

mümkün değildir. Curcumin gibi apoptotik etkili bir molekülün radyoterapi veya 

kemoterapiye ek olarak kullanılımı apoptotik etkinin güçlenmesini ve kemoterapi veya 
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radyoterapi dozunun azaltılabilmesini sağlayarak tedavide bir alternatif sunabilir. Bu 

açıdan, curcuminin radyoterapiye ve kemoterapiye eklenerek fibrosarkom üzerine 

apoptotik etkinin incelenmesi ileri aĢamalarda bir diğer araĢtırma alanı olarak 

önerilebilir.  
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7. ÖZET 
 
 
DENEYSEL FĠBROSARKOM MODELĠNDE CURCUMĠN’ĠN APOPTOZ ÜZERĠNE 
ETKĠSĠ 
 
Adnan Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyokimya AD, 09100-Aydın 
 

 Fibrosarkom, görülme sıklığı %2-3 olan ve sağ kalım oranı %50 olarak 

bildirilen bir yumuĢak doku sarkomudur. Tedavide kullanılan lokal ekzisyon, 

radyoterapi ve kemoterapi yöntemleri her zaman baĢarılı olamayabilmektedir. 

Apoptoz programlanmıĢ hücre ölümüdür. Bcl-2 ve bax, apoptoza aracılık eden bcl 

ailesine ait proteinlerdir. Bax proteini apoptotik, Bcl-2 proteini antiapoptotik etkiye 

sahiptir. Kanser tedavisinde kanserli hücrelerin apoptoza götürülerek temizlenmesi 

temel tedavi stratejisini oluĢturmaktadır. Curcumin son yıllarda apoptotik etkisi ve bu 

etki nedeniyle kanserde tedavi amaçlı kullanımı çok araĢtırılan doğal bir moleküldür. 

Bu çalıĢmanın amacı; curcuminin fibrosarkom üzerine apoptotik etkisini ve Bcl-2, Bax 

proteinlerinin ekspresyonlarının nasıl etkilendiğini incelemektir.  

 ÇalıĢmaya 24 adet Wistar Albino erkek sıçan alındı. Sıçanlar kontrol (n=8), 

fibrosarkom (n=6), fibrosarkom+curcumin tedavi (n=5), sadece curcumin grubu (n=5) 

olmak üzere dört gruba ayrıldı. Fibrosarkom ve fibrosarkom+curcumin tedavi 

gruplarına 3-metilkolantren (3-MC) uygulayarak fibrosarkom modeli oluĢturuldu. Daha 

sonra fibrosarkom+curcumin tedavi grubuna ve sadece curcumin grubuna gavaj 

yoluyla 10 gün sıçan baĢına 200 mg curcumin verildi. Apoptozun saptanması için 

doku kesitlerinde tunel yöntemi kullanılarak apoptotik hücre sayımı yapıldı. Bcl-2 ve 

bax proteinlerinin ekspresyonları Western blot ve immunohistokimyasal yöntemler 

kullanılarak gösterildi. 

 Apoptotik hücreler fibrosarkom+curcumin grubunda fibrosarkom grubuna göre 

anlamlı olarak artmıĢ bulundu (p=0.006). Sadece curcumin uygulanan grup ve kontrol 

grubu arasında değiĢiklik olmadığı görüldü.(p=0.448). Fibrosarkomda curcumin 

tedavisinin Bcl-2 protein ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamlı olmamakla birlikte 

belirgin Ģekilde azalttığı saptandı (p=0.068). Bax ekspresyonu ise tedavi ile değiĢiklik 

göstermedi (p=0.223). 

