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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

LIKOPENIN ER(+) HeLa VE LNCaP KANSER HUCRELERI UZERINDE
ANTIKARSINOJENIK AKTIVITESININ DEGERLENDIRILMESI

Sinem ILGIN

Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dalr
Danisman:Yrd.Do¢.Dr. Biilent ERGUN
2004

Likopen domates basta olmak iizere kirmiz1 sebze ve meyvelerde bulunan
kemopreventif ve antikarsinojenik etkili karotenoid yapili biyoaktif bir bilesendir.
Antikarsinojenik etkisi ¢esitli hiicre kiiltiiri, hayvan modelleri ve epidemiyolojik
caligmalarla gosterilen likopenin bu etkisinde ¢esitli mekanizmalarin rol aldig
bildiritmistir. Bu calismada likopen ve standart madde olarak kullanilan (-
karotenin, NIH3T3 fibroblast, LLNCaP prostat kanseri ve HeLa serviks
adenokarsinoma hiicreleri iizerindeki antikarsinojenik aktiviteleri ve bu
aktivitenin etki mekanizmasinda Ostrojenik reseptorlerin rolii incelenmistir.
Sitotoksik aktiviteyi saptamak ic¢in BrdU, MTT ve TNF test yontemleri
uygulanmistir. Sonu¢ olarak likopenin LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde
antikarsinojenik ctkili oldugu, bu etkide likopenin 6strojenik aktivitesinin dnemli
rol oynadigt ve Hela serviks adenokarsinoma hiicrelerinin proliferasyonunu

indiikledigi goriilmiistiir.

Anahtar Kkelimeler: likopen, antikarsinojenik aktivite, prostat Kkanseri,

serviks kanseri, hiicre kiiltiirii



ABSTRACT
Master of Science Thesis

CONSIDERATION OF ANTICARCINOGENIC ACTIVITY OF
LYCOPENE ON ER(+) HeLa AND LNCaP CANCER CELLS

Sinem ILGIN

Anadolu University Graduate School of Health Sciences Department of

Pharmaceutical Toxicology

Supervisor:Assist.Prof. Biilent ERGUN
2004

Lycopene is an anticarcinogenic and chemopreventive carotenoid bioactive
compound which is present primarily in tomatoes and the other red vegetables:
The beneficial health effects of lycopene have been indicated with several cell
culture studies, animal models and epidemiological studies. It has been reported
that several mechanisms play an important role in the anticarcinogenic activity of
lycopene. In this study, the anticarcinogenic activities of lycopene and B-carotene
which is used as a standard and role of the oestrogenic mechanisms in this
activity have been investigated on NIH3T3 fibroblast, LNCaP prostate cancer and
HeLa cervix adenocarcinoma cells. BrdU, MTT and TNF test procedures have
been applied to determine of cytotoxic activity tests. Results have shown that
lycopene has anticarcinogenic activity on LNCaP prostate cancer cells and
oestrogenic mechanisms have an important part in this activity. On the other hand,
it has been observed that lycopene induces the proliferation of HelLa cervix
adenocarcinoma cells.

Keywords: Lycopene, anticarcinogenic activity, prostate cancer, Cervix cancer,

cell culture
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1. GIRiS

Kanser ve Kkardiyovaskiiler hastaliklar, giinimiizde oliimle sonuglanan
hastaliklarin baginda gelmektedir. Bu hastaliklarin gelisiminde genetik faktorler
ve yas kadar, beslenmenin de 6nemli bir risk fakttiriil oldugu bilinmektedir [1, 2,
3]. Kanser konusundaki yeni yaklasimlara gore hastalik olustuktan sonra tedavi
etmek yerine kanser olusumunun engellenmesi hedeflenmektedir. Bu nedenle
ozellikle kemopreventifler, nutrasotikler ve antioksidanlar gibi kimyasal gruplar
giderek deger kazanmaya baslamistir. Bu gruplar genellikle besinlerin icerdigi
dogal bilesenlerdir. Kanser ve diger hastaliklar lizerine bu maddelerin etkilerinin
desteklenmesi amactyla son yillarda yapilmis olan pek cok caliyma olmasina
ragmen bu gruplann icerdigi kimyasal maddelerin ¢oklugu sebebi ile tizerinde
halen arastirma yapilmas: gereken daha pek cok madde bulunmaktadir.

Hiicrelerin yaslanma sebeplerinin baginda oksidatif stres gelmektedir.
Oksidatif stres aym1 zamanda kanserlesmede de rol oynayan bir faktor oldugu icin
antioksidan bilesikler ve ©zellikle dogal antioksidanlar giderek deger
kazanmaktadir. Oksidatif stresin driinleri olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
rolii ve biyomolekiiller iizerindeki oksidatif hasar, kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklarn patojenezisinde onemli rol oynamaktadir. Sebze ve meyvelerin artan
tuketimi ile bu hastaliklara yakalanma riskinin azaldifi diisiiniilmektedir.
Fitokimyasal bilesiklerle yapilan pek c¢ok calismada bu diisiinceyi
desteklemektedir [1, 2, 4, 5].

Giiniimiizde gittikce deger kazanan nutrasétikler icerdikleri antioksidan
maddelerin etkilerinden dolay1 ya preparat haline getirilerek ya da standardize
edilerek bitki standart ekstresi halinde kullanima sunulmaktadir.

Antioksidan maddeler i¢inde 6nemli bir grubu olusturan karotenoidler 600
kadar iiyesi olan biiyiik bir pigment grubudur ve bitkilerde oksidatif strese kars:
koruyucu olarak sentezlenmektedirler. En ©onemli karotenoidler arasinda o-
karoten, B-karoten, likopen ve lutein yer almaktadir. Gunliik tiiketimde kullanilan
meyve ve sebzelerde en fazla bulunan karotenoid yapili bilesiklerin baginda B-
karoten ve likopen gelmektedir [1, 2]. Yapilan bir ¢aligmada, likopenin B-

karotenden iki kat ve o-tokoferolden on kat etkili bir serbest radikal siipiiriicii



bilesik oldugu gosterilmistir [2]. Bu nedenle, yapilan deneylerde [-karoten
standart madde olarak kullanilmastir.

Likopen domates basta olmak {izere kirmizi sebze ve meyvelerde bulunan
biyoaktif bir bilesendir. Kemopreventif etkisi nedeniyle likopenin basta prostat
kanseri olmak lizere pek cok kanser tiiriine ve kalp hastaliklarina yakalanma
riskini azaltabilecegi ¢esitli epidemiyolojik calismalarla gosterilmistir. Karotenoid
yapili bir bilesik olan likopenin bu etkilerinin antioksidan 6zelligine ve/veya
immunomodiilator aktivitesine bagh oldugu diisiiniilmektedir [1]. Kemopreventif
etkili oldugu bilinen likopenin bu etkisinde antioksidan mekanizmalarin yani sira
hangi mekanizmalann etkili oldugu heniiz yeterince aydinlatilamamistir. Bu
konuda, daha c¢ok epidemiyolojik ¢aligmalar yapilmis olup hiicre kiiltlirlerinde
yeterli ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda,

- Kemopreventif aktivitesi bilinen likopenin kontrol grubu olarak
kullanilan NIH3T3 fibroblast hiicrelerine karsi LNCaP prostat
kanseri ve Hela serviks adenokarsinoma hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkilerinin incelenmesi,

- Prostat kanseri gelisimini oOnleyici etkisi oldugu ileri siirtilen
likopenin, prostat kanser hiicreleri iizerinde antikarsinojenik
aktivitesinin arastirilmast,

- Antikarsinojenik aktivite etki mekanizmasinda Ostrojenik reseptorler
ile olan iliskisinin degerlendirilmesi

amaglanmistir.



2. LITERATUR BIiLGISi

2.1. Biyoaktif Bilegikler

ROT’ u inaktive eden ve oksidatif hasardan korunmayr saglayan gldalardak1
ant10k31danlar biyoaktif molekiiller olarak adlandinlirlar [1]. Bu biyoaktif
bilesikler, bitkisel iiriinlerde ve lipidce zengin besinlerde kii¢iik miktarlarda dogal
olarak meydana gelen ve besin degerini arttiran bilesiklerdir [6]. Bitkisel kaynakl
biyoaktif bilesikler flavonoidler, fitoostrojenler, bitki sterolleri, isoflavonlar,
organosiilfiir bilesikler, likopen ve resveratrol’ diir [1, 6]. Bu fitokimyasal
bilesenlerin, hormonal metabolizma ve oksidatif hasar iizerine etkilerinin, sahip
olduklart kemopreventif aktiviteden kaynaklandigi diistiniilmektedir [1].
Epidemiyolojik bulgular da ¢esitli kanser tiirleri ve kardiyovaskiiler hastaliklarda
meyve ve sebze agirlikli diyetlerin koruyucu roli oldugunu gostermistir [1, 3, 6, 7
]. Tablo 1’ de bazi biyoaktif bilesiklerin biyolojik etkileri verilmistir [6].

Tablo 1 [6] kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar lizerinde bazi biyoaktif

bilesiklerin biyolojik etkileri

2.2. Karotenoid Bilesikler

Karotenoidler bitkiler, algler ve bakteriler tarafindan sentezlenen kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklara kars: koruyucu 6zelligi olan pigment gurubudur [8, 9,
11, 12]. Kimyasal yap:i olarak karotenoidler, u¢ uca baglanarak birlesen iki
tetraterpen  iinitesinden olugmaktadirlar. Son gruplarin siklizasyonu ile
karotenoidler bir veya iki halkaya sahiptir. Karbon ve hidrojen atomlarinin
yaninda oksijen atomu da tastyabilirler [1]. Dogada yaklasik olarak 600 cesit
karotenoid bulunur [10, 11, 13]. Bunlann bazilan saf hidrokarbon (karoten).
halindeyken bazilani da oksijenli fonksiyonel gruplar (ksantofiller) halinde
bulunur [13]. a-karoten, P-karoten, P-kriptoksantin, lutein ve likopen major
plazma karotenoidleridir [4, 11, 13]. B-karoten, cesitli meyve ( mango, kayist,
kantalup ) ve sebzelerde ( havug, kirmizi biber, kabak, taze patates ve yesil
yaprakli sebze ) bulunurken o-karoten havug, kabak, bal kabaginda bulunur. -
kriptoksantin mango, kayisi, kantalup, havug, kirmiz: biber, taze patates ve yesil

yaprakh sebzelerde bulunmaktadir [13]. Besinlerden karotenoidlerin



Tablo 2.1. [6] kardiyovaskiiler hastalik ve kanser igin se¢ilmis biyoaktif bilesiklerin potansiyel olarak saglifa yararlan

Biyoaktif Bilesik

Ornekler

Kaynaklar

Flavanoidler
Flavonoller

Flavonoller

Kuersetin, kamferol, katesin

Epikatesin, epigallokatesin, epikatesin-

3-gallat, epigallokatesin-3-gallat

Sogan, elma, ¢ay, ¢ilek, zeytin, brokoli,
kirmuzt garap, kakao / ¢ikolota, kiviretk
salata

Yegil / siyah gay, kokoa / gikolata

Bilinen Yararh Biyolojik Etkiler

L TC, | LDL-C oksidasyon, { tiimor
baglamast / gelismesi, Ltimor
baslamasi / gelisimi, AOy, THDL-C
 tiimér baglamasi / gelisimi, apoptozis,
karsinojen detoksifikasyonu,
antimutajen,AQy, lLDL-C
oksidasyonu

Fitogstrojenler
Lignanlar, koumestran

Enterolakton, enterodial, koumestrol

Kabayonca, karanfil

l LDL- C, AOy, 6strojen / antiGstrojen

{soflavonlar

Genistein

Bakla, bezelye

 TCve LDL-C, | LDL-C
oksidasyon, { trombozis, 4 TG, bstrojen
/ antivstrojen,  anjiojenezis,T HDL- C,

AOy; olumsuz etki: prokarsinojen
potansiyeli

Resveratrol

Uziim, kirmizi sarap, yerfistif

lLDL-C oksidasyon, d trombozis,
tiimor baglamasi / gelisimi, Gstrojen
fantiostrojenkarsinojen
detoksifikasyonu, antimutajen, AOy

Likopen

Domates, domates iiriinleri

L LDL- C ve LDL- C oksidasyon, AOx,
antimutajen

Organosiilfir bilesikleri .

Allisin, diallil sulfit, diallil distlfit, allil

merkaptan

Sarimsak, sofan, pirasa

4 TCve LDL- C, I TG, 4 kolesterol, 4
BP, | trombozis, karsinojen
detoksifikasyonu,  timér gelisimi,
AOy; olumsuz etki: tiimor gelisim

potansiyeli?

AOx:Antioksidan aktivite TC:Total kolesterol TG:Trigliserid LDL-C:Diigilk yogunluklu lipoprotein kolesterol HDL-C:Yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol
BP:Kan basinct  CVD:Kardiyovaskiiler hastaliklar



biyoyararlammimin 6lgiilmesi, plazma karotenoid igeriginde veya plazma triagil
gliserolce zengin fraksiyonunda olusan artigin gézlenmesi ile degerlendirilir [8].

