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ÖZET 
 
 
 

 
Testis kanseri genç erkekler arasında en sık rastlanan kanserdir. Çoğu 

hasta tedavi edilebilmesine rağmen, hastalık oldukça kötü bir prognoz 
göstermektedir. Bleomisin testis, özafagus, serviks, baş ve boyun kanserleri, 
hodgkin’s ve non-hodgkin’s lenfomalarda kullanılan antitümör bir 
antibiyotiktir. Apo-2 ligand olarak da bilinen tumor necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) kanser hücrelerinde apoptozisi 
indükleyebilen proapoptotik bir sitokindir. Yapılan çalışmalarda doksorubisin, 
5-fluorouracil, etoposid, irinotekan (CPT-11), sisplatin and kamptotesin gibi 
kemoterapötiklerin TRAIL ile kombinasyonunun çeşitli tümör hücrelerinde 
TRAIL aracılı apoptozisi arttırdığı gösterilmiştir. Kemoterapötikler tarafından 
tümör hücrelerinin TRAIL’e hassaslaştırılmasının moleküler temeli TRAIL-
R1/DR4 ve TRAIL-R2/DR5’in artması, antiapoptotik moleküller olan Bcl-2, 
Bcl-xL ve c-FLIP’in azalması ya da proapoptotik moleküller olan kaspazlar ve 
FADD’ın artması gibi nedenlere dayandırılmaktadır. Bu çalışmada testis 
kanser hücre dizilerinde bleomisin ve TRAIL kombinasyonunun apoptozis 
üzerine etkisi ve bleomisin’in TRAIL reseptörleri üzerine etkisi incelendi. 
TRAIL ve bleomisin kombinasyonunun apoptozis üzerine etkisini 
değerlendirmek için kaspaz-3 ölçümü yapıldı. Bleomisin’in TRAIL reseptörleri 
üzerine etkisi akış sitometri kullanılarak belirlendi. 
 
Anahtar kelimeler: Testis kanseri, bleomisin, apoptozis, TRAIL 
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ABSTRACT 
 
 
 

 
Testicular cancer is the most common solid tumor in young men. 

Although most patients are highly curable, a subset of patients have a grim 
prognosis. Bleomycin is an antitumor antibiotic that is used for the treatment 
of several malignancies, including testicular, esophagus, cervix carcinomas, 
Hodgkin’s and non-Hodgkin’s lymphomas, and squamous cell carcinomas of 
the head and neck. Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL), also known as Apo-2 ligand, is a proapoptotic cytokine that is 
capable of inducing apoptosis in a wide variety of cancer cells. Studies 
showed that, the combination of TRAIL with chemotherapeutics such as 
doxorubicin, 5-fluorouracil, etoposide, irinotecan (CPT-11), cisplatin and 
camptothecin had significantly enhanced TRAIL-mediated apoptosis in a 
variety of human tumour cell lines. The molecular basis for sensitization of 
tumour cells to TRAIL by chemotherapeutics may involve upregulation of 
TRAIL-R1/DR4 and TRAIL-R2/DR5, downregulation of the antiapoptotic 
molecules Bcl-2, Bcl-xL or c-FLIP or upregulation of proapoptotic molecules 
including Bak, caspases or FADD. In this study, we investigated the effect of 
bleomycin and TRAIL combination on apoptosis and also the effect of 
bleomycin on TRAIL receptors in testis cancer cell line. We used caspase-3 
assay to assess the effect of TRAIL and bleomycin combination on 
apoptosis. The effect of bleomycin on TRAIL receptors in testis cancer cell 
lines was investigated using flow cytometry.  
 
Key words: Testis cancer, bleomycin, apoptosis, TRAIL 
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GİRİŞ 
 
 

Testis kanseri 15-35 yaşları arasındaki erkeklerde en sık görülen 
kanserdir [1-3]. Testis kanseri erkeklerde görülen tümörlerin %1’ini 
oluşturmaktadır [2, 4-6].  
 

Bleomisin başlıca testis, lenfoma, servikal ve baş ve boyun 
kanserlerinde kullanılmaktadır [7]. Bleomisin, DNA’ya direkt bağlanarak tek 
ve çift zincir kırılmalarına yol açarak, büyüyen hücrelerde apoptozisi tetikler. 
Bu aktivite oksijen ve bağlı ferröz iyonuna bağlıdır. Bleomisin, aynı zamanda 
süperoksid, hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen türlerini üretir. Oluşan bu 
reaktif oksijen türlerinin DNA'ya atak yaparak zincirleri koparması, 
bleomisin’in toksisitesinde rol oynamaktadır [8]. Bleomisin’i inaktive eden 
enzim olan, bleomisin hidrolazın eksikliğinden dolayı bleomisin indüklü 
toksisite, başlıca akciğer ve deride meydana gelir [9]. 
 

Apoptozis iki ana yolla meydana gelir. Birincisi ekstirinsik ya da 
sitoplazmik yolak olarak bilinir ve reseptörler yoluyla meydana gelir. İkincisi 
intrinsik ya da mitokondriyal yolak olarak da bilinen çeşitli stimülasyonlarla 
mitokondriden sitokrom c salınımıyla ölüm sinyalinin aktive olduğu yolaktır 
[10]. 
 

TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) aynı zamanda Apo 
2L olarak da bilinir [11]. TRAIL, TNF ailesine ait bir tip 2 transmembran 
proteinidir [12]. TRAIL fonksiyonunu hücre yüzeyindeki reseptörlere 
bağlanarak yapmaktadır. Diğer TNF ailesi üyeleri gibi TRAIL de bir 
homotrimer oluşturur. Hedef hücresi üzerindeki 3 reseptör molekülle çapraz 
bağ yapar. Şimdiye kadar TRAIL için 4 spesifik reseptör saptanmıştır. Bunlar; 
TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5, TRAIL-R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2’dir [13]. 
TRAIL, proapoptotik reseptörler olan TRAIL-R1/DR4 ve TRAIL-R2/DR5 
reseptörlerine bağlanarak apoptozise yol açar. Ancak TRAIL’in hücre 
ölümüne yol açmayan, fonksiyonel olmayan, ölüm birimi taşımayan 
çözülebilir reseptör osteoprotegerin (OPG) ya da yalancı reseptörlere TRAIL-
R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2 bağlanması apoptozise yol açmaz [13, 14]. 
 

Kanser tedavisinde kullanılan ilaçların tedavi etkinliğinin arttırılması ve 
seçiciliklerinin yükseltilerek yan etkilerinin azaltılması hedeflenen bir 
stratejidir. TRAIL’in normal hücrelere zarar vermeksizin kanser hücre 
dizilerinde apoptozisi indüklemesi son yıllarda en çok dikkat çeken 
konulardandır. Yapılan çalışmalarda TRAIL’in kemoterapötiklerin etkinliğini 
arttırdığı hatta toksik olmayan dozdaki kemoterapötiklerle bile apoptozisi 
sinerjistik olarak indüklediği gösterilmiştir. Bu bulgunun moleküler temeli 
uygulanan kemoterapötiğin hücre içindeki proapoptotik molekülleri arttırması, 



 2 

antiapoptotik molekülleri azaltması ya da TRAIL’in ölüm reseptörlerinin 
ekspresyonlarını yükseltmesi olabilir. Bu kapsamda, çalışmamızda testis 
kanseri hücre dizilerinde TRAIL ve bleomisin’in tek başına ya da birlikte 
apoptozis ve TRAIL reseptörleri üzerine etkisini incelemeyi amaçladık. Bu 
amaç doğrultusunda çalışmamızda kullanılmak üzere testis kanser hücreleri 
olan NTERA ve NCCIT hücrelerini seçtik. p53 durumları açısından farklı olan 
bu iki hücreyi seçmemizin nedeni, elde ettiğimiz sonuçların p53 ile ilişkili olup 
olmadığına dair bir fikir verebileceğini düşünmemizdi. Her iki hücrede de 
daha önce TRAIL reseptör kompozisyonlarının gösterildiği bir çalışmaya 
rastlanılmamıştır. Bunun yanında, klinik olarak testis kanserinin tedavisinde 
kullanılan bir ilaç olan bleomisin ile bu hücrelerde yapılmış bir çalışmaya da 
rastlanmamıştır. Bu amaçla, ilk olarak testis kanser hücrelerinin reseptör 
kompozisyonunu ve bleomisin, TRAIL ve bleomisin ve TRAIL’in birlikte 
kullanımının bu reseptör kompozisyonu üzerine etkilerini gözlemledik. Bunun 
yanında, bleomisin, TRAIL ve bunların birlikte kullanımının apoptozis üzerine 
etkilerini kaspaz-3 deneyi yaparak tesbit ettik. 
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GENEL BİLGİLER 

 

 

 

2.1. Testis Kanseri  
Testis kanseri, 15-35 yaşları arasındaki erkeklerde en sık görülen 

kanserdir [1-3]. Testis kanseri erkeklerde görülen tümörlerin %1’ini 
oluşturmaktadır [2, 4-6]. Testis kanserinin tedavisi batı tıp biliminin büyük 
başarı hikayelerinden biridir [15]. Geçmişte testis kanseri ölüme neden olan 
bir hastalık olarak bilinirdi [4]. Günümüzde ise testis kanser hastalarının 
%80’inden fazlası tedavi edilebilmektedir. Erken evredeki hastalarda ise 
tedavi oranı %100’e ulaşmaktadır.  
 

Testis kanserinin tedavisindeki başlıca avantajlar hassas ve spesifik 
serum tümör belirteçlerinin bulunması, yüksek aktif kombinasyon kemoterapi 
rejimlerinin uygulanması ve cerrahi tedavilerdeki gelişmelerdir [2]. 
 
 

2.1.1. Epidemiyoloji 
Testis kanserinin insidansında coğrafi çeşitlilik vardır ve bu insidans 

giderek artmaktadır [3, 16]. Testis kanseri insidansındaki çeşitlilik 
İskandinavya, İsviçre ve Almanya’da en yüksek düzeyde, Amerika Birleşik 
Devletleri ve İngiltere’de orta düzeyde, Afrika ve Asya’da ise en az 
düzeydedir [3]. Testisin germ hücre tümörleri daha çok beyaz ırkta, nadir 
olarak da Afrika orijinli Amerikalılarda görülmektedir. Yapılan çalışmalarda 
beyaz ırkda Afrika orijinli Amerikalılardan 5 kat daha fazla testis kanseri 
görüldüğü bildirilmiştir [16].  
 

Son yıllarda testis tümöründe mortalite azalmasına rağmen, insidans 
bir çok populasyonda durmadan artmaktadır [17]. İnsidanstaki bu artışın 
nedeni açıklanamamaktadır ancak mortalitenin azalmasının nedenleri 
ilerlemiş evredeki hastalarda tedavi edici kemoterapinin bulunmuş olması, 
erken evrede hastalığın yakalanmasındaki artış ve nonseminomlara göre 
seminomların daha fazla görülmesidir [18]. 
 
 

2.1.2. Risk Faktörleri  
Germ hücreli tümörlerin (GCT) nedenleri bilinmemektedir [17]. GCT 

oluşumu için önemli risk faktörleri içerisinde kriptorşidizim, ailede GCT 
öyküsü, Klinefelter Sendromu, spermatik ve testiküler dizgenezi yer 
almaktadır [19, 20].  
 

Daha önce testis kanseri tanısı konmuş bir hastanın diğer testisinde 
ikinci bir kanser gelişme riski %2-3’dür [1]. Hastaların yaklaşık %2’si testis 
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kanseri olan bir aile üyesine sahiptir. Literatürde bildirilen ailelerin çoğunun 
testis kanseri olan iki üyesi vardır. Nadiren bazı ailelerde 3 ya da daha fazla 
üye testis kanseridir. Bu da çekinik ya da düşük baskınlıkta bir kalıtım 
olabileceğini önermektedir [21]. 
 

Diğer risk faktörleri testiküler atrofi, kasık fıtığı ve hidroseldir [22]. Kısır 
ya da çocuk sahibi olma olasılığı normale göre az olan erkeklerde testis 
kanseri riski artmaktadır [1]. 
 
 

2.1.3. Patoloji 
Testis kanserinin %95’ini germ hücreli tümörler (GCT) oluşturmaktadır 

[4, 5, 23]. Testisin GCT’si seminoma ve nonseminoma olmak üzere başlıca 
iki alt gruba ayrılmaktadır. Seminoma germ hücre tümörlerinin %50’sini 
oluşturmaktadır ve sıklıkla 40’lı yaşlarda görülmektedir. Germ hücre 
tümörlerinin kalanını nonsemimatoz histoloji (embriyonal karsinom, yolk sac 
tümörü, koryokarsinom, ve teratoma) oluşturmaktadır ve sıklıkla 30’lu 
yaşlarda görülmektedir [3, 4, 16]. 
 

Seminomanın klasik (%85), anaplastik (%5-10) ve spermatositik(%4-6) 
olmak üzere 3 histolojik çeşiti vardır [24]. Klasik seminoma tüm 
seminomaların %85’ini oluşturur ve daha çok 40 yaşlarında görülmektedir 
Anaplastik seminoma, seminomaların %10’unu oluşturmaktadır ve yüksek 
mitotik hıza sahiptir. Hayatta kalma oranı seminomadan daha düşüktür [2]. 
Spermatositik seminoma nadir olarak görülen bir seminomadır ve genellikle 
daha yaşlı erkeklerde görülür [3]. Bu tümörler genelde sadece orşiektomi ile 
tedavi olabilmesine rağmen birçok hasta koruyucu olarak radyasyon tedavisi 
de almaktadır [15]. Metastatik potansiyeli en düşük düzeydedir [3].  
 

Nonseminoma tümörleri embriyonal karsinoma, yolk sac tümörü, 
koryokarsinoma ve teratomadan oluşmaktadır [3, 4, 16]. Embriyonal 
karsinoma testis tümörlerinin %20’sini oluşturmaktadır [25]. Kemoterapi ile bu 
tümörler tedavi edilebilmesine rağmen çok agresif ve seminomalardan daha 
öldürücü tümörlerdir [24]. Koryokarsinom nadir olarak görülür [4]. Erken 
dönemde kan ve lenfatik yolla yayılmasından dolayı germ hücreli tümörlerin 
en agresif olanıdır [25]. Yolk sac tümörü embriyonik yolk sac histolojisini taklit 
eder. Yenidoğan ve 3 yaşa kadar olan bebeklerde en sık görülen tümördür ve 
iyi prognoz gösterir [4]. Terotamalar en az 2 ya da 3 germinal tabaka içeren 
tümörlerdir. Diğer germ hücreli tümörlere göre metastatik potansiyeli en az 
olan tümörlerdir [1].  
 
 

2.1.4. Evreleme 
Testis kanserinin WHO (Dünya Sağlık Örgütü) kriterlerine göre 

histolojik klasifikasyonu genel olarak standart özellik göstermektedir [26]. 
Testis kanserinin 3 evresi vardır: 1. Evre: Testis, spermatik kord ve 
skrotumda sınırlıdır. 2. Evre: Retroperitonal alana veya pelvik lenf nodlarına 
yayılım vardır. Serum tümör belirteçleri normaldir ya da orta derecede 
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artmıştır. 3. Evre: Farklı organlara ya da retroperitoneal alan dışındaki lenf 
nodlarına metastaz vardır. Serum tümör belirteçleri orta veya yüksek 
düzeyde artmıştır. Ayrıca orşiektomi sonrasında tümör belirteçlerinin normale 
dönmediği tüm olgular da radyografik bulgulara bakılmaksızın 3. evre olarak 
değerlendirilirler [1, 6, 18]. Metastatik testis kanserli hastalar tanımlanmış 
prognostik kriterlere göre iyi risk, orta risk veya zayıf risk olarak 
sınıflandırılabilirler [27]. Testis kanserinin evrelendirilmesi Tablo 2.1.’de 
verilmiştir.  
 
 

2.1.5. Tanı 
Testis tümörleri, genellikle bir testis içinde ağrısız, palpe edilebilen bir 

kitle olarak tesbit edilirler. Skrotumda ağrı ya da rahatsızlık hissi olguların 
sadece %20’sinde ortaya çıkan bulgulardır [28]. Hastaların %10’u boyun 
nodları, akciğer metastazı ya da karın nodal metastazları gibi uzak 
metastazlarla ile ilişkili bulgular gösterirler [26]. Retroperitonal adenopatiden 
dolayı sırt ağrısı başlıca bulgulardandır. Nadiren hastalarda sırtta bir kitle 
bulunabilir ve solunum ve sindirim sistemi ile ilgili şikayetler olabilir [2]. 
 

