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ÖZET 

YÜKSEK LiSANS TEZi 

LİKOPENİN ER(+) HeLa VE LNCaP KANSER HÜCRELERİ ÜZERİNDE 
ANTİKARSİNOJENİK AKTİVİTESİNİN DEGERLENDİRİLMESİ 

SinemiLGIN 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü 
Farmasötik Toksikoloji Anabilim Dalı 

Danışman:Yrd.Doç.Dr. Bülent ERGUN 

2004 

Likopen domates başta olmak üzere kırmızı sebze ve meyvelerde bulunan 

kemopreventif ve antikarsinojenik etkili karotenoid yapılı biyoaktif bir bileşendir. 

Antikarsinojenik etkisi çeşitli hücre kültürü, hayvan modelleri ve epidemiyolojik 

çalışmalarla gösterilen likopenin bu etkisinde çeşitli mekanizmalann rol aldığı 

bildirilmiştir. Bu çalışmada likopen ve standart madde olarak kullanılan ~­

karotenin, NIH3T3 fibroblast, LNCaP prostat kanseri ve HeLa serviks 

adenokarsinoma hücreleıi üzerindeki antikarsinojenik aktiviteleri ve bu 

aktivitenin etki mekanizmasında östrojenik reseptörlerin rolü incelenmiştir. 

Sitotoksik aktiviteyi saptamak için BrdU, MTT ve TNF test yöntemleri 

uygulanmıştır. Sonuç olarak likopenin LNCaP prostat kanseri hücrelerinde 

antikarsinojcnik etkili olduğu, bu etkide likopenin östrojenik aktivitesinin önemli 

rol oynadığı ve HeLa serviks adenokarsinoma hücrelerinin proliferasyonunu 

indüklediği görülmüştür. 

Anahtar kelimeler: likopen, antikarsinojenik aktivite, prostat kanseri, 

serviks kanseri, hücre kültürü 



ABSTRACT 

Master of Science Thesis 

CONSIDERA TION OF ANTICARCINOGENIC ACTIVITY OF 

LYCOPENE ON ER(+) HeLa AND LNCaP CANCER CELLS 

SinemiLGIN 

Anadolu University Graduate School of Health Sciences Department of 

Pharmaceutical Toxicology 

Supervisor:Assist.Prof. Bülent ERGUN 

2004 

Lycopene is an anticarcinogenic and chernopreventive carotenoid bioactive 
cornpound which is present prirnarily in tornatoes 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 13-carotene 
which is used as a standard and role of the oestrogenic mechanisms in this 
activity have becn investigatcd 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 mcchanisms have an important part in this activity. On the other hand, 
it has been observed that Iycopene induces the proliferation of HeLa cervix 
adenocarcinoma eclis. 

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

cell culture 
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ı. GİRİŞ 

Kanser ve kardiyovasküler hastalıklar, günümüzde ölümle sonuçlanan 

hastalıklann başında gelmektedir. Bu hastalıklann gelişiminde genetik faktörler 

ve yaş kadar, beslenmenin de önemli bir risk faktörü olduğu bilinmektedir [1, 2, 

3]. Kanser konusundaki yeni yaklaşırnlara göre hastalık oluştuktan sonra tedavi 

etmek yerine kanser oluşumunun engellenmesi hedeflenmektedir. Bu nedenle 

özellikle kemopreventifler, nutrasötikler ve antioksidanlar gibi kimyasal gruplar 

giderek değer kazanmaya başlamıştır. Bu gruplar genellikle besinierin içerdiği 

doğal bileşenlerdir. Kanser ve diğer hastalıklar üzerine bu maddelerin etkilerinin 

desteklenmesi amacıyla son yıllarda yapılmış olan pek çok çalışma olmasına 

rağmen bu gruplann içerdiği kimyasal maddelerin çokluğu sebebi ile üzerinde 

halen araştırma yapılması gereken daha pek çok madde bulunmaktadır. 

Hücrelerin yaşianma sebeplerinin başında oksidatif stres gelmektedir. 

Oksidatif stres aynı zamanda kanserleşmede de rol oynayan bir faktör olduğu için 

antiaksidan bileşikler ve özellikle doğal antioksidanlar giderek değer 

kazanmaktadır. Oksidatif stresin ürünleri olan reaktif oksijen türlerinin (ROT) 

rolü ve biyomoleküller üzerindeki oksidatif hasan, kanser ve kardiyovasküler 

hastalıklann patojenezisinde önemli rol oynamaktadır. Sebze ve meyvelerin artan 

tüketimi ile bu hastalıklara yakalanma riskinin azaldığı düşünülmektedir. 

Fitokimyasal bileşiklerle yapılan pek çok çalışmada bu düşünceyi 

desteklemektedir [1, 2, 4, 5]. 

Günümüzde gittikçe değer kazanan nutrasötikler içerdikleri antiaksidan 

maddelerin etkilerinden dolayı ya preparat haline getirilerek ya da standardize 

edilerek bitki standart ekstresi halinde kullanıma sunulmaktadır. 

Antiaksidan maddeler içinde önemli bir grubu oluşturan karotenoidler 600 

kadar üyesi olan büyük bir pigment grubudur ve bitkilerde oksidatif strese karşı 

koruyucu olarak sentezlenmektedirler. En önemli karotenoidler arasında a­

karoten, ~-karoten, likopen ve lutein yer almaktadır. Günlük tüketirnde kullanılan 

meyve ve sebzelerde en fazla bulunan karotenoid yapılı bileşiklerin başında ~­

karoten ve likopen gelmektedir [1, 2]. Yapılan bir çalışmada, likopenin ~­

karotenden iki kat ve a-tokoferolden on kat etkili bir serbest radikal süpürücü 

ı 



bileşik olduğu gösterilmiştir [2]. Bu nedenle, yapılan deneylerde (3-karoten 

standart madde olarak kullanılmıştır. 

Likopen domates başta olmak üzere kırmızı sebze ve meyvelerde bulunan 

biyoaktif bir bileşendir. Kemopreventif etkisi nedeniyle likopenin başta prestat 

kanseri olmak üzere pek çok kanser türüne ve kalp hastalıkianna yakalanma 

riskini azaltabileceği çeşitli epidemiyolojik çalışmalarla gösterilmiştir. Karotenoid 

yapılı bir bileşik olan likopenin bu etkilerinin antieksidan özelliğine ve/veya 

immunomodülatör aktivitesine bağlı olduğu düşünülmektedir [1]. Kemopreventif 

etkili olduğu bilinen likopenin bu etkisinde antieksidan mekanizmalann yanı sıra 

hangi mekanizmalann etkili olduğu henüz yeterince aydınlatılamamıştır. Bu 

konuda, daha çok epidemiyolojik çalışmalar yapılmış olup hücre kültürlerinde 

yeterli çalışma bulunmamaktadır. 

Bu tez çalışmasında, 

Kemopreventif aktivitesi bilinen likopenin kontrol grubu olarak 

kullanılan Nlli3T3 fibroblast hücrelerine karşı LNCaP prestat 

kanseri ve HeLa serviks adenokarsinoma hücreleri üzerindeki 

sitotoksik etkilerinin incelenmesi, 

Prestat kanseri gelişimini önleyici etkisi olduğu ileri sürülen 

likopenin, prestat kanser hücreleri üzerinde antikarsinojenik 

aktivitesinin araştınlması, 

Antikarsinojenik aktivite etki mekanizmasında östrojenik reseptörler 

ile olan ilişkisinin değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır. 

2 



2. LİTERA TÜR BiLGİSİ 

2.1. Biyoaktif Bileşikler 

ROT' u inaktive eden ve oksidatif hasardan korunınayı sağlayan gıdalardaki 

antioksidanlar biyoaktif moleküller olarak adlandınlırlar [1]. Bu biyoaktif 

bileşikler, bitkisel ürünlerde ve lipidce zengin besinlerde küçük miktarlarda doğal 

olarak meydana gelen ve besin değerini arttıran bileşiklerdir [6]. Bitkisel kaynaklı 

biyoaktif bileşikler flavonoidler, fitoöstrojenler, bitki sterolleri, isoflavonlar, 

organosülfür bileşikler, likopen ve resveratrol' dür [1, 6]. Bu fitokimyasal 

bileşenlerin, hormonal metabolizma ve oksidatif hasar üzerine etkilerinin, sahip 

olduklan kemopreventif aktiviteden kaynaklandığı düşünülmektedir [1]. 

Epidemiyolojik bulgular da çeşitli kanser türleri ve kardiyevasküler hastalıklarda 

meyve ve sebze ağırlıklı diyetlerin koruyucu rolü olduğunu göstermiştir [1, 3, 6, 7 

]. Tablo 1' de bazı biyoaktif bileşiklerin biyolojik etkileri verilmiştir [6]. 

