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1.GİRİŞ 

1.1.1.1. Apoptoz 

Apoptoz terimi ilk kez Kerr ve arkadaşları tarafından programlı hücre ölümü 

(PCD) olarak tanımlanmıştır (Kerr ve ark., 1972). Tip 1 hücre ölümü olarak da ifade 

edilen bu ölüm şekli, çok hücreli organizmalarda hayatsal rol oynamaktadır ve 

homeostazın yanısıra proliferasyon, diferansiasyon, gelişim, zararlı ve DNA’sı 

hasarlanmış hücrelerin uzaklaştırılması ve enfekte hücrelerden korunma gibi çeşitli 

biyolojik, fizyolojik ve patolojik roller üstlenmektedir. Apoptoz, normal gelişim ve 

doku homeostazının sağlanması için temel yollar arasında yer almasının yanında 

genetik olarak kontrol edilen ve doğal olarak var olan bir mekanizmadır (Elmore, 

2007; Fuchs ve Steller, 2011). Apoptozun görülme sıklığı, morfolojik özellikleri ve 

biyokimyası onu diğer ölüm şekillerinden keskin bir şekilde ayırmaktadır (Ouyang 

ve ark., 2012).  

1.1.1. Apoptozda Gerçekleşen Morfolojik ve Biyokimyasal Değişiklikler 

Apoptotik hücreler, morfolojik açıdan sitoplazmik büzüşme, plazma 

membranının tomurcuklanması, hücre membranının dış yüzeyine fosfotidilserin 

tabakasının lokalize olması, kromatin kondensasyonu ve DNA fragmentasyonuyla 

karakterize edilmektedir (Hacker, 2000; Saraste ve Pulkki, 2000). Apoptozun 

morfolojik özellikleri ilk kez, Wyllie ve arkadaşları tarafından tanımlamıştır. Bu 

özelliklerden biri, özelleşmiş yüzey yapılarının kaybıdır. Bu kayıpların sonucunda 

hücre, komşu hücrelerden izole hale dönüşmektedir. Temel olarak su kaybı ve buna 

bağlı sitoplazmik organellerin konsantre hale gelerek hücrenin kompakt bir hal 

alması ve yoğunluğunun artması sonucunda hücre hacminin azalması apoptozun bir 

diğer belirtecidir. Bu noktada hücre çeşitli apoptotik cisimcikleri oluşturmak üzere 

bölünebilmektedir.  Nükleer kromatin kondensasyonu da apoptozun en dikkat çekici 

özellikleri arasında yer almaktadır ve bu basamak, kromatinin yoğunlaşması ve daha 
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granüler bir yapıya dönüşmesi ile sonuçlanır. Apoptozun sonraki safhasında ise 

membranın çıkıntı oluşturması, sitoplazmik organellerin yapısal olarak modifiye 

olmaları ve membran bütünlüğünün bozulması gibi morfolojik özellikler 

gözlenmektedir (Kroemer ve ark., 2005). Aynı zamanda hücre kırılmakta ve çekirdek 

dağınık bir görünüm sergileyen çeşitli parçalara ayrılmaktadır. Bütün bu 

değişiklikleri takiben  apoptotik hücre, canlı komşu hücreler tarafından özellikle 

plazma membranı aracılığıyla tanınmakta ve fagositoz için bir hedef haline 

gelmektedir (Kroemer ve ark., 2005; Wyllie ve ark., 1981). Apoptozda meydana 

gelen morfolojik değişiklikler Şekil 1.1’de özetlenmektedir. 

 

Şekil 1.1. Apoptozda gerçekleşen morfolojik değişiklikler (de.wikipedia.org/wiki/Bild: 

Apoptose-german.png).  

Apoptozda gözlenen biyokimyasal değişiklikler arasında yer alan hücre 

membranının dış katmanında fosfotidilserin (PS) artışı, ölü hücrelerin makrofajlar 

tarafından erken olarak algılanmasına ve pro-inflamatuvar bir yanıt oluşmaksızın bu 

hücrelerin fagositozuna neden olmaktadır (Fadok ve Chimini, 2001; Hengartner, 
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2000). Genellikle fagositik hücreler apoptotik hücreleri, apoptotik yapılar oluşmadan 

önce yutmaktadırlar  (Bucur ve ark., 2001). 

Apoptotik hücrelerin morfolojik değişimleri, nükleer kondensasyon ve 

fragmantasyon, hücrenin büzüşmesi, ekstrasellüler matriksle ve komşu hücrelere 

adhezyon kaybı şeklinde özetlenebilmektedir. Apoptozda görülen başlıca 

biyokimyasal değişimler, DNAnın internüklezomal iplikçiklere parçalanması, 

fosfotidil serin eksternalizasyonu (fosfotidil serinin hücre dışına çıkması) ve 

kaspazlar olarak bilinen protein ailesinin aktivasyonu şeklindedir (Ouyang ve ark., 

2012). 

Apoptozun gerçekleşmesi oldukça kompleks bir süreçtir ve bu süreçte çok 

çeşitli sinyal yolakları görev yapmaktadırlar.  Apoptoz, kaspazlar adı verilen 

apoptotik enzimlerin aracılığı ile içsel (intrinsik) ve dışsal (ekstrinsik) yolaklarca 

tetiklenebilmektedir (Wong, 2011). Bundan başka, bu iki yolağın yanında kaspaz 

aktivasyonuna dayanan, endoplazmik retikulum stresiyle tetiklenen ve apoptoza yol 

açan kaspaz 2 ve 12’ nin başlatıcı rollerini içeren alternatif yolaklar da vardır fakat 

bu yolaklar diğer yolaklar kadar aydınlatılmamıştırlar (Szegezdi ve ark., 2006). 

Perforin/granzim yolağı ise T hücreleri aracılığıyla sitotoksisiteye yol açan bir diğer 

apoptotik yolaktır. Bu yolak, granzim A ya da granzim B aracılığıyla apoptozu 

indükleyebilmektedir. Bütün bu apoptotik yolaklar aynı terminal yolakta birleşirler 

(Jin ve El-Deiry, 2005). Her iki yolakta da efektör apoptotik kaspazların aktivasyonu 

sonucunda gerçekleşen morfolojik ve biyokimyasal hücresel değişiklikler apoptozun 

karakteristik özellikleri olarak karşımıza çıkmaktadır (Wong, 2011). İçsel ve dışsal 

yolakların şematik gösterimi Şekil 1.2’de sunulmaktadır. 
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Şekil 1.2. İçsel ve dışsal apoptotik yolakların şematik gösterimi (Cairra ve ark., 2010). 

1.1.2. Apoptozun Dışsal (Ekstrinsik) Yolağı 

1.1.2.1. Dışsal (Ekstrinsik) Apoptotik Yolak 

Ölüm reseptörleri aracılı dışsal yolak, tümör nekroz faktörü reseptör (TNFR) 

süper ailesine ait proteinlerin ilgili TNF ailesi ligantlarına bağlanarak, hücre 

yüzeyinde ölüm reseptörlerinin artışına sebep olmasıyla başlatılmaktadır (Guicciardi 

ve Gregory, 2009). Ölüm reseptörleri, apoptozu indükleyen sinyal yolaklarında kritik 

öneme sahip olan ölüm bölgesi (DD) olarak adlandırılan, yapısal olarak intrasellüler 

protein-protein etkileşimi bölgesi tarafından tanımlanmaktadır (Fulda ve Debatin, 

2003). TNFR1-TNFα, FAS (CD95, APO-1)- FasL, TRAILR1 (DR4)-TRAIL, 

TRAILR2 (DR5)-TRAIL ölüm reseptörleri arasında yer almaktadır.  İlgili ligandın 

ölüm reseptörü uyarımına bağlı olarak, aynı reseptör oligomerizasyona gider ve onun 

sitoplazmik DD ile diğer DD içeren proteinlerinlerle homotipik etkileşimi 
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aracılığıyla sitoplazmik DD’ de konformasyonel değişiklikler ortaya çıkar 

(Guicciardi ve Gregory, 2009). FADD/TRADD adaptör proteinlerinin rolü protein 

kompleksi oluşumu esnasında mühürlemektir, başlatıcı pro-kaspaz 8 ve/veya 10 

DISC oluşumunu gerçekleştirirler. Prokaspazların lokal konsantrasyonlarının artışı 

karşılıklı oto aktivasyonu desteklemektedir (Boatright ve Salvesen, 2003). Başlatıcı 

kaspazların aktivasyonu efektör kaspazlar olan kaspaz 3,6 ve 7’ nin aktivasyonuna 

sebep olur ve bunların aktivasyonu hücrenin hayatta kalımı için gerekli substratların 

kesimi yoluyla hücre ölümünü indüklemektedir (Degterev ve ark., 2003). Bazı 

hücreler tek başına dışsal yolağın aktivasyonu ile ölmezler ve kaspaz 8’ in 

indüklediği amplifikasyon basamaklarına ihtiyaç duyarlar. Bu durumda kaspaz 8 

kesim için Bid’ i hedefler ve t-Bid’ in aktive fragmentini oluşturur, daha sonra t-Bid 

mitokondrial dış membran geçirgenliğini (MOMP) uyarmak için çok bölgeli pro-

apoptotik proteinleri aktive eder ve böylece içsel yolakla birlikte çalışır (Plati ve ark., 

2008).   