Hastalar testislerinde bir ağırlık ya da acı hissedebilirler, ya da hidrosel 
gelişebilir. Ağrı, nadir bir bulgudur [29]. Tüm olguların %5’inde serum 
gonodotropin (hCG)’nin yüksek düzeylerinden dolayı memede büyüme 
gelişebilir [2, 28]. Travma, testis kanserinin sebebi değildir ancak skrotum 
travmaları, hastaların tesadüfen testisteki bir kitleyi farketmelerine neden 
olabilir [28]. 
 

Eğer testiküler rahatsızlık 2-4 haftada normale dönmezse, ultrason 
çekilmesi gerekmektedir [3]. Testis kanseri tanısında karışıklığa neden 
olabilen en önemli durum, testis ve komşu dokulardaki enfeksiyon ve 
enflamasyondur. Epididimo-orşit ya da epididimit olarak bilinen bu 
rahatsızlıklar, seksüel olarak aktif olan genç erkeklerde sıklıkla izlenebilir ve 
testis kanserli olguların %10’unda tanısal karışıklığa neden olabilirler. Ayrıca 
hidrosel olarak bilinen skrotumda sıvı toplanması durumu da, birçok 
rahatsızlık sonucu oluşabileceği gibi testis kanserlerinde de oluşabilir ve 
testis kanserinin tanısında karışıklıklara yol açabilir [28]. 
 

Ultrason, testis içindeki bir kitlenin varlığını onaylayabilir ve karışıklığa 
neden olabilecek epididimit, orşit, hidrosel ya da herni gibi tanıları dışlayabilir 
[26]. Ultrasonun testis kanseri tanı yöntemleri içerisinde çok önemli bir yeri 
vardır. Güvenilir, hızlı, ucuz ve non-invaziv bir yöntemdir. Ultrason ile 
tümörün lokalizasyonu tespit edilebilir ve diğer testiste tutulum olup olmadığı 
kontrol edilebilir [28]. 
 

Hastaların çoğunda primer tümör vardır. Germ hücreli kanserin 
tanısındaki gecikme, ya hastanın semptomları önemsememesinden, ya da 
doktorun doğru teşhis koyamamasından kaynaklanmaktadır. Bu nedenle bu 
tip semptomlara sahip genç erkeklerde, testis kanseri konusunda şüpheci 
davranılmalıdır. Olguların çok daha küçük bir bölümünde, primer tümör 
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gonad dışında yerleşim gösterebilir. Tanı, α-fetoprotein (AFP) ya da β-insan 
gonadotropin (β-HCG)’nin serum düzeylerindeki artış ile desteklenebilir. 
Tümör belirteçlerinin normal düzeyde olduğu şüpheli testis kitlesine sahip 
olgularda kesin tanı için mutlaka biyopsi yapılmalıdır [30]. 
 

Tablo 2.1. Testis kanserinin evrelenmesi. American Joint Committee’nin” ve “International 
Union Against Cancer’in Testiküler Kanser Evreleme Sistemi: tümör-lenf nodu-
metastaz evrelemesi [16]. 

 
Evre  Tanım 
 
Primer Tümör (T) 

 

PTX Primer tümör saptanamamış (Radikal orşiektomi 
yapılmamışsa TX kullanılır). 

PTO Primer tümör için kanıt yok (Testiste histolojik skar v.s). 
Ptis İntratübüler germ hücre neoplazisi (Karsinoma in situ). 
PT1 Testis ve epididime sınırlı tümör var ancak vasküler veya 

lenfatik invazyon yok. 
PT2 Testis ve epididime sınırlı tümör ve beraberinde vasküler 

ve lenfatik invazyon var veya tunika albuginea invazyonu 
var. 

PT3 Spermatik kord invazyonu. 
PT4 Vasküler/lenfatik invazyonun beraberinde olduğu ya da 

olmadığı skrotum invazyonu. 
 

Bölgesel Lenf Nodları (N)  
Klinik olarak  
Nx Bölgesel lenf nodları saptanamamış. 
N0 Bölgesel lenf nodu metastazı yok. 
N1 Boyutu ≤2 cm olan tek lenf nodu metastazı ya da 2 cm den 

büyük olmayan çoklu lenf nodu metastazı. 
N2 Boyutları 2 cm’den büyük fakat 5 cm’den küçük tek ya da 

çoklu lenf nodu metastazı. 
N3 5 cm’den büyük lenf nodu metastazı. 
Patolojik olarak  
PNO Lenf nodunda tümör metastazına ait herhangi bir bulgu yok 
PN1 5 adetten az, 2 cm’den küçük lenf nodu metastazı 
PN2 2-5 cm arası lenf nodu metastazı veya 5 cm’den 

küçük 5 lenf nodundan daha fazla metastaz veya 
ekstranodal yayılım bulgusu. 

PN3 5’cm den büyük lenf nodu metastazı. 
 

Uzak Metastaz (M)  
M0 Uzak metastazı gösteren herhangi bir bulgu yok. 
M1 Bölgesel olmayan nodlara veya akciğere uzak 

metastaz var. 
M2 Akciğer dışındaki uzak organ metastazları var. 
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Tablo 2.2. Serum Tümör Belirteçleri [16]. 
 
Evre LDH HCG AFP 
S0 ≤N(Normal 

sınırlarda) 
≤N(Normal 
sınırlarda) 

≤N(Normal 
sınırlarda) 

S1 <1.5 x N <5000 <1000 
S2 1.5-10 x N 5000-50000 1000-10000 
S3 >10 x N >50000 >10000 
LDH, laktat dehidrogenaz; HCG, insan koryonik gonadotropin; AFP, α-fetoprotein; N, normal 
 

Tablo 2.3. Evre Gruplandırması [16]. 

 
Evre T N M S 
0 pTis N0 M0 S0 
Ia T1 N0 M0 S0 
Ib ≥ T2 N0 M0 S0 
IS Herhangi Bir T N0 M0  Herhangi Bir S 
IIa Herhangi Bir T N1 M0 S0, S1 
IIb Herhangi Bir T N2 M0 S0, S1 
IIc Herhangi Bir T N3 M0 S0, S1 
IIIa Herhangi Bir T Herhangi Bir N M1 S0, S1 
IIIb Herhangi Bir T Herhangi Bir N M0, M1 S2 
IIIc Herhangi Bir T Herhangi Bir N M0, M1 S3 
T, tümör; N, lenf nodu; M, metastaz; S, serum tümör belirteçi. 
 

Tanı bazen 6 aya kadar konulamamaktadır. Bu gecikme hasta ya da 
doktor kaynaklı olabilir ve prognozu kötü etkiler. Hasta eğitiminin ilerlemesi 
ve kendi kendine testis muayenesi gibi halk sağlığı tekniklerinin 
yaygınlaşması erken tanı konulması için olanak yaratmıştır [2]. Testis kanseri 
tanısı konulduktan sonra, dikkatli bir şekilde hastalığın evrelemesi 
yapılmalıdır. Bu işlem için tercih edilen yöntem bilgisayarlı tomografi 
taramasıdır. Abdomen, pelvis, göğüs ve hatta bazen beyin, vertebra ve kemik 
tomografileri de testis kanser evrelemesi için gerekli olabilmektedir [28]. 

 
Tümör belirteçleri, küçük ya da tesbit edilemeyen malign hücrelerin ve 

tümör tipinin belirlenmesi için bilgi sağlamaktadır. Testis kanserinde 
kullanılan 3 tümör belirteçi vardır. Bunlar fetüs serumunda büyük miktarlarda 
bulunan ve bir glikoprotein olan α-feto protein (AFP), hamile kadınların 
plesantası tarafından üretilen ve erkeklerde normalde bulunmayan bir 
hormon olan β-hCG ve normalde kas, karaciğer, böbrek ve beyinde bulunan 
ve hücresel bir enzim olan laktat dehidrogenazdır [4]. 
 

α-feto protein (AFP), özellikle yolk sac tümörü için olmak üzere 
nonseminoma için bir belirteçtir. β-insan gonadotropin (β-HCG), hem 
seminoma hem de nonseminomada üretilir. Ancak seminomada düşük 
düzeylerdedir [31]. β-insan gonadotropin (β-HCG) ve α-feto proteinin serolojik 
ölçümü, testis kanseri tanısında ve tedavisinin izlenmesinde kullanılır. α-feto 
protein, saf seminomada veya koryokarsinomda üretilmez. Ek olarak laktat 
dehidrogenaz enziminin ölçümleri tümörün büyüklüğünün bir işaretidir [29]. 
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2.1.6. Tedavi 
Kanser tanısı konduktan sonra klinik evreleme yapılmalıdır. Testis 

kanseri tedavisini, histopatoloji, serolojik belirteçler, hastalığın evresi, hasta 
ve doktorun tercihlerini içeren çeşitli faktörler belirler. Tedavi cerrahi, 
radyoterapi, kemoterapinin tümünü ya da bir kısmını içerebilir [29]. 
 

Testis kanseri, yüksek oranda tedavi edilebilir olmasına rağmen, bu 
kanserin tüm aşamalarda uygun tedavinin uygulanması önemini 
korumaktadır. Yerinde olmayan uygulamalar tedavi yükünü, hastalık ve  ölüm 
oranını arttırmaktadır [16]. Kanserli testisler, her zaman cerrahi ile vücuttan 
alınırlar. Radyoterapi ile kanser hücrelerinin hasar görmesi ve büyümesinin 
durdurulması sağlanmaktadır. Anti-kanser ilaçlar, genellikle hastalığın 
vücudun başka kısımlarına metastaz yapması durumlarında tercih edilirler. 
Bu ilaçlar bazen tümörün cerrahi girişim öncesine kadar küçülmesini 
sağlamak amacıyla da kullanılabilirler [28]. Bleomisin, etoposid, ve sisplatin 
(BEP) kombinasyonu, metastatik non-seminomatöz tümörlerde tercih edilen 
en etkili tedavi kürüdür. Bu kür, 1. evre testis tümörü için uygulanan 
orşiektomi sonrasında tümör dokusunda saptanan vasküler invazyonun 
yaratabileceği yüksek nüks ihtimali için de kullanılabilmektedir [7]. Tedavi 
edilen testis kanserli hastaların, tedavi sonrası beklenen sağlıklı yaşam 
süreleri, oldukça uzundur [32]. 
 
 
2.2. Bleomisin 
 

2.2.1. Bleomisin’in Kimyasal Yapısı 
Bleomisin (BLM) 1699 da Umezewa tarafından antitümör özelliği 

keşfedilmiş glikopeptid yapısında bir antibiyotiktir. Bleomisin orijinal olarak 
mantar Streptomyces verticillus’dan izole edilmiştir [9, 17]. Bleomisin grubu 
ilaçlar 200’ün üzerinde yakın ilişkili bileşik içerirken bleomisin’in uygulanan 
formu olan Blenoxane, başlıca A2 ve B2 formlarını içermektedir [33]. 
Bleomisin ailesi terminal amin kısmının bir diğerinden farklı olması ile ayrılır 
[34]. 
 

Demir bakır ve kobalt gibi bir çok metalin, bleomisin indüklü DNA 
kırılmasını desteklediği gösterilmiştir. Fakat demirin in vivo olarak etki 
gösteren başlıca metal olduğuna inanılmaktadır [35]. 
 
Bleomisin’in yapısının 4 ana bölgeden oluştuğu tespit edilmiştir. 
 

1- N-terminal birim. Bu birim metal bağlamadan, oksijen 
aktivasyonundan, selektif DNA kırılmasından sorumludur. 

2- Metilvalerat-treonin grubu. 
3- C terminal birim. DNA bağlama affinitesini sağlayan bir bitiyazol 

fonksiyonel grubu içerir. 
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4- Glukoz ve mannoz şekerleri içeren bir disakkarit grubu. Disakkarit 
grubunun metal iyon bağlama, hücre yüzey tanıma ve bazı 
hücrelerde bleomisin’in selektif birikimi üzerinde etkisi olabileceği 
düşünülmektedir [33]. 

  
Bleomisin’ler, katyonik moleküllerdir ve hücre membranından 

bleomisin bağlayıcı protein ile zayıfça bağlanarak hücre içine alınırlar. Alınan 
bleomisin ya nükleusa transloke olur ya da bleomisin hidrolaz tarafından 
parçalanır. Bleomisin hidrolaz normal ve malign hücrelerde bulunan bir 
sistein proteazdır. Fakat akciğer ve deride çok az bulunmaktadır [36]. 
 

α -L-Guloz

α -D-Mannoz

BleomisinA2

BleomisinB2

Pirimidin

β-Aminoalanin

Metil valerat-treonin

Β-Hidroksi-Histidin

Bitiyazolkuyruğu

Metal Bağlayıcı  Birim 

DNA bağlama Birimi

Karbonhidrat
Birimi

Bleomisin A2

Bleomisin B2

 
 

 

Şekil 2.1. Bleomisin’in kimyasal yapısı [33, 35]. 
 

 

2.2.2. Bleomisin’in Etki Mekanizması  
Bleomisin, DNA’ya direkt bağlanarak tek ve çift zincir kırılmalarına yol 

açarak, büyüyen hücrelerde apoptozisi tetikler. Bu aktivite oksijen ve bağlı 
ferröz iyonuna bağlıdır [8]. 
 

Bleomisin’in antineoplastik etkisinin mekanizması bleomisin-demir 
kompleksinin, moleküler oksijeni, süperoksid ve hidroksil radikaline 
redüklemesi esasına dayanmaktadır. Oluşan bu radikaller DNA’ya atak 
yaparak zincir kırılmalarına yol açmaktadır Oksijen serbest radikallerinin rolü, 
süperoksid dismutazın, bleomisin indüklü DNA hasarını önlediğini gösteren 
çalışmalarla desteklenmiştir [37]. Bleomisin aynı zamanda hücre siklusunu 
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etkileyen spesifik bir ilaçtır ve hücre siklusunun G2 fazında hücrelerin 
birikimine neden olur [38]. 
 

DNA kırılması için, DNA ile bleomisin’in metal bağlayıcı birimi ve 
bitiyazol kısmının etkileşimini gerektiren bir mekanizma önerilmiştir. Labil Fe 
(II)-BLM-O2 kompleksinin, aktive edilmiş bleomisin’e dönüşümü, DNA’yı 
hasara uğratır. Bunun yanında son çalışmalar, bleomisin’in RNA’nın 
alışılmamış 3 boyutlu yapısını yıktığını göstermiştir [34]. 
 

Deneysel çalışmalar, bleomisin hassasiyetinin birçok nedeni 
olabileceğini göstermiştir. DNA tamir mekanizmasındaki bozukluklar, çift 
zincir kırılmalarının tamirinde gerekli olan genlerdeki mutasyonlarla ilişkilidir. 
Bu mutasyonlar aşırı hassasiyete yol açarlar. Çift zincir tamirine katkıda 
bulunan bir gen olan RAD21’in inhibisyonu, hücrelerin bleomisin’e 
hassasiyetinin artmasına yol açar. Yapılan çalışmalarda, bleomisin direncinin 
birçok nedeni ortaya çıkarılmıştır. Bu nedenler, bleomisin hidrolaz 
aktivitesindeki artış, taşıyıcı yetersizliğinden dolayı ilacın hücreye 
alınmasındaki azalma, artmış DNA tamir kapasitesi ya da serbest radikallerin 
artmış detoksifikasyonudur [18]. 
 
 
2.2.3. Bleomisin’in Tedavide Kullanımı  

Bleomisin’ler (BLM), germ hücreli tümörler, lenfomalar, kaposi 
sarkoma, servikal kanserler ve baş ve boyun kanserlerinin kombinasyon 
tedavisinde kullanılan doğal bir ilaçtır [39]. 
 

Bu ilacın bir avantajı da derialtına, kasa veya kana verilebilmesidir. 
Kas içine enjeksiyondan sonra pik kan değerleri 30-60 dakika içinde 
görülmektedir. Benzer dozajların kana enjeksiyonu en yüksek pik 
konsantrasyonlarını vermektedir ve yarı ömrü yaklaşık 2,5 saattir [38]. 
Bleomisin’in eliminasyonu başlıca böbreklerde olur. Bleomisin’in 
alınmasından 24 saat sonra ilacın yaklaşık %60’ı değiştirilmemiş olarak atılır. 
Bleomisin, bleomisin hidrolaz adı verilen bir enzimle deaktive edilir. Bu enzim 
başlıca karaciğer, dalak, kemik iliği ve bağırsakta bulunur. Bleomisin’in 
uygulanması bazen ölümcül yan etkiler meydana getirebilmektedir. 
Bleomisin’i inaktive eden enzim olan bleomisin hidrolazın eksikliğinden dolayı 
bleomisin toksisitesi, başlıca akciğer ve deride meydana gelir. Bleomisin’in 
direkt olarak alımından sonra ateş ve bazen hipotansiyon görülmektedir [9]. 
 