Tablo 1 [6] kanser ve kardiyevasküler hastahklar üzerinde bazı biyoaktif 

bileşiklerin biyolojik etkileri 

2.2. Karotenoid Bileşikler 

Karotenoidler bitkiler, algler ve bakteriler tarafından sentezlenen kanser ve 

kardiyevasküler hastalıklara karşı koruyucu özelliği olan pigment gurubudur [8, 9, 

ll, 12]. Kimyasal yapı olarak karotenoidler, uç uca bağlanarak birleşen iki 

tetraterpen ünitesinden oluşmaktadırlar. Son grupların siklizasyonu ile 

karotenoidler bir veya iki halkaya sahiptir. Karbon ve hidrojen atomlarının 

yanında oksijen atomu da taşıyabilirler [1]. Doğada yaklaşık olarak 600 çeşit 

karotenoid bulunur [10, ll, 13]. BunHınn bazıları saf hidrokarbon (karoten) 

halindeyken bazıları da oksijenli fonksiyonel gruplar (ksantofiller) halinde 

bulunur [13]. a-karoten, ~-karoten, ~-kriptoksantin, lutein ve likopen majör 

plazma karotenoidleridir [4, ll, 13]. ~-karoten, çeşitli meyve ( mango, kayısı, 

kantalup ) ve sebzelerde ( havuç, kırmızı biber, kabak, taze patates ve yeşil 

yapraklı sebze ) bulunurken a-karoten havuç, kabak, bal kabağında bulunur. ~­

kriptoksantin mango, kayısı, kantalup, havuç, kırmızı biber, taze patates ve yeşil 

yapraklı sebzelerde bulunmaktadır [13]. Besinlerden karotenoidlerin 

3 
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Tablo 2.1. [6] kardiyovasküler hastalık ve kanser için seçilmiş biyoaktif bileşiklerin potansiyel olarak sağlığa yararları 

Biyoaktif Bilesik Ornekler Kaynaklar Bilinen Yararlı Biyolojik Etkiler 
Flavanoidler 
Flavonoller Kuersetin, kamferol, kateşin Soğan, elma, çay, çilek, zeytin, brokoli, ı TC, ı LDL-C oksidasyon, ı tümör 

kırmızı şarap, kakao 1 çikolota, kıvırcık başlaması 1 gelişmesi, ıtüınör 
salata başlaması 1 gelişimi, AOx, 1' HDL- C 

Flavonoller Epikateşin, epigallokateşin, epikateşin- Yeşil 1 siyah çay, kokoa 1 çikolata 
ı tümör başlaması 1 gelişimi, apoptozis, 

karsinojen detoksifikasyonu, 
3-gallat, epigallokate~in-3-gallat anıimutajen,AOx, ı LDL- C 

oksidasyon u 
Fitoöstrojenler ı LDL- C, AOx, östrojen 1 antiöstrojen • 

Lignanlar, koumestran Enterolakton, enterodial, koumestrol Kabayonca, karanfil 
İsoila vonlar Genistein Bakla, bezelye ı TC ve LDL- C, ı LDL- C 

oksidasyon, ı trombozis, ı TG, östrojen 
1 antiöstrojen, ı anjiojenezis,l HDL- C, 

AOx; olumsuz etki: prokarsinojen 
potansiyeli 

Resveratrol Üzüm, kırmızı şarap, yerfıstığı ıLDL- C oksidasyon, ı trombozis, 
tümör başlaması 1 gelişimi, östrojen 

/antiöstrojenkarsinojen 
detoksifikasyonu, antimutajeıı, AOx 

Likopen Domates, domates ürünleri ı LDL- C ve LDL- C oksidasyon, AOx. 
aııtimutajeıı 

Organosülfür bileşikleri Allisiıı, dialiii sülfit, dialiii disülfit, allil Sarımsak, soğan, pırasa ı TC ve LDL- C, ı TG, ı kolesterol, ı 
merkaptan BP, ı troınbozis, karsinojen 

detoksifikasyonu, ı tümör gelişimi, 
AOx; olumsuz etki: tümör gelişim 

potansiyeli? 
AOx:Antioksidan aktivite TC:Total kolesterol TG:Trigliserid LDL-C:Düşük yoğunluklu lipoprotein kolesterol HDL-C: Yüksek yoğunluklu lipoprotein kolesterol 
BP:Kan basıncı CVD:Kardiyovasküler hastalıklar 

; 



biyoyararlammımn ölçülmesi, plazma karotenoid içeriğinde veya plazma triaçil 

gliserolce zengin fraksiyonunda oluşan artışın gözlenmesi ile değerlendirilir [8]. 

Karotenoidler, hidrofobik maddeler olduklarından sudaki çözünürlükleri 

zayıf, tetrahidrofuran (THF) veya dimetilsülfoksit (DMSO) gibi organik 

çözücülerdeki çözünürlükleri fazladır [4, 8, 9, 14]. Bu nedenle karotenoidlerin 

stok solüsyonları THF' da hazırlanırken çalışma solüsyonları etanol ile stok 

solüsyonun seyreltilmesiyle hazırlanmaktadır [4]. Karotenoidlerin sahip oldukları 

uzun polien yapısı, onların UV ışığını absorblamasına ve oksidasyona karşı 

duyarlılığının artmasına neden olmaktadır [13]. Karotenoidler atmosferik oksijen 

ve ışık ile renksiz bozulma ürünlerine oksitlendiklerinden antiaksidan ilavesi 

şarttır. Bu nedenle karotenoid çözeltilerine, karotenoidlerin oksidatif kayıplarını 

önlemek için askorbik asit ilave edilir [4]. Karotenoidler -70 °C' den daha yüksek 

sıcaklıklarda saklandığında ve 1 veya tekrar edilen eritme, dondurma işlemleri 

sırasında veya depolama esnasında bozulabilir [15]. 

Karotenoidler, immünomodülasyon hücrelerarası geçit bölgelerindeki (gap 

juction) iletimi sağlayan, karsinojen metabolizma enzimlerini indükleyen, 

fotoptoteksiyon ve antiaksidan özelliklere sahip maddelerdir [11]. Bilindiği gibi 

DNA veya membranlardaki oksidatif hasar kanser gelişiminde önemli rol 

oynamaktadır [5]. Karotenoidler serbest radikallerle başlayan bu reaksiyonlara 

özellikle de lipid peroksidasyonuna engel olurlar. Bu pigment grubunun radikal 

süpürücü etkilerinin yanında değişik hücre dizilerinde antineoplastik ve 

antiproliferatif etkileri de bulunmaktadır [7, 16]. Bu pigment grubunun 

antikarsinojenik aktivitesini açıklamak için iki tane teori öne sürülmüştür. Bu 

teorilerden bir tanesi, onların vitamin A prekürsörü olmalan veya antiaksidan 

özelliğe sahip olmalarına bağlı aktivite, bir diğeri ise likopen veya kantaksantin 

gibi provitamin A olmayan karotenoidlerin kanseri önleyici etkileri ile ilişkili 

gösterdikleri biyolojik aktivitedir [1]. 

Karotenoidlerin kardiyevasküler hastalıklar üzerine de etkili olduğu 

bilinmektedir. Bilindiği gibi düz kas hücrelerinin (smooth muscle cells- SMC) 

çoğalması arteriyal duvarların değişimi ile oluşan ateroskleroziste önemli rol 

oynar. SMC çoğalmasının inhibisyonu, karotenoidlerin aterosklerozis gelişiminde 

etkili olan mekanizma olabileceği düşünülmektedir. Yapılan bir çalışmada 
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karotenoidlerin insan aortik düz kas hücrelerinde DNA sentezi üzerine etkisi 

araştırılmıştır. Likopenin ~-karoten' e göre konsantarsyona bağlı olarak daha 

güçlü bir inhibitör olduğu ortaya çıkmıştır. Karotenoidlerin bu etkisinin muhtemel 

mekanizması protein kinaz C (PKC) aktivitesinin inhibisyonudur. PKC hücreyi 

çoğalmaya götüren sinyal transdüksiyon yolağında önemli bir habercidir. Bunun 

yanında hücre çoğalmasının inhibisyonu kültürde karotenoid ürünlerinin ( -epoksi, 

-peroksi, -hidroksi türevleri) ve metabolitlerin oluşumuna ve antiaksidan 

özelliklerine de bağlı olabileceği düşünülmektedir [ ı6]. 

Karotenoidler gen ekspresyonunda etkili olabilmektedirler. Örneğin 

C3H/10Tl/2 hücrelerinde provitamin A veya antiaksidan özelliklerinden bağımsız 

olarak konneksin 43 gen ekspresyonunu düzenleyerek hücreler arası geçit 

bölgelerinde iletimi arttı rabilmektedir [ ı6]. 

Karotenoidlerin etkilerini açıklayan diğer bir mekanizma, likopen veya 

zeaksantin gibi provitamin A olmayan karotenoidlerin etkisini açıklarnamasma 

rağmen ~-karoten' in provitamin A özelliğiyle ilgilidir. Öne sürülen başka 

mekanizma da karotenoidlerin büyüme faktörlerinin etkilerini engellemesidir [ı6]. 