Karotenoidler, hidrofobik maddeler olduklarindan sudaki ¢oziiniirliikleri
zayif, tetrahidrofuran (THF) veya dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi organik
coziiclilerdeki gijziiniiriiikleri fazladir [4, 8, 9, 14]. Bu nedenle karotenoidlerin
stok soliisyonlan THF’ da hazirlanirken calisma soliisyonlart etanol ile stok
soliisyonun seyreltilmesiyle hazirlanmaktadir [4]. Karotenoidlerin sahip olduklar
uzun polien yapisi, onlarin UV isigim absorblamasina ve oksidasyona karsi
duyarhliginin artmasina neden olmaktadir [13]. Karotenoidler atmosferik oksijen
ve 151k ile renksiz bozulma iriinlerine oksitlendiklerinden antioksidan ilavesi
sarttir. Bu nedenle karotenoid ¢ozeltilerine, karotenoidlerin oksidatif kayiplarim
onlemek icin askorbik asit ilave edilir [4]. Karotenoidler 70 °C’ den daha yiiksek
sicakliklarda saklandiginda ve / veya tekrar edilen eritme, dondurma islemleri
sirasinda veya depolama esnasinda bozulabilir [15].

Karotenoidler, immiinomodiilasyon hiicreleraras1 gegit bolgelerindeki (gap
juction) iletimi saglayan, karsinojen metabolizma enzimlerini indiikleyen,
fotoproteksiyon ve antioksidan ozelliklere sahip maddelerdir [11]. Bilindigi gibi
DNA veya membranlardaki oksidatif hasar kanser gelisiminde ©nemli rol
oynamaktadir [5]. Karotenoidler serbest radikallerle baglayan bu reaksiyonlara
ozellikle de lipid peroksidasyonuna engel olurlar. Bu pigment grubunun radikal
siipiiriicl  etkilerinin yaninda degisik hiicre dizilerinde antineoplastik ve
antiproliferatif etkileri de bulunmaktadir [7, 16]. Bu pigment grubunun
antikarsinojenik aktivitesini agiklamak i¢in iki tane teori 6ne sliriilmiistiir. Bu
teorilerden bir tanesi, onlarn vitamin A prekiirsorii olmalan veya antioksidan
ozellige sahip olmalérma‘ bagh aktivite, bir digeri ise likopen veya kantaksantin
gibi provitamin A olmayan karotenoidlerin kanseri onleyici etkileri ile iligkili
gosterdikleri biyolojik aktivitedir [1].

Karotenoidlerin kardiyovaskiiler hastaliklar iizerine de etkili oldugu
bilinmektedir. Bilindigi gibi diiz kas hiicrelerinin (smooth muscle cells- SMC)
cogalmas: arteriyal duvarlanin degisimi ile olusan ateroskleroziste onemli rol
oynar. SMC ¢ogalmasinin inhibisyonu, karotenoidlerin aterosklerozis gelisiminde

etkili olan mekanizma olabilecegi diisliniilmektedir. Yapilan bir caligmada



karotenoidlerin insan aortik diiz kas hiicrelerinde DNA sentezi lizerine etkisi
aragtirllmigtir. Likopenin -karoten’ e gore konsantarsyona bagli olarak daha
gliclii bir inhibitdr oldugu ortaya ¢ikmistir. Karotenoidlerin bu etkisinin muhtemel
mekanizmasi protein kinaz C (PKC) aktivitesinin inhibisyonudur. PKC hiicreyi
¢ogalmaya gotiiren sinyal transdiiksiyon yolaginda onemli bir habercidir. Bunun
yaninda hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu kiiltiirde karotenoid tirinlerinin (-epoksi,
-peroksi, -hidroksi tiirevleri) ve metabolitlerin olusumuna ve antioksidan
ozelliklerine de bagli olabilecegi diisiiniilmektedir [16].

Karotenoidler gen ekspresyonunda etkili olabilmektedirler. Omegin
C3H/10T1/2 hiicrelerinde provitamin A veya antioksidan dzelliklerinden bagimsiz
olarak konneksin 43 gen ekspresyonunu diizenleyerek hiicreler arasi gegit
bolgelerinde iletimi arttirabilmektedir [16].

Karotenoidlerin etkilerini aciklayan diger bir mekanizma, likopen veya
zeaksantin gibi provitamin A olmayan karotenoidlerin etkisini agiklamamasina
ragmen [-karoten’ in provitamin A 6zelligiyle ilgilidir. One siiriilen bagka

mekanizma da karotenoidlerin biiyiime faktorlerinin etkilerini engellemesidir [16].

2.2.1. Likopen

Likopen bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan fotosentez esnasinda 15181
absorblamak ve fotosensitizasyona kars1 korunmak icin sentezlenen dogal bir
pigmenttir. Kirmizi sebze ve meyveler likopen kaynagidir [1, 2]. Ozellikle
domateste bulunan likopen, karotenoidler arasinda en giiclii antioksidan aktiviteye
sahip olan karotenoiddir [1, 2,7, 9, 11, 17, 18].

2.2.1.1. Likopenin kimyasal yapisi

Likopen molekiilti 40 karbon atomlu, lineer sirada dizilmis 11 konjuge ve 2
konjuge olmamus ¢ift bag iceren agik hidrokarbon zincirinden olugmaktadir [1, 2,
14, 17, 19]. Bu ¢ift baglarn 151k, termoenerji ve kimyasal reaksiyonlar esnasinda
izomerizasyona ugrayabilecegi gosterilmistir [1, 2, 19]. Likopenin tiim trans
formlan, 5-cis, 9-cis, 13-cis ve 15-cis formlan aydinlatilmistir [1, 2, 19]. Sekil 1’

de likopenin kimyasal yapis1 verilmistir.



Sekil 1 [1] Likopenin kimyasal yapist

Molekiiler formiili CysoHss, molekil agirhign 536,85 daltondur [1, 2].
Likopen lipofilik bir bilesik olup suda ¢6ziinmez [1, 2, 9]. Kirmizi pigment
maddesidir. Polien zincirindeki uzun kromofor likopenin bu kirmizi renginden
(472 nm) ve antioksidan aktivitesinden sorumludur [19]. Likopenin petrol eteri ile
hazirlanan ¢ozeltisinin goriiniir 151kta Amax’ 1 472 nm ve E * 3450 dir. Likopen, -

ionon halka yapis1 tasimadigi i¢in provitamin-A aktivitesi gostermez [1].

Biyosentezi : Likopen renksiz karoten, fitoenden (7, 8, 11, 12, 7’, 8’, 11’, 12'-
oktahidro karoten) dort desatiirasyon reaksiyon serisiyle sentezlenir. Bu
reaksiyonlar yiiksek bitkilerin plastidlerinde meydana gelmekte ve iki membran

desatiirazlan tarafindan katalize edilmektedirler [19].

2.2.1.2. Likopen iceren besin kaynaklari

Domates ve domates kaynakls iirlinler besinlerdeki likopenin % 85’ inden
fazlasini olusturur [1, 2, 6, 17, 19, 20]. Karpuz, greyfurt, kayisi ve papaya diger
likopen kaynaklanidir [1, 6, 19]. Tablo 2’ de bazi sebze ve meyvelerdeki likopen
miktan verilmektedir.

Tablo 2 [1] sebze ve meyvelerdeki likopen miktari

Meyveler / Sebzeler Likopen (ug/ g)
Domates 8,8-42
Karpuz 23 -172
Guava 54
Greyfurt 33,6
Papaya 20-53
Kayist <0,1




Domateste meydana gelen likopen miktart domatesin ¢esidine gore
degismekte ve meyvenin olgunlasmasiyla artmaktadir [1, 2, 6]. Tiim trans formlar
¢ig domatesteki likopenin izomerik formudur ve transtan cis izomerizasyonuna
doniiglim pigirme, besin lretimi ve depolama esnasinda gerceklesir [1, 2, 19].
- Pisirme veya besin {iretimi esnasinda cok kiiclik miktarlarda likopen kaybi goriiliir
[1, 2]. Domates suyu, ketgap, domates ¢orbasi, pizza, spagetti diyetteki baglica
likopen kaynaklanidir [1, 19]. Tablo 3’ de domates ve bazi domates kaynakli
riinlerdeki likopen miktan verilmektedir.

Tablo 3 [1] domates ve domates kaynakli besinlerin icerdigi likopen miktari

Domates Uriinleri Likopen (ug / g agirlik)
Taze domates 8,8-42
Pisirilmis domates 37
Domates salgasi 62
Domates ezmezi 54 - 1500
Domates ¢orbast 79,9
Domates tozu 1126,3 — 12649
Domates suyu ' 50-116
Pizza 127,1
Ketcap 99 -134,4

2.2.1.3. Likopenin absorbsiyonu, metabolizmasi ve dokulardaki dagilimm

Likopen besinle alindiktan sonra lipid misellerle birlesip pasif difiizyonla
intestinal mukozadan absorbe olduktan sonra silomikronlarla birleserek karacigere
tasinmak igin lenfatik sisteme saliverilir. Daha sonra lipoproteinlere baglanarak
farkh organlara tagimir [1, 2]. Karotenoidce zengin gidalarin tﬁketilmesinden sonra
bireyler arasinda goriilen plazma likopen seviyesindeki farkliliklar, bu bitki
pigmentlerinin absorbsiyonunun ve biyoyararlaniminin genetik, fizyolojik ve
metabolik faktorlerden etkilendigini gostermektedir [1, 2, 8, 17, 19]. Uretim
esnasinda besin matriksinden likopenin saliverilmesinde kullamilan 1si,
izomerizasyonu indiikleyerek tiim formlarin biyoyararlanimini arttirmaktadir [1,
2, 6]. Sicakta islenerek hazirlanan besin kaynaklarindan likopen absorbsiyonu,

islenmemiglere gore daha fazladir. Yine yag icerigi zengin diyetlerdeki likopen



absorbsiyonu da daha fazladir. Islenmis domatesteki likopenin biyoyararlantminin
fazla olmas, likopenin cis izomerlerinin biyoyararlaniminin trans formundan daha
fazla oldugunu gostermektedir [1, 2, 19]. Ciinkii cis izomerler safra asit misellerde
ve birlestigi silomikroniarda daha fazla ¢oziinmektedir. Her bir karotenoidin
absofbsiyonu bagka bir karotenoidin absorbsiyonunu antagonize etmektedir,
ornegin kantaksantin likopenin absorbsiyonunu inhibe eder [19]. Bunun yam sira
likopen, P-karoten ile birlikte alindifinda, tek alinmasina goére daha fazla
biyoyararlanim gostermektedir [1].

Likopen insan plazmasinda bulunan en 6nemli karotenoid olup yaklasik 2-3
giinliik yanlanma 6mriine sahiptir. Insan plazmasindaki likopen, izomerik karisim
halindedir ve bunun yaklasik % 50’ sini cis formlar olustururken, trans formlari
ise likopenin bitkilerde en ¢ok bulunan izomeridir [1, 2]. Likopen alindiktan sonra
plazmada once ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) ve silomikronlara,
sonra diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve yiiksek yogunluklu lipoproteinlere
(HDL) baglanir. En yiiksek seviyeleri LDL’ de bulunur. Likopenin serum
konsantrasyonlart 50 nm ~ 900 nm araliginda degismektedir [19].

Erkek ve kadinlar arasindaki serum likopen seviyesi farkliliklar1 nemli
degildir. Kadinlarda kan likopen seviyesi menstural donem fazlarindan etkilenir.
Sigara icen ve igmeyenlerin serum likopen seviyeleri karsilastirildiginda 6nemli
bir fark bulunmamustir. Ancak sigara igenlerde li¢ sigarayr takiben lipid
peroksidasyonundaki % 40’ Ik artisla birlikte serum likopen seviyesi % 40
diismektedir. Benzer olarak sigara dumanina invitro maruz birakilan taze
plazmada likopen ve diger lipofilik antioksidan seviyelerinin diistiigi
gozlenmigtir. Alkol tiiketiminin de serum likopen seviyesini degistirdigi
bulunmustur [1].

Likopenin metabolizmas: hakkinda bilinenler oldukg¢a azdir. 5,6-dihidroksi-
5,6-dihidro likopen, 2,6-siklolikopen-1,5-diol insan plazma ve dokusunda bulunan
likopen metabolitleridir [1, 19]. Likopen  oksidasyonla epoksidaz forma
doéniigebilir, sonra metabolik rediiksiyonla 5,6-dihidroksi-5,6-dihidro likopen
olugabilir [1]. Tum oksijenli likopenler oksidasyon tiriiniidiir [19].