Pulmoner toksisite, bleomisin için doz sınırlayıcı bir yan etkidir ve bu 
yan etki genellikle kendini fizik muayenede öksürük, dispne, kuru inspiratuvar 
raller ve röntgende toraks infiltrasyonları olarak gösterir. 400 üniteden daha 
fazla doz alanlarda ve bleomisin tedavisi öncesi mediastinal ya da göğüs 
bölgesine radyoterapi uygulanmış olanlarda, pulmoner yan etkilerin insidansı 
daha yüksektir. Nadir de olsa bazı olgularda pulmoner toksisite öldürücü 
olabilmektedir [38]. 
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Bleomisin, akciğerde pulmoner fibrozisi olumsuz etkiler, çünkü 
bleomisin’i inaktive eden hidrolaz akciğerde yok denecek kadar azdır. Bu 
yüzden farelerde bleomisin indüklü pulmonar fibrozis modeli, özellikle oksijen 
serbest radikalleri indüklü fibröz mekanizmasını incelemek için yardımcı bir 
araçtır [37] 
 
 

2.3. Apoptozis 
 

2.3.1. Hücre Ölümünün İki Şekli : Apoptozis ve Nekroz 
Yaşam ölümü gerektirir [40]. Hücre ölümü, nekroz ve apoptozis adı 

verilen iki farklı yolla meydana gelir [10]. Nekroz, hücrelerde meydana gelen 
çevresel etkenler tarafından geri dönüşümsüz hasar sonucu oluşturulan ve 
hücrenin ölümüne yol açan pasif bir olaydır [41]. Apoptozis ise aktif, enerji 
bağımlı, hücresel bir süreçtir [42, 43]. Apoptozis hayvanların çoğunun 
hayatlarını sürdürmesi ve gelişimi için önemli bir rol oynayan, morfolojik ve 
biyokimyasal olarak farklı, yaşlanmış, hasarlı ya da gereksiz hücrelerin 
organizmadan uzaklaştırılmasına olanak sağlayan ve genetik olarak kontrol 
edilen programlı hücre ölümüdür [44, 45]. Nekroz patolojik bir olaydır; 
apoptozis ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla oluşabilir [46].  
 
 Apoptotik süreç hem eksternal hem de internal faktörler tarafından 
başlatılır [47, 48]. İnternal faktörler sıklıkla reseptör aracılıdır ve FAS 
reseptörü, TNF ailesi reseptörleri veya purinerjik reseptör P2Z olabilir. 
Büyüme faktörlerinin eksikliğinin ve hormon konsantrasyonlarının değişiminin 
lenfosit, memeli ve prostatik hücreler gibi hassas hücrelerde, apoptozisi 
başlattığı gösterilmiştir. Apoptozisi indükleyen eksternal tetikleyiciler DNA 
hasarını, oksijen veya besin eksikliğini ve viral enfeksiyonları içermektedir. 
Apoptozis aynı zamanda iyonize ya da UV radyasyonun, kemoterapötik 
ilaçların ve ısı hasarının sebep olduğu onarılamayan DNA hasarından sonra 
başlayabilir.  
 
 DNA’ya hasar veren uyaranlara maruz kalındığında, bir hücrenin 
apoptozis ya da nekrozis tarafından öldürüleceği DNA hasarının tipi yanısıra 
maruziyetin süresine ve konsantrasyonuna bağlıdır. Ayrıca apoptozis 
kurtarıcı moleküllerinin varlığına ve tetikleyici moleküllerin fonksiyonuna da 
bağlıdır [48]. ATP’nin hücre içi konsantrasyonu, hücre ölüm şeklinin 
seçilmesinde önemlidir. ATP’nin yüksek konsantrasyonda olması apoptozisin 
baskın olmasına sebep olurken ATP’nin düşük konsantrasyonda olması 
hücrenin nekroza doğru kaymasına sebep olur [49].  
 
 
2.3.2. Apoptozisin Keşfi 

Apoptosis terimi ilk kez Kerr ve arkadaşları tarafından programlı hücre 
ölümünün bir şekli olarak tanımlanmıştır [50, 51]. Apoptozis ‘apo’ =ayrı, 
‘ptosis’ =düşmek kelimelerinin birleşmesiyle oluşmuştur [52]. Apoptozis 
Yunanca’dan gelmektedir ve bir ağaçtan düşen yapraklar anlamına 
gelmektedir [49, 51]. Apoptozis kelimesi Homeros tarafından sonbaharda 
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yaprak dökümünü tanımlamak için kullanılmış bir sözcüktür ve klasik Yunan 
tarihçisi olan James Cormack’ın önerisiyle "apoptoz" olarak adlandırılmıştır 
[53]. 
 

Apoptozis yolağı evrim boyunca korunmuştur [54]. Nematod 
Caenorhabditis elegans, hücre ölüm makinasının çekirdek bileşenlerini 
çalışmak için iyi bir organizma modelidir [55]. Bu nematoddaki apoptozis 
sürecinin tanımlanması, büyük ölçüde H. Robert Horvitz ‘in laboratuvarında 
yapılmıştır ve apoptozis için gerekli genler belirlenmiştir. Bu sürecin 
merkezinde ced-3, ced 4 ve ced 9 vardır [56]. Ced -3 ve ced-4, hücre ölümü 
için gerekliyken ced-9 bunların fonksiyonları antagonize eder ve hücre 
ölümünü önler. Ced-9 proteini, memelilerde hücre ölümünü önleyen Bcl-2 ile 
sekans benzerliği gösterir [57]. Ced 3, proteinleri spesifik aspartik asit 
rezidülerinden sonra kıran, sistein proteaz olan kaspazlardandır. Bu kaspaz 
zimojen olarak olarak bulunur ve kendi kendine kırılarak aktifleşir. Ced-4, 
ced-3’e bağlanır ve ced-3 aktivasyonunu ilerletir. Ced-9 ise ced-4’ e 
bağlanarak ced-3’ün aktivasyonunu önler. Normal olarak, ced-9, ced-4 ve 
ced-3 ile kompleks oluşturur. Ced-3 inaktiftir. Apoptotik uyaranlar, ced-9’un 
kompleksden ayrılmasına neden olur ve ced-3’ün aktivasyonu meydana gelir. 
Memeli kaspazları, ced-3’e benzerdir [55]. Bu genlerin üçünün de 
memelilerdeki homologları tanımlanmıştır. Solucanlardaki apoptotik hücre 
ölümündeki ced-3, memeli kaspazları ile akrabadır. Ced-4 ise, memelilerdeki 
Apaf-1 ile homologtur. Hücre ölümünün kontrolünü sağlayan anti-apoptotik 
faktör ced-9, memeli bcl-2 proteininin benzeridir [58].  
 
 
2.3.3. Apoptozisin Aşamaları  

Apoptozis 3 aşamaya ayrılabilir. İlk aşamada, hücre apoptotik bir sinyal 
alır. Hücreye, hem içten hem de dıştan gelen çeşitli uyaranlar apoptotik 
yolakları aktive edebilir. Bunlara örnek olarak, hücre yüzey reseptörlerinin 
bağlanma ile uyarılması, esansiyel büyüme faktörlerinin ortamdan 
uzaklaştırılması ya da hücrelerin çeşitli kimyasal ajanlara maruz bırakılması 
verilebilir. Ek olarak, hücrelerin UV ya da iyonize radyasyona, ısıya, ve 
osmolarite değişikliklerine maruz kalmaları, apoptozisi uyarabilir. 
 

Apoptozisin ikinci aşamasında hücreler tüm bu çeşitli sinyalleri toplar 
ve apoptozisi devam ettirir ya da ettirmez. Bu olaylar aktivasyon-
inaktivasyon, serin/treonin ve tirozin kinaz ve fosfataz, seramidleri de içeren 
lipid ikincil mesajcıların sentezi, değişmiş gen ekspresyonları ve kaspaz 
olarak bilinen özel proteazların aktivasyonu gibi birçok sinyal yolaklarını 
içerir. 
 

Apoptozisin devamı için son karar, apoptotik ve hayati faktörlerin (Bcl-2 
grubu proteinleri içerir) göreceli düzeyleri, hücrelerin metabolik durumları ve 
hücre siklus durumu gibi birçok faktöre bağlıdır. Son çalışmalar birçok 
apoptotik uyaranın mitokondri tarafından alınıp değerlendirildiğini 
göstermiştir. Apoptozisin son aşamasında genel yıkıcı bir sinyal yolağı aktive 
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olur ve apoptozis ile ilgili karakteristik morfolojik değişiklikler tetiklenir [47, 
51]. 
 
 
2.3.4. Apoptozisin Önemi 

Apoptozis, yaşamın gerekli bir parçasıdır. Bağışıklık sisteminde, 
gelişme ve hücresel homeostazis gibi birçok biyolojik süreçte ve istenmeyen 
ya da fazla üretilmiş hücrelerin yok edilmesi için, apoptozis gereklidir [40, 49, 
54, 59, 60]. Apoptozisin regülasyonunun bozulması, kanser, otoimmünite, 
nörodejenaratif hastalıklar, hemopoietik bozukluklar ve infertilite gibi klinik 
bozukluklarla ilişkilidir [49, 54, 60, 61]. Belirli beyin nöronlarındaki kontrolsüz 
apoptozis, Alzheimer ve Parkinson gibi hastalıkların oluşumunu 
destekleyebilir, tam tersine DNA hasarına maruz kalmış hücrelerin apoptozis 
ile yok edilememesi ise kanser oluşumuna neden olabilir [55]. 
 

Fizyolojik hücre ölümü, insan vücudunun büyümesinde ve sürekli 
yenilenmesinde önemli bir rol oynar. Sinir sistemi gelişiminde, uygun bağlantı 
oluşturamayan nöronlar bu yolla ölür. Fizyolojik hücre ölümü, enfekte 
hücrelerin sitotoksik T lenfositler tarafından ortadan kaldırılmalarında, oto-
reaktif immün hücrelerin yok edilmelerinde, sindirim sisteminin, kıkırdak ve 
kemik gelişimlerinde de önemli rol oynar. Normalde gerçekleşmesi gereken 
fizyolojik hücre ölümü inhibe olursa, uygunsuz fizyolojik hücre ölümü 
gerçekleşebilir ve bu da birçok hastalığın temelini oluşturur. Örneğin, 
Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif nöral hastalıklarda, bazı grup 
nöronlarda prematür hücre ölümü izlenir. AIDS hastalığındaki T lenfosit 
ölümü de bir çeşit fizyolojik hücre ölümü formudur. İmmün sistemde hücre 
ölümü inhibisyonu, oto-reaktif B ve T lenfositlerin varlığını devam ettirmesine 
ve buna bağlı olarak da oto-immün hastalıklara neden olur [62]. 
 
 

2.3.5. Apoptozisde Meydana Gelen Biyokimyasal ve Morfolojik 
Değişimler 
Apoptozis ya da programlı hücre ölümü hücre büzüşmesi, kromatin 

kondansasyonu, nüklear fragmentasyon, membran cepcikleri ve apoptotik 
cisim oluşumu gibi morfolojik değişimler ile tanımlanır [50, 63-65]. 
Biyokimyasal olarak apoptotik hücreler, mitokondriyal transmembran 
potansiyelin azalması, hücre içi asidifikasyon, reaktif oksijen türlerinin üretimi, 
fosfotidilserinin membranın iç yüzünden dış tarafına çıkması gibi olaylarla 
karakterize edilir [65, 66].  
 

Apoptozisin başlangıcında çok hafif değişiklikler meydana gelirken 
hücre membran bütünlüğü korunmaktadır. Daha sonra hücre, profesyonel 
fagositler (makrofaj ve dendritik hücreler) tarafından in vivo olarak alınan, 
membranla çevrili fragmentlere (apoptotik cisim) parçalanır. Hücre 
kültürlerinde apoptotik cisimler apoptozisin geç döneminde plazma membran 
bütünlüğünü kaybeder ve bu olay sekonder nekroz olarak tanımlanır [67]. 
Transglutaminazların ekspresyonu ve aktivasyonu ile meydana gelen yoğun 
protein çapraz bağlanmaları, apoptotik hücrelerin bir başka özelliğidir. 
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Kalsiyum ve magnezyum bağlı endonükleazlar tarafından DNA’nın 

kırılması, 180-200 baz çiftlik DNA parçalarının oluşumu ile sonuçlanır. Bu 
kırıklar, UV ışığı altında etidyum bromid boyasıyla agaroz jel elektroforezinde 
“DNA merdiveni” olarak tanımlanan karakteristik merdiven görüntüsünü verir 
[68]. Sitozolik serbest kalsiyum ve magnezyumun artması ve sitozolik pH’ın 
ve potasyumun azalması apoptozise katkıda bulunmaktadır [7]. Fosfotidil 
serinin plazma membranının dış tarafına çıkması apoptozise uğrayan 
hücrelerde evrensel bir olaydır. Fosfotidilserinin dış tarafta bulunması, büyük 
olasılıkla, nekrozda oluşan inflamasyondan farklı olarak bir inflamasyona 
neden olmadan apoptotik hücrelerin ortamdan uzaklaştırılması içindir. 
Fosfotidilserin, membranın dış tarafından iç tarafına aminofosfolipid 
translokazlar tarafından geçirilir ve bu mekanizma tamamen 
anlaşılamamıştır. Apoptozis sırasında membranın dış tarafında 
fosfotidilserinin görülmesinin, hem aminofosfolipid translokaz aktivitesinin 
kaybından, hem de fosfolipidlerin spesifik olmayan membran boyunca 
hareketinden kaynaklandığı ileri sürülmüştür [69].  
  

Nötral ya da asidik sfingomiyelinazların aktivasyonu, apoptozisin pek 
çok modelinde meydana gelmektedir. Bu olay sfingomiyelinden seramidin 
üretimine yol açar. Seramid, proapoptotik sinyal kaskadını aktive eder. 
Transglutaminazlar tarafından proteinlerin çapraz bağlanması, hücrenin 
parçalanması esnasında, apoptotik cisimlerin oluşmasında etkilidir [7].  
 

Apoptozis aynı zamanda mitokondriyal fonksiyonun kaybı ile de 
karakterizedir. Apoptozisle ölen hücreler, plazma membran bütünlüğünü 
korurlar. Ancak apoptotik hücrelerin plazma membranlarındaki değişim, 
fagositik hücreler tarafından alınmaları için sinyal verir ve böylece 
degradasyon süreci tamamlanır. Hücreler, apoptotik cisimlere parçalanarak 
fagositik hücreler tarafından fagosite edilirler. Apoptozisin önemli bir özelliği 
ölen hücrelerin inflamasyona yol açmadan ortadan kaldırılmasıdır. Buna 
karşın nekrotik hücreler, erken membran bütünlüklerini kaybederler. Bu da 
sitoplazmik içeriklerinin dış ortama sızması ve o bölgede inflamasyon 
gelişmesi ile sonuçlanır [70].  
 
 
2.3.6. Ekstirinsik ve İntrinsik Yolak  

Apoptozis iki ana yolla meydana gelir (Şekil 2.1). Birincisi ekstirinsik ya 
da sitoplazmik yolak olarak bilinir ve ligand bağlı tümör nekrozis faktör (TNF), 
Fas ya da TRAIL reseptörleri yoluyla meydana gelir. İkincisi, intrinsik ya da 
mitokondriyal yolak olarak da bilinen, çeşitli stimülasyonlarla mitokondriden 
sitokrom c salınımıyla ölüm sinyalinin aktive olduğu yolaktır [10].  
 

Bu apoptotik yolaklara ek olarak endoplazmik retikulum-indüklü 
apoptozis ve kaspaz bağımsız apoptozis olmak üzere iki yolak daha vardır 
[67]. Ayrıca T hücre aracılı sitotoksisite ve perforin granzim bağımlı hücre 
ölümü de vardır. Perforin/granzim yolağı, apoptozisi, ya granzim A ya da 
granzim B yoluyla aktive eder. Ekstrinsik, intrinsik ve granzim B yolakları aynı 
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uçta birleşmektedir. Bu yolak, kaspaz-3’ün kırılması ile başlar ve DNA 
fragmentasyonu, hücre iskeleti ve nüklear proteinlerin degradasyonu, 
apoptotik cisimlerin oluşumu, fagositik reseptörler için ligandların 
ekspresyonu ve sonuç olarak fagositik hücreler tarafından alımı ile sonuçlanır 
[68]. 
 

 
 

Şekil 2.2. Apoptozisde ekstrinsik ve intrinsik yolak [44]. 
 

Mitokondriyal apoptozis yolağı (intrinsik yolak) radyasyon, DNA‘ya 
hasar veren ilaçlar, hormon ve büyüme faktörü eksikliği gibi stres sinyalleri 
tarafından indüklenir [71]. Mitokondri apoptozis sinyal yolağında, önemli bir 
düzenleyici organeldir. Çoğu ölüm sinyali, mitokondrinin geri dönüşümsüz 
olarak fonksiyonunun bozulmasına yol açar. Böylece mitokondri membranları 
arasında bulunan sitokrom c, apoptozis inhibe edici faktör (AIF), 
Smac/DIABLO, Endo G ve Omi/HtrA2 gibi proteinler apoptotik hücre 
ölümünde aktivasyonlarını gösterecekleri sitozole ya da nükleusa geçer [72]. 
 