1.1.2.2. İçsel (İntrinsik) Apoptotik Yolak 

Mitokondri aracılı içsel yolak, radyasyon, kemoterapötik ajanlarla tedavi vs. 

gibi çeşitli stres faktörlerine cevap olarak mitokondri aracılığıyla apoptotik yanıtın 

gerçekleştiği ve mitokondri iç membran geçirgenliğinde artışa yol açan sinyal 

yolağıdır (Green ve Kroemer, 2004; Kroemer ve ark., 1998). Bu yolak, büyük ölçüde 

mitokondri tarafından düzenlenmektedir (Galluzzi ve ark., 2010). Geri dönüşümsüz 

genetik hasar, hipoksi, çok yüksek seviyelerde seyreden sitozolik kalsiyum 

konsantrasyonu, ağır oksidatif stres gibi içsel uyaranlar, mitokondrial içsel yolağın 

başlamasını tetikleyebilmektedir (Kroemer ve ark., 2007). Mitokondri, 

Smac/DIABLO, apoptoz indükleyen faktör (AIF), sitokrom c gibi pek çok pro-

apoptotik proteinler içermektedir (Brenner ve Mak, 2009; Gustafsson ve Gottlieb 

2008 ve Wang ve Youle, 2009). Hücresel stres, serbest radikal hasarı veya büyüme 

faktörlerinin yıkımı gibi apoptotik sinyaller sonucunda Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik 

üyeleri aktive olur. Bu da mitokondrial membranın geçirgenlik geçiş poru olarak 

adlandırılan formunu almasına yol açmaktadır. Bcl-2 ailesinin pro-apoptotic BH3- 
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üyelerinin (Bax, Bak) takip eden aktivasyonu, anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2, 

Bcl-xL ve Mcl-1’ i nötralize eder, bu da MOMP’ (mitokondri membran potansiyeli) 

un bozulmasına yol açar, böylece mitokondriyal iç membran boşluğunda bulunan 

proteinler sitozole yayılır. Bu proteinler arasında sitokrom c ve APAF-1 de yer 

almaktadır. Sitokrom-c sitozoldeki, mitokondri aracılı ölümü aktive etmek için kritik 

öneme sahiptir (Danial ve Korsmeyer, 2004). Sitokrom-c sitozolik Apaf-1’ e 

(apoptoz proteaz aktive edici faktör-1) bağlanır ve apoptozom olarak adlandırılan 

kompleksin oluşumunu ve bunun ardından başlatıcı pro-kaspaz 9’ un aktivasyonunu 

uyarır, böylece otoaktivasyon ve proteoliz başlar. Bu süreçte, apoptotik hücre 

ölümünde fragmentasyon işlemi için kullanılan hücresel bileşenler olan, efektör 

kaspaz 3, 6 ve 7’ nin aktivasyonu gerçekleşmektedir (Brunelle ve Letai 2009; Cheng  

ve ark., 2008; Galluzzi ve ark., 2009; Gupta ve ark.,  2009; Kroemer ve ark., 2009; 

Kuribayashi ve ark., 2006 ve Slee ve ark., 1999).  

1.1.3. Kaspazlar 

Hücreyi ölüme götüren majör yolak, sistein proteazlar ailesi olan kaspazların 

aktivasyonu aracılığıyla gerçekleşmektedir. Kaspazlar, apoptozun regülasyonu 

sırasında mitokondriden sitokrom c’ nin salınması aracılığıyla aktifleşirler (Jiang ve 

Wang, 2004; Li ve Yuan, 2008). Sonuçta DNA, kaspaz tarafından aktive edilen 

DNaz (CAD) tarafından çok küçük parçalara ayrılır (Enari ve ark., 1998).  

Kaspazlar, proteaz ailesinin iki ana katalitik özelliğini taşıdıkları için kaspaz 

olarak adlandırılmışlardır. Kaspazdaki ‘c’, sistein proteaz mekanizmasını, ‘aspase’ 

ise aspartik asitten sonrasını kesme özelliğini temsil etmektedir (Alnemri ve ark., 

1996).  Kaspazlar, pro-enzim olarak sentezlenmekte ve proteolitik olarak aktive 

olmaktadırlar (Salvesen ve Dixit, 1997).  

Kaspazlar apoptoz mekanizmasının merkezinde yer alır, her iki kaspaz grubu 

da apoptozun başlamasından ve hücrenin ölümünden sorumludur. Bu apoptotik 

enzimler, başlatıcı kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9 ve -10, apoptotik yolağın 
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başlatıcılarıdır) ve efektör kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7, hücrenin kesiminden 

sorumludurlar) olmak üzere ikiye ayrılır (Hu ve ark., 2013; Thomberry ve Laxebnik, 

1998). Kaspazlar, inaktif proteinler (zimojenler ve prokaspazlar) olarak üretildikten 

sonra kendi kendilerini proteolizle parçalama yoluyla otoaktifleşirler ve spesifik 

adaptör moleküllerle etkileşerek apopotik süreçte rol alırlar (Nicholson, 1999). 

Başlatıcı kaspazlar aktive olduklarında, efektör kaspazları kesmeye başlarlar, efektör 

kaspazlar ise hücreyi ölüme götüren fragmentasyon işlemlerini yapan kritik öneme 

sahip apoptotik enzimlerdir  (Green ve Evan, 2002; Stennicke ve Salvesen, 2000).  

Bu kaspaz aktivitesi kromatin kondensasyonu, plazma membran asimetrisi ve 

hücre yüzeyinde çıkıntı oluşturmak gibi apoptotik işaretlemelerden sorumludur. 

Efektör kaspaz aracılı geri dönüşümsüz proteolitik aktivite içsel ve dışsal apoptotik 

yolakların her ikisinin sonucunda da karşımıza çıkmaktadırlar.  Böylece her iki yolak 

da DNA ve hücresel bileşenlerin ayrıştırılmasına yarayan, apoptozdaki tipik 

morfolojik değişiklikleri yaratan  kaspaz 3,6 ve 7’nin görev aldığı kompleks bir süreç 

olarak gerçekleşmektedir (Degterev ve ark., 2003).  

1.1.4. Bcl-2 Ailesi 

Apoptozun içsel yolağı Bcl-2 ailesi olarak adlandırılan protein ailesi tarafından 

düzenlenir. Bu proteinlerden Bad, Bax ve Bid pro-apoptotik fonksiyonlar üstlenen 

proteinler, Bcl-2 ve Bcl-XL ise anti-apoptotik olarak rol oynayan proteinler arasında 

yer almaktadır. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyeler arasındaki denge hücrenin 

apoptotik uyaranlara duyarlılığını belirlemektedir. Pro-apoptotik proteinlerin yüksek 

ekspresyonu hücreyi apoptoza duyarlı hale getirmekte, yüksek anti-apoptotik protein 

ekspresyonu ise hücreyi apoptoza dirençli hale getirmektedir. Pro-apoptotik 

proteinler genelde sitozolde bulunurken anti-apoptotik proteinler hücre yüzeyinde 

lokalizedirler. Apoptoz boyunca mitokondriyal olayların regülasyonu ve kontrolü 

Bcl-2 ailesi proteinlerince yapılır (Cory ve Adams, 2002). Günümüzde, şu ana kadar 

25 farklı tipte  Bcl-2 ailesi proteini teşhis edilmiştir. Bu üyeler, Bcl-2 ailesinin pro-

apoptotik üyeleri (Örneğin; Bax, Bak, Bad, Bcl-XS, Bid, Bim) ve anti-apoptotik 
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üyeleri (Örneğin; Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, A1) dir (Cory ve ark., 2003). Bcl-2 ailesi 

geleneksel olarak Bcl-2 homoloji bölgesi (BH) veya motifleri olarak adlandırılan 

kısa sekanslara sahiptir (Sato ve ark., 1994). Farklı apoptotik uyaranlara cevap olarak 

iki önemli pro-apoptotik Bcl-2 ailesi üyesi Bax ve Bid, MOMP (mitokondriyal dış 

membran permeabilizasyon) kompleksini oluşturarak apoptozu başlatır (Green ve 

Kroemer, 2004). MOMP oluşumu, mitokondri membranlar arası boşluğundan 

sitokrom c ve diğer faktörlerin salınımı ile sonuçlanır ve bu salınım da daha sonra 

kaspaz kaskadını uyarır. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi üyelerinin 

etkileşimi ile MOMP oluşumunun inhibe ya da aktive olması, hücrenin kaderini 

belirlemektedir (Certo ve ark., 2006). Son çalışmalar göstermiştir ki apoptotik hücre 

ölümündeki ana yolaklar birbirleriyle etkileşim içindedirler ve bu bağlamda Bcl-2 

ailesi proteinleri düzenleyici rol oynamaktadır (Denton ve ark., 2012). Bcl-2 

ailesinin, korunmuş bölgelerine göre sınıflandırılması Şekil 1.3’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 1.3. Bcl-2 ailesinin korunmuş bölgelerine göre sınıflandırılması (Danial, 2007). 
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1.1.5. NFkB Yolağı ve Apoptoz 

NFkB, genellikle dimer yapıda bulunan ve ortak DNA dizilerine bağlanan 

birbiriyle yakından ilişkili proteinleri içeren oldukça önemli bir transkripsiyon 

faktörüdür. Bu proteinlerin bağlandıkları DNA dizileri, kB B bölgesi adı verilen 

hedef genlerin promotor bölgelerinde yer almaktadır ve koaktivatör ve 

korepressörlerin yapıya girmesiyle gen aktivasyonu düzenlenmektedir (Aggarwal, 

2004). NFkB yolağı, inflamasyon, proliferasyon, apoptoz, metastaz, tümör 

hücrelerinin invazyonu ve anjiyogenez ile ilişkili genleri transaktive etme yoluyla 

tümörigenezde hayatsal rol oynamaktadır (Orlowski ve Baldwin, 2002). NFkB1 

ailesi transkripsiyon faktörleri 5 üyeden oluşmaktadır. Bunlar, NF-kB1 (p50), NF-

kB2 (p52), c-Rel, RelB ve RelA (p65)dır. Bu üyeler,  DNA bağlanmasından ve 

homodimerizasyondan ve heterodimerizasyondan sorumlu N-terminal Rel homolojsi 

sergilerler (Aggarwal, 2004; Baud ve Karin, 2009). NFkB ile endojen inhibitör IkB 

sitoplazmada normalde birlikte bulunur. IkB-α, IKK (IkB kinaz) tarafından iki 

katalitik alt üniteye (IKK-α ve IKK- β), ve bir regülatör alt üniteye IKK-α) hızlı bir 

şekilde fosforile edilir (Solt ve May, 2008). NFkB’nin TNFα aracılı aktivasyonu 

şematik olarak Şekil 1.4’te gösterilmektedir. 

 

Şekil 1.4. NFkB’nin TNFα aracılı aktivasyonu (Dale ve ark., 2006). 
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NFkB, inflamatuvar uyaranlar, sitokinler, karsinojenler, tümör oluşumuna yol 

açan ajanlar, α-radyasyon, endotoksinler, UV ışınları tarafından aktive 

olabilmektedir ve hücresel büyüme ve transformasyon, invazyon, metastaz, 

kemoterapi direnci ve inflamasyonda kritik öneme taşımaktadır (Ghosh ve Hayden, 

2008). Enflamatuvar mikro çevrelerdeki TNFα, IL1, IL6, ve COX-2, 5 ajanları da 

tümör ilerlemesi, anjiyogenez ve metastazla oldukça ilişkilidir (Karin ve ark., 2002).  