Likopenin insan dokularinda biriktigi bilinmektedir [1, 19]. Domates

suyunun uzun periyotta ve asiri miktarda tilketimi sonunda deri ve karacigerde



likopenemi ad1 verilen renklenme olusur [1]. Likopen dagilimu biitiin dokularda
ayni degildir [1, 2, 19]. Dagilimdaki bu farkliliklar likopenin, 6zellikle prostat,
karaciger, adrenal ve testislerde yiiksek miktarlarda bulunmasina neden olan
spesifik mekanizmalar oldugunu gostermektedir [1, 19]. Bu dokulardaki yiiksek
Hkopeh konsantrﬁsyonuna neden olan biybkimyasal mekanizma tam olarak
bilinmemekle birlikte bir hipoteze gore bu dokularda ¢ok sayida lipoproteiﬁ
reseptorii bulunmasi ve bilindigi gibi likopeninde lipoprotein araciliiyla
taginmasidir [19]. Tablo 4’ de doku likopen seviyeleri verilmektedir.

Tablo 4 [1] doku likopen seviyeleri

Doku Likopen (nmol / g
Testisler 4,34 -21,36
Adrenal 1,9-21,6
Prostat 0,8
Karaciger 1,28 -5,72
Gogiis 0,78
Akciger 0,22 - 0,57
Bobrek 0,15-0,62
Kolon 0,31
Deri 0,42
Ovaryum 0,3
Mide 0,2
Beyin sap1 Saptanmadi

Likopen diger viicut sivilarinda da saptanmustir. Insan siitinde yapilan
| arastirmalarda 13 geometrik izomer ve 2 likopen oksidasyon iiriinii dahil 34
karotenoid bulunmustur. Kisir erkeklerde likopen ve P-karoten seminal plazma

seviyesinin, normal erkeklere gore daha diisiik oldugu saptanmustir [1].
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2.2.1.4. Likopen etki mekanizmasi

i. Antioksidan etkileri ve serbest radikallerle etkilesmesi

Biyolojik olarak 6nemli olan karotenoidler arasinda likopen en etkili
eslesmemis oksijen sﬁpUrﬁciisiidﬁr. Likopenin bu etkisi acik zincire sahip olan
likopenin son gruplan siklik olan diger biyoaktif karotenoidlere oranla daha iyi bir
hedef olmasiyla agiklanmaktadir [21]. Likopen antioksidan ozelligi dolayisiyla
invitro olarak DNA’ da oksidatif hasarn azaltir, malign duruma doniislimii
yavaslatir ve proteinler, lipidler ve diger hiicrelerin biyolojik oksidatif hasarini
azaltir. Likopenin konneksin 43 ekspresyonunu indiikleyerek hiicreler arasinda
hiicreleraras: gecit bolgelerindeki iletimi arttirdifi da bulunmustur. Hiicrelerarasi
gecit bolgelerindeki iletimin kaybolmasi malign doniisiim siiresince oldukga

onemlidir [2].

ii. Immiin sistem modiilasyonu

Likopenin immiin sistem yanitlar tizerine dogrudan stimiile edici etkisi s6z
konusudur [2]. Domates iiriinlerinin fazla miktardaki tiiketimi ile kanser olusum
riskinin azalmasina bagli olarak likopenin immunomodiilatdr aktivitesi goze
carpmaktadir [21]. Bu etki, likopenin antioksidan ©zelliginin, kanser ve insan
bagisiklik yetmezligi virtisti (HIV) ve kazanilmis immiin yetmezlik sendromuna
(AIDS) kars: koruyucu roliiniin temelini olusturur [2].

Farelerde tiimorijenezis siiresince likopen timusta T hiicre farklilagsmasin
saglayarak T-yardimci hiicrelerinin artisina neden olmaktadir. Likopenin bu etkisi
immun sistem aktivasyonuyla sonu¢lanmaktadir [21].

Diyetlerde likopen azhgi periferal kandaki mononiikleer hiicrelerin
(peripheral blood mononuclear cells PBMC) onemli sekilde azalmasiyla
sonuglanmaktadir. Buna ilave olarak bu hiicrelerden interlokin-2 (IL-2) ve
interlokin-4 (IL-4) salimmi da azalmaktadir. 2 hafta boyunca 330 mL/giin
domates suyu tiiketimi ile lenfosit fonksiyonlart normale donmekte ve beraberinde
plazma likopen konsantrasyonu da artmaktadir. Lenfosit DNA’ s1 domates
tiketimi ile birlikte oksidatif hasara karsi diren¢ kazanmaktadir. Likopenin bu

etkisi saglikli yetigkin bireylerde 2 haftalik periyotta diisiik karotenoid igeren
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gidalarla ve bunu takiben yine 2 haftalik periyotta domates suyu (40 mg/giin
likopen igeren) tiiketilmesiyle arastinlmigtir. Arastirma sonucunda PBMC’ inde

IL-2 saliniminda artis ve lenfosit proliferasyonu tespit edilmistir [21].
2.2.1.5. Likopenin biyokimyasal etkileri

i. Oksidatif etkileri

caligmalar, likopenin etkili bir antioksidan ve radikal siipiiriiciisii oldugunu
gostermigtir [1, 2, 7, 9, 11, 14, 17, 18]. Yapilan bir ¢alismada likopenin -
karotenden iki kat ve o-tokoferolden on kat daha etkili bir serbest radikal
stipiiriicii oldugu saptanmugtir [2]. Likopen, sahip oldugu konjuge dien sayisinin
fazla olmasi nedeniyle dogal karotenoidler arasinda en giiclii eslesmemis oksijen
siipuriictisiidiir [1, 2, 19]. Karotenoidler, serbest radikallerle baslayan
reaksiyonlara ozellikle de lipid peroksidasyonuna engel olurlar ve tiim
karotenoidler trolox’ a esdeger antioksidan kapasiteye (TEAC) sahiptirler [1, 2,
19]. '

Likopenin hidrojen peroksiti ve nitro katyonunu (NO,") inaktive ettigi
goriilmiigtiir [1, 2]. Son yapilan ¢aligmalarda, likopenin NO," radikalinin sebep
oldugu hiicre zart hasarina ve hiicre 6liimiine karsi lenfositlerin korunmasinda f3-
karoten’ den daha etkili oldugu bulunmustur [1, 2, 10, 16]. Likopen asir1 derecede
hidrofobik bir madde oldugu icin hiicre membranlarina ve diger lipoprotein
bilesenlerine daha cok yerlesmekte ve bu ozelliginden dolayt ROT’ la
etkilesmesinin lipofilik ortamda daha fazla olmasi1 beklenmektedir [1, 2].

Likopen lipid, DNA ve lipoproteinlerdeki oksidatif hasara engel olmaktadir
[6, 12]. Fotosensitif oksidatif hasara kars: insan LDL’ sini koruyucu ozelligi
vardir [1, 12]. Dokulardaki oksidatif zararin azalmasinda likopenin baskilayici
roliiniin PB-karoten’ den daha fazla oldugu 6ne stiriilmektedir [1, 10, 12]. Hiicre
kiiltiirti ve hayvan modellerinde yapilan caligmalarda, likopenin tiimor hiicre
bilylimesi ve proliferasyonunda o~ ve B-karoten’ den daha giiclii inhibit6r etkiye
sahip oldugu goézlenmistir [6]. UV isinlan ve sigara icmeye karsi likopenin

koruyucu etkisi oldugu diistiniilmektedir [6, 12, 14]. Deride bulunan likopenin UV
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1s181na maruziyet esnasinda B-karoten’ den daha fazla yok oldugu bulunmustur [1,
10, 12].

Yapilan calismalarla, likopenin bazi kanser hiicre dizilerinde DNA sentezi
inhibisyonunda, makrofaj hiicre dizilerinde kolesterol sentezi inhisyonunda ve .
biiyiime faktorlerinin sinyal . trnsdiiksiyon mekénizmalamnda araya girip sinyal

iletimini engellemede B-karoten’ den daha etkili oldugu saptanmaktadir [16].

ii. Nonoksidatif etkileri

Karotenoidlerin kanser gelisimine karsi koruyucu etkilerinin temelinde
hiicreler arasindaki hiicrelerarast gecit bolgelerindeki iletimi indiikleme
yeteneginin oldugu ileri siirilmektedir [1, 2]. Ayn1 sekilde likopenin de saghiga
yararli etkilerinin, onun antioksidan o&zelliinin yam sira hiicreleraras: gegit
bolgelerindeki iletim mekanizmasindan da kaynaklandig: diisiiniilmektedir [17,
18]. Likopenin kanser gelisimine karsi koruyucu etkisinin temeli olan bu
hiicreleraras1 gecit bolgelerindeki iletim onun sahip oldugu antioksidan
ozelliginden bagimsizdir [19, 21]. Yapilan caligmalarla hiicrelerarasi iletimi
likopenin arttirdign gézlense de bu etkinin B-karoten’ den veya kantaksantin’ den

daha 6nemsiz oldugu saptanmustir [1].

2.2.1.6. Likopenin insan saghgindaki rolii

Likopenin insan saghgindaki potansiyel rolii, degisik hiicre Kkiiltiirlerinde
antiproliferatif etkilerinin degerlendirilmesi, hayvan modellerindeki antitlimoral
etkisi ve epidemiyolojik caligmalann kapsayan ii¢ degisik yontem kullanilarak
arastirilmig ve giderek deger kazanmaya baslamistir. Likopenin sahip oldugu bu
etki tic farkli yontemle arastinilir. Bunlardan biri anti hiicre proliferatif aktivitesini -
arastirmak igin farkh hiicre dizileri kullamlarak yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalar,
bir digeri likopenin antitimér ozelligini gostermek igin hayvan modelleri
kullanilarak yapilan ¢aligmalar ve son olarak risk ve kontrol gruplarinda yapilan

epidemiyolojik ¢aligmalardir [1].
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i. Doku kiiltiirii calismalar:

Doku kiiltiir sistemlerinde elde edilen veriler, likopenin normal ve malign
hiicre dizilerinde molekiiler ve biyokimyasal etkileri i¢in olduk¢a énemli kanitlar
sunmaktadlr [1]. Tablo 5’ de likopenin farkli hiicrelerde gosterdigi etkiler
verilmektedir. |

Tablo 5 hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda likopenin farkli hiicrelerde gosterdigi

etkiler

Hiicre Tipi

HL-60 insan 16semi hiicre dizisi [22]

HIL-60 insan l6semi hiicre dizisi [1]

C3H/10T1/2 fare embriyosu fibroblast
hiicre dizisi [23]

C3H/10T1/2 fare embriyosu fibroblast
hiicre dizisi [24]

Rat karaciger hiicreleri [25]

Fare karaciger hiicreleri [1]

Raji hiicreleri [1]

Insan kanser hiicre dizileri
Endometrial (Ishikawa), meme (MCF-
7), akciger (NCI-H226), normal
fibroblast [26]

J774A.1 makrofaj hiicre dizisi [27]

PC-3, DU145, LNCaP insan kanser
hiicre dizisi [13]

Onemli Bulgular
Likopen (10 pmol/L) hiicre
boliinmesinde % 40 azalmaya sebep
oldu.
Likopen retinoik asitin farkhilastirica
etkisini arttirdi.

Malign doniisiimiin inhibisyonu
Artan konnexin 43 gen ekspresiyonu

Azalan karbontetrakloriir zehirlenmesi

Mikrosistin ile olusan karaciger
tiimorlerine kars1 koruyucu etki

Gen aktivasyonu inhibisyonu

Likopen kanser hiicrelerinin biiyilimesini
baskilarken normal fibroblastlan

etkilemedi

HMGCoA rediiktaz inhibisyonu ile
azalan kolesterol sentezi
Kanser hiicrelerinin azalan yasayabilme

yetenegi
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ii. Hayvan calismalari

Hayvan modelleri, likopenin biyokimyasal reaksiyonlarini aragtirmak igin

elverisli sistemlerdir [1]. Tablo 6’ da hayvan modelleri ile yapilan ¢aligmalarda

elde edilen bazi bulgular verilmektedir.