İntrinsik yolak Bcl-2 ailesinin kontrolü altındadır ve mitokondri 
membranları arasından sitokrom c ve Smac/DIABLO’nun salınması ile 
başlar. Sitokrom c, kaspaz-9’u aktive etmek için Apaf-1 ile etkileşir. Apaf-1, 
kaspaz-9 ve sitokrom c, apoptozom olarak adlandırılır. Apoptozom, efektör 
kaspazlar olan kaspaz-3, -6 ve -7’yi aktive eder. Smac/DIABLO apoptozis 
protein inhibitörlerine bağlanarak fonksiyon gösterir. Bu yüzden, apoptozis 
protein inhibitörlerinin, kaspaz-3, -7, -9’nin aktivitelerini durdurması engellenir 
[73, 74].  
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Ekstrinsik yolakda rol oynayan ölüm reseptörleri tümör nekrozis faktör 
(TNF) reseptör süper ailesinin üyeleridir. Bu ailenin üyeleri hem sisteinden 
zengin hücre dışı birimlere hem de ölüm birimi olarak bilinen hücre içinde 
sitoplazmik kısımları olan birimlere sahiptir. En iyi bilinen reseptörler 
CD95/Fas/Apo1, TNFR1, TNFR2, DR3/Wsl-1/Tramp, DR4/TRAIL-R1, DR5/ 
TRAIL-R2/TRICK2/Killer, ve DR6’dir. Ölüm reseptörlerinin kendi ligandları ya 
da agonistik antikorları tarafından tetiklenmesi, reseptörün trimerize olması 
ve adaptör proteinlerin işe karışması ile sonuçlanır [69].  
 

Fas reseptörü için adaptor protein, Fas ilişkili ölüm birimi (FADD); 
TNFR1 reseptörü için TNFR ilişkili ölüm birimi (TRADD)’dir [64]. Ligand 
bağlanması üzerine reseptörler adaptor protein ile sitozolik bir kompleks 
oluşturur ve prokaspaz-8 ve -10 ile etkileşerek bu kaspazların aktivasyonunu 
sağlar [68, 74]. Kaspaz-8 doğrudan kaspaz-3’ü aktive ederek apoptozise yol 
açar (tip 1 hücre ölümü) [75].  
 

Ekstrinsik ve intrinsik yolak farklı düzeylerde birbirleriyle etkileşirler 
[76]. Kaspaz-8 ve kaspaz-10 aktivasyonu, aynı zamanda intrinsik yolağı da 
hücre tipine bağlı olarak aktive eder [74]. Kaspaz-8, Bid’in kırılmasına (tBid) 
yol açar. tBid ve Bak’ın heterodimerizasyonu sitokrom c’nin mitokondriden 
salınımı ile sonuçlanır. Sitokrom c’nin salınımı da, sonuç olarak kaspaz-3’ün 
aktivasyonuna yol açar. Hangi yolağın daha baskın olduğu hücre tipine 
bağlıdır [75]. 
 
 
2.3.7. Bcl-2 Ailesi 

Bcl-2 ailesi üyeleri apoptozisde anahtar rol oynar. Bcl-2 protein ailesi 
hem antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1, NR-13, BHRF1, LMW5-
HL, ORF16, KS-Bcl-2, E1B-19K, ve CED-9) hem de proapoptotik (Bax, Bak, 
Bok, Bik, Blk, Hrk, BNIP3, BimL, Bad, Bid, ve EGL-1) fonksiyona sahip 
proteinleri içermektedir (Şekil 2.2) [77].  
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Şekil 2.3. Bcl-2 protein ailesi [78]. 
 

Bcl-2 geni ilk olarak, kromozom 14 ile 18 arasındaki translokasyon 
alanında bulunan konumu sonucu keşfedilmiştir ve çoğu foliküler 
lenfomalarda bulunur. Başlangıçta onkogen olarak kabul edilen Bcl-2’nin 
hücre siklüsunun ilerlemesi ya da hücre çoğalması üzerinde arttırıcı etkisinin 
etkisinin neredeyse hiç olmadığı saptanmıştır. Çeşitli uyaranlar sonucunda 
Bcl-2’nin aşırı ekspresyonunun hücrelerde apoptozisin başlamasını 
engellediği belirlenmiştir [70]. Bcl-2 çekirdek, endoplazmik retikulum ve 
mitokondri dış membranında bulunur. Benzer şekilde, Bcl-XL‘nin de 
mitokondri dış membranında lokalize olduğu gösterilmiştir [79].  
 

Bcl-2 proteinleri 4 sekans alanı içermektedirler. Bunlar Bcl-2 homologu 
(BH) olarak adlandırılır [43, 72]. Bcl-2 ailesi BH ye göre 3 farklı grupta 
sınıflandırılabilirler. Bcl-2 ve Bcl-xL gibi antiapoptotik üyeler BH1’den BH4’e 
kadar tüm birimleri içerebilirler. Pro-apoptotik üyeler 2 gruba ayrılabilirler: 1. 
grupta Bax ve Bak gibi BH1, BH2 ve BH3 birimleri içerenler, 2. grupta ise 
Bad ve Bim gibi sadece BH3 birimi içerenler yer alır. Bu kategorilere istisna 
oluşturan Bcl-xS, Bcl-xL’nin diziliminin bir kısmından ibaret olan bir pro-
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apoptotik proteindir ve BH3 ve BH4 birimleri içerir. Bu sekansların 
fonksiyonel ve yapısal önemleri vardır. Pro-apopitotik aile üyelerinin BH3 
birimi, anti-apoptotik proteinlerin BH1, BH2 ve BH3 birimleri tarafından 
oluşturulan hidrofobik yarık ile etkileşime geçebilir ve bu etkileşim önemli bir 
düzenleyici mekanizma olabilir [64, 72, 80, 81]. 
 

Proapoptotik proteinlerdeki BH3 birimi, Bcl-2 proteinleri ailesinin 
öldürücü etkisi için gereklidir. Bu proteinlerin aktivitesi, homo ve 
heterokompleks oluşumu ile düzenlenmektedir. Bu modelde, proapoptotik 
proteinlerle anti-apoptotik proteinler arasında kompleks oluşumu, aktivitelerini 
inhibe eder ve apoptozisi engeller. Böylece protein konformasyonundaki post 
translasyonel modifikasyonlar ve değişimler, çeşitli proteinler arasındaki 
afiniteyi değiştirir ve kompleks oluşumunu düzenler [43]. 
 

Birden çok birim içeren pro-apoptotik proteinler, mitokondri 
membranındaki kanalları indükleyebilmeleri sayesinde, mitokondrinin 
bütünlüğünü değiştirme yeteneğine sahiptir. Anti-apoptotik ve birden çok 
birim içeren pro-apoptotik Bcl-2 ailesi üyeleri arasındaki oran, hücrenin ölüm 
uyaranına hassasiyetini belirlemekte yardımcıdır [81]. 
 

Ortaya çıkan kanıtlar, Bid’in mitokondrinin fonksiyonunun bozulmasını 
ve kaspaz aktivasyonunu sağlayarak, çeşitli apoptozis yolaklarında önemli rol 
oynadığını göstermiştir. Fas gibi ölüm reseptörleri, Bid’i kıran kaspazları 
aktive eder. Kırılmış Bid’in C terminal kısmının (tBid) daha sonra 
mitokondriye göç ettiği ve mitokondride sitokrom c ve diğer proteinlerin 
salınmasını indüklediği öne sürülmüştür [82]. Bak eksikliğinde, kırılmış Bid 
tarafından sitokrom c’nin salınımının gerçekleşmemesi, kırılmış Bid ile Bak’ın 
etkileşiminin, en azından in vitro olarak önemli bir olay olduğunu göstermiştir 
[83]. Bcl-2, Bax ve Bcl-XL, C terminal uçlarında, bir membran çapası olarak 
görev yaptığına inanılan hidrofobik bir kısım içerirler [79]. 
 

Mitokondri apoptozisde önemli bir rol oynar. Özellikle bu organelden 
apoptozis indükleyici faktör ve sitokrom c salınır. Daha sonra Apaf-1-kaspaz-
9 kompleks oluşumu ile kaspaz-9 aktivasyonu tetiklenir. Bcl-2 ailesi üyeleri 
sitokrom c salınımının düzenlenmesinde rol oynar. Bcl-2 ve Bcl-XL, sitokrom 
c salımını baskılarken, Bax bu olayı stimüle eder [77]. Bax pro-apoptotik bir 
Bcl-2 ailesi üyesidir, sitozolde bulunur ve apoptozis esnasında mitokondriye 
transloke olur [84]. Bax Bcl-2’nin apoptozisi bloke etme yeteneğini baskılar 
[85]. Son zamanlarda Bax’ın, sitokrom c salınımını ve kaspaz aktivasyonunu 
indüklediği in vitro ve in vivo olarak gösterilmiştir. Bu salınımın mitokondriyal 
permeabilite geçişinin indüksiyonuna bağlı olduğu rapor edilmiştir [84]. Bax 
sağlıklı hücrelerde daha çok sitozolde bulunur ve apoptotik bir uyaran 
olduğunda mitokondriye transloke olur [72, 84]. 
 
2.3.8. Kaspazlar 

Kaspaz aktivasyonu apoptozisde anahtar bir basamaktır ve birçok 
uyaran kaspazları aktive eder [86]. Kaspazlar apoptozisde önemli rol 
oynayan sistein proteaz ailesidir [87]. Kaspazlar, tek bir polipeptid zinciri ve 
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inaktif bir zimojen olarak sentezlenirler [47, 88]. Sekans analizleri ve x-ray 
kristallografisi tüm kaspazların ortak bir yapısı olduğunu göstermiştir. Her 
zimojen bir N-terminal prodomain, korunmuş bir QACXG motif içinde aktif 
bölgesinde sistein bulunan büyük alt birim ve C terminalinde küçük alt birim 
içermektedir. Aspartat kırılma bölgeleri, büyük alt ünite ile prodomain 
arasında ve büyük ve küçük alt ünite arasında bulunur. [89]. Kaspazlar aktive 
olduğunda DNA kondensasyonu, fragmentasyonu ve membran cepciklerinin 
oluşumu gibi olaylara neden olan protein kırılmalarının oluşumuna yol açar 
[59].  
 

Kaspazlar, sekans benzerliklerine göre gruplandırılır. Sekans 
kimliklendirmesine göre kaspazlar 3 gruba ayrılır ve bu gruplandırma 
fizyolojik fonksiyonları ile uyumludur. Grup 1, inflamatuar kaspazlar (kaspaz-
1, -4, -5); Grup 2, uygulama kaspazları (kaspaz-3, -6, -7), Grup 3, başlatıcı 
kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9, -10) (Şekil 2.4.) [68, 90]. 
 

Kaspaz-3, -6, -7 gibi uygulama kaspazları, apoptozis ile ilişkili 
karakteristik değişikliklerin meydana gelmesine yol açan substrat kırılmalarını 
oluşturan kaspazlardır. Kaspaz-8 ve -9 gibi başlatıcı kaspazlar ise uygulama 
kaspazlarını aktive eder [86, 91] 
 

Aktivasyon sırasında her polipeptid zinciri 20 kDa’luk bir büyük (p20) 
ve 10 kDa’luk bir de küçük alt üniteye (p10) ayrılır ve daha sonra dimerize 
olur. Enzimatik aktivitenin tam olması için 2 küçük 2 büyük alt ünite gereklidir 
(Şekil 2.5) [47]. Çoğu prokaspazda büyük ve küçük alt ünite arasında 
yaklaşık 10 aminoasitlik küçük bağlayıcı bir dizi vardır [90, 92]. Kaspazlar, 
spesifik aspartik asit rezidülerinden kırılarak hızlı bir şekilde aktive edilir [67, 
93].  
 

Bazı kaspazlar diğer proteinlerle etkileşerek aktive olurlar. Örneğin 
kaspaz-8, Fas ilişkili ölüm birimi (FADD) ile, kaspaz-9 ise sitokrom c, dATP 
(veya ATP) ve apoptotik proteaz aktive edici faktör-1 (Apaf-1)’ın etkileşimi ile 
aktive olur. Bir başka aktivasyon mekanizması da kaspazların diğer 
kaspazlarla aktivasyonudur. Örneğin hem aktif kaspaz-8 hem de kaspaz-9 
kırılarak kaspaz-3’ü aktive ederler [47, 93].  
 

Kaspazlar kataliz için sistein kullanmaları ve sadece aspartat 
rezidülerinden sonra kırmaları yönleriyle diğer proteazlardan farklıdır. Bu 
alışılmadık aspartat substrat spesifitesi, sadece bir proteaz olan granzim B’de 
de bulunur [47]. Memelilerde kaspazlar olarak bilinen 12 sistein proteaz 
tanımlanmıştır. Bunlar kaspaz 1-10, kaspaz-12 ve kaspaz-14 ‘dür. Kaspaz-
13’ün daha sonradan sığır kaspaz-4’ü ile, kaspaz-11’in ise fare kaspaz-4 ve -
5’i ile homolog olduğu bulunmuştur [90]. 
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  Şekil 2.4. Memeli kaspaz ailesi ve C. Elegans kaspaz CED-3 [92]. 
 

Kaspaz-3 en önemli uygulama kaspazıdır ve başlatıcı kaspazlar 
(kaspaz-8, -9, -10) tarafından aktive edilir. Kaspaz-3, spesifik bir endonükleaz 
olan, kaspaz ile aktive edilen DNAaz (CAD)’ı aktive eder. Çoğalan hücrelerde 
CAD inhibitörü olan, kaspaz ile aktive edilen DNAaz inhibitör (ICAD) ile 
birlikte bulunmaktadır. Apoptotik hücrelerde aktive edilmiş kaspaz-3 ICAD’ı 
kırarak CAD’ı serbest bırakır. Daha sonra CAD, çekirdekte kromozomal 
DNA’yı yıkar ve kromatin kondensasyonuna neden olur [68]. Ek olarak asinus 
ve helikardın kırılması, kromatin kondensasyonuna neden olur. ROCK-1 ve 
PAK-2 gibi kinazların yanı sıra gelsolinin gibi birçok substratın kırılması 
apoptozisin karakteristik bir özelliği olan membran tomurcuklanmasına neden 
olur. Kaspazlar bir ara flament olan sitokeratin 18 ve vimentin gibi hücre 
iskeleti için gerekli olan bir çok proteini de kırarlar. Bu kırılmalar, hücre 
şeklindeki apoptotik değişimlere yol açarlar [94].  
 

Kaspaz-3, aynı zamanda hücre iskeletinin tekrar organize olmasını ve 
hücrenin apoptotik cisimlere parçalanmasını indükler. Bir aktin bağlayıcı 
protein olan gelsolin, aktive kaspaz-3’ün anahtar substratlarından biridir. 
Gelsolin, karakteristik olarak aktin polimerizasyonu için önemli bir rol oynar. 
Kaspaz-3 gelsolini parçalar ve gelsolinin kırılması kalsiyumdan bağımsız bir 
şekilde aktin flamentlerini kırar. Bu olay hücre iskeletinin, hücre içi 
taşınmanın ve sinyal iletiminin bozulması ile sonuçlanır [68, 95].  
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 Şekil 2.5. Prokaspazın temel yapısı ve kaspaz aktivasyonu [96]. 
 

Her prokaspaz çeşitli uzunluklarda bir prodomain, büyük ve küçük alt 
ünite içerir. Efektör kaspazlarda 30’dan daha az aminoasid bulunurken, 
başlatıcı kaspazlar ve inflamatuvar kaspazlarda 100 aminoasidin üzerinde 
pro-domain bulunmaktadır. Uzun pro-domain özellikle ölüm efektör birimi 
(DED) ve kaspaz toplama birimi (CARD) gibi farklı motifler içermektedir. 
Ölüm indükleyici birim (DID) adı verilen yeni bir motif tanımlanmıştır. CARD 
birimi kaspaz-1, -2, -4, -5 ve -9’da bulunurken, prokaspaz-8 ve -10 DED’in, iki 
çift kopyasını içermektedir. Bu birimler, prokaspazlar ve onların adaptörleri 
arasındaki homofilik etkileşimde aracıdır. Buna karşın uygulama 
kaspazlarının kısa prodomaini protein-protein etkileşimlerinde aracı değildir 
[92]. 
 