2.2.1. Likopen 

Likopen bitkiler ve mikroorganizmalar tarafından fotosentez esnasında ışığı 

absorblamak ve fotosensitizasyona karşı korunmak için sentezlenen doğal bir 

pigmenttir. Kırmızı sebze ve meyveler likopen kaynağıdır [1, 2]. Özellikle 

domateste bulunan likopen, karotenoidler arasında en güçlü antiaksidan aktiviteye 

sahip olan karotenoiddir [1, 2, 7, 9, ll, 17, 18]. 

2.2.1.1. Likopenin kimyasal yapısı 

Likopen molekülü 40 karbon atomlu, lineer sırada diziimiş ı 1 konjuge ve 2 

konjuge olmamış çift bağ içeren açık hidrokarbon zincirinden oluşmaktadır [1, 2, 

ı4, ı7, ı9]. Bu çift bağiann ışık, termoenerji ve kimyasal reaksiyonlar esnasında 

izomerizasyona uğrayabileceği gösterilmiştir [ı, 2, 19]. Likopenin tüm trans 

formları, 5-cis, 9-cis, 13-cis ve ı5-cis formlan aydınlatılmıştır [1, 2, ı9]. Şekil ı' 

de likopenin kimyasal yapısı verilmiştir. 
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Şekil 1 [1] Likopenin kimyasal yapısı 

Moleküler formülü C4oHs6, molekül ağırlığı 536,85 daltondur [1, 2]. 

Likopen lipofilik bir bileşik olup suda çözünmez [1, 2, 9]. Kırmızı pigment 

maddesidir. Polien zincirindeki uzun kromofor likopenin bu kırmızı renginden 

(472 nm) ve antieksidan aktivitesinden sorumludur [19]. Likopenin petroleteri ile 

hazırlanan çözeltisinin görünür ışıkta Amax' ı 472 nın ve E% 3450' dir. Likopen, B­
ionon halka yapısı taşımadığı için provitamin-A aktivitesi göstermez [1]. 

Biyosentezi : Likopen renksiz karoten, fitoenden (7, 8, ll, 12, i, s', 1ı', 12'­

oktahidro karoten) dört desatürasyon reaksiyon serisiyle sentezlenir. Bu 

reaksiyonlar yüksek bitkilerin plastidlerinde meydana gelmekte ve iki membran 

desatürazlan tarafından katalize edilmektedirler [19]. 

2.2.1.2. Likopen içeren besin kaynakları 

Domates ve domates kaynaklı ürünler besinlerdeki likopenin % 85' inden 

fazlasını oluşturur [1, 2, 6, 17, 19, 20]. Karpuz, greyfurt, kayısı ve papaya diğer 

likopen kaynaklandır [1, 6, 19]. Tablo 2' de bazı sebze ve meyvelerdeki likopen 

miktan verilmektedir. 

Tablo 2 [1] sebze ve meyvelerdeki likopen miktan 

Meyveler 1 Sebzeler Likopen (J.Lg 1 g) 

Domates 8,8-42 

Karpuz 23-72 

Guava 54 

Greyfurt 33,6 

Papaya 20-53 

Kayısı < 0,1 
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Domateste meydana gelen likopen miktan domatesin çeşidine göre 

değişmekte ve meyvenin olgunlaşmasıyla artmaktadır [1, 2, 6]. Tüm trans formlar 

çiğ domatesteki likopenin izomerik formudur ve transtan cis izomerizasyonuna 

dönüşüm pişirme, besin üretimi ve depolama esnasında gerçekleşir [1, 2, 19]. 

Pişirme veya besin üretimi esnasında çok küçük miktarlarda likopen kaybı görülür 

[1, 2]. Domates suyu, ketçap, domates çorbası, pizza, spagetti diyetteki başlıca 

likopen kaynaklandır [1, 19]. Tablo 3' de domates ve bazı domates kaynaklı 

ürünlerdeki likopen miktan verilmektedir. 

Tablo 3 [ 1] domates ve domates kaynaklı besinierin içerdiği likopen miktan 

Domates Ürünleri Likopen (Jıg 1 g ağırlık) 

Taze domates 8,8-42 

Pişirilmiş domates 37 

Domates salçası 62 

Domates ezmezi 54-1500 

Domates çorbası 79,9 

Domates tozu 1126,3 - 1264,9 

Domates suyu 50-116 

Pizza 127,1 

Ketçap 99-134,4 

2.2.1.3. Likopenin absorbsiyonu, metabolizması ve dokulardaki dağılımı 

Likopen besinle alındıktan sonra lipid misellerle birleşip pasif difüzyonla 

intestinal mukozadan absorbe olduktan sonra şilomikronlarla birleşerek karaciğere 

taşınmak için lenfatik sisteme salıverilir. Daha sonra lipoproteinlere bağlanarak 

farklı organiara taşınır [1, 2]. Karotenoidce zengin gıdalann tüketilmesinden sonra 

bireyler arasında görülen plazma likopen seviyesindeki farklılıklar, bu bitki 

pigmentlerinin absorbsiyonunun ve biyoyararlanımının genetik, fizyolojik ve 

metabolik faktörlerden etkilendiğini göstermektedir [1, 2, 8, 17, 19]. Üretim 

esnasında besin matliksinden likopenin salıverilmesinde kullanılan ısı, 

izomerizasyonu indükleyerek tüm forıniann biyoyararlanımını arttırmaktadır [1, 

2, 6]. Sıcakta işlenerek hazırlanan besin kaynaklanndan likopen absorbsiyonu, 

işlenmemişlere göre daha fazladır. Yine yağ içeriği zengin diyetlerdeki likopen 

8 



absorbsiyonu da daha fazladır. işlenmiş domatesteki Iikopenin biyoyararlanımının 

fazla olması, likopenin cis izomerlerinin biyoyararlanımının trans formundan daha 

fazla olduğunu göstermektedir [1, 2, 19]. Çünkü cis izomerler safra asit misellerde 

ve birleştiği şilomikronlarda dc:ıha fazla çözünmektedir. Her bir karotenoidin 

absorbsiyonu başka bir karotenoidin absorbsiyonunu antagonize etmektedir, 

örneğin kantaksantin Iikopenin absorbsiyonunu inhibe eder [19]. Bunun yanı sıra 

Iikopen, 13-karoten ile birlikte alındığında, tek alınmasına göre daha fazla 

biyoyararlanım göstermektedir [1]. 

Likopen insan plazmasında bulunan en önemli karotenoid olup yaklaşık 2-3 

günlük yanianma ömrüne sahiptir. İnsan plazmasındaki likopen, izomerik kanşım 

halindedir ve bunun yaklaşık % 50' sini cis formlar oluştururken, trans formlan 

ise likopenin bitkilerde en çok bulunan izomeridir [1, 2]. Likopen alındıktan sonra 

plazmada önce çok düşük yoğunluklu lipoprotein (VLDL) ve şilomikronlara, 

sonra düşük yoğunluklu Iipoprotein (LDL) ve yüksek yoğunluklu lipoproteinlere 

(HDL) bağlanır. En yüksek seviyeleri LDL' de bulunur. Likopenin serum 

konsantrasyonlan 50 nın- 900 nın aralığında değişmektedir [19]. 

Erkek ve kadınlar arasındaki serum Iikopen seviyesi farklılıklan önemli 

değildir. Kadınlarda kan likopen seviyesi menstural dönem fazlanndan etkilenir. 

Sigara içen ve içmeyenierin serum likopen seviyeleri karşılaştınldığında önemli 

bir fark bulunmamıştır. Ancak sigara içenlerde üç sigarayı takiben lipid 

peroksidasyonundaki % 40' Iık artışla birlikte serum likopen seviyesi % 40 

düşmektedir. Benzer olarak sigara dumanma invitro maruz bırakılan taze 

plazmada likopen ve diğer Jipefilik antieksidan seviyelerinin düştüğü 

gözlenmiştir. Alkol tüketiminin de serum likopen seviyesini değiştirdiği 

bulunmuştur [1]. 

Likopenin metabolizması hakkında bilinenler oldukça azdır. 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 

dönüşebilir, sonra metabolik redüksiyonla 5,6-dihidroksi-5,6-dihidro likopen 

oluşabilir [1]. Tüm oksijenli likopenler oksidasyon ürünüdür [19]. 

Likopenin insan dokulannda biriktiği bilinmektedir [1, 19]. Domates 

suyunun uzun periyatta ve aşın miktarda tüketimi sonunda deri ve karaciğerde 
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likopenemi adı verilen renklenme oluşur [1]. Likopen dağılımı bütün dokularda 

aynı değildir [1, 2, 19]. Dağılımdaki bu farklılıklar likopenin, özellikle prostat, 

karaciğer, adrenal ve testislerde yüksek miktarlarda bulunmasına neden olan 

spesifik mekanizmalar olduğunu göstermektedir [1, 19]. Bu dokulardaki yüksek 

likopen konsantrasyonuna neden olan biyokimyasal mekanizma tam olarak 

bilinmemekle birlikte bir hipoteze göre bu dokularda çok sayıda lipoprotein 

reseptörü bulunması ve bilindiği gibi likopeninde lipoprotein aracılığıyla 

taşınmasıdır [19]. Tablo 4' de doku likopen seviyeleri verilmektedir. 