Tablo 6’ da hayvan model sistemleri kullanilarak yapilan ¢alismalar

Hayvan Modeli
Fareler [1]

Fareler [1]
Rat beyin tiimor hiicreleri ile asilanmig

Wistar ratlar (Glioma hiicreleri) [28]

SHN bakire fare hiicrelerinde meme

timori [29]

Spragu — Dowley ratlari [30]

Spragu — Dowley ratlan [31]

B6C3F, fareleri [32]

SPF Wistar ratlar [33]

B6C3F, fareleri [1]

Fischer 344 ratlar [34]

Onemli Bulgular

Yagam siiresini uzatti

Bakteriyal infeksiyonlara kars1 direnci
arttird:

Tiimor hiicrelerinin gelisimini ve
biiyiimesi inhibe etti

Tiumor biiylimesini azaltt1 ve hastalifi

geciktirdi

N- metilnitrosiire (MNU) ile indiiklenen
kolonik ACF’ yi (anormal crypt foki)
azaltti

Dimetilbenzantrasenin (DMBA) sebep
oldugu meme tiimorlerini azaltti

Erkek farelerde dimetilhidrazin (DMD)
ile indiiklenen akciger adenomalarini
azaltti

Dimetilbenzbenzantrasenin (DMBA)
sebep oldugu karaciger preneoplastik
fokileri azaltt1 |
Dimetilhidrazinin (DMH) sebep oldugu
kolonik karsinojenezis tizerine etkili
degildir

Domates suyu N-butilN-(4-
hidroksibutibnitrosaminin (BBN) sebep
oldugu mesane karsinojenezisini inhibe

etti

Amadeiy Deivepct |
15 Maerkez KEHphame



Yavru erkek ratlar [35] Aflatoksin B’ in sebep oldugu
karaciger preneoplastik foki tizerine
etkili degildir

Fareler [36] - Meme bezleri ve a_kciéerde

karsinojenezisi inhibe etti

Ratlar [36] Karaciger karsinojenezisini inhibe etti

iii. Epidemiyolojik calismalar

Likopenin kronik hastaliklara kars: potansiyel koruyucu rolii normal ve
riskli gruplarda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Mevcut
bilgiler, genis Ol¢iide kronik hastaliklardaki plazma degerlerinden elde edilen
verilere dayanmaktadir. Cesitli epidemiyolojik ¢aligmalar, kanser ve diger kronik
hastaliklara yakalanma riskinin sebze ve meyve agirlikli beslenme ile
azalabilecegini gostermektedir [1]. Tablo 7° de likopen ile yapilan epidemiyolojik
caligmalar verilmektedir. |

Tablo 7 likopen ve kronik hastaliklar arasindaki iligkiyi gosteren

epidemiyolojik ¢alismalar

Calisilan Kanser Tipi Onemli Bulgular

Prostat kanseri [37]

Durum kontrol ¢aligsmasi
Dijestif doku kanseri [38]
Durum kontrol gahsrham
Servikal kanser [39]
Durum kontrol ¢alismasi
Mesane kanseri [40]
Durum kontrol ¢alismasi
Gogiis kanseri [1]
Durum kontrol ¢aligmasi

Miyokardial infaksiyon [1]

Domates {iriinlerinin tiikketimi prostat
kanseri riski ile ters orantilidir

Fazla domates tiiketimi dijestif doku
kanserinin tiim tiplerinin riskini azaltt1
Sadece likopen tiiketimi servikal kanser
riski ile ters orantihidir

Artan serum likopen seviyesi ile kanser
riski azalmstir

Serum likopeni ve gogiis kanseri riski
ters iligkidedir

Diisiik kalp krizi riski
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Farkli bolge poptilasyonlarinda Diisiik serum likopeni kalp

kronik kalp hastaliklarinda 6lim orant  hastaliklarindan 6liim riskinin artmastna
[1] neden oldu

HIV pozitif kadinlar ve infekte olmus ~ Hasta gruplarda ¢ok diisiik likopen
cocuklar {41 —42] : seviyesi saptanmusgtir.

Serebrovaskiiler hastalik riski tasiyan Yiiksek riskli bireylerde ¢ok diisiik

yasl poptilasyonlar [43] likopen seviyesi tespit edilmistir.
Prostat kanseri [18] Kanser gelisen hastalarda serum likopen

seviyesi diigiiktiir

Likopenin insan sagligina olan etkilerinin daha iyi anlasilmasi i¢in daha pek
cok caligma gerekmektedir. Sekil 2 bugiinkii bilgilere dayanarak insan sagliginda

likopenin roliinii 6zetlemektedir [1].

lipid, protein, DN

oksidatif hasari Ai \
meyve ve sebzelerdeki antioksidan T ‘
likopen potansiyel | ™ OKSIDATIF
l / ROS l

besin matriksinden likopenin
serbest kalmasi
¢oziinir ve izomerize likopen

dokudaki likopen
seviyesi

gap junction iletisim
l \\:md“‘“iy“u "\ KRONIK
bivovaralon HASTALIK
yoyaralanim T \ metabolik yollar ~ ——® pigK]

biyoabsorbsiyon
hormon/immun sistem
modiilasyonu

karsinojen metabolizma

Sekil 2 [1] likopenin insan saghigindaki rolil
Likopén bazi kanser tiirleri ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu

ozellige sahiptir [2, 5, 6, 13-16, 19, 20]. Likopenin serviks, 6zafagus, mide,

mesane, Kolon, rektum, prostat ve akcifer gibi ¢esitli kanser tiirlerine kars:
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koruyucu olabilecegi gosterilmistir [6, 14, 20]. Likopen tiiketiminin artmasi ile
prostat ve deri kanseri riskinin azaldigini gosteren kanitlar mevcuttur [1, 5, 13, 15,
20].

Likopen, kanser ve kronik kalp hastaliklarina yakalanma riskinin
‘azalrr'lasmda iimit verici bir besinsel bilegendir [19]. Son olarak uzun siireli insan
arastirmalar, kanser ve koroner kalp hastaliklar i¢in risk tasiyan popiilasyonlarda
gerceklestirilecektir [1]. Insanlarda kronik hastaliklarin caresinin bulunmasinda,
etkili gida strateji calismalarindan elde edilen sonuglar temel alinarak ileriki

calismalarda likopen igeren besinlerin artan tiiketimine odaklanilacaktir [1, 19].
2.3. Caliymada Kullamlan Yontemler ve Hiicreler Hakkinda Genel Bilgi
2.3.1. Caliyjmada kullamlan yontemler hakkinda genel bilgiler

2.3.1.1. Tiimér Nekroz Faktor (TNF)

Immiin sistem tarafindan dretilen ve sitotoksik aktiviteye sahip olan
endojenlere sitokin adi,verilmektedir. Sitokin familyasindan olan tiimor nekroz
faktoriin (TNF) TNF-o (kasektin) ve TNF-B (lenfotoksin) olmak tizere iki farkli
tipi vardir. Her iki molekiilde aym reseptorlere baglanmasina ve benzer biyolojik
aktiviteleri indiiklemesine ragmen siirlt bir homoloji gosterir. Insan TNF-o. ve -3
genleri 6. kromozomda yerlesmistir [44]. Son zamanlarda o-TNF i¢in TNF, -
TNF i¢in lenfotoksin kelimeleri tercih edilmektedir.

En 6nemli TNF kaynag: aktive edilmis mononiiklear fagositlerdir. Birincil
kaynak makrofajlardir, ancak antijenle sitimiile edilmig NK hiicreleri ve mast
hiicrelerinden de bu protein salinir.[45].

Tablo 2. 8. [45] Insanlarda TNF-o’ nin major hiicresel kaynaklan

Makrofajlar Polimorfoniikleer 16kositler
NK hiicreleri Astrositler

Eozinofiller Langerhans hiicreleri
Hepatik Kuppfer hiicreleri Beyin mikroglial hiicreleri
Glomeriiler mezangial hiicreler Degisik transforme hiicreler
Fibroblastlar B ve T lenfositleri
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Bu major hiicresel kaynaklardan makrofajlarin, ¢ok fonksiyonlu hiicreler
olduklart icin nonspesifik savunma siste’minde ozel bir konumu vardir.
Makrofajlarin fagositoz yetenegine sahip olduklar ve indiiksiyon ile oldukca aktif
efektor hiicrelere doniistiikleri gosterilmistir [46].

Makrofajlar. savunma sisteminde mikrobiyal enfeksiyonlara ve tiimorlere
kars1 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu hiicrelerin selektif stimiilasyonu, hem
immiin savunmada aktive edilmis makrofajlarin fonksiyonunu aydinlatmada, hem
de terapotik uygulamalarin gelistirilmesini saglamak amaciyla 6nemlidir [47].

Insan TNF-o’ s1 plazma membranina bagh 223 aminoasitli bir polipeptid
olarak sentezlenir. Daha sonra 76 ve 77. aminoasitler arasinda proteolitik yarilma
meydana gelerek 157 aminoasitli (17 kDa) TNF-a. polipeptidi olusur [47].

Makrofajlar bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) ile stimiile edildiginde TNF
Uretimini uyarirlar. Gram (-) bakteriler tarafindan LPS ile stimiile edilmis
makrofajlardan TNF sentezinin artmast T hiicreleri ve NK hiicrelerinin IFN-«
tretimini arttirnir [47]. Tablo 9’ da TNF-a’ nin sentezini arttiran major fizyolojik
etkenler verilmektedir.

Tablo 9 [45] TNF -o’ nin tiretimini indiikleyen major fizyolojik etkenler

Lipopolisakkarit Cesitli viriisler
Mycobacteria Parazitler

Antikor - antijen kompleksleri Cesitli sitokinler (IL~ 1)
Inflamatuar mediyatorler TNF-a (otokrin aktivite)

Bakteriyal enterotoksin

TNF-a 6zellikle gram(-) bakterilere karsi cevap olusumunda, ¢esitli timor
hiicrelerine kargi sitotoksik aktivitede ve -septik sok, kageksi ve anoreksi gibi
patolojik olaylarda rol oynar [45]. '

TNF -o’nin immiin sistem {izerine etkileri;

e Makrofajlar, nétrofiller ve polimorfontikleer lokositler gibi gesitli fagositik
hiicrelerin aktivasyonu

e Patojenlere kars: makrofajlarin ve eozinofillerin toksisitesinin arttirilmasi

e Simf I interferonlara benzer sekilde antiviral aktivite

e T lenfositlerine bagh interlokin-2 (IL-2) proliferasyonunun arttirilmasi
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e TNF aynica inflamatuar cevabin olusumunda 6nemli rol oynar ve bu TNF’

in en 6nemli fizyolojik aktivitesidir [45].

TNF-oc‘ transforme olmus hiicreler lizerine ¢ok biiyiik oranda sitotoksik etki
gosterir. Ancak tlim tiimor hiicre tiplerinin Sliimiinii indiikleyemez. TNF-O(;
apoptosis ve nekrozis yolu ile duyarli hiicrelerin 6liimiine aracilik eder [45].
Antitiimor etkisinin doza baghh oldugu ve lokal veriliste (timor icine) en iyi
sonuglarin alindigimi belirten TNF ile sistemik uygulamada da tiimorde iyilesme
gozlenmigtir. TNF in interferonlarla birlikte bulunmasi halinde sitotoksik
etkisinin arttifn gosterilmistir. Diger endojen faktorler ile etkilesme sitotoksik
etkisini arttirabilir [48].

Asagidaki nedenlerle TNF’ e antikanser bir ajan olarak gosterilen ilgi
azalmstir.

e Bir¢ok tlimor ¢esidi TNF’ in gergeklestirdigi harabiyete duyarl degildir.

e Baz: tiimor hiicreleri TNF’ 1 otokrin bir bliylime faktorii olarak sentezler.

e TNF’ in major biyolojik aktivitesi tiimor hiicre nekrozu degildir.

e Bu sitokin sistemik olarak terapdtik dozda uygulandiginda genellikle
siddetli yan etkiler gelisir [45].

Son yillarda yapilan calismalarla TNF-o nin endojen bir promoter ve
kanser gelisiminde bir mediyatdr olduguna dair inan¢ artmaktadir [49, 50, 51].
Buna gore herhangi bir bilesik tarafindan TNF-o’ min saliminin inhibisyonu timor

gelisiminin inhibisyonunda 6nemli rol oynar [52].

2.3.1.2. Mitokondriyal Aktiviteye Dayali Testler ve MTT

in vitro calismalarda hiicre sayisimin ifada edilmesini saglayan degisik
biyolojik  ol¢timler vardir. MTT hiicre proliferasyon 6lclimii  hiicre
proliferasyonunu, canliligim1 ve sitotoksisiteyi Ol¢mede kullanilan Kkantitatif
kolorimetrik yontemdir. Bu teknigin mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan
katalize edilen tetrazolium tuzlarmin indirgenmesine dayandigi ve hiicre
biiyiirhesi ve ksenobiyotik sitotoksisitesini yansittif1 bildirilmistir. Her ne kadar
kolay uygulanabilir ve kolaylikla otomatize edilebilir olsa da belirli faktorler

tarafindan etkilenmektedir [53].
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Yagayan hiicreler bazi vital boyalar kullanilarak boyanabilmektedir, ancak
yikama basamaklann hem siireyi uzatmakta hem de hata paymm arttirmaktadir.
ELISA cihaz1 (¢ok kuyucuklu plaka okuyucu) ¢ok miktardaki 6rnegi, yiiksek

oranda dogrulukla okuyabilir bdylece kullanilan renk reaksiyonunu yasayan hiicre
| sayis1 olarak degerlendirebilme imkani saglar. Bu tiir koloﬁmetﬁk Olclimlerde
ideal olan renksiz substratlar kullanarak yasayan hiicrelerden renkli iiriinler elde
etmektir. Tetrazolyum tuzlari bu amagla kullanilan, substrat olarak renksiz,
yasayan hiicrelerin aktif mitokondrilerinde renkli iiriinler veren maddelerdir. MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) bu amagla kullanilan
tetrazolyum tuzudur ve substrat olarak san renkte olmasina ragmen yasayan
hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak
baglandifinda suda ¢oziinmeyen mavi-mor formazan tuzlanmi olusturur.
Formazan tuzlan organik solventlerde (DMSO, izpropanol gibi) kolayca
¢oziiniirler. Solventte c¢ozlinen materyalin optik dansisitesi, ¢oziinmiis olan
boyanin konsatrasyonunun verdigi absorbansa gore spektrofotometrik olarak
olgiilebilir. Olgiillen deger direkt olarak kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik
aktivitelerini verir, bu deger de yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilir [54]. Bu
yontem hizli, kolay ve ¢alisma basamaklarinin az olmas:1 ve 96 kuyucuklu plaka
ile ¢alisma imkan1 olmas: agisindan ¢ok sayida ornekle ¢alisma imkani veren bir
testtir [55].