NFkB aktivasyonunun, Bcl-2 aile üyelerini ve kaspaz inhibitörlerini uyararak 

apoptozu inhibe ettiği bildirilmiştir (Lin ve Karin, 2007). NFkB ve onun aile 

üyelerinin en önemli fonksiyonları arasında, proteolitik matriks metalloproteinaz 

enzimine yardım ederek tümör invazyonunu desteklemek yer almaktadır (Affara ve 

Coussens, 2007; Luo ve ark., 2005)  Böylece IKKa prostat kanserinde serin proteaz 

inhibitörünü inhibe ederek metastazı teşvik eder, aynı zamanda IL8 ve VEGF’ü 

aktive ederek de anjiyogenezi uyarmaktadır. Ancak, proteozom inhibisyonu yoluyla 

IkBα proteininin akümülasyonu, antiapoptotik NFkB’nin aktivasyonunu engeller, bu 

da tümör hücresinde apoptozla sonuçlanır (Biswas ve Iglehart, 2006). NFkB’nin anti-

apoptotik rol üstlenerek tümörleşme sürecindeki etkilerinin gösterildiği bu 

çalışmaların yanında, artmış apoptozla korelasyon gösterir şekilde artmış NFkB 

aktivitesi sergileyen çeşitli örnekler de gösterilmiştir (Parrondo ve ark., 2010; Ryan 

ve ark., 2000 ve Stark ve ark., 2007).Bu çalışmalar, kanser terapilerinde NFkB’nin 

hedef molekülü olduğunu göstermektedir. NFkB’nin, özellikle hedef genlerinin 

uyarılması aracılığıyla hücre hayatta kalımını teşvik etmek suretiyle çok çeşitli 

patolojik, fizyolojik, biyolojik proseslerde önemli rol oynadığı gösterilmiştir (Tanabe 

ve ark., 2010).  

1.1.6. Anti-Kanser Mekanizma Olarak Apoptoz 

Genellikle pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein regülatörleri arasındaki 

denge hücrenin apoptoza gidip gitmemesinde kritik öneme sahiptir. Apoptoz, ölüm 

ve yaşamda kalım arasındaki hassas dengede rol oynaması nedeniyle, apoptozun 

düzenlenmesindeki bozukluklar, kontrolsüz hücre proliferasyonuna, gelişimine, 
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kanser oluşumu ve ilerlemesine ve kanser ilaçlarına direnç gelişimine yol açmaktadır 

(Plati ve ark., 2009). Bu nedenle, apoptozun deregülasyonu kanseri karakterize 

edebilecek kilit öneme sahiptir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Apoptoza karşı direnç 

gelişiminden sorumlu molekülleri hedefleyerek geliştirilen stratejik terapötikler 

kanser hücrelerinin apoptoza duyarlılığını yeniden yapılandırarak kanser 

tedavisindeki başarızlığın üstesinden gelmek için yaklaşımlar sunmaktadır (Fulda, 

2015; Gimenez-Bonafe ve ark., 2009). 

1.1.7. Kanserde Apoptotik Yolaklarda Meydana Gelen Değişiklikler 

Gerek dışsal gerekse içsel apoptotik yolaklardaki bileşenlerin değişimi değişik 

tümör tiplerinde kemoterapiye direnç gelişiminde temel rol üstlenebilmektedirler. 

Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik ve pro-apoptotik üyeleri arasındaki dengenin 

bozulması etkilenmiş hücrelerde yanlış apoptozla sonuçlanabilir. Bu durum, bir 

kısım ya da çeşitli anti-apoptotik proteinlerin aşırı baskılanmasıyla, bir ya da daha 

çok proteinin down-regüle olmasıyla ya da her ikisiyle de ilişkili olarak 

gerçekleşebilmektedir. Prostat kanseri, büyük hücreli B-cell lenfoma (DLBCL) ve 

melanoma gibi birçok insan kanser türünde anti-apoptotik Bcl-2’ nin aşırı artışı rapor 

edilmiştir (Gandour-Edwards ve ark., 2004; Watanabe ve ark., 2013) ayrıca TRAIL 

aracılı apoptozun engellenmesinin kanser hücrelerinin apoptozdan kaçmasıyla 

sonuçlandığı bildirilmiştir (Fulda ve ark., 2000; Raffo ve ark., 1995). Kolorektal 

kanser ve Kaposi’ s sarkomada ise Bcl-xL’ in aşırı baskılandığı belirlenmiştir 

(Foreman ve ark., 1996; Krajewska ve ark., 1996). Bu anti-apoptotik bileşenlerdeki 

aşırı artışlar kanser hücrelerinde çoklu ilaç rezistansına yol açar ve hücrelerin 

apoptoza gidişini engeller (Minn ve ark., 1995). Bunun yanında, Bcl-2 ve Bcl-xL 

gibi antiapoptotik proteinlerin aşırı ifadesinin, cisplatine direnç gelişimi, küçük 

hücreli akciğer kanserini (NSCLC) de kapsayan değişik kanser türlerinde tümör 

direnci ve baş-boyun, over ve meme kanserleriyle korelasyon gösterdiği de 

gösterilmiştir (Han ve ark., 2003; Yang ve ark., 2013). Diğer yandan pro-apoptotik 

Bax geninin mutasyonu antikanser tedavilere direnç ve kolorektal kanserlerle ilişkili 

bulunmuştur (Miquel ve ark., 2005). Kronik lenfatik lösemi hastalarında (CLL), 
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artmış Bcl-2/Bax oranı tespit edilmiştir (Pepper ve ark., 1997). İçsel yolaktaki 

değişiklikleri kapsayan diğer örnekler, metilasyonun anormal artışı sonucunda ortaya 

çıkan, apoptozom, APAF-1 ve melanomalarda (Baldi ve ark., 2004; Soengas ve ark., 

2001) basit bileşenlerin artışının azalmasıdır. Ayrıca kaspaz aktivitesinde rol alan 

bileşenler gibi içsel apoptotik yolağı kontrol eden aracıların değişimine bağlı olarak 

bozulan apoptozom nedeniyle tümör hücreleri apoptoza direnç 

geliştirebilmektedirler. Bu bağlamda değişik kanser türlerinde IAP’lerin aşırı artış 

gösterdikleri bulunmuştur ve bu artış hastalarda zayıf prognozla 

ilişkilendirilmektedir (Fulda, 2009; Schimmer, 2004).   

1.2. Kolon Kanseri 

Kolon kanseri; akciğer, karaciğer, ovaryumlar ve gastrointestinal organlar gibi 

vücudun farklı dokularına metastaz yapma potansiyeli olan en ciddi kanser türleri 

arasında yer almaktadır (Donaldson, 2000; Margovich ve ark., 2010). Kolon 

kanserinden ölüm hızı ve insidansı özellikle İngiltere, Avrupa, bir kısım Asya 

ülkelerinde ve dünyanın pek çok ülkesinde giderek artmaktadır. Kolon kanserindeki 

bu artışın beslenme alışkanlıkları ve fiziksel aktivite düzeylerinin değişmesi ve 

genetik faktörlerle ilişkili olabileceği düşünülmektedir (Center ve ark., 2009).  

1.2.1. Kolon Kanseri ve Diyet 

Kolon kanseri tedavisinde kullanılan kemoterapötik ajanlar hayatta kalımı 

sağlamakta fakat pek çok yan etki sergilemektedirler (Davenport ve Roudebush, 

2006). Buna bağlı olarak kolon kanser tedavisinde kullanılabilecek nutrasötik ve 

fitokimyasallarla ilgili çalışmalar son yıllarda önem kazanmıştır. Nutrasötikler, 

besinlerden elde edilen veya farmasötik derivelerdir ve fonksiyonel gıdalar olarak da 

anılmaktadırlar (Ricciardiello ve ark., 2011). Nutrasötikler, günümüzde modern tıp 

tarafından kullanımlarının yanısıra kozmetik amaçlı, besin katkı maddesi olarak ya 
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da besin bileşeni olarak çeşitli endüstriler tarafından da kullanılmaktadırlar (Slattery 

ve ark., 2004).  

Nutrasötiklerin tümör hücrelerinde DNA transkripsiyonunu ve DNA hasar 

faktörlerini modüle edebildiklerine ilişkin çalışmalar bulunmaktadır. Nutrasötiklerin, 

anti-obezite, kardiyovasküler etkiler, anti-diyabetik etki, immün koruma, doğal 

antioksidan aktivite ve anti-inflamatuvar etkiler sergileyebilecekleri bildirilmiştir 

(Gerson, 1978; Holt, 1999). Kolon kanser tedavisinin pek çok basamağında 

kemoterapi, cerrahi, radyasyon ve fitoterapi gibi çeşitli tedavi şekilleri 

kullanılmaktadır. Kanser terapötiklerinin diğer bütün çeşitleri ciddi yan etkilere 

sahiptir. Bitki derivelerinden elde edilen nutrasötiklerin kolon kanserinde ciddi 

avantajlar taşıyabileceği öne sürülmektedir (Prakash ve ark., 2012).  

Bu amaçla çeşitli bitkisel derivelerin, anti-kanser etkileri açısından incelendiği 

pek çok çalışma bulunmaktadır. Reaktif oksijen türleri normal hücrelerde 

problemlere yol açabilir. O2 – ve OH- gibi serbest radikaller normal insanlarda 

kolonosit aktivitesini artırabilir ve kolon poliplerinin oluşmasına sebep olabilir. 

Doğal bir antioksidan ve bitkisel bir flavanoid derivesi olan quersetinin içerdiği 

flavonoid fitokimyasalları ile kolon hücrelerinde oksidatif hasarı durdurabildiği ve 

kolon kanser hücrelerini apoptoza indüklediği bildirilmiştir (Potter, 1999). Doğal bir 

diyet bileşeni olan Naringinin intestinal tümörügenezi önlediği, probiyotiklerin kolon 

karsinogenezinde koruyucu etkiler sergilediği, diyetle alınan kakaonun kolitle ilişkili 

kanseri Nrf2/Keap1 yolağını aktive ederek önlediği bildirilmiştir (Pandurangan ve 

ark., 2015; Walia ve ark., 2015 ve Zhang ve ark., 2016). Mercimeğin bileşenleri 

arasında yer alan β 1,3 glukanın da anti-kanser etkiler sergilediği ve  kolon 

kanserinin tedavisinde klinik olarak kullanıldığı ve hayvan modellerinde kolon 

tümörlerinin oluşumunu dikkat çekici bir biçimde azalttığı bildirilmiştir.  Brokoli 

ekstraktları, kırmızı şarap, diyet lifi, biber, soya, karanfil, çemen otu, zencefil, elma 

ve diğer sebzelerde bulunan önemli bir mineral olan selenyum da antikanser etkileri 

için araştırılmaktadır. Selenyumun kolon kanseri riskini azalttığı bildirilmiştir (Finley 

ve ark., 2000; Rajamanickam ve Agarwal, 2008). Elma polisakkaritinin NFkB aracılı 

kolit ilişkili karsinogenezi azalttığı bildirilmiştir (Zhang ve ark., 2015). Brezilya 
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ailesi bitkilerinden sentezlenen sarı hardal yağının kolon kanser hücrelerinin 

oluşmasında koruyucu bir rolü olabileceği bildirilmiştir (Nobili ve ark., 2009). 