Tablo 4 [1] doku likopen seviyeleri 

Doku Likopen (nmol 1 g 

Testisler 4,34-21,36 

Adrenal 1,9-21,6 

Prostat 0,8 

Karaciğer 1,28-5,72 

Göğüs 0,78 

Akciğer 0,22-0,57 

Böbrek 0,15-0,62 

Kolon 0,31 

Deri 0,42 

O varyum 0,3 

Mide 0,2 

Beyin sapı Saptanmadı 

Likopen diğer vücut sıvılarında da saptanmıştır. İnsan sütünde yapılan 

araştırmalarda 13 geometrik izomer ve 2 Iikopen oksidasyon ürünü dahil 34 

karotenoid bulunmuştur. Kısır erkeklerde likopen ve ~-karoten seminal plazma 

seviyesinin, normal erkeklere göre daha düşük olduğu saptanmıştır [1]. 
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2.2. 1.4. Likopen etki mekanizması 

i. Antioksidan etkileri ve serbest radikallerle etkileşmesi 

Biyolojik olarak önemli olan karotenoidler arasında likopen en etkili 

eşleşmemiş oksijen süpürücüsüdür. Likopenin bu etkisi açık zincire sahip olan 

likopenin son gruplan siklik olan diğer biyoaktif karotenoidlere oranla daha iyi bir 

hedef olmasıyla açıklanmaktadır [21]. Likopen antieksidan özelliği dolayısıyla 

invitro olarak DNA' da oksidatif hasan azaltır, malign duruma dönüşümü 

yavaşlatır ve proteinler, lipidler ve diğer hücrelerin biyolojik oksidatif hasannı 

azaltır. Likopenin konneksin 43 ekspresyonunu indükleyerek hücreler arasında 

hücrelerarası geçit bölgelerindeki iletimi arttırdığı da bulunmuştur. Hücrelerarası 

geçit bölgelerindeki iletimin kaybolması malign dönüşüm süresince oldukça 

önemlidir [2]. 

ii. immün sistem modülasyonu 

Likopenin immün sistem yanıtlan üzerine doğrudan stimüle edici etkisi söz 

konusudur [2]. Domates ürünlerinin fazla miktardaki tüketimi ile kanser oluşum 

riskinin azalmasına bağlı olarak likopenin immunomodülatör aktivitesi göze 

çarpmaktadır [21]. Bu etki, likopenin antieksidan özelliğinin, kanser ve insan 

bağışıklık yetmezliği virüsü (HIV) ve kazanılmış immün yetmezlik sendromuna 

(AIDS) karşı koruyucu rolünün temelini oluşturur [2]. 

Farelerde tümörijenezis süresince likopen timusta T hücre farklılaşmasını 

sağlayarak T-yardımcı hücrelerinin artışına neden olmaktadır. Likopenin bu etkisi 

immun sistem aktivasyonuyla sonuçlanmaktadır [21]. 

Diyetlerde likopen azlığı periferal kandaki mononükleer hücrelerin 

(peripheral blood mononuclear cells PBMC) önemli şekilde azalmasıyla 

sonuçlanmaktadır. Buna ilave olarak bu hücrelerden interlökin-2 (IL-2) ve 

interlökin-4 (IL-4) salınımı da azalmaktadır. 2 hafta boyunca 330 rnUgün 

domates suyu tüketimi ile lenfosit fonksiyonlan normale dönmekte ve beraberinde 

plazma likopen konsantrasyonu da artmaktadır. Lenfosit DNA' sı domates 

tüketimi ile birlikte oksidatif hasara karşı direnç kazanmaktadır. Likopenin bu 

etkisi sağlıklı yetişkin bireylerde 2 haftalık periyatta düşük karotenoid içeren 
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gıdalarla ve bunu takiben yıne 2 haftalık periyatta domates suyu (40 mg/gün 

likopen içeren) tüketilmesiyle araştınlmıştır. Araştırma sonucunda PBMC' inde 

IL-2 salınımında artış ve lenfosit proliferasyonu tespit edilmiştir [21]. 

2.2.1.5. Likopenin biyokimyasal etkileri 

i. Oksidatif etkileri 

çalışmalar, likopenin etkili bir antieksidan ve radikal süpürücüsü olduğunu 

göstermiştir [1, 2, 7, 9, ll, 14, 17, 18]. Yapılan bir çalışmada likopenin B­
karotenden iki kat ve a-tokoferolden on kat daha etkili bir serbest radikal 

süpürücü olduğu saptanmıştır [2]. Likopen, sahip olduğu konjuge dien sayısının 

fazla olması nedeniyle doğal karotenoidler arasında en güçlü eşleşmemiş oksijen 

süpürücüsüdür [1, 2, 19]. Karotenoidler, serbest radikallerle başlayan 

reaksiyonlara özeilikle de lipid peroksidasyonuna engel olurlar ve tüm 

karotenoidler trolox' a eşdeğer antieksidan kapasiteye (TEAC) sahiptirler [1, 2, 

19]. 

Likopenin hidrojen peroksiti ve nitro katyonunu (N02 +) inaktive ettiği 

görülmüştür [1, 2]. Son yapılan çalışmalarda, likopenin N02+ radikalinin sebep 

olduğu hücre zan hasanna ve hücre ölümüne karşı lenfositlerin korunmasında B­
karoten' den daha etkili olduğu bulunmuştur [1, 2, 10, 16]. Likopen aşın derecede 

hidrofobik bir madde olduğu için hücre membranianna ve diğer lipoprotein 

bileşenlerine daha çok yerleşmekte ve bu özelliğinden dolayı ROT' la 

etkileşmesinin lipofilik ortamda daha fazla olması beklenmektedir [1, 2]. 

Likopen lipid, DNA ve lipoproteinlerdeki oksidatif hasara engel olmaktadır 

[6, 12]. Fotosensitif oksidatif hasara karşı insan LDL' sini koruyucu özelliği 

vardır [1, 12]. Dokulardaki oksidatif zarann azalmasında likopenin baskılayıcı 

rolünün B-karoten' den daha fazla olduğu öne sürülmektedir [1, 10, 12]. Hücre 

kültürü ve hayvan modellerinde yapılan çalışmalarda, likopenin tümör hücre 

büyümesi ve proliferasyonunda a- ve B-karoten' den daha güçlü inhibitör etkiye 

sahip olduğu gözlenmiştir [6]. UV ışınlan ve sigara içmeye karşı likopenin 

koruyucu etkisi olduğu düşünülmektedir [6, 12, 14]. Deride bulunan likopenin UV 
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ışığına maruziyet esnasında B-karoten' den daha fazla yok olduğu bulunmuştur [1, 

10, 12]. 

Yapılan çalışmalarla, likopenin bazı kanser hücre dizilerinde DNA sentezi 

inhibisyonunda, makrofaj hücre dizilerinde kolesterol sentezi inhisyonunda ve 

büyüme faktörlerinin sinyal trnsdüksiyon mekanizmalannda araya girip siriyal 

iletimini engellernede B-karoten' den daha etkili olduğu saptanmaktadır [16]. 

ii. Nonoksidatif etkileri 

Karotenoidlerin kanser gelişimine karşı koruyucu etkilerinin temelinde 

hücreler arasındaki hücrelerarası geçit bölgelerindeki iletimi indükleme 

yeteneğinin olduğu ileri sürülmektedir [1, 2]. Aynı şekilde Ii kopeni n de sağlığa 

yararlı etkilerinin, onun antiaksidan özelliğinin yanı sıra hücrelerarası geçit 

bölgelerindeki iletim mekanizmasından da kaynaklandığı düşünülmektedir [ 17, 

18]. Likopenin kanser gelişimine karşı koruyucu etkisinin temeli olan bu 

hücrelerarası geçit bölgelerindeki iletim onun sahip olduğu antiaksidan 

özelliğinden bağımsızdır [ 19, 21]. Yapılan çalışmalarla hücrelerarası iletimi 

likopenin arttırdığı gözlense de bu etkinin B-karoten' den veya kantaksantin' den 

daha önemsiz olduğu saptanmıştır [1]. 

2.2.1.6. Likopenin insan sağlığındaki rolü 

Likopenin insan sağlığındaki potansiyel rolü, değişik hücre kültürlerinde 

antiproliferatif etkilerinin değerlendirilmesi, hayvan modellerindeki antitürnöral 

etkisi ve epidemiyolojik çalışmalan kapsayan üç değişik yöntem kullanılarak 

araştınlmış ve giderek değer kazanmaya başlamıştır. Likopenin sahip olduğu bu 

etki üç farklı yöntemle araştınlır. Bunlardan biri anti hücre proliferatif aktivitesini 

araştırmak için farklı hücre dizileri kullanılarak yapılan doku kültürü çalışmalan, 

bir diğeri likopenin antitümör özelliğini göstermek için hayvan modelleri 

kullanılarak yapılan çalışmalar ve son olarak risk ve kontrol gruplannda yapılan 

epidemiyolojik çalışmalardır [1]. 
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i. Doku kültürü çalışmaları 

Doku kültür sistemlerinde elde edilen veriler, likopenin normal ve malign 

hücre dizilerinde moleküler ve biyokimyasal etkileri için oldukça önemli kanıtlar 

sunmaktadır [1]. Tablo 5' de likopenin farklı hücrelerde gösterdiği etkiler 

verilmektedir. 