 

2.3.9. TRAIL 
Tümör nekrozis faktör (TNF) reseptör süperailesi proliferasyon, 

differansiasyon ve apoptozisde gerekli proteinler içermektedir. Bu 
reseptörlerin bir alt grubu toplu olarak ölüm reseptörleri olarak adlandırılır. 
Bunlar TNF reseptörü, Fas(Apo 1, CD95) ölüm reseptörü 3 (DR3, Apo3, 
WSL-1, TRAMP, LARD), ölüm reseptörü 4 (DR4, TRAIL-R1) ve ölüm 
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reseptörü 5 (Apo-2, TRAIL-R2, TRICK2, KILLER)’dir. Bu reseptörlerin çoğu 
hücre tipinde olduğu bildirilmiştir [97].  
 

Tümör nekrozis faktör (TNF)-ilişkili apoptozis indükleyici ligand 
(TRAIL), aynı zamanda Apo 2L olarak da bilinir [11]. TRAIL, TNF ailesine ait 
bir tip 2 transmembran proteinidir [12]. Tümör nekrozis faktör (TNF)-ilişkili 
apoptozis indükleyici ligand (TRAIL, TNF10,Apo-2L) TNF ailesine ait bir 
sitokindir [98]. TRAIL, 1990’ların ortalarında TNF ailesinin bir üyesi olarak 
tanımlanmıştır. Bu ligand insanlarda hemen hemen tüm organlarda bol 
miktarda eksprese edilmektedir. Ancak beyin, karaciğer ve testisde eksprese 
edilmemektedir [45]. TRAIL, kanser hücrelerinde apoptozisi indükleme 
yeteneğinde olan proapoptotik bir sitokindir [11].  
 

TRAIL fonksiyonunu, hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanarak 
yapmaktadır. Diğer TNF ailesi üyeleri gibi TRAIL de, bir homotrimer oluşturur. 
Hedef hücre üzerindeki 3 reseptör molekülle çapraz bağ yapar Şimdiye kadar 
TRAIL için 4 spesifik reseptör saptanmıştır. Bunlar; DR4 (TR-1), DR5 (TR-2), 
DcR1 (TR-3), DcR2 (TR-4)’dir. TR-1 ve TR-2’nin sitoplazmik bölgeleri, Fas ve 
TNF-R1’e homolog bir ölüm domaini içermektedir. Son çalışmalarda TR-2’in 
(bu TR-1 için daha az açıktır) Fas ‘a benzer bir yolla apoptozise yol açtığını 
bildirmişlerdir [13].  
 

TRAIL proapoptotik reseptörler olan TR-1 ve TR-2 reseptörlerine 
bağlanarak apoptozise yol açar. Ancak bunun hücre ölümüne yol açmayan, 
fonksiyonel olmayan, ölüm domaini taşımayan solubl reseptör 
osteoprotegerin (OPG) ya da yalancı reseptörlere (TR-3, TR-4) bağlanması 
apoptozise yol açmaz [13, 14]. TR-1 ve TR-2 reseptörleri hücre içindeki ölüm 
birimleri ile TRAIL apoptotik sinyalini iletirler. TR-3 ve TR-4 fonksiyonel bir 
ölüm biriminden yoksundurlar ve TR-1 ve TR-2 ile yarışma olasılığından 
dolayı da yalancı reseptörler adını alırlar. TR-3 tamamen ölüm biriminden 
yoksunken, TR-4 apoptotik sinyali iletme yeteneğini kaybetmiş kesik bir birim 
içermektedir. Yapılan pek çok çalışmada akciğer, meme, kolon ve prostat gibi 
çeşitli tümör hücre dizilerinde apoptozisi indüklediği gösterilmiştir. TRAIL 
hayvan ksenograftlarında in vivo olarak da test edilmiştir. Fare ve insan 
olmayan primatlarda ksenograflar TRAIL ile tedavi edildiklerinde tümör 
büyümesi inhibe olmuş ve normal hücrelerde herhangi bir yıkıcı etki 
göstermeksizin malignant hücrelerde apoptozis indüklenerek tümörün 
gerilemesi ile sonuçlanmıştır [45, 99, 100]. 
 

TRAIL, TR-1 ve/veya TR-2 reseptörlerinin aktivasyonu ile apoptozisi 
indükler. TR-1 ve/veya TR-2, ekstrinsik apoptozis yolağını indükler. TRAIL‘in 
TR-1 ve TR-2‘ye bağlanması, ölüm birimi içeren adaptor molekül Fas ilişkili 
ölüm domaini yoluyla apoptozisi  başlatıcı olan kaspaz-8 ve 10’u aktive eder. 
Kaspaz-8 ve -10, sırasıyla efektör kaspazları (-3, -6, -7 gibi) aktive eder. Bazı 
kanser hücrelerinde kaspaz-3’ün, TRAIL indüklü aktivasyonu daha çok 
intrinsik apoptozis yolağı ile arttırılır. Bu durumda kaspaz-8 ve -10, Bcl-2 
ailesi üyesi pro-apoptotik Bid’i bölerek aktive eder. Bid, mitokondriden 
Smac/Diablo ve sitokrom c salınımını indüklemek için Bax ve Bak gibi 
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proapoptotik aile üyeleri ile etkileşir. Sitokrom c, Apaf-1 ile birlikte başlatıcı 
kaspaz-9’u aktive eder. Bu da kaspaz-3, -6 ve -7’nin daha fazla 
aktivasyonuna katkıda bulunur [101].  
 

TRAIL mRNA’sı çeşitli normal dokularda eksprese edilirken, TRAIL 
proteinin fonksiyonel ekspresyonu daha çok immun hücrelerde (T hücreleri, 
natural killer hücreleri gibi) gözlenmektedir. TRAIL’in fizyolojik rolü tam olarak 
anlaşılamamasına rağmen TRAIL’den yoksun fareler, otoimmün hastalıklara 
hassasiyet dışında büyük bir anormallik göstermemişlerdir. Bu TRAIL’in 
başlıca immun sistemde rolünün olduğunu önermektedir [13]. 
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MATERYAL ve METOD 
 
 
3.1. Hücre Kültürü 
 

3.1.1. Hücre Dizileri ve İlaçlar  
Testis kanser hücreleri olan NCCIT ve NTERA hücreleri İngiltere’deki 

Sheffield Üniversitesinden Dr. Peter Andrews tarafından temin edildi. 
Bleomisin 15 mg/ml olacak şekilde steril distile su içinde çözülerek kısımlara 
ayrıldı ve –80⁰C de saklandı.  
 
 

3.1.2. Hücre Kültürü ve Hücrelerin Deneylere Hazırlanması İçin Gerekli 
Çözeltiler  

 
A) RPMI  (Roswell Park Memorial Institute): ATCC’den alındı. 
Kullanılacağı zaman 50 ml steril, inaktive edilmiş FBS (Fetal Sığır Serumu) 
ve 5 ml steril penisilin-streptomisin çözeltisi eklendi. RPMI +4⁰C’de saklandı.  
 
B) DMEM (Dulbecco's modified eagle's medium): ATCC’den alındı. 
Kullanılacağı zaman 50 ml steril, inaktive edilmiş FBS (Fetal Sığır Serumu) 
ve 5 ml steril penisilin-streptomisin çözeltisi eklendi. RPMI +4⁰C’de saklandı.  
 
C) FBS (Fetal Sığır Serumu): Sigma’dan inaktive edilmiş olarak temin edildi. 
10 ml’lik tüplere bölünerek –20⁰C’de saklandı. 
  
D) Penisilin-Streptomisin: Biological Industries’den alındı. Kullanılmadığı 
sürece -20⁰C’de saklandı. 
 
E) DMSO (Dimetil Sülfoksit): Sigma’dan alındı. Oda ısısında saklandı. 
 
F) Hücre Dondurma Çözeltisi: %5 DMSO içeren medyum steril bir tüpte 
hazırlandı ve hücre pelleti üzerine 1 ml eklendi. Bu solusyon hücreler 
dondurulacağı zaman taze olarak hazırlandı.  
 
G) Tripan Mavisi Çözeltisi (%0.5’lik): Biological Industries’den hazır olarak 
alındı. Oda ısısında saklandı. 
 
H) Tripsin-EDTA: Biological Industries’den hazır olarak alındı. Çözülerek 
kısımlara ayrıldı ve -20⁰C’de saklandı.  
  
3.1.3. Hücrelerin Çoğaltılması  

Hücreler %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin çözeltisi içeren steril 
RPMI besiyerinde, 37⁰C’de, %5 CO2 ve %95 nemlendirilmiş hava içeren 
karbondioksit inkübatöründe kültür edilerek çoğaltıldı.  
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Hücreler çok yoğunlaştıkları zaman yapıştıkları flasktan kaldırılarak 

yeni flasklara pasajlandı. Bunun için hücre tipine göre iki farklı hücre 
pasajlanması uygulandı. Birinci tip pasajlama işleminde tripsin, ikinci tip 
pasajlama işleminde ise kazıyıcı (scraper) denilen bir malzeme kullanıldı.  
 

NTERA hücrelerinin pasajlanması kazıyıcı (scraper) kullanılarak 
yapıldı. Yeterli yoğunluğa ulaşmış flasklardan hücreler kazınarak pasajlandı. 
İlk olarak medyum flaskdan uzaklaştırıldı ve atıldı. Taze medyum (DMEM) 
eklendi ve hücreler kazıyıcı yardımıyla flasktan kazınarak kaldırıldı. Hücreler 
yeni flasklara dağıtıldı. Hücreler, 37⁰C’de, %5 CO2 ve %95 nemlendirilmiş 
hava içeren karbondioksit inkübatöründe, uygun medyum içinde inkübe 
edilerek üretildi.  
 

NCCIT hücrelerinin pasajlanması tripsin kullanılarak yapıldı. İlk olarak 
medyum flaskdan uzaklaştırıldı ve atıldı. 25 cm2’lik flasklara 1 ml tripsin-
EDTA eklendi ve hücreler kalkana kadar inverted mikroskop altında gözlendi. 
Flaska 6-8 ml medyum (RPMI) eklenerek santrifüj tüpüne aktarıldı ve 
150xg’de 5-7 dakika santrifüj edilerek pellet elde edildi. Bu pellet medyum ile 
tekrar süspanse edilerek yeni flasklara dağıtıldı. Hücreler, 37⁰C’de, %5 CO2 
ve %95 nemlendirilmiş hava içeren karbondioksit inkübatöründe uygun 
medyum içinde inkübe edilerek üretildi. Haftada iki ya da üç kez konfluent 
olmadan ya da yüzeyden kalkmadan alt kültürleme yapıldı.  
 
 

3.1.4. Hücrelerin Dondurulması 
Daha sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere hücrelerin bir kısmı 

stoklandı. Bunun için hücreler uygun şekilde donduruldu. Hücreler, hücre 
tipine göre flasktan uygun şekilde kaldırıldı ve medyum eklenerek 150 x g’de 
5-7 dakika santrifüj edildi. Süpernatan atıldı ve kalan pellet, %95 tam hücre 
medyumu ve %5 (v/v) dimetil sülfoksid (DMSO)’den oluşan dondurma 
medyumu içerisinde tekrar süspanse edildi. Hücre süspansiyonları, cryo 
tüplere dağıtıldı ve kademeli dondurma yapmak için izopropil alkol içeren 
dondurma kabı (freezing container) içinde 4 saat –80⁰C’de tutuldu. Daha 
sonra cryo tüpler sıvı nitrojen tankına transfer edildi.  
 
 

3.1.5. Hücrelerin Çözülmesi 
Dondurulan bu hücreler deneylerde kullanılmak üzere hücreye ihtiyaç 

olduğunda çözüldü. Bu işlem aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi. Hücreleri 
içeren vial 37⁰C su banyosunda hafifçe sallanarak çözüldü. Kontaminasyon 
olasılığını azaltmak için suyun yüzeyinde tutuldu. Çözdürme işlemi hızlı bir 
şekilde (yaklaşık 2 dakika) yapıldı. İçeriği çözülür çözülmez vial su 
banyosundan uzaklaştırıldı ve alkollendi. Bu aşamadan sonraki işlemler sıkı 
aseptik koşullar altında yapıldı. Vial içeriği tüpe boşaltılıp üzerine damla 
damla medyum eklendi. 150xg’de 7 dakika santrifüj edildi ve süpernatan 
atıldı. Hücre içeren pellet uygun medyumla tekrar süspanse edildi ve kültür 
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flasklarına dağıtıldı. Hücreler, 37⁰C’de ve %5 CO2 ve %95 nemlendirilmiş 
hava içeren karbondioksit inkübatöründe üretildi.  
 
 
3.2. Sitotoksisite Ölçümleri 

Bleomisin’in IC50 değeri ve TRAIL hassasiyeti, MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) testi ile belirlendi ve IC50 
değeri bulundu. MTT, canlı hücreler tarafından parçalanarak koyu mavi 
renkte formazan ürünü veren açık sarı renkli bir maddedir. Oluşan mavi 
rengin yoğunluğu hücre canlılığının bir ölçütüdür. 
 
Kullanılan MTT kiti aşağıdaki 3 maddeyi içermektedir.  
 
Reaktif A : MTT, (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid), 
50 mg/vial. 
 
Solüsyon B : PBS pH 7.4, 15 ml 
 
Solüsyon C : 0.04 N HCl içeren izopropanol, 100 ml 
 

Sitotoksisite deneyleri 5 gün sürmektedir. Deneyin birinci günü 
hücreler flasklara ekildi. Bunun için hücreler, hücre tiplerine bağlı olarak 
tripsin ya da kazıyıcı ile kaldırıldı. Uygun medyum eklenerek 150xg’de 7 
dakika santrifüj edildi. Pellet 1 ml medyum ile tekrar süspanse edildi. Hücre 
süspansiyonundan 10 µl alınarak hücreler inverted mikroskop altında 
hemasitometrede sayıldı. 50 000 hücre / kuyu olacak şekilde ayarlanarak 
hücreler kuyulara 100 µl (50 000 hücre) ekildi. Yapışmaları için 24 saat 
beklendi. Hücrelerin kuyulara ekilmesinden 24 saat sonra medyum atılarak, 
belirlenen dozlardaki bleomisin ve TRAIL içeren medyum kuyulara uygulandı. 
Hücreler, belirlenen dozlardaki bleomisin ile 72 saat süresince 37⁰C’de, %5 
CO2 ve %95 nemlendirilmiş hava içeren karbondioksit inkübatöründe inkübe 
edildi. Daha sonra bu hücrelerde bleomisin hassasiyeti, MTT sitotoksisite kiti 
çalışılarak belirlendi.  
 

Çalışılacak her kuyucuğa 100 µl medyum ve 10 µl A+B solüsyonundan 
(MTT+PBS) eklendi. 4 saat 37⁰C’de %5 CO2 ve %95 nemlendirilmiş hava 
içeren karbondioksit inkübatöründe inkübe edildi. İnkübasyon sürecinin 
sonunda, canlı hücre içeren kuyularda MTT’den oluşan MTT formazan, 
kuyunun dibinde siyah, ince kristaller olarak göründü. 0.1 mL solüsyon C’den 
her kuyuya eklendi ve pipetaj yapılarak karıştırıldı. Solüsyon C’deki 
izopropanol, formazanı çözerek absorbans ölçümü için uygun homojen mavi 
bir solüsyon meydana gelmesini sağladı. Solüsyon C eklendikten sonra en 
fazla 1 saat içinde, 570 nm’de ELISA plak okuyucusunda plağın okuması 
yapıldı. 
 

Sadece hücre (kontrol) veya ilaç uygulanmış kuyuların absorbans 
değerlerinden, hücre içermeyen kuyuların absorbans değerleri çıkartıldı. 
Yaşayan hücre yüzdesi; kontrol grubunun absorbans değerlerinin ilaçlarla 
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inkübe edilen hücrelerin absorbans değerleri ile karşılaştırılmasıyla 
hesaplandı. Sonuçlar % canlılık olarak ifade edildi. Deneyler altı kere 
tekrarlandı. 

 
 

3.3. Akış Sitometrisi  
Hücrelerin yüzeyinde sentez edilen TRAIL reseptör oranlarını 

belirleyebilmek için, TR-1, TR-2, TR-3, ve TR-4 reseptörlerine karşı, 
işaretlenmemiş monoklonal antikorlar içeren akış sitometrisi seti kullanıldı. 
İzotip kontrol olarak, saflaştırılmış fare IgG1 (MOPC 31C) antikoru kullanıldı. 
Bunun için hücreler 50 000 hücre/kuyu olacak şekilde ayarlanarak hücreler 
kuyulara 100 µL (50 000 hücre) ekildi. Yapışmaları için 24 saat beklendi. 24 
saat 37oC de yapılan inkübasyon sonrası, mikroplak’da kullanılan medyumlar 
atılarak yenilendi. Kontrol, bleomisin, TRAIL ve bleomisin’nin TRAIL ile 
birlikte uygulandığı gruplara belirlenen dozlarda inkübasyonlar yapılarak 
deneye alındı. Bu gruplarda, her bir reseptör için bir reaksiyon tüpü ve 
bunların yanında boyanmamış bir kontrol ve bir izotip kontrol tüpü kullanıldı. 
Boyanmamış kontrol tüpüne herhangi bir antikor uygulaması yapılmadı. 
Primer antikorlarla 30 dakika buzda inkübasyon yapıldı. İnkübasyon sonrası 
hücreler akış sitometri tamponu ile yıkandı ve ardından 2000 rpm’de 8 dakika 
santrifüj edildi. Bu işlemin hemen sonrasında, primer antikor ile muamele 
edilmiş olan hücreler, FITC ile işaretli sekonder antikor ile karanlıkta 30 
dakika inkübe edildi. İnkübasyondan sonra hücreler yine akış sitometrisi 
tamponu ile yıkandı ve ardından 2000 rpm’de 8 dakika santrifüj edildi. Her bir 
tüp üzerine tampon eklenerek akış sitometrisi cihazında ölçümleri yapıldı. 
 