Esansiyel yağ asitleri arasında yer alan EPA (eikazopentaenoik asit), DHA 

(dokosahekzaenoik asit) ve omega 3’ün de kanser ve kalp hastalıklarından korunma 

tedavilerinde kullanılmaktadır. Genel olarak balık ve balık yağı tüketimi kolon 

kanser riskini ve progresyonunu azaltmaktadır (Pandey ve ark., 2010). Bunların 

yanısıra, probiyotikler olarak adlandırılan ve son yıllarda geliştirilen yaşayan canlı 

mikro organizmalar da insanlar için önemli bir diyetsel suppleman olarak ortaya 

çıkmaktadır. Bu mikroorganizmalar,  barsak mikroflorasını dengelemekte ve insanlarda 

sindirim sistemi üzerine yararlı etkiler sergilemektedir. Çevresel faktörler ve diyet 

alışkanlıkları kolonik bakterilerin sayısını ve laktobasili konsantrasyonunu 

etkileyebilmekte, malign tümörlerin ve poliplerin oluşumuna sebebiyet verebilmektedir. 

Probiyotik kullanımı öncül kanser hücrelerinin gelişimini engelleyebilir (Uccello ve ark., 

2012). N-nitroso-N-methylurethene ile indüklenen fare kolon kanser modelinde 

probiyotik kullanımı kolon kanseri gelişiminin engellenmesinde etkili olmuştur. 

(Shmuely ve ark., 2013). Bütün bu çalışmalar, fonksiyonel gıdaların ve diyetin kolon 

kanseri ile ilişkili olabileceğini ortaya koymaktadır (Caruso ve Notarnicola, 2005).  

1.3. Gıda Katkı Maddeleri 

Sağlık Bakanlığı’ nın gıda katkı maddeleri yönetmeliğine göre gıda katkı 

maddeleri gıda hammaddesi olarak kullanılamaz ve tek başına tüketilemez. Bunun 

yanısıra tek başına besleyici değeri olabilir ya da olmayabilir. Gıdayı işleme sırasında 

kullanılan teknolojiye bağlı olarak kalıntı ya da türevlerini içerebilir. Tüm bunların 

ışığında gıda maddelerinin üretimi, tasnifi, işlenmesi, hazırlanması, ambalajlanması, 

taşınması, depolanması esnasında gıda maddesinin organoleptik özelliklerini korumak 

ya da düzeltmek amacıyla kullanımına izin verilir (Sağlam, 1999).  

Katkı maddeleri içerisinde, her tür gıdaya eklenebilen anti-mikrobiyal maddeler; 

gıdalarda oluşumu arzu edilmeyen fakat farklı sebeplerle oluşabilen küf, maya, patojen 

olan ve patojen olmayan her türlü mikroorganizmayı ortamdan uzaklaştırmak ya da bu 
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organizmaların çoğalma ve çalışmalarını önlemek amacı ile kullanılırlar. Bu amaçla 

kullanılan katkı maddeleri arasında benzoik asit ve sodyum benzoat da bulunmaktadır.  

1.3.1. Benzoik Asit- Tanımı ve Gıda Katkı Maddesi Olarak Kullanımı 

Benzoik asitin keşfi 16. Yüzyıla dayanır. Benzoin reçinesinden kuru damıtma 

yöntemiyle ilk eldesi ise 1556’da eczacı Michel de Nostredame tarafından 

gerçekleştirilmiştir. 1832’de Justus von Liebig ve Friedrich Wöhler kimyasal yapısını 

ortaya koymuşlardır. Salkowski ise 1875’ te maya ve küflere karşı etkinliğini bulmuştur. 

Benzoik asitin ana kaynağı olan tarçın, sinnamaldehit, sinnamil asetat ve sinnamil 

alkol gibi sırasıyla oksidasyon ve hidroliz ile sinnamik aside dönüşen, üç major bileşen 

içerir. Sinnamik asit karaciğerde,  sodyum benzoat gibi sodyum tuzu ve benzoil- CoA 

olarak da bulunabilen;  benzoata,  beta okside edilir (Abd El-Mawla ve ark., 2001). 

Sodyum benzoatın çok az bir miktarının bile insanlarda idrarla atıldığı rapor edilmiştir 

(Bridges ve ark., 1970;  Kubota ve Ishizaki, 1991).  

Sodyum benzoat tıbbi açıdan önemlidir çünkü çocuklarda üre süklüsü 

hastalıklarının neden olduğu hiperamonemi ile birlikte seyreden hepatik metabolik 

hastalıkların tedavisinde kullanılan, FDA onaylı bir ilaç olan Ucephan’ ın bir bileşenidir. 

Aynı zamanda besin ve kozmetik sanayide geniş çaplı bir kullanımı vardır. Sodyum 

benzoatın % 2’ lik içme suyu konsantrasyonunun farelerde ömür boyu kullanımı hiçbir 

yan etkisi olmaksızın güvenli bulunmuştur (Leonard ve Morris, 2002; Scaglia ve ark., 

2004).  

Benzoik asit, benzoatlar ve benzoik asit esterleri meyvelerin çoğunda 

bulunmaktadır. Kiraz iyi bir kaynağı iken kızılcık meyvesi benzoik asitten oldukça 

zengindir. Benzoatlar bunun dışında mantar, tarçın, karanfil gibi bitkisel kaynaklarda 

doğal olarak bulunmakta ve bazı süt ürünlerinde bakteriyel fermantasyon neticesinde 

kendiliğinden oluşmaktadır. Benzoik asit, gıdalarda kullanmakta olan en güvenli 

koruyucu katkı maddelerinden biridir. Kodexte E kodu 210’ dur. En basit aromatik 
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karboksilik asit olan benzoik asit, benzoin reçinesinden elde edilir. Beyaz kristal ya da 

küçük kristaller halinde bir organik asit olan benzoik asidin kimyasal formülü 

C6H5COOH’ tır. 

Benzoik asit ve tuzları (E210: benzoik asit, E211: sodyum benzoat, E212: 

potasyum benzoat, E213: kalsiyum benzoat) gıdalarda  koruyucu olarak etkin kullanım 

alanına sahiptirler. Gıdalarda genellikle sodyum tuzu formunda uzun süredir 

kullanılmaktadır. Serbest asidin düşük çözünürlüğü, sodyum tuzunun tercih edilmesine  

yol açmaktadır. Benzoik asitin bir tuzu olan sodyum benzoat, genelde en çok maya ve 

bakterilere karşı aktiftir (Yentür ve ark., 1995). Buna karşın küfler karşısında daha az 

etkindir. Uygun şartlar altında benzoik asidin bakteriyostatik, bakteriyosidal, fungistatik 

ve fungisidal özelliklere sahip olduğu saptanmıştır. Besinleri koruyucu maddeler 

arasında sodyum benzoat düşük maliyeti ile tercih edilmektedir. Sodyum benzoatın 

farklı besinlerde kullanım oranı genellikle % 0.05-0.10 arasında değişmektedir (Altuğ, 

1999).  

1.3.1.1. Sodyum Benzoatın Biyolojik Etkileri İle İlgili Çalışmalar 

Geçtiğimiz yıllarda, benzoik asit ve sodyum benzoatın biyolojik etkileri farklı in 

vivo ve in vitro çalışmalarda araştırılmıştır. Nadir de olsa sodyum benzoat alımı 

sonrasında, küçük damarlarda nekroza yol açan, Löko Klastik Vaskülit hastalığının 

görüldüğü rapor edilmiştir. Benzoik asitin, astım, deri döküntüleri ve migrene yol 

açabileceği de başka çalışmalarda bildirilmiştir (Çalışır ve Çalışkan, 2003). Ayrıca,  bir 

diğer çalışmada gıdalarda koruyucu olarak kullanılan sodyum benzoatın tavuk 

embriyosu karaciğer dokusuna olası embriyotoksik etkileri histolojik yönden 

değerlendirilmiş ve sodyum benzoatın doza ve süreye bağlı olarak embriyoların toplam 

ağırlıklarında anlamlı bir azalmaya neden olduğu belirlenmiştir (Karakahya, 2011).   

Sodyum benzoatın tavuk embriyosunda nöral tüp defekti gelişimine etkisini 

inceleyen ayrı bir çalışmada ise tek bir embriyoda nöral tüp defekti geliştiği bulunmuş ve 

sodyum benzoatın civciv embriyosunda yüksek dozda bile negatif etkisinin olmadığına 
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işaret edilmiştir (Emon ve ark., 2015). Besin katkı maddelerinin genotoksisiteleri ile 

ilgili yapılan bir çalışmada sodyum benzoat ve potasyum benzoatın periferal lenfosit 

hücrelerine in vitro etkisi inlecenmiş ve sodyum benzoatın belirgin bir şekilde artmış 

DNA hasarına neden olduğuna ve sonuç olarak sodyum ve potasyum benzoatın 

klastojenik, mutajenik ve sitotoksik olduğuna işaret edilmiştir (Zengin ve ark., 2011).  

Potasyum sorbat, sodyum benzoat ve potasyum nitratın insan lenfositlerine etkisini 

inceleyen bir çalışmada potasyum sorbat ve sodyum benzoatın 2.0, 0.2 ve 0.02 mM 

konsantrasyonlarının sitostatik aktivitesinin olmadığı, ancak 4 ve 8 mM 

konsantrasyonlarının zayıf sitostatik aktivite gösterdiği dolayısıyla bu katkı maddelerinin 

düşük konsantrasyonlarının non-genotoksik olduğu sonucuna varılmıştır (Mpauntoukas 

ve ark., 2008). Sodyum benzoatın, multipl sklerozun bir in vivo modeli olan  deneysel 

allerjik ensefelomyelit (EAE) üzerindeki immünmodülatör etkileri incelenmiş ve bu 

maddenin T hücrelerinin farklılaşmasını etkileyerek, Treg populasyonunu arttırdığı, 

EAE yolu hastalıklarını bloke edebileceği ve MS için terapötik bir ilaç olarak 

kullanılabiceği iddia edilmiştir (Miller, 1997).  

2009 yılında yapılmış olan bir çalışmada, sodyum benzoatın anti-enflamatuvar 

etkileri mikroglia ve astrositlerin aktivasyonuyla karakterize nörodejeneratif bir hastalık 

modelinde incelenmiştir. Çalışmada, sodyum benzoatın fare mikrogliasında LPS ile 

uyarılan iNOS ekspresyonunu, pro-enflamatuvar sitokinleri (TNF-alfa ve IL-1 beta) ve 

çeşitli yüzey belirteçlerini (CD11b, CD11c, and CD68) engellediği bulunmuştur. 

Sodyum benozatın iNOS üzerindeki inhibitör etkilerini bir transkripsiyon faktörü olan 

NFkB (nükleer faktör kappa b)’nin  inhibisyonu aracılığıyla yaptığı bildirilmiştir 

(Brahmachari ve ark., 2009). 