Tablo 5 hücre kültürü çalışmalarında likopenin farklı hücrelerde gösterdiği 

etkiler 

Hücre Tipi 

HL-60 insan lösemi hücre dizisi [22] 

Önemli Bulgular 

Likopen (10 Jlmol/L) hücre 

bölünmesinde % 40 azalmaya sebep 

oldu. 

HL-60 insan lösemi hücre dizisi [1] Likopen retinoik asitin farklılaştıncı 

etkisini arttırdı. 

C3H/10Tl/2 fare embriyosu fibroblast Malign dönüşümün inhibisyonu 

hücre dizisi [23] 

C3H/10T1/2 fare embriyosu fibroblast Artan konnexin 43 gen ekspresiyonu 

hücre dizisi [24] 

Rat karaciğer hücreleri [25] 

Fare karaciğer hücreleri [1] 

Raji hücreleri [1] 

İnsan kanser hücre dizileri 

Endometrial (lshikawa), meme (MCF-

7), akciğer (NCI-H226), normal 

fibroblast [26] 

J774A.1 makrofaj hücre dizisi [27] 

PC-3, DU145, LNCaP insan kanser 

hücre dizisi [13] 

Azalan karbontetraklorür zehirlenınesi 

Mikrosistİn ile oluşan karaciğer 

tümörlerine karşı koruyucu etki 

Gen aktivasyonu inhibisyonu 

Likopen kanser hücrelerinin büyümesini 

baskılarken normal fibroblastları 

etkilemedi 

HMGCoA redüktaz inhibisyonu ile 

azalan kolesterol sentezi 

Kanser hücrelerinin azalan yaşayabilme 

yeteneği 
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ii. Hayvan çalışmaları 

Hayvan modelleri, likopenin biyokimyasal reaksiyonlannı araştırmak için 

elverişli sistemlerdir [1]. Tablo 6' da hayvan modelleri ile yapılan çalışmalarda 

elde edilen bazı bulgular verilmektedir. 

Tablo 6' da hayvan model sistemleri kullanılarak yapılan çalışmalar 

Hayvan Modeli Önemli Bulgular 

Fareler [1] 

Fareler [1] 

Yaşam süresini uzattı 

Bakteriyal infeksiyenlara karşı direnci 

arttırdı 

Rat beyin tümör hücreleri ile aşılanmış Tümör hücrelerinin gelişimini ve 

Wistar ratlar (Glioma hücreleri) [28] büyümesi inhibe etti 

SHN bakire fare hücrelerinde meme Tümör büyümesini azalttı ve hastalığı 

tümörü [29] geciktirdi 

Spragu- Dowley ratlan [30] N- metilnitrosüre (MNU) ile indüklenen 

kolonik ACF' yi (anormal crypt foki) 

azalttı 

Spragu- Dowley ratlan [31] Dimetilbenzantrasenin (DMBA) sebep 

olduğu meme tümörlerini azalttı 

B6C3F1 fareleri [32] Erkek farelerde dimetilhidrazin (DMD) 

ile indüklenen akciğer adenomalannı 

azalttı 

SPF Wistar ratlar [33] 

B6C3F 1 fareleri [ 1] 

Fischer 344 ratlar [34] 

Dimetilbenzbenzantrasenin (DMBA) 

sebep olduğu karaciğer preneoplastik 

fokileri azalttı 

Dimetilhidrazinin (DMH) sebep olduğu 

kolonik karsinojenezis üzerine etkili 

değildir 

Domates suyu N-butilN-(4-

hidroksibutil)nitrosarninin (BBN) sebep 

olduğu mesane karsinojenezisini inhibe 

etti 
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Yavru erkek ratlar [35] 

Fareler [36] 

Ratlar [36] 

iii. Epidemiyolojik çalışmalar 

Aflatoksin Bı' in sebep olduğu 

karaciğer preneoplastik foki üzerine 

etkili değildir 

Meme bezleri ve akciğerde 

karsinojenezisi inhibe etti 

Karaciğer karsinojenezisini inhibe etti 

Likopenin kronik hastalıklara karşı potansiyel koruyucu rolü normal ve 

riskli gruplarda yapılan epidemiyolojik çalışmalarla ortaya konulmuştur. Mevcut 

bilgiler, geniş ölçüde kronik hastalıklardaki plazma değerlerinden elde edilen 

verilere dayanmaktadır. Çeşitli epidemiyolojik çalışmalar, kanser ve diğer kronik 

hastalıklara yakalanma riskinin sebze ve meyve ağırlıklı beslenme ile 

azalabileceğini gösterılıektedir [1]. Tablo 7' de likopen ile yapılan epidemiyolojik 

çalışmalar verilmektedir. 

Tablo 7 likopen ve kronik hastalıklar arasındaki ilişkiyi gösteren 

epidemiyolojik çalışmalar 

Çalışılan Kanser Tipi 

Prostat kanseri [37] 

Durum kontrol çalışması 

Dijestif doku kanseri [38] 

Durum kontrol çalışması 

Servikal kanser [39] 

Durum kontrol çalışması 

Mesane kanseri [ 40] 

Durum kontrol çalışması 

Göğüs kanseri [1] 

Durum kontrol çalışması 

Miyokardial infaksiyon [1] 

Önemli Bulgular 

Domates ürünlerinin tüketimi prostat 

kanseri riski ile ters orantılıdır 

Fazla domates tüketimi dijestif doku 

kanserinin tüm tiplerinin riskini azalttı 

Sadece likopen tüketimi servikal kanser 

riski ile ters orantılıdır 

Artan serum likopen seviyesi ile kanser 

riski azalmıştır 

Serum likopeni ve göğüs kanseri riski 

ters ilişkidedir 

Düşük kalp krizi riski 
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Farklı bölge popülasyonlannda 

kronik kalp hastalıklannda ölüm oranı 

Düşük serum likopeni kalp 

hastalıklanndan ölüm riskinin artmasına 

neden oldu [1] 

HIV pozitif kadınlar ve infekte olmuş 

çocuklar [41- 42] 

Serebrovasküler hastalık riski taşıyan 

yaşlı popülas yonlar [ 43] 

Prostat kanseri [18] 

Hasta gruplarda çok düşük likopen 

seviyesi saptanmıştır. 

Yüksek riskli bireylerde çok düşük 

Iikopen seviyesi tespit edilmiştir. 

Kanser gelişen hastalarda serum likopen 

seviyesi düşüktür 

Likopenin insan sağlığına olan etkilerinin daha iyi anlaşılması için daha pek 

çok çalışma gerekmektedir. Şekil 2 bugünkü bilgilere dayanarak insan sağlığında 

likopenin rolünü özetiernektedir [1]. 

meyve ve sebzelerdeki 
likapen 

ı 
besin matliksinden likapenin 
serbest kalmasİ 

lipid, protein, DNAj ~ 
oksidatif hasari -f 
antiaksidan j 

/ / patan~iyel---·-~_, • ...._ ~~~~RATIF! 

/ /ROS+ ------

dakudaki likapen 
seviyesi 

ınduksıyanu KRONIK l 
biyayaralanim t . HASTALIK 
biyaabsarbsiyan metabalık yollar ,.. RISKI 

harman/iınmun sistem// 
madülasyanu / 

karsinajen metabalizma 

Şekil 2 [1] likopenin insan sağlığındaki rolü 

Likopen bazı kanser türleri ve kardiyovasküler hastalıklara karşı koruyucu 

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

mesane, kolon, rektum, prostat ve akciğer gibi çeşitli kanser türlerine karşı 
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koruyucu olabileceği gösterilmiştir [6, 14, 20]. Likopen tüketiminin artması ile 

prostat ve deri kanseri riskinin azaldığını gösteren kanıtlar mevcuttur [1, 5, 13, 15, 

20]. 

Likopen, kanser ve kronik kalp hastalıkianna yakalanma riskinin 

azalmasında ümit verici bir besinsel bileşendir [19]. Son olarak uzun süreli insan 

araştırmalan, kanser ve koroner kalp hastalıklan için risk taşıyan popülasyonlarda 

gerçekleştirilecektir [1]. İnsanlarda kronik hastalıklann çaresinin bulunmasında, 

etkili gıda strateji çalışmalanndan elde edilen sonuçlar temel alınarak ileriki 

çalışmalarda likopen içeren besinierin artan tüketimine odaklanılacaktır [1, 19]. 