Siiksinat dehidrojenaz, Krebs siklusunun mitokondri membraninda olan tek
enzimidir ve siiksinati fumarata katalizler. Krebs siklusunun diger tiim enzimleri
solubl fazdadir. Yapisal analogu olan malonat, siiksinat dehidrojenzin kompetitif

inhibitoriidiir [56].

2.3.1.3. BrdU (5-bromo-2 -deoksiiiridin) Proliferasyon (")lgiimii

Hiicre kiiltirlerinde DNA sentezinin kantitatif olarak belirlenmesi
laboratuvar rutin bir prosediirdiir. olarak hiicrelerde biiyiime faktorleri, ekzojen
faktorler, ilaglar, diger ajanlar, hormon ve reseptdr aktivitesinin DNA sentezine
ve/veya hiicre prolifersyonuna etkileri arastinlmaktadir. Radyoaktif H-timidin ile
yeni sentezlenen DNA’ nin tespiti kullanilmakla birlikte bu yontemin zararlan,

glivenilirligi ve radyoaktif materyallerin temizliginin gii¢ olmas: gibi nedenlerden
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dolayr DNA sentezinin ve/veya hiicre proliferasyonun olciilmesinde radyoaktif
olmayan teknikler gelistirilmistir [57, 58]. Bu amagla tetrazolyum tuzlan ile
mitokondriyal aktivitenin Ol¢limii, hiicresel asit fosfataz aktivitesinin 6l¢iimii,
kristal viyole ile boyama gibi yontemler hiicre proliferasyonunun belirlenmesinde
gelistirilen ve radyoaktif olmayan metodlardir. Benzer sekilde, 'timidinin kimyasal
analogu olan bromodeoksiiiridin ve DNA sentezinin ol¢iilmesinde kullanilan
kolorimetrik bir yontemdir [57, 58, 59].

BrdU replike olan hiicrelerin DNA’ sina girdiginde replikasyon esnasinda
timidinin yerini alarak DNA’ nin yapisina girmektedir [58, 59, 60]. Sonra BrdU
kendisi igin spesifik monoklonal antikorlarla (anti-BrdU antikoru) tespit
edilmektedir [58, 59]. S-fazi boyunca hiicrelerin immunohistokimyasal
belirlenmesi ve hiicre proliferasyonunun olciilmesi mikroskobik veya hiicre
orneklerinin sitometrik akis analizi ile yapilmaktadir [60]. Hiicre i¢indeki BrdU
miktan ¢ogalan hiicre miktan ile orantilidir ve fikse olan hiicrelerde direk ELISA

ile hesaplanabilmektedir [59].
2.3.2. Deneylerde Kullanilan Hiicreler Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.2.1. NIH3T3 fibroblast hiicreleri

S.A. Aaroson tarafindan stoklanan NIH Swiss fare embriyosundan elde
edilen kontakta inhibisyona duyarli adherent fibroblast hiicreleridir. Ozellikle
DNA transfeksiyonu ve transformasyon c¢alismalann icin kullanilmaktadir.
Kiiltiirdeki hiicrelerin normal c¢aligmas: i¢in haftada bir kez ylizeyi tamamen

kaplanmadan pasajlanmalidir [61].

2.3.2.2. HeLa serviks adenokarsinomu
31 yasinda zenci bir kadindan alimarak W.F. Scherer tarafindan stoklanan
adherent ve epitelyal serviks adenokarsinom hiicreleridir. P53 ekspresyonu diigiik

olarak tespit edilmistir. Test edilen 1385 hiicrenin tiimii andploididir [61].
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2.3.2.3. LNCaP prostat kanser hiicresi

1977 yilinda Horoszewicz ve arkadaslan tarafindan 50 yaginda Kafkasyali
bir erkegin sol supraklavikular lenf nodundan izole edilen adherent ve epitelyal
hiicrelerdir. Bu hiicreler 5-o-dihidrotestosterona (bilylime modiilasyonu ve asid
fosfataz iiretimi) duyarlidir. Cok yavas biiyijrler.. Androjen ve 9strojen reseptor
pozitiftir. Hiicresel iriinleri insan prostatik asid fosfataz ve prostat spesifik

antijendir [62].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Hiicreler

TNF, MTT, BrdU testlerinde HeLa epitelyal insan serviks adenokarsinoma
hiicreleri, NIH-3T3 fare fibroblast hiicreleri ve LNCaP epitelyal insan sol
supraklavikular lenf nod karsinoma hiicreleri kullanildi. Makrofaj hiicreleri

sicanlardan elde edildi.

3.1.2. Kimyasal Madde ve Cozeltiler

Bidistile su*

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
Formaldehit Merck
Fosfat tuz tamponu (PBS) Biological Ind.
Glasiyel asetik asit Sigma
Etanol

Hiicre proliferasyon ELISA, BrdU (colorimetric) kiti Roche
Siilfiirik asit Merck
Kalsiyum kloriir Sigma
Likopen Sigma
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolumbromiir) Sigma
Notral kirmizi boyasi Sigma
Sodyum bikarbonat _ Carlo Erba
Tetrahidrofuran (THF) : ' : Sigma
Tiyoglukollat Sigma

*Bidistile su laboratuarimizda hazirlandi ve cam sise i¢inde saklanmugtir.

3.1.3. Kiiltiir Ortanmu Cozeltileri

a) RPMI- 1640 Medium (2 g/l NaHCO3;, L- Glutaminsiz) Sigma
b) Hepes (1 M)(50 x) [N-2-Hidroksietilpiperazin-
N'-2-etanolstilfoksit] Sigma
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¢) Mem-Vitamin (100 x) Sigma

d) NEAA (100 x) Esansiyel olmayan amino asit Soliisyonu Sigma
e) Penisilin / Streptomisin — 10.000 U /10.000 pg / ml Biological Ind.
f) L- Glutamin (20 mM) v v Sigma
g) FCS (Fetal buzag serumu) : Biochrom AG
h) DMEM (Dulbecco’ s MEM) Biological Ind.
1) Tripsin- EDTA (10x) Biological Ind.

j) Puck’ s Saline A

a, b, d, h ve j siralamal1 c¢ozeltiler buzdolabinda (+4 °C), c,e f,gveu

siralamali ¢ozeltiler derin dondurucuda (-70 °C) saklanmustir.

3.3.4. Kullamlan Cihazlar

Steril ¢alisma kabini Holten
Karbondioksit inkiibatorii Heraeus
-Sogutmal: santrifiij Heraeus
Inverted mikroskop Olympus CK,
ELIZA cihazi Biotek EL, 808
Otoklav Hirayama
Kuru hava sterilizatori Haraeus
Ayarlanabilir hacimli dijital mikropipet Eppendorf
(0,5-10 pL, 10-100 puL ve 100-1000 @L’ lik)

Dijital cok kanalli pipet (12 kanalli) Eppendorf
Tekrarlayici pipet Eppendorf
Pipetor ' ‘ ‘ : Eppendorf

3.3.5. Kullanilan Malzemeler

Polistiren doku kiiltiir sisesi (25 ve 75 cm2’ lik) TPP
96 kuyucuklu plaka Coming
Steril polipropilen santrifiij tiipii (50 ml’ lik) TPP
Steril cam pipet (1, 2, 5, 10, 25 cc’ 1ik) Isolab
Steril otomatik mikropipet ucu (10 pL, 100 uL.’ lik) Eppendorf
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Steril enjektor ucu filtresi (0.22 pL ve 0.45 pL’ lik) Orange Scientific

Tekrarlayici pipet ucu Eppendorf
Neubauer lamu Isolab
3.2. Yontem

3.2.1. Likopen Cozeltisinin Hazirlanmasi
5 mg likopen (Mol. Ag.: 536.9) 50 mM olacak sekilde186.25 pLL THF da
¢oziildiikten sonra 10 PL’ olacak sekilde tek kullanimlik olarak viallere konuldu

ve azot tankinda (-198° C) depolandi.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Caliymalari

Bu boliimde likopenin degisik konsantrasyonlarda (1.28 uM, 3.2 uM, 8 uM,
20 pM ve 50 pM) Hela, LNCaP ve NIH3T3 hiicrelerinde MTT ve BrdU
proliferasyon testleri ve TNF testi i¢in makrofajlarin tizerine uygulanarak etkisi

arastirildi.
3.2.2.1. Besiyeri Hazirlanmasi
i) Tam medyum hazirlanmasi:

500 ml RPMI- 1640 medyum (steril) icine asagida verilen ¢ozeltiler ilave
edildi.

a ) Hepes - tampon ¢ozelti (1 M) (10 X) 10 ml
b ) MEM - Vitamin (100 X) S5ml
¢) NEAA (100X) 5ml
d ) Penisilin / Streptomisin (10.000 U /10.000 pg / ml) 5ml
e ) L — Glutamin (200 mM) 10 ml
f)FCS 50 ml

FCS ilave edilmeden dnce 1 saat 56 °C’ de su banyosunda inaktive edildi.

Biitiin maddeler 0.22 pum capinda enjektor filtresinden siiziilerek ilave edildi.
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Hazirlanan besiyeri 50 ml’ lik steril siselere konularak kullanilincaya kadar derin
dondurucuda (-70 0C) saklandi.

ii ) %10 FCS’li DMEM medyum hazirlanmas::

100 ml medyum igin;

a ) DMEM (10X) 10 ml
b ) Penisilin / Streptomisin (10.000 U /10.000 pg / ml) 1 ml
c)FCS 10 ml
d) % 7.5 NaHCO; 4,2 ml
e ) Distile su K.m. 100 ml

a, b, ¢ ve d cozeltileri karistirildiktan sonra 100 ml’ ye distile su ile
tamamlandi. Kullanincaya kadar hazirlanan besiyeri buzdolabinda (+4 0C)

sakland:.

3.2.2.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Deneylerde kullamilan HeLa, LNCaP ve NIH3T3 hiicrelerinin ¢ogaltiimas:

ve deneye hazirlanmasi igin 2 — 3 giinde bir rutin olarak pasajlama islemi yapildi.

i) Inkiibatérden alinan hiicre kiiltiir sisesi, ©lii hiicrelerin besiyeri
cozeltisine gecmesi saglanmak igin hafifce calkaland: ve sonra steril
bir pipetle kiiltiir sisesi i¢indeki besiyeri alinarak atildi.

ii) Hiicrelerin yikanmasi igin kiiltlir gisesine 5 ml PBS ilave edilerek
yikand1 ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastinildi.

ii1) Kiiltlir sigesine tripsin EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm” lik kiiltiir
$i$élerine 3-5 ml, 25 cm® lik 1-3 ml) konularak hafifce
calkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik 5 dk bekletildi (% 5 CO,,
% 95 nem ve 37 °C).

iv) Inkiibatérden alman kiiltiir siselerinin {izerine 20-25 ml besiyeri
ilave edilerek hiicreler siispanse edildi ve 1:2, 1:3 boliinerek yeni
kiiltir siselerine alindi.

V) Kiiltiir siseleri inkiibatore konularak inkiibasyona birakildi (% 5 CO,,
% 95 nem ve 37 °C).
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1X Tripsin- EDTA cozeltisi hazirlanmasi (100 ml icin)

Puck’ s Saline A (10X) 10 ml
% 9.2’ lik NaHCO; - 0.38ml
Tripsin- EDTA (10X) . 10 ml
Steril distile su | - k.m. 100 ml

3.2.2.3. HeLa, LNCaP, NIH3T3 Hiicre Kiiltiirii

i) Inkiibatérden alinan hiicre Kkiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri
¢ozeltisine gegmesi saglanmak i¢in hafifce calkalandi ve sonra steril
bir pipetle kiiltiir sisesi i¢indeki besiyeri alinarak atildi.

ii) Kiltlir sigesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm? lik kiltir
siselerine 3-5 ml, 25 cm® lik 1-3 ml) konularak hafifce
calkalandiktan sonra inkiibatdrde yaklagik 5 dk. bekletildi. (% 5 CO,,
% 95 nem ve 37 0C).

1i1) Inkiibatérden alinan kiiltiir siselerinin icine besiyeri ilave edilerek
(ilave edilen tripsin-EDTA ¢ozeltisinin en az iki kati1 kadar besiyeri
ilave edildi) pipet yardimiyla santrifiij tiipiinde alindi.

iv) Santrifiij tiipli i¢indeki hiicre siispansiyonu calkalandtktan sonra 20
uL alinarak Neubauer odaciginda sayildi ve konsantrasyon 2.10°
hiicre / ml olacak sekilde ayarlandi.