1.4. NFkB’nin Kanserdeki Rolüne İlişkin Yapılmış Çalışmalar 

Yakın zamanda yapılmış olan çalışmalar, NFkB yolağının anlamlı bir biçimde 

tümör gelişimini desteklediğine işaret etmektedir (Viatour ve ark., 2005). NFkB 

transkripsiyon faktörü, pek çok kanser hücresi tipinde anti-apoptoz, metastaz, 
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anjiyogenez, kemoterapiye direnç ve tümör oluşumu gibi tümörigenezin çeşitli 

mekanizmaları ile ilişkilendirilmektedir (Karin ve ark., 2002). Bu kanser tipleri arasında 

kolon kanseri de yer almaktadır. İnsan kolorektal karsinom dokularında NFkB 

transkripsiyon faktörünün aktif olduğu ve kolon kanser hücrelerine büyümeleri için 

uygun koşulların sağlanmasına aracılık ettiği bildirilmiştir (Fantini ve ark., 2008; Yu ve 

ark., 2004). Bu nedenle, son zamanlarda NFkB yolağının inaktive edilmesi yoluyla 

ortaya çıkan anti-kanser etkinin gösterildiği pek çok çalışma bildirilmiştir ve NFkB, anti-

kanser terapiler için önemli bir hedef olarak ortaya çıkmıştır (Ban ve ark., 2009a; Ban ve 

ark., 2009b; Ban ve ark., 2014 ve Oh ve ark., 2012). 2011 yılında yapılmış olan bir 

çalışmada, adaçayı bileşenlerinden linalil asetat ve alfa terpineolün HCT 116 kolon 

kanser hücrelerinde NFkB sinyal yolağı üzerine etkileri araştırılmış ve bu maddelerin 

doza bağlı kombinasyonlarının non-sitotoksik konsantrasyonlarda HCT 116 hücrelerinin 

yaşam süresini kısalttıkları belirlenmiştir.  Kombinasyon tedavisinin apoptoz ve nekroza 

neden olarak hücre canlılığını azalttığı ve bu etkilerin NFkB’ nin DNA’ ya 

bağlanmasının baskılanması,  p65’in  nükleer translokasyonunun engellenmesi ve NFkB 

degredasyonunun  artması ile gerçekleştiği bildirilmiştir (Deeb ve ark., 2011). Kolon 

kanser hücrelerinde çeşitli farklı ajanların NFkB yolağı üzerinden apoptotik etkilerinin 

incelendiği çok sayıda çalışma bulunmaktadır (Mahmoud ve ark., 2015; Rajitha ve ark., 

2016). Bu çalışmaların bir diğerinde ise, flavanoidlerin, NFkB yolağını inaktive etmek 

yoluyla HT29 kolon kanser hücrelerinin gelişimini durdurduğunu gösterilmiştir. Bir 

flavanoid olan metil 3.5 dikafeoil kinat’ ın HT29 insan kolon kanseri hücrelerinde NFkB 

aktivasyonunu inhibe ederek apoptozu ve hücre arrestini indüklediği gösterilmiştir 

(Rajitha ve ark., 2016). Bir başka çalışmada ise in vivo fare melanoma modelinde tarçın 

ekstraktının anti-kanser etkileri araştırılmış ve bu hücrelerde NFkB ve AP1 aktivitesini 

inhibe etmek yoluyla, artmış pro-apoptotik etki sergilediği Bcl-2, BcL-xL ve survivin 

gibi NFkB ve AP1 hedef genlerinin aktivitelerini inhibe ederken, pro-apoptopik genleri 

upregüle ederek tümör hücrelerinin aktif hücre ölümünü indüklediği gösterilmiştir 

(Kwon ve ark., 2010). 2011 yılında yapılmış bir çalışmada ise zerdeçal ve analoglarının 

iki farklı kolon kanser hücre serisi olan HT29 ve HCT116 hücre serileri üzerindeki 

etkileri araştırılmış ve bu analogların NFkB’ yi inhibe ettikleri, hayatta kalım yolaklarını 

inhibe ettikleri ve hücre döngüsünün ilerlemesini engelledikleri belirlenmiştir. G0/G1 
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fazında tutulumun transkripsiyon faktörü olan E2F-1 ve bu faktörün hedef geni TS ile 

ilişkili olarak gerçekleştiği de gösterilmiştir (Nagaraju ve ark., 2014). 

Ancak, literatürde NFkB aktivasyonunun çeşitli farklı ajanların apoptotik 

etkilerine aracılık ettiğine dair de pek çok çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmalardan 

birinde askorbil stearatın servikal kanser hücrelerini mitokondriyal membran 

permeabilitesinde değişiklik, sitokrom c salımı ve kaspaz 3 ve NF-kB aktivasyonu 

aracılığıyla apoptoza indüklediği bildirilmiştir (Mane ve ark., 2016). Bir başka çalışmada 

ise arsenitin 16-HBE hücre serisinde NFkB aktivitesinde artışa yol açarak apoptozu 

indüklediği bildirilmiştir (Chen ve ark., 2015). Aspirinin HT29 hücrelerinde apoptoz 

indükleyici etkilerine NFkB aktivasyonunun aracılık ettiği ve NFkB’nin pro ya da 

anti-apoptotik fonksiyonunun, apoptotik uyaranın doğası tarafından belirlendiği 

rapor edilmiştir (Kaltschmidt ve ark., 2000; Stark ve ark., 2007). Bir diğer çalışmada 

ise, NFkB aktivasyonunun inhibisyonu durumunda p53 bağımlı hücre ölümünün 

engellendiği bildirilmiştir (Ryan ve ark., 2000). Bir başka çalışmada ise NFkB 

aktivasyonunun, insan prostat kanser hücrelerinde antimitotik ilaçlar tarafından 

gerçekleştirilen hücre ölümünü arttırdığı da belirlenmiştir (Parrondo ve ark., 2010). 

Yapılmış olan tüm bu çalışmalarda, farklı ajanların kolon kanseri hücrelerinin 

canlılığı üzerine olan etkileri NFkB yolağı üzerinden araştırılmıştır. Besin katkı maddesi 

olarak yaygın kullanım alanı olan sodyum benozatın immün sistem hücreleri üzerindeki 

etkilerini NFkB yolağının inhibisyonu aracılığıyla gerçekleştirdiği gösterilmiştir. 

Sodyum benozatın kanser hücreleri üzerine olan etkilerinin in vitro olarak araştırıldığına 

dair bir çalışmaya ise literatürde rastlanmamıştır. Tüm bu literatür bilgilerinin ışığında, 

önerilen bu tez çalışmasında sodyum benozatın, kolon kanser hücrelerinin canlılığı 

üzerindeki etkileri, bu kanser tipinde aktif olduğu bilinen NFkB yolağı üzerinden 

araştırılmıştır.  
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2.GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Çalışmada Kullanılan Cihazlar 

Spektrofotometre (Spectramax), santirifüj (Beckman Coulter), steril kabin 

(Holten Lamin Air), CO2 İnkübatörü (Sanyo), otomatik pipetler (Gilson), su banyosu 

(Mettler), magnetik karıştırıcı (Velp Scientifica), pH metre (Sesa 1400), -20 ºC ve - 

80 ºC derin dondurucular (Heto, Sanyo, Bosch), buzdolabı (Arçelik), vorteks 

(Heidolph), elektronik terazi (Mettler Toledo), çalkalayıcı (Labnet İnternational), 

inverted mikroskop (Leica), floresan mikroskop (Olympus), spektrofotometre 

(Thermo), jel elektroforezi ve immunblotlama Bio-Rad tetra cell western blot cihazı, 

akım sitometri (Accuri C6) kullanıldı. 

2.2. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler 

RPMI 1640 medium, fetal bovine serum, penisilin/streptomisin, L-glutamin, 

PAA firmasından, , BSA, glisin, PBS, thiazol blue tetrazolium bromide (MTT), 

DMSO Sigma’dan Annexin V-PE, 7-AAD BD Biosciences’ dan, kaspaz-3 

kolorimetrik assay kit Abcam firmasından, , Bradford ajanı Bio-rad firmasından, 

temin edildi. 

2.3. Çalışmada Kullanılan Hücre Serisi 

Çalışmalarımızda Bert Vogelstein (Johns Hopkins University) tarafından 

hediye edilen HCT 116 kolon kanser hücre serisi kullanıldı. 
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2.4. Çalışmada Kullanılan Yöntemler 

2.4.1. Hücre Kültürü 

HCT 116 kolon kanser hücreleri, 75cm2’lik flasklarda, 37°C’de, %5 CO2 ile 

içeren etüvde, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve inaktif fetal sığır serumu 

(%10) içeren RPMI 1640 besiyerinde çoğaltıldı. Hücrelerin pasajlanması, %80 

yoğunluğa ulaştıklarında PBS ile yıkanmaları ve tripsinize edilerek kaldırılmaları 

yoluyla yapıldı. 

2.4.2. Hücre Sayımı ve Canlı Hücrelerin Belirlenmesi 

Deneylerimiz sırasında, hücreler, ölü hücrelerin mavi-mor renkte boyanarak 

ayırt edilmelerine olanak sağlayan Trypan mavisi boyasıyla boyandılar. Bu amaçla 

eşit hacimde (20 μl hücre süspansiyonu) Trypan mavisi ve hücre çözeltisi karıştırıldı. 

(Strober, 2001). Daha sonra, ml’deki hücre sayısının hesaplanmasına olanak veren 

Neubauer lamının üzerine bu hücre süspansiyonu konuldu. Lamın, bilinen hacme 

sahip karelerinde sayım yapıldı ve elde edilen hücre sayısı seyreltme faktörü (2) ve 

lamın 10
4
 çarpanı ile çarpılarak ml’deki canlı hücre sayısı elde edildi. Daha sonra, 

hücreler, 6 kuyulu plaklar için kuyu başına 10
6
 ve  96 kuyulu plaklar için kuyu 

başına 5x10
4 
shücre sayısında olmak üzere plaklara ekildiler.  

2.4.3. Hücre Canlılık Testi 

Çalışmamızda, sodyum benzoatın farklı konsantrasyonlardaki (0.75 mM, 1.5 

mM, 3 mM, 6,25 mM, 12 mM, 25 mM ve 50 mM) çözeltileri hücre kültür 

besiyerinde hazırlandı. HCT116 kolon kanser hücreleri 96 kuyulu plaklara ekildikten 

sonra bir gece inkübasyonda tutuldular. Ertesi gün, HCT116 kolon kanser 

hücrelerinin üzerindeki besiyeri atılarak yukarıda belirtilen konsantrasyonlardaki 
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sodyum benzoat hücrelere uygulandı. Kontrol grubundaki hücrelere sodyum benzoat 

uygulanmadı. 