2.3. Çalışmada Kullanılan Yöntemler ve Hücreler Hakkında Genel Bilgi 

2.3.1. Çalışmada kullanılan yöntemler hakkında genel bilgiler 

2.3.1.1. Tümör Nekroz Faktör (TNF) 

immün sistem tarafından üretilen ve sitotoksik aktiviteye sahip olan 

endojenlere sitokin adı~verilmektedir. Sitokin familyasından olan tümör nekroz 

faktörün (TNF) TNF-a (kaşektin) ve TNF-B (lenfotoksin) olmak üzere iki farklı 

tipi vardır. Her iki molekülde aynı reseptörlere bağlanmasına ve benzer biyolojik 

aktiviteleri indüklemesine rağmen sınırlı bir homoloji gösterir. İnsan TNF-a ve -B 
genleri 6. kromozomda yerleşmiştir [44]. Son zamanlarda a-TNF için TNF, B­
TNF için lenfotoksin kelimeleri tercih edilmektedir. 

En önemli TNF kaynağı aktive edilmiş mononüklear fagositlerdir. Birincil 

kaynak makrofajlardır, ancak antijenle sitimüle edilmiş NK hücreleri ve mast 

hücrelerinden de bu protein salınır.[45]. 

Tablo 2. 8. [45] İnsanlarda TNF-a' nın majör hücresel kaynaklan 

Makrofajlar 

NK hücreleri 

Eozinofiller 

Hepatik Kuppfer hücreleri 

Glomerüler mezangial hücreler 

Fibroblastlar 
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Polimorfonükleer lökositler 

Astrositler 

Langerhans hücreleri 

Beyin mikroglial hücreleri 

Değişik transforme hücreler 

B ve T lenfasitleri 



Bu majör hücresel kaynaklardan makrofajlann, çok fonksiyonlu hücreler 

olduklan için nonspesifik savunma sisteminde özel bir konumu vardır. 

Makrofajlann fagositoz yeteneğine sahip olduklan ve indüksiyon ile oldukça aktif 

efektör hücrelere dönüştükleri gösterilmiştir [ 46]. 

Makrofajlar savunma sisteminde mikrobiyal enfeksiyonlara ve tümörlere 

karşı önemli rol oynamaktadırlar. Bu hücrelerin selektif stimülasyonu, hem 

immün savunmada aktive edilmiş makrofajlann fonksiyonunu aydınlatmada, hem 

de terapötik uygulamaların geliştifilmesini sağlamak amacıyla önemlidir [47]. 

İnsan TNF-a' sı plazma membranına bağlı 223 aminoasitli bir polipeptid 

olarak sentezlenir. Daha sonra 76 ve 77. aminoasitler arasında proteolitik yanlma 

meydana gelerek 157 aminoasitli (1 7 kDa) TNF-a polipeptidi oluşur [47]. 

Makrofajlar bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) ile stimüle edildiğinde TNF 

üretimini uyarırlar. Gram (-) bakteriler tarafından LPS ile stimüle edilmiş 

makrofajlardan TNF sentezinin artması T hücreleri ve NK hücrelerinin IFN-a 

üretimini arttırır [47]. Tablo 9' da TNF-a' nın sentezini arttıran majör fizyolojik 

etkenler verilmektedir. 

Tablo 9 [ 45] TNF -a' nın üretimini indükleyen majör fizyolojik etkenler 

Lipopolisakkarit 

Mycobacteria 

Antikor-antijen kompleksleri 

İnflamatuar mediyatörler 

Bakteriyal enterotoksin 

Çeşitli virüsler 

Parazi tl er 

Çeşitli sitokinler (IL- 1) 

TNF-a (otokrin aktivite) 

TNF-a özellikle gram(-) bakterilere karşı cevap oluşumunda, çeşitli tümör 

hücrelerine karşı sitotoksik aktivitede ve septik şok, kaşeksi ve anoreksi gibi 

patolojik olaylarda rol oynar [45]. 

TNF -a'nın immün sistem üzerine etkileri; 

• Makrofajlar, nötrofiller ve polimorfonükleer lökositler gibi çeşitli fagositik 

hücrelerin aktivasyonu 

• Patojenlere karşı makrofajların ve eozinofillerin toksisitesinin arttınlması 

• Sınıf I interleronlara benzer şekilde antiviral aktivite 

• T lenfositlerine bağlı interlökin-2 (IL-2) proliferasyonunun arttınlması 
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• TNF aynca inflamatuar cevabın oluşumunda önemli rol oynar ve bu TNF' 

in en önemli fizyolojik aktivitesidir [45]. 

TNF-a transforme olmuş hücreler üzerine çok büyük oranda sitotoksik etki 

gösterir. Ancak tüm tümör hücre tiplerinin ölümünü indükleyemez. TNF-a 

apoptosis ve nekrozis yolu ile duyarlı hücrelerin ölümüne aracılık eder [45]. 

Antitümör etkisinin doza bağlı olduğu ve lokal verilişte (tümör içine) en iyi 

sonuçlann alındığını belirten TNF ile sistemik uygulamada da tümörde iyileşme 

gözlenmiştir. TNF' in interleronlarla birlikte bulunması halinde sitotoksik 

etkisinin arttığı gösterilmiştir. Diğer endojen faktörler ile etkileşme sitotoksik 

etkisini arttırabilir [ 48]. 

Aşağıdaki nedenlerle TNF' e antikanser bir ajan olarak gösterilen ilgi 

azalmıştır. 

• Birçok tümör çeşidi TNF' in gerçekleştirdiği harabiyere duyarlı değildir. 

• Bazı tümör hücreleri TNF' i otokrin bir büyüme faktörü olarak sentezler. 

• TNF' in majör biyolojik aktivitesi tümör hücre nekrozu değildir. 

• Bu sitokin sistemik olarak terapötik dozda uygulandığında genellikle 

şiddetli yan etkiler gelişir [45]. 

Son yıllarda yapılan çalışmalarla TNF-a' nın endojen bir promoter ve 

kanser gelişiminde bir mediyatör olduğuna dair inanç artmaktadır [49, 50, 51]. 

Buna göre herhangi bir bileşik tarafından TNF-a' nın salımının inhibisyonu tümör 

gelişiminin inhibisyonunda önemli rol oynar [52]. 

2.3.1.2. Mitokondriyal Aktiviteye Dayalı Testler ve MTT 

İn vitro çalışmalarda hücre sayısının ifada edilmesini sağlayan değişik 

biyolojik ölçümler vardır. MTT hücre proliferasyon ölçümü hücre 

proliferasyonunu, canlılığını ve sitotoksisiteyi ölçmede kullanılan kantitatif 

kolorimetrik yöntemdir. Bu tekniğin mitokondriyal enzim sistemleri tarafından 

katalize edilen tetrazolium tuzlannın indirgenmesine dayandığı ve hücre 

büyümesi ve ksenobiyotik sitotoksisitesini yansıttığı bildirilmiştir. Her ne kadar 

kolay uygulanabilir ve kolaylıkla otomatize edilebilir olsa da belirli faktörler 

tarafından etkilenmektedir [53]. 
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Yaşayan hücreler bazı vital boyalar kullanılarak boyanabilmektedir, ancak 

yıkama basamaklan hem süreyi uzatmakta hem de hata payını arttırmaktadır. 

ELISA cihazı (çok kuyucuklu plaka okuyucu) çok miktardaki örneği, yüksek 

oranda doğrulukla okuyabilir böylece kullanılan renk reaksiyonunu yaşayan hücre 

sayısı olarak değerlendirebilme imkanı sağlar. Bu tür kolorimetrik ölçümlerde 

ideal olan renksiz substratlar kullanarak yaşayan hücrelerden renkli ürünler elde 

etmektir. Tetrazolyum tuzlan bu amaçla kullanılan, substrat olarak renksiz, 

yaşayan hücrelerin aktif mitokondrilerinde renkli ürünler veren maddelerdir. MTT 

(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür) bu amaçla kullanılan 

tetrazolyum tuzudur ve substrat olarak san renkte olmasına rağmen yaşayan 

hücrelerin mitokondrilerinde süksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak 

bağlandığında suda çözünmeyen mavi-mor formazan tuzlannı oluşturur. 

Formazan tuzlan organik solventlerde (DMSO, izpropanol gibi) kolayca 

çözünürler. Solventte çözünen materyalin optik dansisitesi, çözünmüş olan 

boyanın konsatrasyonunun verdiği absorbansa göre spektrofotometrik olarak 

ölçülebilir. Ölçülen değer direkt olarak kültürdeki hücrelerin metabolik 

aktivitelerini verir, bu değer de yaşayan hücre sayısı ile ilişkilendirilir [54]. Bu 

yöntem hızlı, kolay ve çalışma basamaklannın az olması ve 96 kuyucuklu plaka 

ile çalışma imkanı olması açısından çok sayıda örnekle çalışma imkanı veren bir 

testtir [55]. 