 

3.4. Hücre Lizatlarında Kaspaz-3 Aktivitesinin Ölçümü 
Kaspaz-3 aktivitesi ölçümleri ticari bir kit (Katalog no: KHZ0022. 

BioSource International, Inc.) ile yapıldı. 
 
Prensip: Kaspaz-3, DEVD (asp-glu-val-asp) aminoasit sekansını tanır. 
DEVD-pNA (Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilide) substratının kaspaz-3 tarafından 
kırılması sonucu açığa çıkan serbest pNA 405 nm’de absorbans artışına 
neden olur. 
 
Reaktifler : 
1) Hücre Lizis Tamponu (25 ml ya da 100 ml): Tris tamponlu serum fizyolojik 
içeren deterjan. 
2) 2x Reaksiyon Tamponu (2 ml ya da 16 ml): Tamponlanmış salin, gliserol 
ve deterjan. 
3) Substrat (125 µl ya da 1000 µl): DMSO içerisinde 4 mM pNA kromoforuna 
konjuge sentetik peptid (sekans: DEVD). 
4) Dilusyon Tamponu (25 ml ya da 200 ml): HEPES, Tris ve NaCl içeren 
tampon solüsyonu. 
5) DTT (100 µl ya da 800 µl): 1 M ditiyotreitol. 
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İşlemler: Hücrelerde apoptozis uyarıldıktan sonra hücreler sayılarak her 
örnek peletinde 4 x 105 ya da 1 x 106 hücre olacak şekilde ayarlandı. Kontrol 
hücrelerinde apoptozis uyarımı yapılmadı. Hücreler 20 µL soğutulmuş lizis 
tamponu ile resuspanse edilerek 10 dakika buz üzerinde inkübe edildi. 
Ardından 10,000 x g’de 1 dakika santrifüj edildi. Sitozolik ekstrakt olan 
süpernatan yeni tüpe aktarılarak buz üzerine alındı. Protein konsantrasyonu 
Bradford yöntemi ile belirlendi. Her bir sitozolik ekstrakt her 50 µL lizis 
tamponunda ,0,2-1 mg/ml konsantrasyonunda protein olacak şekilde dilüe 
edildi. Ölçülen örneklerin sayısı belirlenerek her örneğe 10 mM DTT içeren 
50 µL 2x reaksiyon tamponu konuldu. 4 mM DEVD-pNA substratından 5 µL 
eklenerek 37°C de ve karanlıkta 2 saat inkübasyona bırakıldı. 405 nm’de 
mikroplak okuyucuda okuma yapıldı.  
 
Kaspaz-3 Aktivitesinin Hesaplanması: Kaspaz-3 aktivite seviyesindeki 
artış apoptozis uyarımının yapılmadığı kontrol hücrelerinin kaspaz-3 aktive 
seviyesi ile karşılaştırılarak belirlendi.  
 
 

3.5. İstatistiksel Analiz  
Sitotoksisite testinden elde edilen verilerin istatistiksel analizi Sigma 

Stat 2.03 programıyla yapıldı. Tek yönlü varyans analizini takiben gruplar 
arasındaki istatistiksel anlamlılık Tukey testi ile değerlendirildi. 

Kaspaz-3 deneylerinde grupların anlamlılığı kruskal wallis testi ile 
yapıldı. İkili karşılaştırmalar ise Man Whitney U testi ile yapıldı. İstatiksel 
analiz için SPSS 17 programı kullanıldı.  

 
 
 

3.6. Kullanılan Cihaz , Gereçler ve Kimyasal Maddeler  
 

3.6.1. Cihaz ve  Gereçler 
Laminer flow  : Esco 
CO2  inkübatörü  : Heraeus 
İnverted mikroskop  : Leica 
Santrifüj   : Eppendorf 
Otomatik pipetör  : Gilson 
pH metre   : İnolab 
Hassas terazi  : Shimadzu 
Magnetik karıştırıcı  : Heidolph 
Derin dondurucu  : Sanyo 
Su banyosu   : Memmert 
Buzdolabı   : Arçelik No-frost 
Otomatik pipet  : 5-50, 20-200, 100-1000 µl’lik Gilson 
Cam pipet   : 1, 2, 5 ve 10 ml’lik  
25 cm2lik, 75 cm2lik steril hücre doku kültürü flaskları 
Cam balon jojeler, beherler, erlen mayerler, huniler, mezürler 
Santrifüj tüpleri, deney tüpleri ve ependorf tüpler 
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3.6.2.  Kimyasal Malzemeler 

Tüm kimyasal maddeler “ATCC”, “Sigma” ve “Biological Industries” 
den temin edildi. 
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BULGULAR 
 
 
4.1. NTERA Hücrelerinde Bleomisin’in IC50 Değeri 

Bleomisin’in testis kanseri hücre dizilerindeki sitotoksik etkisi MTT (3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) deneyi ile belirlendi 
ve hücrelerin %50’sine sitotoksik olan konsantrasyonu (IC50 değerini) 
bulundu. Bleomisin’in değişen konsantrasyonları ile hücreler inkübe edildi ve 
sitotoksisite testi ile hücrelerin %50’sini öldüren IC50 değeri saptandı.  
 

NTERA hücrelerinde bağımsız 6 deney yapıldı ve yapılan tüm 
deneylerin ortalaması alındı. NTERA hücrelerinde bleomisin’in 0.2, 0.3, 0.4, 
0.5, 0.6 µg/ml dozları denendi. 0.2 µg/ml bleomisin dozu 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 
µg/ml dozlarından; 0.3 µg/ml bleomisin dozu 0.2, 0.4, 0.5 ve 0.6 µg/ml 
dozlarından anlamlı olarak farklı bulundu (Şekil 4.1). Elde edilen değerlerle 
çizilen grafikden IC50 değeri hesaplandı. NTERA hücreleri için bleomisin’in 
IC50 dozu 0.25 µg/ml olarak bulundu.  
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      Şekil 4.1. Farklı dozlardaki bleomisin’in NTERA hücrelerinde % canlılık üzerine etkisi. 
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4.2. NCCIT hücrelerinde Bleomisin’in IC50 Değeri 
NCCIT hücrelerinde bağımsız 6 deney yapıldı ve yapılan tüm 

deneylerin ortalaması alındı. NCCIT hücrelerinde bleomisin’in 0.05, 0.1, 0.2, 
0.4, 0.5, 0.6 µg/ml dozları denendi. 0.2 µg/ml bleomisin dozu 0.05 ve 0.1 
µg/ml dozlarından; 0.4 µg/ml bleomisin dozu 0.05, 0.1 ve 0.2 µg/ml 
dozlarından; 0.5 bleomisin dozu 0.05, 0.1 ve 0.2 µg/ml dozlarından, 0.6 
bleomisin dozu 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 µg/ml dozlarından anlamlı olarak farklı 
bulundu (Şekil 4.2). Elde edilen değerlerle çizilen grafikden IC50 değeri 
hesaplandı. NCCIT hücreleri için bleomisin’in IC50 dozu 0,37 µg/ml olarak 
bulundu.  
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     Şekil 4.2. Farklı dozlardaki bleomisin’in NCCIT hücrelerinde % canlılık üzerine etkisi. 
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4.3. NTERA Hücrelerinin TRAIL Hassasiyeti 

NTERA hücrelerinde TRAIL’in 1, 2, 3, 4, 5 µg/ml dozları denendi. 
Yaptığımız 6 deneyde NTERA hücrelerinde, TRAIL 2 µg/ml dozundan sonra 
hücreleri öldürmeye başladı. NTERA hücrelerinin %50’sini öldüren TRAIL 
dozu yaklaşık 5 µg/ml olarak bulundu. İstatistikleri yapılan veriler grafik 
şeklinde sunulmuştur (Şekil 4.3). 5 µg/ml TRAIL dozu 2 ve 3 µg/ml TRAIL 
dozlarından anlamlı (p<0.001 ve p=0.002) olarak farklıdır. 
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   Şekil 4.3. Farklı dozlardaki TRAIL’in 72. saatte NTERA hücrelerinde % canlılık üzerine 
etkisi. 
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4.4. NCCIT Hücrelerinin TRAIL Hassasiyeti 
NCCIT hücrelerinde TRAIL’in 1, 2, 3, 4, 5 µg/ml dozları denendi. 

NCCIT hücrelerinde yaptığımız 6 deneyde 1 µg/ml dozundan sonra TRAIL 
hücreleri öldürmeye başladı. NCCIT hücrelerinin %50’sini öldüren TRAIL 
dozunu 4 µg/ml olarak bulundu. İstatistikleri yapılan veriler grafik şeklinde 
sunulmuştur (Şekil 4.4). 1 µg/ml TRAIL dozu 2, 3, 4 ve 5 µg/ml TRAIL 
dozlarından; 2 µg/ml TRAIL dozu 1, 4 ve 5 µg/ml TRAIL dozlarından; 3 µg/ml 
TRAIL dozu 5 µg/ml TRAIL dozundan anlamlı (p<0.01) olarak farklıdır. 
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Şekil 4.4. Farklı dozlardaki TRAIL’in 72. saatte NCCIT hücrelerinde % canlılık üzerine etkisi. 
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4.5. NCCIT Hücrelerinin Bazal Reseptör Seviyeleri 

Deney sonuçlarına göre, bu hücrelerde TRAIL ölüm reseptörü TR-2 ve 
yalancı reseptör TR-4 belirgin oranda sentezlenmektedir Diğer ölüm 
reseptörü olan TR-1 ve yalancı reseptör TR-3 ekspresyonu ise yok denecek 
kadar azdır (Şekil 4.5 ve 4.6). Ekspresyonu en yüksek olan reseptör, TR-2 
ölüm reseptörüdür. Bunu takiben, TR-4 yalancı reseptör ekpresyonu 
gelmektedir.  
 

 

Şekil 4.5. NCCIT hücrelerinin bazal TR-1 ve TR-2 reseptör seviyeleri 

 

 

Şekil 4.6. NCCIT hücrelerinin bazal TR-3 ve TR-4 reseptör seviyeleri 
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4.6. NCCIT Hücrelerinde Bleomisin’in TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 
Reseptör Seviyeleri Üzerine Etkisi 
NCCIT hücrelerinde bleomisin uygulanmasından 24, 48 ve 72 saat 

sonra TRAIL reseptör kompozisyonu incelenmiştir. Bleomisin 
uygulanmasından 24 saat sonra ölüm reseptörü olan TR-1 reseptörü bazal 
seviyeye göre anlamlı şekilde artmıştır (Şekil 4.7). 48. ve 72. saatlerde ise bu 
artış gözlenmemiştir. TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptörleri ise 24, 48 ve 72. 
saatlerde kontrol hücreleri ile aynı düzeyde bulunmuştur (Şekil 4.7 ve 4.8).  
 

 

   Şekil 4.7. NCCIT hücrelerinde bleomisin’in 24. saatte TR-1 ve TR-2 reseptörleri üzerine 
etkisi 

 

 Şekil 4.8. NCCIT hücrelerinde bleomisin’in 24. saatte TR-3 ve TR-4 reseptörleri üzerine 
etkisi 
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4.7. NCCIT Hücrelerinde Bleomisin ve TRAIL’in TR-1, TR-2, TR-3 ve 
TR-4 Reseptör Seviyeleri Üzerine Etkisi 
NCCIT hücrelerinde 24, 48 ve 72 saat sonra bleomisin ve TRAIL’in 

birlikte uygulanması ile TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptörleri kontrol 
hücreleri ile aynı düzeyde bulunmuştur (Şekil 4.9 ve 4.10).  
 

  

  Şekil 4.9. NCCIT hücrelerinde bleomisin ve TRAIL’in 24. saatte TR-1 ve TR-2 
reseptörleri üzerine etkisi.  

 

 

 Şekil 4.10. NCCIT hücrelerinde bleomisin ve TRAIL’in 24. saatte TR-3 ve TR-4 
reseptörleri üzerine etkisi. 
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4.8. NCCIT Hücrelerinde TRAIL’in TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 Reseptör 
Seviyeleri Üzerine Etkisi 
NCCIT hücrelerinde TRAIL uygulanmasından 24, 48 ve 72 saat sonra 

TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptörleri kontrol hücreleri ile aynı düzeyde 
bulunmuştur (Şekiller gösterilmemiştir).  
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4.9. NTERA Hücrelerinde TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4’ün Bazal Reseptör 
Seviyeleri 
NTERA hücrelerinde TRAIL ölüm reseptörü TR-2 ve yalancı reseptör 

TR-4 sentezlenmektedir Diğer ölüm reseptörü olan TR-1 ve yalancı reseptör 
TR-3 ekspresyonu ise yok denecek kadar azdır (Şekil 4.11 ve 4.12). 
Ekspresyonu en yüksek olan reseptör, TR-4 reseptörüdür. Bunu takiben, TR-
2 reseptör ekpresyonu gelmektedir.  

 

Şekil 4.11. NTERA hücrelerinin bazal TR-1 ve TR-2 reseptör seviyeleri 

 

 

Şekil 4.12. NTERA hücrelerinin bazal TR-3 ve TR-4 reseptör seviyeleri 
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4.10. NTERA Hücrelerinde Bleomisin’in TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 
Reseptör Seviyeleri Üzerine Etkisi 
NTERA hücrelerinde bleomisin uygulanmasından 24, 48 ve 72 saat 

sonra TRAIL reseptör kompozisyonu incelenmiştir. Bulgularımıza göre, 
NTERA hücrelerinde bleomisin uygulanmasından 72 saat sonra TRAIL ölüm 
reseptörü olan TR-2 reseptörü bazal seviyeye göre anlamlı şekilde artmıştır 
(Şekil 4.13). TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptörleri ise kontrol hücreleri ile aynı 
düzeyde bulunmuştur (Şekil 4.13 ve 4.14).  

 

Şekil 4.13. NTERA hücrelerinde bleomisin’in 72. saatte TR-1 ve TR-2 reseptörleri üzerine 
etkisi.  

 

 

Şekil 4.14. NTERA hücrelerinde bleomisin’in 72. saatte TR-3 ve TR-4 reseptörleri üzerine 
etkisi.  
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4.11. NTERA Hücrelerinde Bleomisin ve TRAIL’in TR-1, TR-2, TR-3 ve 
TR-4 Reseptör Seviyeleri Üzerine Etkisi 
NTERA hücrelerinde 72 saat sonra bleomisin ve TRAIL’in birlikte 

uygulanması ile bleomisin’in tek başına uygulanması TR-2 reseptörü 
üzerinde aynı düzeyde etki göstermektedir. TRAIL ölüm reseptörü TR-1, TR-
2, TR-3 ve TR-4 reseptörleri kontrol hücreleri ile aynı düzeyde bulunmuştur 
(Şekil 4.15 ve 4.16).  
 

 

Şekil 4.15. NTERA hücrelerinde bleomisin ve TRAIL’in 72. saatte TR-1 ve TR-2 reseptörleri 
üzerine etkisi.  

 

Şekil 4.16. NTERA hücrelerinde bleomisin ve TRAIL’in 72. saatte TR-3 ve TR-4 reseptörleri 
üzerine etkisi.  



 41 

 
4.12. NTERA Hücrelerinde TRAIL’in TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 Reseptör 

Seviyeleri Üzerine Etkisi 
NTERA hücrelerinde TRAIL uygulanmasından 24, 48 ve 72 saat sonra 

TR-1, TR-2, TR-3 ve TR-4 reseptörleri kontrol hücreleri ile aynı düzeyde 
bulunmuştur (Şekiller gösterilmemiştir).  