Çalışmalarımız sırasında, hücre canlılığı, 3-(4,5- dimetiltriazol-2-il)-2,5-

difeniltetrozolium bromide (MTT) testi ile belirlendi. MTT testi, metabolik olarak 

aktif hücrelerin mitokondriyal süksinat dehidrogenaz enziminin tetrazolyum boyası 

ile verdiği reaksiyon sonucunda oluşan mor renkteki suda çözünmeyen formazan 

kristallerinin uygun çözücüde çözülerek absorbansının ölçümü  esasına dayanan bir 

testtir. MTT testi sonucunda oluşan mor rengin koyuluğunun, canlı hücre sayısı ile 

korelasyon gösterdiği bildirilmiştir (Mosmann, 1983).  

Çalışmamızda, MTT tozu, 5 mg/ml konsantrasyonda RPMI 1640 besiyerinde 

hazırlandı. Hücrelerin üzerindeki besiyeri atıldıktan sonra, 96’lık plakta her kuyuya 

20 μl MTT çözeltisi ve 100 μl besiyeri eklenerek 37°C’de, CO2 inkübatöründe 1 saat 

inkübe edildi. İnkübasyonun sonunda hücrelerin üzerindeki besiyeri-MTT karışımı 

atıldı ve her kuyuya 100 μl DMSO eklenerek oluşan formazan kristallerinin 

çözünmesi sağlandı. Daha sonra 550 nm’de spektrofotometrede absorbans ölçüldü. 

Sodyum benzoat uygulanmayan hücrelerin absorbans değeri %100 canlılık olarak 

kabul edildi ve diğer hücre gruplarındaki canlılık bu değerden hareketle yüzde olarak 

hesaplandı. 

2.4.4. Protein Miktar Tayini 

Çalışmamızda kaspaz aktivite tayini ve western blot için kullanılacak 

örneklerin  protein miktar tayini yapıldı (Bradford, 1976). Bu amaçla, 96 kuyulu 

plaklarda her kuyuya, 5 μl örnek ve 195 μl Bradford ayıracı konuldu. Karanlıkta, 5 

dakika, oda sıcaklığında inkübasyondan sonra 595 nm’de absorbans ölçüldü. 

Örneklerin protein tayini, farklı konsantrasyonlarda hazırlanmış standart BSA 

çözeltilerinden hareketle elde edilmiş olan standart BSA grafiğinden ve eşitliğinden 

hareketle yapıldı. 
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2.4.5. Kaspaz-3 Aktivitesi Tayini  

Farklı dozlarda sodyum benzoat uygulanan ve uygulanmayan HCT116 kolon 

kanser hücreleri liziz edilerek sitozolik lizatları hazırlandı ve sitozolik ekstrede daha 

önce de belirtildiği şekilde Bradford yöntemine göre protein tayini yapıldı. Elde 

edilen lizatların 100 μg’ı, 2xReaksiyon Tamponu/DTT ve kaspaz-3’ün substratı olan 

DEVD-pNA ile 96’lık plakta 1 saatlik inkübasyona bırakıldıktan sonra oluşan 

kolorimetrik ürünün absorbansı 405 nm dalga boyunda ölçüldü. Sodyum benzoat 

uygulanmayan hücrelerin kaspaz-3 enzim aktivitesi 1 kat olarak kabul edildi ve 

sodyum benzoat uygulanan hücrelerdeki kaspaz-3 aktivitesi bu hücrelere göre kat 

değişimi olarak hesaplandı. 

2.4.6. Annexin V-PE ve 7-AAD ile Apoptoz Tayini 

Annexin V-PE, apoptotik hücreleri belirlemek için kullanılan ve fosfotidil 

serine diğer fosfolipidlere kıyasla yüksek ilgiyle bağlanan bir boyadır. Annexin V 

bağlanması kalsiyum bağımlıdır ve Annexin V boyama protokolünde ifade edilmiş 

en uygun kalsiyum ve tuz konsantrasyonlarında gerçekleşmektedir. 

Hücreler 6’lık plaklara ekim yapılarak bir gecelik inkübasyona bırakıldılar. 

Ertesi gün etkileri belirlenecek olan sodyum benzoat ile 24 saatlik inkübasyona 

bırakıldılar. Bu inkübasyonun ardından kuyulardaki hücreler soğuk PBS ile iki kez 

yıkandıktan sonra 1x bağlama tamponunda ml’de 10
6
 hücre olacak şekilde 

karıştırıldılar. Bu solusyondan 100 μl alınarak üzerine 5 μl Annexin V-PE ve 5 μl 7-

AAD eklendi. Hücreler çok hafifçe vortexlenerek 15 dakika oda ısısında inkübe 

edildiler. İnkübasyonun ardından hücrelerin üzerine 400 μl 1xbağlama tamponu 

eklendi ve 1 saat içinde akım sitometride ölçüm gerçekleştirildi.  

Akım sitometri ölçüm sonuçlarına göre Annexin V-PE negatif ve 7-AAD 

negatif olan hücreler canlı, Annexin V-PE pozitif ve 7-AAD negatif olan hücreler 

erken apoptotik, Annexin V-PE pozitif ve 7-AAD negatif olan hücreler ise nekrotik 
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olarak değerlendirilmiştir. Sodyum benzoat uygulanan ve uygulanmayan 

hücrelerdeki bu popülasyonlar belirlenerek analiz edildiler. 

2.4.7. NFkB Translokasyonu ve Bcl-2 İçin Western Blot Analizi 

Sodyum benozatın HCT116 kolon kanser hücrelerinde NFkB p65 proteininin 

çekirdeğe göçü ve Bcl-2 proteini üzerindeki etkisini araştırmak amacıyla hücreler 6 

kuyucuklu plaklara ekildiler, bir gece sonra sodyum benzoat ile inkübe  edildiler. 

Sitozolik ekstre hazırlamak üzere, hücreler, PBS (phosphate buffered saline) ile 2 kez 

yıkanarak, yıkama işleminin ardından sitozolik-nükleer protein ekstraksiyon kiti 

kullanılarak parçalandılar. Örnekler 30 saniye 13,000 rpm de santrifüj edildikten 

sonra supernatanlar toplanarak protein konsantrasyonu Bradford Metodu ile 

saptanmıştır. Lizatlar, Western blot analizi gerçekleştirilmek üzere -80 
0
 C’ ye 

kaldırılmıştır.  

HCT116 hücre lizatları (20 μg protein), SDS-poliakrilamid jelde ayrıldıktan 

sonra, PVDF(poliviniliden florid) bir membrana 1 saat boyunca 100 V voltaj 

uygulanarak transfer edildiler ve membranlar transfer sisteminden çıkarıldıktan sonra 

apoptoz yolağında görevli olan anti-p65 ve Bcl-2 primer antikorları ile bir gece artı 4 

derecede inkübe edildiler. Sonraki aşamada  horseradish peroksidaz (HRP) ile 

konjuge sekonder antikorlar ile  oda ısısında 1 saat inkübasyon yapıldı. Bu son 

inkübasyonun ardından, proteinler, kemilüminesans (ECL) ajanı ile görünür hale 

getirildikten sonra protein ekspresyonunun analizi yapıldı (Karabay ve ark., 2015). 

2.4.8. İstatistiksel Analiz 

Elde edilen verilerin istatistiksel değerlendirmeleri için StatistiXL istatistik 

programı ile One way Anova Varyans Analizi Testi kullanılmıştır. Birbirinden 

bağımsız en az üç denemeden elde edilen 3 tekrarlı sonuçlar kullanılmıştır.  
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3.BULGULAR 

3.1. Sodyum Benzoatın HCT116 Kolon Kanseri Hücrelerinin Canlılığı Üzerine 

Etkisi 

Sodyum benzoat 0.39 mM-200 mM konsantrasyon aralığında değişen dozlarda 

HCT116 kolon kanser hücrelerine 24 saat süreyle uygulandı. 24 saatlik inkübasyon 

sonucunda, sodyum benzoatın 6,25 mM ve üzerindeki konsantrasyonlarda, kolon 

kanser hücrelerinin canlılığını anlamlı olarak azalttığı belirlendi. 200 mM sodyum 

benzoatın hücre canlılığını %100 azalttığı bulundu (Şekil 3.1.). MTT testi 

sonucunda, sodyum benzoatın kolon kanser hücreleri üzerindeki etkilerinin daha 

ayrıntılı olarak incelenebilmesi için doz aralığı 6.25 mM-50 mM olarak belirlendi.   

 

Şekil 3.1. HCT116 kolon kanser hücrelerinde MTT testi ile hücre canlılık sonuçları. 

Hücreler 0.39 mM-200 mM konsantrasyon aralığındaki sodyum benzoatla 24 

saat inkübe edildikten sonra MTT testi ile hücre canlılığı tayin edilmiştir. 

Sodyum benzoatın 6.25 mM- 200 mM arasındaki dozlarda hücre canlılığını doz 

bağımlı ve anlamlı olarak azalttığı belirlendi (*p≤0.05). 
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3.2. Sodyum Benzoatın HCT116 Kolon Kanser Hücrelerinin Apoptoz ve 

Nekrozu Üzerine Olan Etkileri 

MTT testinin sonuçlarından hareketle, HCT116 kolon kanser hücreleri 6.25 mM-50 

mM arasında değişen konsantrasyonlarda sodyum benzoatla 24 saat inkübe edildiler. 