Süksinat dehidrojenaz, Krebs siklusunun mitokondri membranında olan tek 

enzimidir ve süksinatı fumarata katalizler. Krebs siklusunun diğer tüm enzimleri 

solubl fazdadır. Yapısal analoğu olan malonat, süksinat dehidrojenzın kompetitif 

inhibitörüdür [56]. 

2.3.1.3. BrdU (5-bromo-ı' -deoksiüridin) Proliferasyon Ölçümü 

Hücre kültürlerinde DNA sentezinin kantitatif olarak belirlenmesi 

laboratuvar rutin bir prosedürdür. olarak hücrelerde büyüme faktörleri, ekzojen 

faktörler, ilaçlar, diğer ajanlar, hormon ve reseptör aktivitesinin DNA sentezine 

ve/veya hücre prolifersyonuna etkileri araştınlmaktadır. Radyoaktif 3H-timidin ile 

yeni sentezlenen DNA' nın tespiti kullanılmakla birlikte bu yöntemin zararlan, 

güvenilirliği ve radyoaktif materyalierin temizliğinin güç olması gibi ne~enlerden 
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dolayı DNA sentezinin ve/veya hücre proliferasyonun ölçülmesinde radyoaktif 

olmayan teknikler geliştirilmiştir [57, 58]. Bu amaçla tetrazolyum tuzları ile 

mitokondriyal aktivitenin ölçümü, hücresel asit fosfataz aktivitesinin ölçümü, 

kristal viyole ile boyama gibi yöntemler hücre proliferasyonunun belirlenmesinde 

geliştirilen ve radyoaktif olmayan metodlardır. Benzer şekilde, timidinin kimyasal 

analogu olan bromodeoksiüridin ve DNA sentezinin ölçülmesinde kullanılan 

kolorimetrik bir yöntemdir [57, 58, 59]. 

BrdU replike olan hücrelerin DNA' sına girdiğinde replikasyon esnasında 

timidinin yerini alarak DNA' nın yapısına girmektedir [58, 59, 60]. Sonra BrdU 

kendisi için spesifik monoklonal antikorlarla (anti-BrdU antikoru) tespit 

edilmektedir [58, 59]. S-fazı boyunca hücrelerin immunohistokimyasal 

belirlenmesi ve hücre proliferasyonunun ölçülmesi mikroskobik veya hücre 

örneklerinin sitometrik akış analizi ile yapılmaktadır [60]. Hücre içindeki BrdU 

miktan çoğalan hücre miktan ile orantılıdır ve fikse olan hücrelerde direk ELISA 

ile hesaplanabilmektedir [59]. 

2.3.2. Deneylerde Kullanılan Hücreler Hakkında Genel Bilgiler 

2.3.2.1. NIH3T3 fibroblast hücreleri 

S.A. Aaroson tarafından stoklanan NIH Swiss fare embriyosundan elde 

edilen kontakta inhibisyona duyarlı adherent fibroblast hücreleridir. Özellikle 

DNA transfeksiyonu ve transformasyon çalışmaları için kullanılmaktadır. 

Kültürdeki hücrelerin normal çalışması için haftada bir kez yüzeyi tamamen 

kaplanmadan pasajlanmalıdır [61]. 

2.3.2.2. HeLa serviks adenokarsinomu 

31 yaşında zenci bir kadından alınarak W.F. Scherer tarafından stoklanan 

adherent ve epitelyal serviks adenokarsinom hücreleridir. P53 ekspresyonu düşük 

olarak tespit edilmiştir. Test edilen 1385 hücrenin tümü anöploididir [61]. 
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2.3.2.3. LNCaP prostat kanser hücresi 

1977 yılında Horoszewicz ve arkadaşlan tarafından 50 yaşında Kafkasyalı 

bir erkeğin sol supraklavikular lenf nodundan izole edilen adherent ve epitelyal 

hücrelerdir. Bu hücreler 5-a-dihidrotestosterona (büyüme modülasyonu ve asid 

fosfataz üretimi) duyarlıdır. Çok yavaş büyürler. Androjen ve östrojen reseptör 

pozitiftir. Hücresel ürünleri insan prostatik asid fosfataz ve prostat spesifik 

antijendir [62]. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan Hücreler 

TNF, MIT, BrdU testlerinde HeLa epitelyal insan serviks adenokarsinoma 

hücreleri, NIH-3T3 fare fibroblast hücreleri ve LNCaP epitelyal insan sol 

supraklavikular lenf nod karsinoma hücreleri kullanıldı. Makrofaj hücreleri 

sıçanlardan elde edildi. 

3.1.2. Kimyasal Madde ve Çözeltiler 

Bidistile su* 

Dimetilsülfoksit (DMSO) 

Formaldehit 

Fosfat tuz tamponu (PBS) 

Glasiyel asetik asit 

E tan ol 

Hücre proliferasyon ELISA, BrdU (colorimetric) kiti 

Sülfürik asit 

Kalsiyum klorür 

Likopen 

MTT (3-( 4,5-dimetiltiazol-2-il )-2,5-difeniltetrazolumbromür) 

Nötral kırmızı boyası 

Sodyum bikarbonat 

Tetrahidrofuran (THF) 

Tiyoglukollat 

Sigma 

Merck 

Biological Ind. 

Sigma 

Roche 

Merck 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Cari o Erba 

Sigma 

Sigma 

*Bidistile su laboratuarımızda hazırlandı ve cam şişe içinde saklanmıştır. 

3.1.3. Kültür Ortamı Çözeltileri 

a) RPMI- 1640 Medium (2 giL NaHC03, L- Glutaminsiz) 

b) Hepes (1 M)(50 x) [N-2-Hidroksietilpiperazin­

N' -2-etanolsülfoksit] 

24 

Sigma 

Sigma 



c) Mem-Vitamin (100 x) 

d) NEAA (100 x) Esansiyel olmayanaminoasit Solüsyonu 

e) Penisilin 1 Streptomisin- 10.000 U /10.000 J..tg 1 ml 

f) L- Olutarnin (20 mM) 

g) FCS (Fetal buzağı serumu) 

h) DMEM (Dulbecco' s MEM) 

ı) Tripsin-EDTA (lOx) 

j) Puck' s Saline A 

Sigma 

Sigma 

Biological Ind. 

Sigma 

Biochrom AG 

Biological Ind. 

Biological Ind. 

a, b, d, h ve j sıralamalı çözeltiler buzdolabında ( +4 °C), c, e, f, g ve ı 

sıralamalı çözeltiler derin dondurucuda ( -70 °C) saklanmıştır. 

3.3.4. Kullanılan Cihazlar 

Steril çalışma kabini 

Karbondioksit inkübatörü 

Soğutmalı santrifüj 

İnverted mikroskop 

ELIZA cihazı 

Otoklav 

Kuru hava sterilizatörü 

Ayarlanabilir hacimli dijital mikropipet 

(0,5-10 J.!L, 10-100 J.!L ve 100-1000 J.!L' lik) 

Dijital çok kanallı pipet (12 kanallı) 

Tekrarlayıcı pipet 

Pipetör 

3.3.5. Kullanılan Malzemeler 

Polisüren doku kültür şişesi (25 ve 75 cm2' lik) 

96 kuyucuklu plaka 

Steril polipropilen santrifüj tüpü (50 ml' lik) 

Steril cam pipet (1, 2, 5, 10,25 cc' lik) 

Steril otomatik mikropipet ucu (10 J.!L, 100 J.!L' lik) 

25 

Rolten 

Heraeus 

Heraeus 

Olympus CKı 

Biotek ELx 808 

Hirayama 

Haraeus 

Eppendorf 

Eppendorf 

Eppendorf 

Eppendorf 

TPP 

Coming 

TPP 

Isoiab 

Eppendorf 



Steril enjektör ucu filtresi (0.22 flL ve 0.45 flL' lik) 

Tekrarlayıcı pipet ucu 

Neubauer lamı 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Likopen Çözeltisinin Hazırlanması 

Orange Scientific 

Eppendorf 

Isoiab 

5 mg likopen (Mol. Ağ.: 536.9) 50 mM olacak şekilde186.25 flL THF' da 

çözüldükten sonra 10 flL' olacak şekilde tek kullanımlık olarak viallere konuldu 

ve azot tankında ( -198° C) depolan dı. 

3.2.2. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Bu bölümde likopenin değişik konsantrasyonlarda (1.28 flM, 3.2 flM, 8 flM, 

20 flM ve 50 flM) HeLa, LNCaP ve NIH3T3 hücrelerinde MTT ve BrdU 

proliferasyon testleri ve TNF testi için makrofajlann üzerine uygulanarak etkisi 

araştınldı. 

3.2.2.1. Besiyeri Hazırlanması 

i ) Tam medyum hazırlanması: 

500 ml RPMI- 1640 medyum (steril) içine aşağıda verilen çözeltiler ilave 

edildi. 

a) Hepes-tampon çözelti (1 M) (10 X) 

b) MEM- Vitamin (100 X) 

c) NEAA (lOOX) 

d) Penisilin 1 Streptomisin (10.000 U 110.000 flg 1 ml) 

e ) L- Olutarnin (200 mM) 

f)FCS 

10 ml 

5 ml 

5 ml 

5 ml 

lO ml 

50ml 

FCS ilave edilmeden önce 1 saat 56 °C' de su banyosunda inaktive edildi. 