 

4.13. NTERA ve NCCIT Hücrelerinde Kaspaz 3 Düzeyleri 

 NCCIT hücrelerinde bleomisin uygulanan grubun kaspaz-3 
düzeylerinin kontrol grubuna göre artığını bulduk. TRAIL ya da bleomisin ile 
TRAIL grubunda bir artış gözlenmedik. NTERA hücrelerinde ise kontrole göre 
bleomisin uygulanan grupta artış gözlenirken TRAIL uygulanan grupta 
kontrole göre büyük bir artış gözlenmemektedir. Ancak TRAIL ve bleomisin’in 
birlikte uygulanması kaspaz-3 seviyelerinde belirgin bir artışa yol açmıştır.  
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Şekil 4.17. NCCIT ve NTERA hücrelerinde kaspaz-3 düzeyleri 
    n=6 değerler ort ± SEM 
    *   p<0.01 kontrol ile karşılaştırıldığında 
    **  p<0.05 bleomisin grubu ile karşılaştırıldığında  
    ***  p<0.01 TRAIL grubu ile karşılaştırıldığında 
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TARTIŞMA 

 
 

Testis kanseri 15-35 yaşları arasındaki erkeklerde en sık görülen 
kanserdir ve erkeklerde görülen tümörlerin %1’ini oluşturmaktadır [1, 3]. 
Testis kanseri geçmişte ölüme neden olan bir hastalık olarak bilinirken, 
günümüzde testis kanser hastalarının %80’inden fazlası tedavi 
edilebilmektedir. Erken evredeki hastalarda ise tedavi oranı %100’e 
ulaşmaktadır [2, 3]. Tedavi edilen testis kanserli hastaların, tedavi sonrası 
beklenen sağlıklı yaşam süreleri, oldukça uzundur [32].  
 

Bleomisin, etoposid, ve sisplatin (BEP) kombinasyonu, metastatik              
non-seminomatöz tümörlerde tercih edilen en etkili tedavi kürüdür [7]. Testis 
kanserinde, anti-kanser ilaçlar, genellikle hastalığın vücudun başka 
kısımlarına metastaz yapması durumlarında tercih edilirler. Bu ilaçlar bazen 
tümörün cerrahi girişim öncesine kadar küçülmesini sağlamak amacıyla ve 
1.evre testis tümörü için uygulanan orşiektomi sonrasında tümör dokusunda 
saptanan vasküler invazyonun yaratabileceği yüksek nüks ihtimali için de 
kullanılabilmektedir [7, 28]. Bleomisin gibi kanser tedavisinde kullanılan 
ilaçların birçok yan etkisi vardır. Bleomisin’in uygulanması bazen ölümcül yan 
etkiler meydana getirebilmektedir. Bleomisin’i inaktive eden bir enzim olan 
bleomisin hidrolazın eksikliğinden dolayı ortaya çıkan bleomisin indüklü 
toksisite, başlıca akciğer ve deride oluşur [9].  

 
Diğer kanser türlerinde olduğu gibi, testis kanserinin tedavisinde de, 

mevcut yöntemlerin seçiciliğinin arttırılması ve terapötik etkinin mümkün 
olduğunca en yüksek düzeye getirilmesi hedeflenmektedir. Bu amaca uygun 
olarak kullanımı gündemde olan en önemli moleküllerden biri TNF-Related 
Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL)’dır. TRAIL, 1990’ların ortalarında TNF 
ailesinin bir üyesi olarak tanımlanmıştır [45]. FasL ve TNF-α’dan farklı olarak, 
TRAIL’ın normal hücrelere etki etmeksizin kanser hücrelerini apoptozise 
uğratması yeni tedaviler için umut vericidir. TRAIL gibi sadece kanser 
hücrelerine zarar veren bir ajanın kemoterapötik ilaçlarla birlikte kullanılması 
tedavinin etkinliğini arttırarak, bu ilaçların dozunun azaltılması açısından yeni 
bir tedavi stratejisi olabilir. Kullanılan kemoterapötik ilaçların hastada 
oluşturduğu yan etkilerden dolayı en azından bu ilaçların dozunun azaltılması 
hastanın yaşam kalitesini yükseltebilir. Literatürde tedavi etkinliğini arttırmak 
ve kanser hücrelerinin TRAIL’e direncini kırmak amacıyla kemoterapötiklerle 
TRAIL’in birlikte kullanımının hem in vitro hem de in vivo olarak apoptozisi 
arttırdığı bildirilmiştir. Yapılan çalışmalarda in vitro ve in vivo olarak bir çok 
kanserde çeşitli kanser ilaçlarının TRAIL ile birlikte apoptozisi tetiklediği, 
tümör büyümesini durdurduğu, hatta gerilettiği gösterilmiştir [102, 103]. Testis 
kanseri hücrelerinde, daha önce TRAIL ya da reseptörleri ile yapılmış bir 
çalışmaya rastlanmamıştır. NTERA ve NCCIT hücrelerinde testis kanserinin 
tedavisinde kullanılan bleomisin’in, TRAIL ile birlikte kullanımının apoptozisi 
arttırıp arttırmadığını bildiren in vitro ya da in vivo bir çalışma 
bulunmamaktadır. Bu kapsamda, çalışmamızda testis kanseri hücre 
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dizilerinde TRAIL ve bleomisin’in tek başına ya da birlikte apoptozis ve TRAIL 
reseptörleri üzerine etkisini incelemeyi amaçladık.  
 

Çalışmamızın yürütülmesi için NTERA ve NCCIT hücre dizilerini 
seçtik. Her iki hücre hattı da, malign non-seminomatöz germ hücre 
tümörlerinden köken alır. İki hücre hattında da, TRAIL ve bleomisin’in toksik 
etkileri üzerine çalışma bulunmamaktadır. Bunun yanı sıra, NCCIT hücreleri 
p53 mutant iken, NTERA hücreleri fonksiyonel p53 bulunduran hücrelerdir 
[104]. Hücrelerin bu özelliklerinin, yapmış olduğumuz deneylerde 
gözleyeceğimiz olası değişimlerin p53 ile ilişkili olup olmadığı konusunda fikir 
vermesi açısından önemli olacağını düşündük.  

 
TRAIL’in sadece kanser hücrelerinde etkili olan, normal hücrelerde 

etkili olmayan seçici apoptotik etkisi bilinmektedir. Ancak, yapılan 
çalışmalarda, bazı kanser hücrelerinin de TRAIL’a dirençli olabildiği 
görülmüştür. Testis kanserinde daha önce TRAIL ile ilişkili çalışma 
yapılmadığından, testis kanser hücrelerinin TRAIL’e duyarlı olup olmadığı, 
duyarlı iseler hangi dozlarda hassasiyet gösterecekleri bilinmiyordu. 
Literatürde prostat, meme kanser hücre dizileri gibi farklı hücre dizilerinde 
yapılan çalışmalarda kullanılan dozlara benzer olarak, çalışmalarımızda 1 
ng/ml, 10 ng/ml, ve 100 ng/ml TRAIL dozlarını denedik. Ancak belirlenen 
dozlardaki TRAIL, NCCIT ve NTERA hücre dizilerinde sitotoksik etki 
göstermedi. Bu nedenle daha yüksek dozların denenmesine karar vererek 1 
µg/ml, 2 µg/ml, 3 µg/ml, 4 µg/ml, ve 5 µg/ml dozlarını seçtik. TRAIL 
sitotoksisitesini MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum 
bromid) testi ile belirledik. NTERA hücrelerinin %50’sini öldüren TRAIL 
dozunu 5 µg/ml, NCCIT hücrelerinin %50’sini öldüren TRAIL dozunu ise 4 
µg/ml olarak bulduk. Yaklaşık %70 canlılık dozunu ise NCCIT için 3 µg/ml, 
NTERA hücreleri içinse 4 µg/ml olarak belirledik. Bu dozlar, literatürde 
bildirilen yaklaşık 100 ng/ml’lik dozdan çok daha yüksektir [12, 105, 106]. 
Ayrıca kullanılan 100 ng/ml dozu literatürde 6, 24 ya da 48 saat için 
kullanılmıştır. 72 saatte yapılan bir çalışmada ise TRAIL dozu 50 ng/ml olarak 
kullanılmıştır [107]. Çalışmalarda, kullanılan hücrelerde 24 saatte 100 ng/ml 
dozlarında TRAIL kullanıldığında hücre canlılığında azalma olmuyorsa bu 
hücreler TRAIL’a dirençli olarak ifade edilmiştir [108]. Çalışmamızda 
bulduğumuz NCCIT hücreleri için 3 µg/ml, NTERA hücreleri içinse 4 µg/ml 
dozlarının, literatürde TRAIL’a duyarlılığın gözlendiği dozlardan çok yüksek 
olması, NCCIT ve NTERA hücrelerinin TRAIL’a çok dirençli hücre dizileri 
olduğunu göstermiştir.  
 

TRAIL molekülünün, apoptotik etkisini proapoptotik reseptörler olan 
TRAIL-R1/DR4 (TR-1) ve TRAIL-R2/DR5 (TR-2) reseptörlerine bağlanarak 
gösterdiği bilinmektedir. Ancak aynı molekülün hücre ölümüne yol açmayan, 
fonksiyonel olmayan, ölüm birimi taşımayan çözülebilir reseptör 
osteoprotegerine (OPG) ya da yalancı reseptörler olan TRAIL-R3/DcR1 ve 
TRAIL-R4/DcR2’ye bağlanmasının apoptozise yol açmadığı görülmüştür [13, 
14]. Hücrelerde ifade edilen bazal TRAIL reseptör oranları hücre tipine göre 
değişir. Reseptör ekspresyon oranlarının, hücrelerde TRAIL duyarlılığını 
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etkileyebildiği bilinmektedir. Deney sonuçlarımıza göre, NCCIT hücrelerinde 
TRAIL ölüm reseptörü TR-2 ve yalancı reseptör TR-4 belirgin oranda 
sentezlenmektedir. Diğer ölüm reseptörü olan TR-1 ve yalancı reseptör TR-3 
ekspresyonu ise yok denecek kadar azdır. Ekspresyonu en yüksek olan 
reseptör, TR-2 ölüm reseptörü olarak bulunurken, bunu TR-4 yalancı 
reseptörü takip etmektedir. NTERA hücrelerinde de benzer bir şekilde, TR-2 
ve TR-4 ekspresyonlarının varlığı çalışmamızda belirgin bir şekilde ortaya 
konabilirken, TR-1 ve TR-3 reseptörlerinin ekspresyonu akış sitometrisi ile 
yapılan deneylerde gözlenmemiştir.  

 
Kanser hücrelerinin ve bunun yanı sıra normal hücrelerin de TRAIL’a 

dirençliliğinin farklı sebepleri olabildiği bilinmektedir. Bu dirençlilik, farklı 
TRAIL reseptör sentez oranlarına bağlı olabileceği gibi, hücre içi anti-
apoptotik moleküllerin yüksek sentez oranlarına da bağlı olabilir [109-112]. 
Ancak reseptör oranlarının bu dirençlilikteki rolünün oldukça önemli olduğu 
bilinmektedir, çünkü bu reseptörlerin kendileri de hücre içi antiapoptotik 
yolları tetikleyebilmektedir. Ayrıca, hücre yüzeyinde özellikle TR-3 ve TR-4 
gibi yalancı reseptör sentezinin, dirençlilikte özellikle önemli olduğu 
gösterilmiştir [113].  
 

Kemoterapötik ilaçlar ya da radyasyonun hem in vitro hem de in vivo 
olarak TRAIL indüklü apoptozisi arttrdığı yapılan bir çok çalışmada 
bildirilmiştir [114-116]. Bleomisin, testis kanserin tedavisinde sıklıkla 
kullanılan bir kemoterapötiktir. DNA’ya direk bağlanarak tek ve çift zincir 
kırılmalarına yol açar ve büyüyen hücrelerde apoptozisi tetikler [8]. 
Çalışmamızda bleomisin’in testis kanseri hücre dizilerindeki sitotoksik etkisini 
MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) deneyi ile 
belirledik ve hücrelerin %50’sine sitotoksik olan konsantrasyonunu (IC50 
değeri) bulduk. NTERA hücrelerini 0.2-0.6 µg/ml, NCCIT hücrelerini ise 0.1-
0.7 µg/ml arasında değişen bleomisin konsantrasyonları ile inkübe ederek 
sitotoksisite testi ile hücrelerin %50’sini öldüren IC50 değerini saptadık. 
NTERA hücreleri için bleomisin’in IC50 dozunu 0.25 µg/ml, NCCIT hücreleri 
için bleomisin’in IC50 dozunu 0.37 µg/ml olarak bulduk. NCCIT hücrelerinin, 
NTERA hücrelerine göre bleomisin’e daha dirençli olduğunu gözledik. 
Deneylerde kullanılmak üzere seçilen dozu, TRAIL ve bleomisin birlikte 
uygulandığında hücrelerin tamamını öldürmemesi için yaklaşık %70 
sitotoksik etki gösteren doz olarak düşündük. 0.2 µg/ml bleomisin dozunu 
tüm deneylerde her iki hücre dizisi için de uyguladık. 2009 yılında yapılan bir 
çalışmada bleomisin ve TRAIL’ın karaciğer kanseri hücrelerinde reseptörler 
üzerine etkisi incelenmiş ve bleomisin dozu 3 µg/ml kullanılmıştır [117]. Bizim 
dozumuz bu dozun çok altındadır. Bu farklılık çalıştığımız hücre dizilerinin 
farklılığından kaynaklanıyor olabilir. Bleomisin’in klinik dozu 1.5-3 µg/ml dir 
[117, 118]. Bizim uygulamış olduğumuz doz, klinik dozun da altındadır.  

 
Kemoterapötiklerin tümör hücrelerinin TRAIL’e duyarlılığını 

arttırmasının, moleküler düzeyde TR-1 ve/veya TR-2 reseptör 
ekspresyonlarında meydana gelen artışa bağlı olduğu gösterilmiştir.  Bu 
reseptörler Bcl-2, Bcl-XL veya FLIP gibi antiapoptotik moleküllerin azalmasını 
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ya da Bak, kaspazlar veya FADD gibi proapoptotik moleküllerin artmasını 
sağlar [119]. Multiple miyeloma hücre dizilerinde doksorubisin ile ön 
muamelenin TRAIL’in apoptotik etkisini arttırdığı, bu etkinin de TR-2 
ekspresyonunda artış ile gerçekleştiği gösterilmiştir [120]. Prostat kanser 
hücre dizilerinde paklitaksel, vinkristin, vinblastin, etoposid, doksorubisin ve 
kamptotesinin, TR-1, TR-2, Bax ve Bak düzeylerini arttırarak ve kaspaz 
aktivasyonunu tetikleyerek apoptozisi arttırdığı gösterilmiştir. Mitokondriyal 
yolağın da, bu ilaçlar ve TRAIL arasındaki sinerjistik etkiyi arttırdığı 
belirtilmiştir. İn vivo çalışmalarla da, multiple myeloma fare modellerinde ilaç 
ve TRAIL’in birlikte kullanımının apoptozisi ve yaşam süresini arttırdığı 
bildirilmiştir [121].  

 
Kemoterapötik ilaçların TRAIL’ın apoptotik etkisini arttırıcı özelliğinin 

anlaşılmasına yönelik bir başka çalışmada, glioma hücrelerinin TR-2 
reseptörünü eksprese ettiği ve topotekan uygulanması ile, bu reseptörün 
ekspresyon seviyesinin önemli ölçüde arttığı bulunmuştur [122]. Dejosez et. 
al. tarafından da, TRAIL’e dirençli renal kanser hücre dizilerinde topotekan’ın 
TR-2 düzeylerini yükselterek TRAIL indüklü apoptozisi arttırdığı gösterilmiştir 
[12]. Prostat kanser hücrelerinde (PC-3, DU-145, LNCap) paklitaksel ve 
taksoter’in TR-1 ve TR-2 düzeyini arttırarak TRAIL indüklü apoptozisi 
arttırdığı bildirilmiştir. Paklitaksel ve TRAIL’in birlikte uygulanması sitozolik 
sitokrom c, kaspaz-8 ve kaspaz-10 düzeylerini arttırmıştır [123].  
 

Kim et. al., TRAIL’e dirençli ve duyarlı hücre dizilerinde yapmış 
oldukları çalışmalarda TRAIL’e direncin TR-2 veya FLIP düzeyleri ile ilişkili 
olduğunu bulmuşlardır. Aynı araştırmacılar, doksorubisinin, TRAIL’e dirençli 
hücreleri TR-2 reseptör seviyelerini arttırarak TRAIL indüklü apoptozise 
hassaslaştırdığını göstermişlerdir. TRAIL’e duyarlı hücrelerde kaspaz-8, -9 ve 
-3 aktivitesi gözlenmiştir. Doksorubisin ve TRAIL uygulanmış dirençli 
hücrelerde de kaspaz aktivasyonları gözlenirken doksorubisin ve TRAIL tek 
başına uygulandığında kaspaz aktivasyonları gözlenmemiştir [124]. Farklı 
evrelerdeki over kanseri hastalarından alınan dokularda gerçekleştirilen bir 
çalışmada ise, sisplatin ya da karboplatin kullanılarak uygulanan 
kemoterapinin öncesi ve sonrasında TR-1, TR-3 ve TRAIL miktarları 
değişmezken, TR-2 seviyelerinin kemoterapi sonrasında yükseldiği 
gözlenmiştir [125].  
 