24 saatin sonunda hücreler toplanarak gerekli işlemlerden geçirildikten sonra akım 

sitometride apoptotik/nekrotik hücre oranları belirlendi (Şekil 3.2.). Sodyum 

benzoatın uygulanan bütün dozlarında canlı hücre sayısını sodyum benzoat 

uygulanmayan hücrelere göre anlamlı (p≤0.05) olarak azalttığı ve erken apoptotik 

hücre sayısını anlamlı (p≤0.05) olarak arttırdığı belirlendi. 50 mM konsantrasyondaki 

sodyum benzoatın ileri apoptotik hücre sayısını anlamlı olarak arttırdığı, nekrotik  

hücre sayısında anlamlı değişikliğe yol açmadığı belirlendi (Şekil 3.2.).   
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Şekil 3.2.  Sodyum benzoatın HCT116 kolon kanser hücrelerinin apoptoz ve nekrozu 

üzerine olan etkileri. Hücreler 12.5 mM-50 mM konsantrasyon aralığındaki 

sodyum benzoatla 24 saat inkübe edildikten sonra akım sitometri ile canlı, 

apoptotik ve nekrotik hücre sayıları tayin edilmiştir. Sodyum benzoatın 12.5 mM- 

50 mM arasındaki dozlarda canlı hücre sayısını doz bağımlı ve anlamlı olarak 

azalttığı, aynı doz aralığında erken apoptotik hücre sayısını  doz bağımlı ve 

anlamlı olarak arttırdığı ve 50 mM sodyum benzoatın ileri apoptotik hücre 

sayısını sodyum benzoat uygulanmayan hücrelere göre anlamlı olarak arttırdığı 

belirlendi (*p≤0.05). Şeklin üst kısmındaki plot grafiği: a) Sodyum benzoat 

uygulanmayan HCT116 kolon kanser hücreleri, b) 12.5 mM sodyum benzoat, c) 

25 mM sodyum benzoat, d)) 50 mM sodyum benzoat uygulanan HCT116 kolon 

kanser hücreleri göstermektedir. Şeklin alt kısmındaki grafik, tekrarlı olarak elde 

edilen plotlardan toplanan verilerin ortalama ve standart sapmalarıyla 

gösterimidir. 
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3.3. Sodyum Benzoatın HCT116 Kolon Kanser Hücrelerinde Kaspaz 3/7 

Aktivitesi Üzerindeki Etkileri 

HCT116 kolon kanser hücreleri 6,25 mM-50 mM arasında değişen 

konsantrasyonlarda sodyum benzoatla 24 saat inkübe edildiler. 24 saatin sonunda 

hücreler toplanarak parçalandı ve eşit miktarda protein içeren lizatlar, 96 kuyulu 

plaklara ekildiler. Kaspaz-3/7 substratı Ac-DEVD-pNA ile 37 santigrat derecede 

inkübe edilen lizatlarda kaspaz 3/7 aktivitesi saptandı. Elde edilen bulgular, sodyum 

benzoatın 6.25 mM, 12.5 mM, 25 mM ve 50 mM konsantrasyonlarda kaspaz-3/7  

enzim aktivitesini anlamlı (*p≤0.05) olarak arttırdığını ortaya koydu. Kaspaz 3/7 

enzim aktivitesindeki en yüksek artış 50 mM sodyum benzoat uygulamasıyla elde 

edildi (Şekil 3.3.). 

 

Şekil 3.3. HCT116 kolon kanser hücrelerinde Kaspaz 3/7 aktivitesi. Hücreler 6.25-50 mM 

konsantrasyon aralığındaki sodyum benzoatla 24 saat inkübe edildikten sonra 

hücreler liziz edilerek kaspaz 3/7 aktivitesi tayin edilmiştir. Sodyum benzoatın 

bütün dozlarda kaspaz 3/7 aktivitesini sodyum benzoat uygulanmayan hücrelere 

göre anlamlı olarak arttırdığı belirlendi (*p≤0.05).  
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3.4.  Sodyum Benzoatın HCT116 Kolon Kanser Hücrelerinde NFkb 

Translokasyonu Üzerindeki Etkileri 

HCT116 kolon kanser hücreleri 6,25 mM-50 mM arasında değişen 

konsantrasyonlarda sodyum benzoatla 24 saat inkübe edildiler. 24 saatin sonunda 

hücreler toplanarak sitozolik ve nükleer proteinler izole edilerek eşit miktarda protein 

içeren lizatlar, SDS-PAGE’de elektroforeze tabi tutulduktan sonra jeller çıkarılarak 

membranlara aktarıldı. Membranlar, uygun primer ve sekonder antikorlarla 

inkübasyonun ardından kemilüminesans ajan kullanılarak CCD kamerada 

görüntülendiler. Sodyum benzoatın 6,25 mM-50 mM arasındaki dozlarda anlamlı 

olarak NFkB’nin sitozolden çekirdeğe göçünü arttırdığı belirlenmiştir (Şekil 3.4.). 

 

Şekil 3.4. NFkB p65 proteininin sitozol ve nükleustaki protein düzeylerinin western blot 

sonucunda membrandaki görünümü. Sodyum benzoatın 6.25 mM-50 mM 

arasındaki konsantrasyonlarda NFkB-p65 proteininin nükleer translokasyonunu 

anlamlı olarak arttırdığı belirlenmiştir (p≤0.05). 
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3.5. Sodyum Benzoatın HCT116 Kolon Kanser Hücrelerinde Bcl-2 Proteini 

Üzerindeki Etkileri 

HCT116 kolon kanser hücreleri 6,25 mM-50 mM arasında değişen 

konsantrasyonlarda sodyum benzoatla 24 saat inkübe edildiler. 24 saatin sonunda 

hücreler toplanarak sitozolik ve nükleer proteinler izole edilerek eşit miktarda protein 

içeren lizatlar, SDS-PAGE’de elektroforeze tabi tutulduktan sonra jeller çıkarılarak 

membranlara aktarıldı. Membranlar, uygun primer ve sekonder antikorlarla 

inkübasyonun ardından kemilüminesans ajan kullanılarak CCD kamerada 

görüntülendiler. Sodyum benzoatın 6,25 mM-50 mM arasındaki dozlarda Bcl-2 

proteini üzerinde anlamlı değişiklik yaratmadığı belirlenmiştir (Şekil 3.5.). 

  

Şekil 3.5. Bcl-2 proteininin sitozol ve nükleustaki protein düzeylerinin western blot 

sonucunda membrandaki görünümü. Sodyum benzoatın 6.25 mM-50 mM 

arasındaki konsantrasyonlarda Bcl-2 proteininin düzeylerinde anlamlı değişiklik 

yaratmadığı belirlenmiştir. 
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4.TARTIŞMA 

Sodyum benzoat, bakteriyostatik ve fungistatik özellikleri nedeniyle tüm 

dünyada çeşitli yiyecek preparatlarında yaygın olarak kullanılan koruyucu bir 

maddedir. FAO/WHO uzman komitesi, sodyum benzoatın vücut ağırlığı olarak kg 

başına 5 mg’lık günlük tüketimini güvenli olarak bildirmiştir. Ancak, araştırmalar 

sodyum benzoatın çok yüksek konsantrasyonlarda (2119 mg/kg) kullanıldığını 

göstermektedir (Dixit ve ark., 2008). İsveç fare modelinde, diyette %4 sodyum 

benzoat kullanımının 5 hafta içinde ölüm ya da büyüme depresyonuyle sonuçlandığı 

bildirilmiştir (Toth, 1984). Sodyum benzoatın karaciğer ağırlığını arttırdığı ve serum 

klinik parametrelerinde değişikliklere yol açarak hepatotoksisiteye yola açtığı, ancak 

kalp, dalak ve akciğer ağırlığını değiştirmediği gösterilmiştir (Fajitani, 1993). 

Sodyum benzoat, aynı zamanda üre bozuklukları, akut hepatik ensefalopati ve 

multipl skleroz gibi hastalıklar için tedavi edici bir ajan olarak da kullanılmaktadır 

(Branmachari ve Pahan, 2007; Sushma ve ark., 1992). FDA onaylı bir ilaç olan 

Ucephan, çocuklardaki üre döngüsü bozukluğu gibi hiperammonemi ile ilişkili 

hepatik metabolik defektlerin tedavisi için kullanılmaktadır (Gropman ve ark., 2007; 

Scaglia ve ark., 2004). Sodyum benzoatın küçük bir miktarının insanda idrarla dışarı 

atıldığı rapor edilmiştir (Bridges ve ark., 1970; Kubota ve ark., 1991). Bunun 

yanısıra non-toksik olduğuna ve içme suyunda kullanılabileceğine ve içme suyunda 

%2 sodyum benzoatın farelerde yaşam boyunca gözlenen yan etki sergilemediği 

bildirilmiştir (Toth, 1984). Son yıllarda diyet katkı maddelerinin kanser üzerindeki 

etkilerine ilişkin çalışmalar dikkat çekmektedir. Sodyum benzoatın kolon kanseri 

üzerine etkilerinin incelendiği bir çalışmaya ise literatürde rastlanmamıştır. 

Çalışmamızda sodyum benzoatın, HCT116 kolon kanser hücrelerinin canlılığı 

üzerindeki etkileri araştırılmıştır. 

Çalışmamızda sodyum benzoatın 6.25 mM ve 200 mM arasındaki 

konsantrasyonlarda HCT116 kolon kanser hücrelerinin canlılığını anlamlı olarak 

azalttığı belirlenmiştir. Literatürde, sodyum benzoatın splenositler üzerindeki 
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etkilerinin incelendiği bir çalışmada 6.9 mM sodyum benzoatın splenositler için en 

yüksek non-toksik doz olduğu belirlenmiş ve T ve B hücrelerindeki etkileri için bu 

doz seçilmiştir (Yadav ve ark., 2016). Bir başka çalışmada ise, sodyum benzoatın 

fare mikroglia hücrelerinde 0.2 mM-2 mM arasında değişen dozlarda LPS ile 

indüklenen iNOS bağımlı nitrit düzeyini azalttığı bildirilmiştir (Brachmachari ve 

ark., 2009). Ancak bu çalışmalar, sodyum benzoatın anti-enflamatuvar ve immün 

sistem hücreleri üzerindeki etkilerinin belirlendiği çalışmalar olup, sodyum benzoatın 

non-sitotoksik dozlardaki etkileri değerlendirilmiştir.  

Çalışmamızda, sodyum benzoatın 6.25 mM ve üzerindeki konsantrasyonlarda, 

sodyum benzoat ile tedavi edilmemiş HCT116 hücrelerine göre anlamlı olarak 

kaspaz-3 aktivitesini arttırdığı belirlenmiştir. Akım sitometri sonuçlarına göre, 

sodyum benzoatın uygulanan bütün dozlarında canlı hücre sayısını sodyum benzoat 

uygulanmayan hücrelere göre anlamlı (p≤0.05) olarak azalttığı ve erken apoptotik 

hücre sayısını anlamlı (p≤0.05) olarak arttırdığı belirlenmiştir. Bunun yanında, 50 

mM konsantrasyondaki sodyum benzoatın ileri apoptotik hücre sayısını anlamlı 

olarak arttırdığı, nekrotik  hücre sayısında anlamlı değişikliğe yol açmadığı 

belirlendi. Bu bulgular, sodyum benzoatın 6.25 mM ve üzerindeki dozlarda HCT116 

kolon kanser hücrelerinde apoptozu uyardığını ortaya koymaktadır. Literatürde 

sodyum benzoatın kolon kanser hücreleri üzerindeki etkilerinin incelendiği bir 

çalışmaya rastlanmamıştır ve bu çalışma ile sodyum benzoatın apoptotik etkileri ilk 

kez ortaya konulmaktadır.  