V) Hiicre stispansiyonu kiivetlere alinmis ve 100 plL/goz olacak sekilde
hiicre kiiltir plakasina dagitilarak (2.10* hiicre/100 uL) 24 saat
inkiibasyona birakildi (% 5 CO3, % 95 nem ve 37 0C).

3.2.2.4. Sitotoksisite Testleri
i ) Tiimdr Nekroz Faktor (TNF) Testi [47]

Makrofaj hiicrelerini elde etme yontemi

Sicana % 3’ litk 5 ml tiyoglukollat ¢ozeltisi (RPMI- 1640 medyum i¢inde
hazirlanmustir) intraperitonal olarak verildi ve 4 gun sonra enjeksiyon yapilan

hayvanlarin karin boslugu agilarak steril bir enjektor ile 10 ml soguk fosfat
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tamponu (magnezyumsuz ve kalsiyumsuz) siganin karin bosluguna enjekte edildi.

Enjektor ¢ikarilmadan 5 dk lavaj yapildiktan sonra aynt enjektorle verilen tampon

cozelti geri ¢ekildi ve boylece makrofaj hiicreleri elde edildi.

Makrofaj hiicre kiiltiirii

a)

b)

Makrofaj hiicrelerini igeren tampon c¢ozeltiden 20 puL alinarak
Neubauer odaciginda sayildt ve ml’ ye diigen hiicre sayist
hesapland:.

Bir santrifiyj tiipline alinan tampon ¢ozeltisi santrifiij edildi.

Santrifiij kosullan

d)

Devir sayis1 : 1200 devir / saniye

Isi -10°C
Siire : 10 dk
Fren hiza 16

Santrifiijden alinan makrofaj hiicrelerini iceren tampon ¢ozeltinin iist
kismi atldiktan dibe ¢oken makrofaj hiicrelerinin iizerine
konsantrasyon 1.10° hiicre / ml olacak sekilde besiyeri ilave edilerek
pipetleme yapildi.

Elde edilen makrofaj hiicre siispansiyonu her géze 100 pL olacak
sekilde hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak (1.10° makrofaj / 100 pL)
inkiibatdrde 24 saat inkiibasyona birakildi (% 5 CO;, % 95 nem ve
37°C).

Makrofaj hiicreleri iizerine test maddelerinin verilmesi

a)

b)
c)

Inkiibatérde 24 saat bekleyen makrofaj kiiltiirlerinin iist kism tabana
yapismayan hiicrelerin atilmast icin plaka ters gevrilerek dokiildii.
Plakanin her goziine 100’ er uL besiyeri ilave edildi.

Makrofajlarin tizerine sirasiyla likopen (besiyeri ile seyreltilerek
hazirlanan 1.28 uM-3.2 uM-8 uM-20 uM ve 50 uM ve dozlarda), B-
karoten (besiyeri ile seyreltilerek hazirlanan 1.28 uM-3.2 uM-8 puM-
20 uM ve 50 uM ve dozlarda), THF (likopenin ¢oziictisii, 1 ml’ de 1
ul olacak sekilde), DMSO (f-karoten’ in ¢oziiciisti, 1 ml’ de 1 pl
olacak sekilde) ilave edildi.
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d)

Uzerlerine test edilecek likopen ve B-karoten cozeltisi verilen
makrofaj kiiltiirleri 24 saat inkiibasyona birakildi (% 5 CO,, % 95

nem ve 37 0C).

Makrofaj kiiltiirlerinin iist kismunin HelLa, INCaP ve NIH3T3 hiicreleri iizerine

aktarilmasi

a)

b)

24 saat sonunda inkiibatdrden alinan makrofaj kiiltiirlerinin ({ist
kisimlart Hella, LNCaP ve NIH3T3 (boliim 3.2.2.3. de anlatildigi
gibi hazirlanmis) hiicrelerinin {izerine aktarildi.

Plaka 18 saat siire ile inkiibasyona birakild: (% 5 CO,, % 95 nem ve
37°C).

HeLa, LNCaP ve NIH3T3 hiicrelerinin boyanmasi

a)

b)

C)

d)

g)

h)

Inkiibatbrden ~ alman  plakada ©li  hiicrelerin  ortamdan
uzaklastirilmasi igin ters ¢evrildi.

Plaka fosfat tamponu (200 pL, 37 °C) ile yikanarak, yikama
cozeltileri ortamdan uzaklastirilda.

Her goze 200 pL notral kirmuzisi boyasi ilave edilerek plaka
inkiibasyona birakildi (% 5 CO,, % 95 nem ve 37 0C). (Notral
kirmizis1 boyasinin stok soliisyonu 0,4 gr notral kirmizisina 100 ml
distile su ilave edilip membran filtre ile steril edilerek hazirlandi.
Calisma soltsyonu, 1:100 oranda stok soliisyonun RPMI i¢inde
seyreltilmesiyle hazirlandi.)

3 saat sonunda inkiibatérden alinan plaka nétral kirmizis1 boyasinin
ortamdan atilmast igin ters ¢evrildi.

Plaka tekrar her goze 200 pL formaldehit/kaisiyum Kloriir (CaCly)
¢ozelti kullanilarak yikandi.

Absorban kagit lizerine alinan plaka tamamen kuruyuncaya kadar
oda sicakliginda bekletildi.

Kuruduktan sonra plakanin her goziine 100 pL asit — etanol ¢ozeltisi
ilave edilerek 15 dk oda 1sisinda bekletildi.

Siire sonunda plaka el yardimuyla hafifce boyanin ¢6ziinmesi igin

calkalandiktan sonra ELISA’ da 540 nm’ de okundu.
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Formaldehit / Kalsiyum Kloriir (CaCl,)cozeltisinin hazirlanmasi

Formaldehit (% 37) 1.3 ml
% 10 Kalsiyum kloriir (CaCly) 10 ml
Distile su - ‘ ‘ 89 ml

Asit / Etanol cozeltisinin hazirlanmasi

| Glasiyel asetik asit 1 ml

% 50 Etanol 100 ml
it ) MTT Testi [53, 54, 55, 63, 64]

a) Boliim 3.2.2.3.” de agiklandigi gibi hazirlanan Hela, LNCaP ve
NIH3T3 hiicre kiiltiirlerinin tist kismi tabana yapismayan hiicrelerin
atilmas i¢in ters gevrilerek dokiildii.

b) Hiicre kiltlir plakasinin gozlerine sirastyla likopen (besiyeri ile
seyreltilerek hazirlanan 1.28 pM-3.2 uM-8 uM-20 uM ve 50 uM ve
dozlarda), B-karoten (besiyeri ile seyreltilerek hazirlanan 1.28 uM-
3.2 uM-8 uM-20 pM ve 50 pM ve dozlarda), THF (likopenin
coziiciisi, 1 ml’ de 1 ul olacak sekilde), DMSO (B-karoten’ in
coziicisii, 1 ml” de 1 pl olacak sekilde) ilave edildi.

c) 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra hiicre kiiltiirlerinin iist kismi
ters cevrilerek atildi.

d) Her bir goze 100 pLL MTT caligsma sollisyonu ilave edildi. 3 saatlik
inkiibasyon siiresinden sonra inkiibatorden alman . plaka ters
gévn’lerek MTT c¢ozeltisi uzaklastinldi. MTT étok cozelti, 5 mg/ml
MTT fosfat tuz tamponu (PBS) iginde ¢oziindiiriilerek hazirland: ve
1 kissm MTT stok ¢ozeltisi 9 kisstm medium ile kanstinlarak MTT
calisma soliisyonu hazirland1).

e) Her bir goze 100 pul. DMSO ilave edildi. Plakalar 5 dk hafifce
calkalandiktan sonra ELISA’ da 540 nm’ de okundu.

Amadelu Onivap: -

a1 Merkez Kitfhiphai, i



iii ) BrdU Testi [60, 65]

a)

b)

d)

g)

h)

Bolim 3.2.2.3. agiklandif1 gibi hazirlanan HeLa, LNCaP ve NIH3T3
hiicre kiiltlirlerinin iist kismi tabana yapismayan hiicrelerin atilmast
icin teré cevrilerek dokiildii.

Hiicre kiiltir plakasinin gozlerine sirasiyla likopen (besiyeri ile
seyreltilerek hazirlanan 1.28 pM-3.2 pM-8 uM-20 uM ve 50 uM ve
dozlarda), B-karoten (besiyeri ile seyreltilerek hazirlanan 1.28 uM-
3.2 uM-8 uM-20 puM ve 50 pM ve dozlarda), THF (likopenin
coziictisti, 1 ml’ de 1 pl olacak sekilde), DMSO (B-karoten’ in
coziiciisii, 1 ml’ de 1 pl olacak sekilde) ilave edildi.

24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra hiicre kiiltiir plakasinin st
kismu atilmadan her bir gdoze 100 uL BrdU labelling ¢ozeltisi (BrdU
labelling 1000X” ten 10 pL alimip 1 m! medyum ilave edilerek
seyreltme yapildi) ilave edildi.

3 saat 37 °C’ de plaka bekletildikten sonra iist kistm ters cevrilerek
dokiildii. Plakaya absorban kagit yerlestirilerek 2—8 °C’ de kurumaya
birakildi.

Plaka kuruduktan sonra her bir géze 200 pL Fix Denat ¢ozeltisi ilave
edilerek 30 dk oda 1sisinda bekletildi.

Fix Denat atildiktan sonra 100 uL BrdU- POD calisma ¢ozeltisi
kiiltir plakasinin gozlerine ilave edilerek 90 dk oda 1sisinda
bekletildi.

BrdU-POD calisma c¢ozeltisi plaka ters chrilip dokiildiikten sonra
200 pL yikama ¢ozeltisi ile plaka 3 kez yikand.

Yikama c¢ozeltisi ortamdan uzaklastinldi ve her bir goze 100 puL
substrat ¢ozeliisi ilave edilerek 5 — 30 dk oda 1s1sinda bekletildi.

Siire sonunda plakanin her bir goziine 25 pl. 1 M HySO4 ¢ozeltisi
ilave edilip hafifce ¢calkalanarak ELISA’ da 450 nm’ de okundu.
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3.2.3. istatiksel Degerlendirmeler

Istatiksel degerlendirmeler i¢in SPSS programi kullanildi. Elde edilen veriler
hiicreleri giinler parametrelerine gore degerlendirildi ve ¢ok yonlii ANOVA ile
post-hoc olarak da Tukey testi uygulanarak anlamliliklan belirlendi. Anlamlilik

degeri p<0,05 kabul edildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Likopen Sonugclar:
4.1.1. Likopenin MTT Olciim Sonuclari

Likopen-NIH3T3

160-’

150 -

140

130 +

120 4
P
é 110 ~ — THF
= 100 - —E3—likopen 1,28 uM
S
E 90 - —#—likopen 3,2 uM
E ~>¢~ likopen 8 uM
s 801 —%— likopen 20 uM
§ 70 - - —8— likopen 50 uM

60 -

50

40 +

30 4

20

1 2 3

zaman (giin)

Sekil 3. Likopenin NIH3T3 hiicreleri iizerinde etkilerinin MTT proliferasyon testi
- dlgiimii ile degerlendirilmeleri. (*) THF’ye gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik

degeri p<0,05, Ortalama degerler +St. hata (n=5)

MTT sonuglarina gore likopen, NIH3T3 hiicrelerindeki mitokondriyal
aktiviteyi THF’ na gore doza bagimli olarak azaltmustir. 1. giin mitokondriyal
aktivitedeki diisis 50 pM dozda maksimuma ulagmaktadir. 2. glindeki tiim
dozlarn degerlerindeki artisa ragmen THF’ na gore yine tiim dozlar mitokondrial

aktiviteyi azaltmaktadir. Biitiin giinlerde 1,28-3,2-8 uM dozlann etkilerinin
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birbirine ¢ok yakin oldugu gozlenmistir. 3. giin 1,28-3,2-8 uM dozlar THF yle
paralellik gostermektedir. Likopenin NIH3T3 hiicreleri lizerine maksimum etkisi

1. giinde tespit edilmistir.