Bir başka çalışmada Gibson et. al. insan embriyonik böbrek hücre 
dizileri olan HEK 293 ve T47D’de ve meme kanseri hücre dizisi olan MDA-
MD-468 hücrelerinde etoposid ve TRAIL’in birlikte kullanımının apoptozisi 
arttırdığını bildirmiştir. TR-1 antikoru (TR-1:Fc) ile TR-1 ve TR-2’in 
engellenmesi ile etoposid indüklü apoptozisin önüne geçilebilmiştir. Bu 
durum, TRAIL duyarlılığında TR-1 ve TR-2’in önemini vurgulamaktadır [97]. 
Griffith et. al. yapmış oldukları çalışmalarında kemoterapötik ilaçların, 
TRAIL’e dirençli DU145 prostat kanser hücrelerinde apoptozisi arttırdığını 
göstermişlerdir. TRAIL indüklü apoptozisteki artışın TR-1 ve TR-2 
düzeylerindeki artışa ya da antiapoptotik bir protein olan survivin’in hücre 
içinde azalmasına bağlı olarak meydana geldiğini göstermişlerdir [126]. 
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Bu çalışmaların yanında, TRAIL ligandının kendisinin de ölüm 

reseptörlerinin ekspresyonunu arttırıcı etkisi olabileceğini bildiren çalışmalar 
yayınlanmıştır. Örneğin Shetty et. al. tarafından 2002 yılında, TRAIL aracılı 
NF-kB aktivasyonunun epitel kökenli hücrelerde TR-2 ekspresyonunu 
arttırarak TRAIL’ın apoptotik etkisini güçlendirdiği gösterilmiştir. Çalışmada 
insan embriyonik böbrek hücre dizisi HEK 293 ve meme hücre hatları MCF-7 
ile MDA-MB-231 kullanılmış ve NF-kB blokasyonunun, TRAIL’ın indüklediği 
TR-2 ekspresyon artışını inhibe ettiği belirtilmiştir [127]. 2009 yılında yapılan 
başka bir çalışmada bleomisin’in hem ekstrinsik hem de intrinsik yolakla 
apoptozisi arttırdığını göstermişlerdir. Kemoterapinin uygulanmasından sonra 
kaspaz-2, -3, -6, -8 ve -9 artmıştır. Bleomisin uygulanması sonucu TRAIL 
reseptörlerinin de arttığı ve bu reseptörlerin antikor ile engellenmesinin 
bleomisin indüklü apoptozisi azalttığı gösterilmiştir [117]. 

 
Yukarıda sıralanan çalışmaların ışığında biz de çalışmamızda, 

öncelikle bleomisin, TRAIL, veya bleomisin ile TRAIL’in birlikte 
uygulanmasının, NCCIT ve NTERA hücrelerinde belirlemiş olduğumuz bazal 
reseptör ekspresyon seviyelerinde bir değişiklik yapıp yapmadığına baktık. 
Akış sitometrisinde yapılan deneyler sonucunda, NCCIT hücrelerinde 
bleomisin uygulaması ile 24. saatte TR-1 reseptör seviyelerinde artış 
olduğunu gözlemledik (Şekil 4.7). NTERA hücrelerinde ise, aynı etkiyi yine 
bleomisin uygulamasının 24. saatinden itibaren 48 ve 72. saatlerde TR-2 
reseptör seviyelerinde gözledik (Şekil 4.13). En fazla etki 72.saatte gözlendi. 
Bunun yanında, TRAIL uygulamasının bu hücre dizilerinde ölüm reseptör 
ekspresyonlarını arttırıcı etki göstermediğini bulduk (şekil verilmemiştir). 
TRAIL ve bleomisin’in birlikte uygulamasının önemli bir etkisinin olmadığını 
gördük (Şekil 4.9 ve 4.15). Bu durumda bleomisin’in testisin germ hücre 
kökenli kanserinde TRAIL ölüm reseptörlerinin ekspresyonunu arttırıcı 
etkisinden bahsedebilirken, TRAIL ligandının bu hücrelerde ölüm reseptör 
ekspresyonları üzerine etkisi görülmemektedir.  

 
Bleomisin ile 2007 yılında lenfoma hücre dizisi olan U937’de yapılmış 

bir çalışmada, bleomisin’in TR-1 ve TR-2 reseptörlerini kontrole göre 
arttırmadığı gösterilmiştir. Bleomisin’in TRAIL reseptörlerini bloke ettiklerinde 
de apoptozise yol açması bleomisin indüklü apoptozisin TRAIL 
reseptörlerinden bağımsız olarak meydana geldiğini göstermektedir [128]. 
Aynı araştırmacıların 2008 ve 2009 yıllarında yapmış oldukları iki çalışmada 
bleomisin’in kaspazlar yoluyla apoptozise yol açtığı ve meydana gelen 
apoptozisin TRAIL reseptörlerinden bağımsız olarak meydana geldiği 
bulunmuştur [129, 130].  

 
Yapılan çalışmalardan bazıları, kemoterapötiklerin TRAIL indüklü 

apoptozisi arttırıcı etkisinin reseptör aracılı olmadığını savunmaktadır. 
Doksorubisin ve sisplatin’in TRAIL’e dirençli insan osteosarkoma U2OS 
hücrelerini TRAIL reseptörlerini etkilemeksizin TRAIL’e hassaslaştırdığı ve 
bunu X-linked inhibitor of apoptosis protein’i (X-IAP) azaltarak gerçekleştirdiği 
gösterilmiştir [131]. Sisplatin, taksol ya da aktinomisin D ve TRAIL’in 
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kombinasyonu A549 hücre dizilerinde sinerjistik antitümör bir etki yaratmıştır. 
Ancak bu etkinin, reseptör aracılı olmadığı gösterilmiştir [132]. Perego et.al. 
yapmış oldukları çalışmalarda prostat kanseri hücre dizileri olan PC3 ve 
DU145 hücrelerinde kamptotesin türevleri olan gimetecan ve topotekan’ın 
TR-1 ve TR-2 reseptörlerini arttırdığını bulmuşlardır. Prostat kanser hücre 
hatları olan DU 145 hücreleri de, PC3 hücrelerine göre TRAIL’e daha 
hassastır. Bu göreceli direncin Akt aktivasyonu, FLIP ve Bcl-2’nin yüksek 
düzeyleri ve Bax’ın düşük düzeyleri ile ilişkili olabileceği ileri sürülmüştür 
[133]. Bu çalışmalardan görüldüğü gibi, TRAIL’ın apoptotik etkisi ve bu 
etkinin düzenlenmesi reseptör ekspresyonlarındaki farklılıklara 
dayanmayabilir. Ancak biz çalışmamızda reseptör oranlarının bu etkilerin 
gerçekleşmesindeki rolünü araştırdık. 

 
Çalışmamızda ayrıca, bleomisin, TRAIL ve bleomisin ile birlikte TRAIL 

uygulamalarının hücreler üzerindeki apoptotik etkilerini araştırmak için 
hücrelerde aktif kaspaz-3 oranlarını belirledik. Kaspaz-3 en önemli uygulama 
kaspazıdır ve intrinsik ve ekstrinsik yolaklardaki başlatıcı kaspazlar (kaspaz-
8, -9, -10) tarafından aktive edilir. Kaspaz-3, apoptozisde meydana gelen 
endonükleaz aktivasyonuna, kromatin kondensasyonuna ve membran 
cepciklerinin oluşumuna aracılık eder [68, 94]. NCCIT hücrelerinde, kontrol 
grubuna göre bleomisin uygulanan grubun kaspaz-3 düzeylerinin arttığını 
bulduk. TRAIL tek başına uygulandığında ya da bleomisin ile birlikte 
uygulandığında ise bu artışı gözleyemedik. NTERA hücrelerinde kontrole 
göre bleomisin uygulanan grupta artış gözlerken, TRAIL uygulanan grupta 
kontrole göre büyük bir artış gözlemedik. Ancak NTERA hücrelerinde kontrol 
grubuna göre TRAIL ve bleomisin’in birlikte uygulandığı gruptaki kaspaz-3 
seviyelerinin belirgin olarak arttığını bulduk. 
 

Evdokıou et. al. yapmış oldukları çalışmalarında osteosarkoma hücre 
dizilerinde ve normal insan kemik primer kültüründe TRAIL ve kanser 
ilaçlarının etkisi araştırılmıştır. Doksorubisin, sisplatin ve etoposid’in TRAIL 
aracılı apoptozisi arttırdığı gösterilmiştir. Bu hücrelerde, apoptozisin kaspaz-8 
ve kaspaz-3 aracılığı ile olduğu bildirilmiştir. Bu enzimlerin inhibitörleri ortama 
eklendiğinde ilacın TRAIL indüklü apoptozis üzerine olumlu etkisi 
gözlenmemiştir. Ayrıca ilaçlar ve TRAIL birlikte uygulandığında ölüm 
reseptörleri olan DR-4 ve DR-5 hem protein hem de mRNA düzeyi artmıştır 
[108].  

 
Ray et. al. yapmış oldukları bir çalışmada in vitro olarak C4-2 prostat 

kanser hücreleri, in vivo olarak da 6 haftalık erkek fareler kullanılmış ve CPT-
11 (irinotekan)’in TRAIL ile birlikte apoptozis üzerine etkisini gözlemişlerdir. 
Bu çalışmada C4-2 prostat kanser hücrelerinde CPT-11’in TRAIL ile birlikte 
apoptozisi indüklediğini, kaspaz-3, -8 ve Bax aktivasyonunun arttığını ve 
antiapoptotik Bcl-XL’nin azaldığını göstermişlerdir. İn vivo olarak yapılan 
çalışmada farelerde TRAIL ve CPT-11’in birlikte kullanılmasının tümör 
büyümesini gerilettiğini ve farelerin tümör kesitlerinde immunohistokimyasal 
olarak kaspaz-3, -8, -7 ve -9, PARP’ı ve Bak’ı arttırdıkları da göstermişlerdir 
[103]. Çalışmamızda NTERA hücre dizilerinde bleomisin ve TRAIL’in birlikte 
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kullanımının göstermiş olduğu sinerjistik etki literatürdeki benzer çalışmalarla 
uyumludur. Ancak bleomisin ve TRAIL’in NCCIT hücrelerinde sinerjistik 
etkisinin gözlenememiş olması bu çalışmalarla uyumlu bulunmamıştır.  

 
Yapılan benzer bir çok çalışmada, gözlenen etkilerin p53 bağımlı olup 

olmadığı, p53 mutant hücrelerin yanısıra fonksiyonel p53 proteini bulunduran 
hücrelerin kullanılmasıyla gösterilmiştir. Pek çok kanser ilacı ile yapılan 
çalışmalarda p53’ün her iki ölüm reseptörünü de (TR-1 ve TR-2) arttırdığı 
bildirilmiştir [108]. Çalışmamızda, bleomisin uygulandıktan sonra p53 
bulunduran hücreler olan NTERA hücrelerinde TR-2 seviyelerinin, p53 
mutant olan NCCIT hücrelerinde ise TR-1 seviyelerinin arttığını bulduk. Bu 
sonucumuz bleomisin aracılı apoptozisin NTERA hücrelerinde TR-2, NCCIT 
hücrelerinde ise TR-1 aracılığı ile olabileceğini önermektedir. Çalışmamızda 
bleomisin’in her iki hücre dizisinde de apoptozisi arttırması meydana gelen 
apoptozisin p53 bağımlı olmadığını göstermektedir. Renal kanser 
hücrelerinde yapılan bir çalışmada p53 mutasyonu olan ve olmayan 
hücrelerde topotekan indüklü TR-2 reseptörü artışının farklı olmadığı 
gözlenmiştir. [12]. Başka bir çalışmada çeşitli meme, kolon, akciğer, over 
kanseri hücre dizilerinde TR-2 ekspresyonunun p53 bağımlı ya da bağımsız 
olarak düzenlendiği gözlenmiştir [134].  

 
Bir başka çalışmada ise osteosarkom hücre dizilerine uygulanan 

kemoterapötiklerle TRAIL indüklü apoptozisin aynı şekilde artmış olması 
kombine tedavinin p53 bağımlı olmadığını göstermiştir [108]. Bleomisin ve 
TRAIL’in NTERA hücrelerinde gözlenen ve NCCIT hücrelerinde 
gözlenmeyen sinerjistik apoptotik etkisi ise p53 bağımlı olabilir. NTERA 
hücrelerinde, bleomisin uygulanmış grupla, bleomisinle birlikte TRAIL 
uygulanmış grubun reseptör düzeylerinin aynı olması sinerjistik etkinin 
reseptörlerden bağımsız olarak ve p53 bağımlı başka mekanizmalar yoluyla 
gerçekleştiğini önerebilir. 
 

Sonuç olarak, testis kanserinin tedavisinde halen sıklıkla kullanılan bir 
kemoterapötik olan bleomisin’in yanında, TRAIL apoptotik ligandının 
kullanılmasının, birçok diğer kanserde olduğu gibi bu kanserde de terapötik 
etki potansiyelini arttırabileceği görülmüştür. TRAIL’ın bu kemoterapötik ile 
birlikte kullanımı, daha ileri düzeyde yapılacak çalışmalar ve iyileştirmelerle, 
yeni bir tedavi stratejisi olabilir ve kanser hastalarının yaşam kalitesini 
yükseltebilir.  
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SONUÇLAR 
 
Bulduğumuz deneysel verilere göre sonuçlarımızı şu şekilde özetleyebiliriz: 

 
1. Yapılan sitotoksisite çalışmalarında NTERA hücrelerinin 

%50’sini öldüren bleomisin dozunu 0.25 µg/ml olarak bulduk.  
 
2. Yapılan sitotoksisite çalışmalarında NCCIT hücrelerinin 

%50’sini öldüren bleomisin dozunu 0.37 µg/ml olarak bulduk. 
 

3. Yapılan sitotoksisite çalışmalarında NTERA hücrelerinin 
%50’sini öldüren TRAIL dozunu yaklaşık 5 µg/ml olarak bulduk. 

 
4. Yapılan sitotoksisite çalışmalarında NCCIT hücrelerinin 

%50’sini öldüren TRAIL dozunu 4 µg/ml olarak bulduk. 
 
5. NTERA ve NCCIT hücrelerinin TR-2 ve TR-4 reseptörlerini 

sentezlediğini; TR-1 ve TR-3 reseptör ekspresyonlarının ise yok 
denecek kadar az olduğunu bulduk. 

 
6. NTERA hücrelerinde, bleomisin uygulanan grupta kontrole göre 

TR-2 düzeyinde artış gözledik. Diğer reseptörler olan TR-1, TR-
3 ve TR-4 seviyelerinde farklılık bulamadık.  

 
7. NTERA hücrelerinde, TRAIL uygulanması ile TR-1, TR-2, TR-3 

ve TR-4 reseptörleri düzeyini kontrol hücreleri ile aynı düzeyde 
bulduk. 

 
8. NTERA hücrelerinde, bleomisin ve TRAIL’in birlikte 

uygulanması ile bleomisin’in tek başına uygulanmasının TR-2 
reseptörü üzerinde aynı düzeyde etki gösterdiğini bulduk. 
 

9. NCCIT hücrelerinde, bleomisin uygulanan grupta kontrole göre 
TR-1 düzeyinde artış gözlerken; diğer reseptörler olan TR-2, 
TR-3 ve TR-4 seviyelerinde farklılık bulamadık.  

 
10. NCCIT hücrelerinde, TRAIL uygulanması sonrasında TR-1, TR-

2, TR-3 ve TR-4 reseptörlerinin ekspresyon düzeyini kontrol 
hücreleri ile aynı düzeyde bulduk. 

 
11. NCCIT hücrelerinde, bleomisin ve TRAIL’in birlikte uygulanması 

ile, TR-1 reseptöründe artış gözlemedik.  
 
12. NCCIT hücrelerinde yapılan kaspaz-3 ölçümlerinde, bleomisin 

uygulanan grubun, kontrol grubuna göre kaspaz-3 seviyelerinde 
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artış sergilediğini gözledik. Ancak TRAIL ve bleomisin’in TRAIL 
ile birlikte uygulandığı gruplarda ise kaspaz-3 seviyelerinde 
herhangi bir artış gözlemedik.  

 
13. NTERA hücrelerinde ise kontrole göre bleomisin uygulanan 

grupta artış gözlerken, TRAIL uygulanan grupta kontrole göre 
büyük bir artış gözlemedik. Ancak TRAIL ve bleomisin’in birlikte 
uygulanmasının kaspaz-3 seviyelerinde belirgin bir artışa yol 
açtığını gözlemledik.  
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