Çalışmamızda, ayrıca sodyum benzoatın, hücre proliferasyonu ve apoptozun 

kontrolünde hayatsal role sahip NFkB transkripsiyon faktörü üzerindeki etkileri de 

araştırılmıştır. Elde ettiğimiz bulgular, sodyum benzoatın 6.25 mM-50 mM 

konsantrasyonlar arasında NFkB’nin çekirdeğe göçünü anlamlı olarak arttırdığı 

belirlenmiştir. NFkB aktivasyonunun, Bcl-2 aile üyelerini ve kaspaz inhibitörlerini 

uyararak apoptozu inhibe ettiği (Lin ve Karin, 2007), proteozom inhibisyonu yoluyla 

IkBα proteininin akümülasyonunun, antiapoptotik NFkB’nin aktivasyonunu 

engellediği ve böylece tümör hücresinde apoptozun gerçekleştiği bildirilmiştir 

(Biswas ve Iglehart, 2006). Bu çalışmalar, NFkB aktivasyonunun özellikle, anti-
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apoptotik olarak davrandığını ortaya koymakta ve NFkB inhbisyonunun anti-kanser 

etkiler sergileyebileceği ve kanser için bir hedef olabileceğini ortaya koymaktadır. 

Ancak, literatürde, bazı ilaçların apoptotik etkilerini NFkB aktivasyonu ile 

gerçekleştirdiğine dair çalışmalar da bulunmaktadır. Aspirinin HT29 hücrelerinde 

apoptoz indükleyici etkilerine NFkB aktivasyonunun aracılık ettiği rapor edilmiştir 

(Stark ve ark., 2007). NFkB’nin pro ya da anti-apoptotik fonksiyonunun, apoptotik 

uyaranın doğası tarafından belirlendiği de bildirilmiştir (Kaltschmidt ve ark., 2000). 

2000 yılında yapılmış olan bir başka çalışmada ise, p53 indüksiyonunun, p53’ün 

apoptozu indükleme yeteneği ile korele olarak NFkB transkripsiyon faktörü 

aktivasyonunu arttırdığı ve NFkB aktivasyonunun kaybı ya da inhibisyonunun, p53 

bağımlı hücre ölümünü engellediği bildirilmiştir (Ryan ve ark., 2000). NFkB 

aktivasyonunun, insan prostat kanser hücrelerinde antimitotik ilaçlar tarafından 

gerçekleştirilen hücre ölümünü arttırdığı belirlenmiştir (Parrondo ve ark., 2010). Bu 

çalışmaların yanısıra, askorbil stearatın apoptotik etkilerinin araştırıldığı bir 

çalışmada, bu ajanın HeLa servikal kanser hücrelerini mitokondriyal membran 

permeabilitesinde değişiklik, sitokrom c salımı ve kaspaz 3 ve NF-kB aktivasyonu 

aracılığıyla kanser hücrelerini apoptoza indüklediği bildirilmiştir (Mane ve ark., 

2016). Bir başka çalışmada ise arsenitin 16-HBE hücre serisinde NFkB aktivitesinde 

artışa yol açarak apoptozu indüklediği bildirilmiştir (Chen ve ark., 2015). Bu tez 

çalışmasında da benzer şekilde, sodyum benzoatın sitotoksik ve apoptoz indükleyici 

konsantrasyonlarında NFkB’nin sitozolden çekirdeğe translokasyonunu ve 

dolayısıyla aktivasyonunu arttırdığı belirlenmiştir. Bizim de çalışmamızda elde 

ettiğimiz, sodyum benzoatın NFkB aktive edici etkisinin apoptozun indüksiyonuna 

aracılık etmiş olabileceği düşünülmektedir. Çalışmamızda, sodyum benzoatın 

NFkB’nin hedefleri arasında bulunan Bcl-2 proteini üzerindeki etkileri de belirlenmiş 

ve bu proteinin düzeyinde anlamlı değişiklik saptanmamıştır.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

1. HCT116 kolon kanser hücrelerinin 6.25 mM-50 mM konsantrasyon 

aralığındaki sodyum benzoat ile inkübasyonu sonucunda, hücre canlılığının 

anlamlı olarak azaldığı belirlendi. 

2. Akım sitometri analizi sonucunda, sodyum benzoatın HCT116 kolon kanser 

hücrelerinin canlılığını azaltıcı etkisini apoptoz aracılığıyla gerçekleştirdiği 

belirlendi. 

3. Sodyum benzoatın 6.25 mM-50 mM konsantrasyon aralığında kaspaz 3/7 

enzim aktivitesinin anlamlı olarak arttırdığı belirlendi. Sodyum benzoatın 

kaspaz 3/7 enzim aktivitesini en fazla arttırdığı doz 50 mM olarak 

belirlenmiştir. 

4. Sodyum benzoatın, apoptozda görev alan NFkB proteininin sitozolden 

çekirdeğe göçü üzerinde ise aktive edici etkiler sergilediği ve apoptotik 

etkileri üzerinde NFkB aktive edici etkilerinin de rol alabileceği 

belirlenmiştir. 

5. Sodyum benzoatın 6.25 mM-50 mM arasındaki dozlarda Bcl-2 proteini 

üzerinde anlamlı değişiklik yaratmadığı belirlenmiştir.  

6. Sodyum benzoatın apoptotik etki mekanizmasına yönelik yeni çalışmaların ve 

sodyum benzoatın NFkB arttırıcı etkisinden hareketle, NFkB ilişkili 

yolakların sodyum benzoat uygulanmasıyla ne şekilde değiştiği de ileri 

çalışmalar için önerilebilir. 
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ÖZET 

Sodyum Benzoatın HCT116 Kolon Kanser Hücrelerinde Canlılık Üzerine Etkisi 

 

Günümüze kadar, sodyum benzoatın biyolojik rollerine ilişkin çeşitli in vitro 

ve in vivo çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışmalarda sodyum benzoatın glial hücrelerde, 

astrositlerde ve peritoneal makrofajlarda anti-inflamatuvar etkiler gösterdiği; 

nörodejeneratif hastalıklarda nörotropik faktörleri uyararak oksidatif stresi azalttığı 

bildirilmiştir.  Sodyum benzoatın anti-inflamatuvar etkilerine aracılık eden yolaklar 

arasında NFkB yolağının inhibisyonu da yer almaktadır. NFkB, hücre 

proliferasyonunun regülasyonu, hücrenin sağ kalımı, kemoterapiye direnç oluşumu, 

metastaz, anjiyogenez gibi çok sayıdaki biyolojik olguda görev yapan bir 

transkripsiyon faktörüdür. Hücresel streslere yanıt olarak aktive olduğunda 

sitozolden nukleusa göç ederek, burada hücrenin kaderini belirleyecek çok çeşitli 

genlerin ekspresyonunu uyarmaktadır. Aralarında kolon kanserinin de yer aldığı pek 

çok  kanser tipinde NFkB’ nin aktive olduğu bildirilmiş ve bu aktivasyon kanserle 

ilişkilendirilmiştir. Bu nedenle NFkB’ nin hedeflenmesi anti kanser terapiler için 

önemli bir yaklaşım oluşturmaktadır. Diğer taraftan, NFkB aktivasyonuna paralel 

olarak apoptoz indüksiyonun gerçekleştiği çeşitli kanser hücre modellerinin varlığı 

ve bunun yanısıra NFkB aktivasyonunun uyaran tipine bağlı olarak anti ya da pro 

apoptotik etkiler sergileyebildiği de bildirilmiştir. Bütün bu bilgilerden hareketle, 

sodyum benzoatın HCT116 kolon kanser hücre ölümü üzerindeki etkileri NFkB 

proteini ve bu proteinin hedefleri arasında yer alan Bcl-2 üzerinden araştırılmıştır. 

HCT116 kolon kanser hücrelerinin 6.25 mM-50 mM konsantrasyon aralığındaki 

sodyum benzoat ile inkübasyonu sonucunda, hücre canlılığının anlamlı olarak 

azaldığı, kaspaz 3/7 enzim aktivitesinin anlamlı olarak arttığı ve apoptotik hücrelerin 

sayısının anlamlı olarak arttığı bildirilmiştir. Sodyum benzoatın, apoptozda görev 

alan NFkB proteininin sitozolden çekirdeğe göçü üzerinde ise aktive edici etkiler 

sergilediği ve apoptotik etkileri üzerinde NFkB aktive edici etkilerinin de rol 

alabileceği belirlenmiştir. Sodyum benzoatın 6.25 mM-50 mM arasındaki dozlarda 

Bcl-2 proteini üzerinde anlamlı değişiklik yaratmadığı belirlenmiştir. Sodyum 

benzoatın apoptotik etki mekanizmasınave etkilerine aracılık edenNFkB ilişkili 

yolakların belirlenmesi de ileri çalışmalar için önerilebilir. 

Anahtar Kelimeler: HCT116, kolon kanseri, sodyum benzoat, apoptoz 
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SUMMARY 

The effects of benzoic acid on HCT116 colon cancer cell viability 

Until now, various in vitro and in vivo studies have been made investigating the 

biological roles of benzoic acid. In these studies, sodium benzoate has been shown to 

exert anti-inflammatory actions in glial cells, astrocytes and peritoneal macrophages, 

inhibit oxidatif stress by inducing neurotrophic factors in neurodegenerative diseases 

and possess beneficial effects in learning and memory functions. NFkB is a 

transcription factor which mediates various biological processes such as the 

regulation of cell proliferation, survival, resistance to chemotherapy, metastasis and 

anjiogenesis. Upon activation, NFkB translocates to the nucleus to induce the 

expression of various genes which determine cell fate. NFkB has been reported as 

constitutively active and dysregulated in various types of cancer and this activation 

has been linked with cancer. Therefore, targeting NFkB is an important approach for 

anti-cancer therapies. Colon cancer is one of the cancer types which exhibits 

constitutive NFkB activation and various agents have been shown to decrease colon 

cancer cell viability by targeting NFkB. However, in some colon cancer cell lines, it 

was shown that NFkB activation can also modulate, induce and accompany 

apoptosis. Since sodium benzoate has been shown to inhibit NFkB in different cell 

types and NFkB is closely related to inflammation and cancer, it is thought that 

sodium benzoate may effect the viability of colon cancer cells. In our knowledge, the 

effects of sodium benzoate on colon cancer cells have not been investigated until 

now. In this study, the effects of sodium benozate were examined on colon cancer 

cells. HCT116 colon cancer cells were incubated with different concentrations of 

sodium benzoate for different time intervals and after incubations, it was found that 

sodium benzoate diminished cell viability and induced apoptosis of HCT116 colon 

cancer cells at 6.25 mM-50 mM concentration range. Increased caspase 3 activity 

and NFkB translocation from cytosol to nucleus accompanied apoptosis of cells. We 

could not find significant change in Bcl-2 expression after sodium benzoate 

treatment. Our results showed that sodium benzoate induced apoptosis and activated 

NFkB in HCT116 cells and further research is needed to explore its effects on colon 

cancer cells via NFkB modulation.  

Key Words: HCT116, colon cancer, sodium benzoate, apoptosis 
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