Likopen-HeLa

160 -
150 4
140
130 4

120 -

110 4 —THF

—E--likopen 1,28 uM
—A—likopen 3,2 uM

90 - ,
3 —¢—likopen 8 uM
80 i
. -3~ likopen 20 uM

70 - ~-©-— likopen 50 uM

* ok

100

% Mitokondriyal Aktivite

60 A
50 4
40 -
30

20

1 2 3

zaman (giin)

Sekil 4. Likopenin HeLa hiicreleri iizerindeki etkilerinin MTT proliferasyon testi
Olctimii ile degerlendirilmeleri. (*) THF ye gore anlaml farkliliklar. Anlamhihik

degeri p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

Likopen Hela hiicresi MTT sonuglan incelendiginde 1. giin tiim dozlar
THF’ na gore az olsa da mitokondriyal aktiviteyi birbirine yakin degerlerde
(% 86-94) arttirmaktadir. 2. giin tiim dozlar 1. giine yakin degerlerde ve 3. giin 3,2
uM doz hari¢ diger dozlar 1. giine gore daha yliksek degerlerde mitokondriyal

aktiviteyi artttrmiglardir.
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Likopen-LNCaP

160 -
150 -
140 -
130 4
120 -

A‘;
110 &— THF
100 - /‘K\ —H— likopen 1,28 uM

% Mitokondriyal Aktivite

—x —&—likopen 3,2 uM

90 - gt ¥ ’
i/ ~>¢— likopen 8 uM
80 1 & —¥— likopen 20 uM
70 ' —O— likopen 50 uM
60
50 4
40
30 - *
20 T
1 2 3
zaman (giin)

Sekil 5. Likopenin LNCaP hiicreleri iizerinde etkilerinin MTT proliferasyon testi
ol¢imii ile degerlendirilmeleri. (*) THF ye gore anlamli farkliliklar. Anlamlihik

degeri p<0,05, Ortalama degerler +St. hata (n=5)

Likopen LNCaP hiicresi MTT sonuglanina gore, 1,28 uM doz 1. giin
THF’yle ayni1 degerdeyken 2. giin LNCaP hiicrelerinde mitokondriyal aktivitenin
azalmasina neden olmaktadir. Bu dozun etkisi 3. giin ortadan kalkmusuir. 3,2 pM
doz 1. giin mitokondriyal aktiviteyi stimiile etmekte, 2. ve 3. giinler THF yle
paralel etki gostermektedir. 8 pM doz 1., 2. ve 3. glinlerde LNCaP hiicrelerinde
mitokondriyal aktiviteyi THF na gore azaltrmstur. 20-50 uM dozlar 1. giin
mitokondriyal aktiviteyi azaltmaktadir. 2. giin 1. giine gore bu etki hafif azalsa
bile mitokondriyal aktivitenin 3. giin onemli sekilde azalmasina neden

olmuslardir.
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4.1.2. Likopenin BrdU Testi Ol¢iim Sonuglar

Likopen-NIH3T3

160-l
150 A
140
130 +

120 A

110 4

T

—o—THF

100 4 —H—likopen 1,28 uM
—A—likopen 3,2 uM
—>— likopen 8 uM
80 - ~—%— likopen 20 uM
70 - —O—likopen 50 uM

90 4

% DNA Sentezi

60 -
50 -
40 -

30 -

20 - T T 1
1 2 3

zaman (giin)

Sekil 6. Likopenin NIH3T3 hiicreleri lizerinde etkilerinin BrdU hiicre
proliferasyon testi Olciimil ile degerlendirilmeleri. (*) THF’ye goére anlamli

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler £St.hata (n=5)

BrdU hiicre proliferasyon testine gore likopen NIH3T3 hiicrelerinde 1. giin
ddzla ters oranfili olarak DNA sentezini varttlrmaktadlr. 2. giin dzellikle 1,28-3,2
uM dozlarda 1. giinden daha az etki gozlenmektedir. Diger dozlar 2. giin THF yle
yaklasik ayni degerlere sahip olmakla birlikte, 3. giin doza bagimli olarak
NIH3T3 hiicrelerindeki DNA sentezinin azaldig1 gézlenmistir.
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Likopen-HeLa

200 -
190 -
180 4 -
170 -
160 -
150 A
140 -
130 -
120 4
110 4
100 4
90 -
80 -
70 A
60 -
50 4
40 -
30 1
20

—&— THF
—E—likopen 1,28 uM
—A— likopen 3,2 uM
—>— likopen 8 uM
—X¥— likopen 20 uM
—&—likopen 50 uM

% DNA Sentezi

zaman (giin)

Sekil 7. Likopenin Hela hiicreleri tizerinde etkilerinin BrdU hiicre proliferasyon

testi Ol¢imil ile degerlendirilmeleri. (*) THF’ye goére anlamh farkliliklar.

Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

BrdU hiicre proliferasyon testi sonuglar incelendiginde 1. giin tim dozlar
THEF’ na gore hiicrelerdeki DNA sentezi arttirmaktadir. Bu artis 3,2 uM dozda
maksimum degere (% 200) ulagmustir. 2. giin 3,2 pM doz harig diger tiim dozlar
DNA sentezinde 1. giine gore daha fazla artisa neden olmaktadir. 2. giinde tiim
doz degerlerinin birbirine yakin oldugu gozlenmistir. 3. giin dozlardaki etki

kaybolmakta THFyle paralellik gostermektedir.
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Likopen-LNCaP
160
150 1
} 140
130 -
120 -
N 110 1 —&—THF
‘E 100 - —E—likopen 1,28 uM
i 00 | —#—likopen 3,2 uM
E —>—likopen 8 uM
8 801 -3~ likopen 20 uM
70 4 ~©— likopen 50 uM
60 -
50 -
40 -
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20

1 2 3

zaman (giin)

Sekil 8. Likopenin LNCaP hiicreleri iizerinde etkilerinin BrdU hiicre proliferasyon
testi Ol¢limii ile degerlendirilmeleri. (*) THF’ye gore anlamli farkliliklar.

Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler +St. hata (n=5)

BrdU hiicre proliferasyon testine gore, likopen 1,28 uM dozda DNA
sentezini 1. giin 3,2 uM’ dan daha etkili olarak azaltmakta, 2. giin 3,2 pM doz ile
ayni degerde, 3. gﬁnde ise 3,2-20-50 UM dozlar ile yaklagik aym degerlerde
(%73-76) DNA sentezini azaltmaktadir. 3,2 UM doz 1. giin THF yle paralel
degerde, 2. ve 3. giinlerde DNA sentezini azaltirken bu dozun maksimum etkisi
3. giin gozlenmistir. 8 pM doz 1. giin 20 uM doz ile aym degerde (% 74) LNCaP
hiicrelerinde DNA sentezini azaltirken, 2. giin THF yle paralel degerde, 3. giin
diger dozlara oranla DNA sentezini daha az azaltmaktadir. 20 uM doz 1.glin 8 uM
dozla ayni, 2. giin LNCaP hiicrelerindeki DNA sentezini maksimum arttiran doz

olmakla birlikte, 3. giin 1,28-3,2-50 uM dozlara yakin bir degerle hiicrelerdeki
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DNA sentezinin azalmasina neden olmaktadir. 50 uM doz 1. giin maksimum
degerde DNA sentezinin azaltmigtir. 2. giin ise DNA sentezinin hafif artmasina
neden olurken 3. giin 1,28-3,2-20 pM dozlarla birbirine yakin degerlerde LNCaP

hiicrelerindeki DNA sentezini azalmasina neden olmustur.

4.1.3. Likopenin TNF Sonugclar:

Likopen-NIH3T3

160 -
150
140 -
130 -
120
110 -
100 -
80 - *

70 -

% Lizozomal Aktivite

60
50 4 *
40
30 -

20 +

1,28 3,2 8 20 50

konsantrasyon (uM)

Sekil 9. Likopenin NIH3T3 hiicreleri tizerinde etkilerinin TNF testi ile
degerlendirilmeleri. (*) THF’ye gore anlamli farkliliklar. Anlamhlik degeri
p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

Likopen TNF izerinden doza bagimli olarak NIH3T3 hiicrelerindeki

lizozomal aktiviteyi azaltmaktadir.
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Likopen-HeLa

160 -
150
140 1
130 |
120 -
110 4
100 -
90 -

80

% Lizozomal Aktivite

70 4

40 4
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20 L T T
1,28 3,2 8 20 50

konsantrasyon (uM)

Sekil 10. Likopenin Hela hiicreleri iizerinde etkilerinin TNF testi ile
degerlendirilmeleri. (*) THF’ye gore anlamli farkhiliklar. Anlamlibk degeri
p<0,05, Ortalama degerler +St. hata (n=5)

1,28-3,2 uM dozlar THF’ na gére HeLa hiicrelerinde lizozomal aktivitede
artisa neden olurken, 8-20-50 uM dozlar TNF iizerinden lizozomal aktivitenin

azalmasina neden olmaktadir.
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Likopen-LNCaP

160 -
" 150 -
140 -
130 4
120 - .

110 | — DE—

100 -
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1,28 3,2 8 20 50

konsantrasyon (uM)

Sekil 11. Likopenin LNCaP hiicreleri lizerinde etkilerinin TNF testi ile
degerlendirilmeleri. (¥*) THF’ye gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri
p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

LNCaP hiicreleri lzerine likopenin TNF iizerinden hicbir etkisi

gozlenememektedir.
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4.2. B-karoten Sonuclar

4.2.1. B-karoten MTT Ol¢iim Sonuglan

160 -
150 -
140 -
130 -
120 -
110

100 4

% Mitokondriyal Aktivite
el
S

Beta-karoten-NIH3T3

~—&— DMSO 1u/ml

—E3— Beta-karoten 1,28 uM
- Beta-karoten 3,2 uM
—>¢— Beta-karoten 8 uM
—¥— Beta-karoten 20 uM
=& Beta-karoten 50 uM

Zaman (giin)

Sekil 12. B-karotenin NIH3T3 hiicreleri iizerinde etkilerinin MTT proliferasyon

testi Olciimi ile degerlendirilmeleri. (*) DMSQO’ya gore anlamli farkliliklar.

Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

MTT sonuglarina gore P-karotenin tiim dozlar1 1. giin DMSO’ya oranla

mitokondriyal aktiviteyi azaltmaktadir. 2. giin sadece 50 uM doz DMSQO’ya gore

mitokondriyal aktiviteyi arttirmaktadir. 3. giin 20-50 uM dozlar mitokondriyal
aktiviteyi hafifce azaltirken 1,28-3,2-8 uM dozlar NIH3T3 hiicrelerinde

mitokondriyal aktiviteyi yine hafif olarak arttirmiglardir.
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Beta-karoten-HeLa
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Sekil 13. B-karotenin HeLa hiicreleri iizerinde etkilerinin MTT proliferasyon testi
Olglimii ile degerlendirilmeleri. (*) DMSO’ya gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik
degeri p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

B-karoten MTT sonuglarina gére 1. ve 2. giinlerde 50 uM harig. diger tim
dozlarda HeLa hiicrelerindeki mitokondriyal aktiviteyi fazla etkilememektedir. 50
uM doz B-karoten, 1., 2. ve 3. giinlerde DMSO’ya gore mitokondriyal aktiviteyi
azaltmistir. 3. giin 1,28-3,2-8-20 uM dozlarin mitokondriyal aktiviteyi azalttig

gozlenmektedir.
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Beta-karoten-LNCaP
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Sekil 14. B-karotenin LNCaP hiicreleri iizerinde etkilerinin MTT proliferasyon
testi ol¢ciimii ile degerlendirilmeleri. (*) DMSQO’ya gore anlamli farklihiklar.

Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler +St. hata (n=5)

Elde edilen LNCaP hiicresi MTT verilerine gore B-karotenin 1,28-3,2 uM
dozlart DMSQO’ya gore 1. ve 2. giinlerde mitokondriyal aktiviteyi arttirirken, 3.
giinde 1,28 uM doz 2. giine paralel, 3,2 uM dozda DMSO ile paralel bir sonug
gostermektedir. 8 uM doz 1. giin mitokondriyal aktiviteyi azaltmakta, 2. giin %
106, 3. giin ise % 110 kadar mitokondriyal aktiviteyi arttirmaktadir. 20 uM doz
mitokondriyal aktiviteyi 1. glin azaltmakta (% 77), 2. giin DMSO ile paralel bir
sonu¢ vermekte ve 3. giin % 112 oraninda arttirmaktadir. 50 uM doz 1. giin
mitokondriyal aktiviteyi azaltmis, 2. ve 3. giinlerde bu etki ortadan kalkmis ve 3.

giin DMSO ile paralellik gbstermistir.
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4.2.2. B-karoten BrdU Olciim Sonuclari

Beta-karoten-NIH3T3

160
150 -
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130 -

120 A

10 + —e—DMSO

—E— beta-karoten 1,28 uM
—#&— beta-karoten 3,2 uM
—¢— beta-karoten 8 uM
80 1 —3¥— beta-karoten 20 uM
70 —O— beta-karoten 50 uM

100 -
90 -

% DNA Sentezi

60
50
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30 A

20 T — -
1 2 3

zaman (giin)

Sekil 15. B-karotenin NIH3T3 hicreleri iizerinde etkilerinin BrdU hiicre
proliferasyon testi ol¢iimii ile degerlendirilmeleri. (*) DMSO’ya gore anlaml:

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

BrdU hiicre proliferasyon testine gore 'B'-karotenin 1,28-3,2-8-20 uM dozlarn
1. giin DNA sentezini arttirirken sadece 50 pM doz NIH3T3 hiicrelerindeki DNA

sentezini azaltmaktadir. 2. giin 50 uM doz hari¢ diger tiim dozlar 1. gline gore
daha az ama DMSQ’ya gore hiicrelerdeki DNA sentezini arttirmaktadir. 3. giin
tiim dozlarda DNA sentezi DMSQO’ya gore azalmistir.
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Beta-karoten-HeLa
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Sekil 16. P-karotenin Hela hiicreleri iizerindeki etkilerinin BrdU hiicre
proliferasyon testi olclimii ile degerlendirilmeleri. (*) DMSQO’ya goére anlamli

farkliliklar. Anlamhlik degeri p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

BrdU hiicre proliferasyon testinde, 1,28-3,2 uM dozlar 1., 2. ve 3. giinlerde
DMSQ’ya gore DNA sentezini azaltmaktadir. 8 uM doz 1. giin DMSO’yla
paralel bir deger gosterirken 2._Ve 3. giinlerde DNA sentezini azaltrmstir. 20 ve 50
puM dozlar 1. ve 2. giinlerde DNA sentezini arttirirken 3. giin Hel a hiicrelerindeki
DNA sentezini azaltmaktadir. 50 uM dozla 2. giin maksimum stimiilasyon 3. giin

maksimum inhibisyon gdzlenmistir.
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Beta-karoten-LNCaP
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Sekil 17. PB-karotenin LNCaP hiicreleri iizerinde etkilerinin BrdU hiicre
proliferasyon testi ol¢iimii ile degerlendirilmeleri. (*) DMSQO’ya gore anlaml

farkliliklar. Anlamlilik degeri p<0,05, Ortalama degerler +St. hata (n=5)

BrdU hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére LNCaP hiicrelerinde
[B-karotenin 1,28-3,2 uM dozlart DMSOQ’ya gore 1. ve 2. giinlerde DNA sentezini
arttirmaktadir ve bu etki 3. giin kayboimaktadlr. 8 uM doz 1. ve 2 giinlerde DNA
sentezini arttirmus, 3. giin ise 1,28-3,2 uyM dozlarla yakin degerlerde DNA
sentezini azaltmustir. 20 uM doz 1. giin DNA sentezini azaltmakta, 2. ve 3.
giinlerde bu dozun etkisi kaybolmaktadir. 50 uM doz 1. ve 2. giinlerde DNA

sentezini azaltirken 3. giin bu etki ortadan kalkmisgtir.
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4.2.3. B-karoten TNF Sonuclar:

Beta-karoten-NIH3T3
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Sekil 18. PB-karotenin NIH3T3 hiicreleri iizerinde etkilerinin TNF testi ile
degerlendirilmeleri. (*) DMSO’ya gore anlamh farkliliklar. Anlamhlik degeri
p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

B-karoten, NIH3T3 hiicrelerinde TNF iizerinden lizozomal aktiviteyi

etkilememektedir.
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Sekil 19. pP-karotenin HeLa hiicreleri iizerinde etkilerinin TNF testi ile
degerlendirilmeleri. (*) DMSO’ya gore anlamli farkliliklar. Anlamhlik degeri
p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

Doza bagimh olarak f-karoten, TNF iizerinden lizozomal aktiviteyi

azaltmaktadir.
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Beta-karoten-LNCaP
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Sekil 20. PB-karotenin LNCaP hiicreleri iizerinde etkilerinin TNF testi ile
degerlendirilmeleri. (*) DMSO’ya gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik degeri
p<0,05, Ortalama degerler £St. hata (n=5)

B-karoten LNCaP hiicrelerindeki lizozomal aktiviteyi hafif arttirmasina
ragmen dozlar arasinda Onemli farkliliklar olmamas: sebebiyle etkisini TNF

izerinden gostermedigi diisiintilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Likopenin NIH3T3 hiicrelerinde, mitokondriyal aktiviteyi doza bagimli
olarak azaltufi gorilmektedir. Ilk giin gozlenen maksimum etki likopenin
antioksidan aktivitesi ile ilgili olabilir [21]. Hiicreler mitozda iken mitokondriyal
aktiviteleri azaldig1 gozlenmistir. BrdU isaretlemesi ve MTT testi ile elde edilen
sonuclar DNA sentezindeki artis ve mitokondriyal aktivitenin azalmas: arasinda
ters bir iliski oldugunu gostermektedir. 1. giin meydana gelen DNA sentezindeki
artis sonucu, kuyucuktaki hiicrelerin asin ¢ogalarak yiizeyi tamamen kaplamas: ve
ortamdaki besiyerinin yetersiz kalmasi 2. ve 3. giinlerde goézlenen DNA
sentezindeki azalmanin nedenleri olabilir (Sekil 6). TNF testinden elde edilen
sonuglara gore, likopen, makrofajlardan TNF salinimim stimiile etmekte ve agiga
¢ikan TNF, NIH3T3 hiicreleri iizerinde doza bagiml olarak lizozomal aktiviteyi
azaltmaktadir (Sekil 9). Buna gore kosullar diisiiniildiigiinde likopenin fibroblast
hiicreleri {izerinde neden olabilecegi proliferatif etkinin, yine c¢alismalarimizda
elde edilen veriler dogrultusunda likopen tarafindan indiiklenen TNF’in
antiproliferatif etkisi ile kompanse edilebilecegi diisiiniilmektedir. Biitiin bu
deneylerin sonuglan dogrultusunda, likopenin NIH3T3 hiicreleri iizerinde dnemli
sayilabilecek bir sitotoksik etkisinin s6z konusu olmadig1 seklinde yorumlanabilir.

B-karoten uygulanmasi ile NIH3T3 hiicrelerinde 1. giin mitokondriyal
aktivitenin azalmasi ile DNA sentezinin artmast, likopenin bu hiicreler tizerindeki
etkisiyle paralellik gostermektedir. Bu sonugla da hiicrelerin mitozda iken
mitokondriyal aktivitelerinin azaldigi genel sonucuna varilabilir. 2. giinde 50 uM
dozdav B-karotenin.‘ DNA sentezini inhibe ettigi ve antiproliferatif etkiye neden
oldugu gozlenmistir (Sekil 15). Diger yandan 2. giinde aym dozda B-karoten ile
bu hiicrelerde mitokondriyal aktivitenin artmasi, bu doz ile ortaya ¢ikan toksik
etkinin hiicreler tarafindan kompanse edilmeye calisildiginin bir gostergesidir
(Sekil 12). B-karoten NIH3T3 hiicreleri iizerinde TNF’e bagimli bir aktivite
gostermemektedir. Tum sonuglar degerlendirildiginde, TNF sonuglan harig,

NIH3T3 hiicrelerinde B-karoten ile likopen benzer etki profili gostermektedir.
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B-karoten de mitokondriyal aktiviteyi azaltirken DNA sentezini arttirdidi igin,
NIH3TS3 hiicrelerinde belirgin bir sitotoksik etkisinin olmadig: diigiiniilmektedir.

Likopenin ¢oziiciisi olan THF'nin, HeLa hiicrelerinde mitokondriyal
aktiviteyi inhibe ederken, NIH3T3 ve LNCaP hiicrelerinde mitokondriyal
aktiviteyi etkilemedigi gozlenmistir. Likopen HeLa hiicrelerinde mitokondriyal
aktiviteyi THF na oranla arttirmakta ancak bu deger yine de kontrol seviyesine
ulagamamaktadir. Likopen THF’da ¢oziildiigii icin likopen ile birlikte hiicreye
THF’da verilmis olmaktadir. Hiicrelerde likopenin etkisiyle THF nin sitotoksik
etkisi engellenmektedir. Likopenin HeLa hiicreleri iizerindeki etkisinin doza
bagimli olmayisi maddenin modiilator 6zelliginden kaynaklaniyor olabilir.
Likopenin HeLa hiicrelerinde 1. ve 2. giinlerde DNA sentezini % 200’¢ kadar
arttirmast Ostrojen reseptorii (+) olan bu hiicrelerde maddenin proliferatif etkili
oldugunu gostermektedir (Sekil 7). Likopen HeLa hiicrelerinde TNF {izerinden
lizozomal aktiviteyi doza bagimh olarak azaltmaktadir (Sekil 10). MTT, BrdU ve
TNF testlerinden elde edilen sonuglarin tiimi birlikte degerlendirildiginde,
likopenin HeLa hiicreleri tizerinde proliferatif etkili oldugu sonucuna varilmigtir.

B-karotenin HeLa hiicreleri lizerine 50 uM dozu mitokondriyal aktiviteyi
belirgin sekilde azaltirken DNA sentezini arttirmaktadir (Sekil 13-16). 3. giinde
DNA sentezi maksimuma ulastigi icin kuyucuktaki hiicrelerin ylizeyi tamamen
kaplamas: ve ortamdaki besiyerinin yetersizligi sebebiyle DNA sentezinin
azaldign gozlenmektedir (Sekil 16). 50 um doz B-karoten HeLa hiicrelerinde
proliferasyonu stimiile etmektedir. Diger dozlarin Hel a hiicrelerinde belirgin bir
etkisi gozlenmemektedir. B-karoten HeLa hiicrelerinde TNF tizerinden lizozomal
aktiviteyi doza bagimli olarak azaltmaktadir (Sekil 19). Tiim grafik incelendiginde
B-karotenlin makrofajlardan TNF salimm igin zayif bir stimiilator oldugu
sonucunu varilmaktadir.

LNCaP hiicrelerinde likopen 3,2 uM dozda mitokondriyal aktiviteyi THEF ye
ve kontrole gore hafif arttirmaktadir ($ekil 5). Likopenin diger dozlarindan farkli
olarak gozlenen bu etkiye benzer etkiler karotenoidlerle yapilan bagka
caligmalarda da gozlenmektedir [66]. 2. giinden itibaren diigiik dozda etki ortadan
kalkmakla beraber doz yiikseldik¢e etkinin siddeti ve siiresi artmaktadir.

2. giinden itibaren uygulanan dozlarda net fakat birbirine ok yakin antiproliferatif
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etki gozlenmektedir. 3. giinde DNA sentezindeki azalma yaklasik % 73’ e kadar
diismektedir (Sekil 8). Ancak deney 4. ve 5. giinlerde devam ettirilerek bu etkinin
stirekliligine bakilabilir. LNCaP hiicrelerinde likopén ile yapilan MTT ve BrdU
. hiicre proliferasyon testlerinde elde edilen veriler dogrultusunda, likopenin
ostrojen reseptoril (+) prostat kanseri tizerine antiproliferatif dolayisiyla antikanser
etkisi oldugu tespit edilmistir. HeLa ile yapilan galigmalarda serviks kanseri
lizerine likopenin proliferatif etkisi gdz Oniline alindiginda likopenin strojenik
caligsan bir fitodstrojen oldugu sdylenebilir. Bunun tam olarak aydinlatilmas: i¢in
Ostrojen reseptdr sayimi, prostat spesifik antijen (PSA) testleri gibi daha spesifik
calismalarin HeLa ve LNCaP hiicreleri iizerinde yapilmas: gerektigi kanisindayiz.
Likopenin PSA iretimini azaltig: klinik caligmalarla gosterilmis ve bununla
birlikte timo6r boyutunda kii¢iilme gozlenmistir [67]. Diger hiicrelerle yapilan
caligmalarda likopenin TNF salinimu iizerine etkisi oldugu saptansa da TNF
tizerinden LNCaP hiicrelerindeki lizozomal enzim aktivitesi iizerine belirgin bir
etkisi gozlenmemektedir.

B-karoten ile LNCaP hiicrelerinde yapilan MTT ve BrdU hiicre
proliferasyon testlerinden elde edilen verilere gore, 20-50 uM dozlar 1. ve 2.
giinlerde hem mitokondriyal aktiviteyi hem de DNA sentezini azaltmaktadir
(Sekil 14-17). Ancak 2. giinden itibaren bu etkilerin ortadan kalktig1 gézlenmistir.
Esas antiproliferatif etki [-karotenin 1,28-3,2-8 um dozlannda 3. giin
goriilmektedir (Sekil 17). Ancak bu etkiye zit olarak 3. giinde mitokondriyal
aktivite artmaktadir (Sekil 14). Bu bulgulara dayamlarak PB-karotenin sadece
disiik dozlarda prostat kanseri iizerine antiproliferatif etkili oldugu sonucuna
varilmaktadir. TNF iizerinden LNCaP hiicrelerinde f-karotenin herhangi bir
etkisine rastlanmamustir. §-karotenin sadece yiiksek dozlarinda Hela hﬁérelerinde
TNF iizerinden etkisinin gozlenmesi, makrofajlardan TNF salmimim stimiile
edici etkisinin diisiik oldugunu gostermektedir. |

Sonug olarak, likopenin ER (+) HeLa serviks adenokarsinoma hiicrelerinin
proliferasyonunu indiikledigi, ancak ER (+) olan LNCaP prostat kanseri
hiicrelerinde antiproliferatif etkili oldugu ve bu etkinin likopenin &strojenik
aktivitesinden kaynaklandigi kanaatine vanlmustir. B-karotenin ise bdyle bir

etkisinin olmadigs saptanmigtir.
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