 Bizim çalıĢmamızda elde ettiğimiz sonuçlar, curcuminin fibrosarkom dokusu 

üzerine güçlü Ģekilde apoptotik etki yaptığını ve bu etkide bcl-2 ekspresyonunun rolü 
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olduğunu, ancak Bcl-2 ekspresyonundaki azalmanın apoptotik hücre sayısındaki artıĢ 

kadar güçlü olmaması nedeniyle, muhtemelen curcuminin apoptotik etkisinde farklı 

mekanizmaların da rol oynuyor olabileceğini göstermektedir. Ayrıca, curcumin normal 

dokuda apoptotik/antiapoptotik etki veya nekroz oluĢturmamıĢtır. Curcuminin, 

fibrosarkomda tedavi amaçlı kullanımına yönelik farklı dozlar ve sürelerde ve ayrıca 

radyoterapi ve kemoterapi ile de kombine kullanıldığı ileri çalıĢmalar yapılması 

gereklidir.  

 

Anahtar Sözcükler: 

Apoptoz, fibrosarkom, Bcl-2, Bax, Curcumin. 
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8. SUMMARY 

 

THE EFFECT OF CURCUMĠN ON APOPTOSIS IN EXPERĠMENTAL 

FĠBROSARCOMA MODEL 

Adnan Menderes University, Medical Faculty, Biochemistry AD, 09100-Aydın 

 Fibrosarcomais a soft tissue sarcom. Itis reported that the density of 

visibilitiy is %2-3 and the rate of remain alive is %50. The methods of local removal, 

radiotherapy and chemotherapy which are used in treatment can‟t be succesfull 

everytime. Apoptosis is a cell death which is programmed. Bcl-2 and Bax are proteins 

which belong to Bcl family and they mediate apoptosis. Bax protein has apoptotic 

effect and Bcl-2 protein has antiapoptotic effect. In cancer treatment, the clearance of 

taking cancerous cell to apoptosis composes the strategy of basic treatment. The fact 

that curcumin has apoptotic effect and is usage fort he purpose of cancer treatment 

because of this effect is natural molecule which has been searched in recent years. 

The aim of this study is invastigation apoptotic effect of curcumin on fibrosarcoma 

and whether expression of Bcl-2 and Bax proteins changed. 

 24 Wistar Albino male rats were taken in this study. Rats were divided into 

four groups: Control group (n=8), fibrosarcoma group (n=6), Fibrosarcoma + 

curcumin tretment group (n=5) only curcumin group (n=5). Fibrosarcom model was 

formed by applying 3-Metilcholantren (3-MC) to fibrosarcoma and fibrosarcoma + 

curcumin treatment groups. Then fibrosarcoma + curcumin treatment group and only 

curcumin group were given 200 mg curcumin for each rat viagavaj for ten days. To fix 

apoptosis, apoptotic cell counting was done by being used tunel method in tissue 

sections. Expression of Bcl-2 and Bax proteins were fixed by being used Western 

Blot and immunohistochemical methods. 

 It was found that in comparison with fibrosarcoma group, apoptotic cell 

increased significantly in fibrosarcoma + curcumin group (p=0.006). It was seen that 

there was no difference between the group which was only applied for curcumin and 

control group (p=0,448). It was also seen that curcumin treatment reduced Bcl-2 

protein expression importantly in fibrosarcoma (p=0,068). But it was not significant 

statistically. Bax expression not changed in fibrosarcoma + curcumin treatment 

group, comparison to fibrosarcoma group (p=0,223) 
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 Results which we gained in our study show that curcumin has strong 

apoptotic effect on fibrosarcoma tissue, Bcl-2 expression plays part in this effect, but 

different mechanisms have an influence on apoptotic effect of curcumin because of 

decrease in Bcl-2 expression isn‟t as powerful as increase in apoptotic cell number. 

Besides, curcumin doesn‟t form apoptotic/antiapoptotic effect or necrosis in normal 

tissue. It is necessary that further studies must be done in different doses and 

periods with radiotherapy and chemotherapy and curcumin must be used in 

fibrosarcoma for the purpose of treatment in these furter studies. 

 

Keywords:  

Apoptosis, fibrosarcoma, Bcl-2, Bax, curcumin. 
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