Bütün maddeler 0.22 flm çapında enjektör filtresinden süzülerek ilave edildi. 
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Hazırlanan besiyeri 50 ml' lik steril şişelere konularak kullanılıncaya kadar derin 

dondurucuda ( -70 °C) saklan dı. 

ii) %10 FCS'li DMEM medyum hazırlanması: 

100ml medyum için; 

a) DMEM (10X) 

b ) Fenisilin 1 Streptomisin (10.000 U /10.000 ı-tg 1 ml) 

c) FCS 

d)% 7.5 NaHC03 

e ) Distile su 

10 ml 

1 ml 

lO ml 

4,2 ml 

K.m. 100 ml 

a, b, c ve d çözeltileri kanştınldıktan sonra 100 ml' ye distile su ile 

tamamlandı. Kullanınca ya kadar hazırlanan besiyeri buzdolabında ( +4 °C) 

saklan dı. 

3.2.2.2. Hücrelerin Çoğaltılması 

Deneylerde kullanılan HeLa, LNCaP ve Nlli3T3 hücrelerinin çoğaltılması 

ve deneye hazırlanması için 2 - 3 günde bir rutin olarak pasajlama işlemi yapıldı. 

i) İnkübatörden alınan hücre kültür şişesi, ölü hücrelerin besiyeri 

çözeltisine geçmesi sağlanmak için hafifçe çalkalandı ve sonra steril 

bir pipetle kültür şişesi içindeki besiyeri alınarak atıldı. 

ii) Hücrelerin yıkanması için kültür şişesine 5 ml PBS ilave edilerek 

yıkandı ve yıkama çözeltisi ortamdan uzaklaştınldı. 

iii) Kültür şişesine tripsin EDTA çözeltisi (IX) (75 cm2
' lik kültür 

şişelerine 3-5 ml, 25 cm2
' lik 1-3 ml) konularak hafifçe 

çalkalandıktan sonra inkübatörde yaklaşık 5 dk bekletildi (% 5 COı, 

% 95 nem ve 37 °C). 

iv) İnkübatörden alınan kültür şişelerinin üzerine 20-25 ml besiyeri 

ilave edilerek hücreler süspanse edildi ve 1:2, 1:3 bölünerek yeni 

kültür şişelerine alındı. 

v) Kültür şişeleri inkübatöre konularak inkübasyona bırakıldı(% 5 COı, 

% 95 nem ve 37 °C). 
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1X Tripsin-EDTA çözeltisi hazırlanması (100 ml için) 

Puck' s Saline A (lOX) 10 ml 

% 9.2' lik NaHC03 

Tripsin-EDTA (10X) 

Steril distile su 

0.38 ml 

10ml 

k.m. 100 ml 

3.2.2.3. HeLa, LNCaP, NIH3T3 Hücre Kültürü 

i) İnkübatörden alınan hücre kültür şişesi, ölü hücrelerin besiyeri 

çözeltisine geçmesi sağlanmak için hafifçe çalkalandı ve sonra steril 

bir pipetle kültür şişesi içindeki besiyeri alınarak atıldı. 

ii) Kültür şişesine tripsin-EDTA çözeltisi (lX) (75 cm2
' lik kültür 

şişelerine 3-5 ml, 25 cm2
' lik 1-3 ml) konularak hafifçe 

çalkalandıktan sonra inkübatörde yaklaşık 5 dk. bekletildi. (% 5 C02, 

% 95 nem ve 37 °C). 

iii) İnkübatörden alınan kültür şişelerinin içine besiyeri ilave edilerek 

(ilave edilen tripsin-EDTA çözeltisinin en az iki katı kadar besiyeri 

ilave edildi) pipet yardımıyla santrifüj tüpünde alındı. 

iv) Santrifüj tüpü içindeki hücre süspansiyonu çalkalandıktan sonra 20 

llL alınarak Neubauer odacığında sayıldı ve konsantrasyon 2.105 

hücre 1 ml olacak şekilde ayarlandı. 

v) Hücre süspansiyonu küvetlere alınmış ve 100 IlLigöz olacak şekilde 

hücre kültür plakasına dağıtılarak (2.104 hücre/100 !lL) 24 saat 

inkübasyona bırakıldı (% 5 C02, % 95 nem ve 37 °C). 

3.2.2.4. Sitotoksisite Testleri 

i) Tümör Nekroz Faktör (TNF) Testi [47] 

Makro(aj hücrelerini elde etme yöntemi 

Sıçana % 3' lük 5 ml tiyoglukollat çözeltisi (RPMI- 1640 medyum içinde 

hazırlanmıştır) intraperitonal olarak verildi ve 4 gün sonra enjeksiyon yapılan 

hayvaniann kann boşluğu açılarak steril bir enjektör ile 10 ml soğuk fosfat 
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tamponu (magnezyumsuz ve kalsiyumsuz) sıçanın kann boşluğuna enjekte edildi. 

Enjektör çıkanlmadan 5 dk lavaj yapıldıktan sonra aynı enjektörle verilen tampon 

çözelti geri çekildi ve böylece makrofaj hücreleri elde edildi. 

Makro(aj hücre kültürü 

a) Makrofaj hücrelerini içeren tampon çözeltiden 20 JlL alınarak 

Neubauer odacığında sayıldı ve ml' ye düşen hücre sayısı 

hesaplandı. 

b) Bir santrifüj tüpüne alınan tampon çözeltisi santrifüj edildi. 

Santrifüj koşullan 

Devir sayısı : ı200 devir 1 saniye 

Isı : 10 °C 

Süre : 10 dk 

Fren hızı : 6 

c) Santrifüjden alınan makrofaj hücrelerini içeren tampon çözeltinin üst 

kısmı atıldıktan dibe çöken makrofaj hücrelerinin üzerine 

konsantrasyon 1.106 hücre 1 ml olacak şekilde besiyeri ilave edilerek 

pipetleme yapıldı. 

d) Elde edilen makrofaj hücre süspansiyonu her göze 100 JlL olacak 

şekilde hücre kültür plakasına dağıtılarak (1.105 makrofaj 1 100 JlL) 

inkübatörde 24 saat inkübasyona bırakıldı (% 5 C02, % 95 nem ve 

37 °C). 

Makro(aj hücreleri üzerine test maddelerinin verilmesi 

a) İnkübatörde 24 saat bekleyen makrofaj kültürlerinin üst kısmı tabana 

yapışmayan hücrelerin atılması için plaka ters çevrilerek döküldü. 

b) Plakanın her gözüne 100' er JlL besiyeri ilave edildi. 

c) Makrofajlann üzerine sırasıyla likopen (besiyeri ile seyreltilerek 

hazırlanan 1.28 J..lM-3.2 J..lM-8 J..lM-20 JlM ve 50 JlM ve dozlarda), 13-
karoten (besiyeri ile seyreltilerek hazırlanan 1.28 J..lM-3.2 J..lM-8 J..lM-

20 JlM ve 50 JlM ve dozlarda), THF (likopenin çözücüsü, 1 ml' de ı 

Jll olacak şekilde), DMSO (j3-karoten' in çözücüsü, 1 ml' de ı Jll 

olacak şekilde) ilave edildi. 
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d) Üzerlerine test edilecek likopen ve ~-karoten çözeltisi verilen 

makrofaj kültürleri 24 saat inkübasyona bırakıldı (% 5 C02, % 95 

nem ve 37 °C). 

Makro{aj kültürlerinin üst kısmının HeLa, LNCaP ve NIH3T3 hücreleri üzerine 

aktarılması 

a) 24 saat sonunda inkübatörden alınan makrofaj kültürlerinin üst 

kısımlan HeLa, LNCaP ve Nlli3T3 (bölüm 3.2.2.3.' de anlatıldığı 

gibi hazırlanmış) hücrelerinin üzerine aktanldı. 

b) Plaka 18 saat süre ile inkübasyona bırakıldı (% 5 C02, % 95 nem ve 

37 °C). 

HeLa, LNCaP ve NIH3T3 hücrelerinin bayanması 

a) İnkübatörden alınan plakada ölü hücrelerin ortamdan 

uzaklaştınlması için ters çevrildi. 

b) Plaka fosfat tampon u (200 J.!L, 37 °C) ile yıkanarak, yıkama 

çözeltileri ortamdan uzaklaştınldı. 

c) Her göze 200 J.!L nötral kırmızısı boyası ilave edilerek plaka 

inkübasyona bırakıldı (% 5 C02, % 95 nem ve 37 °C). (Nötral 

kırmızısı boyasının stok solüsyonu 0,4 gr nötral kırmızısına 100 ml 

distile su ilave edilip membran filtre ile steril edilerek hazırlandı. 

Çalışma solüsyonu, 1:100 oranda stok solüsyonun RPMI içinde 

seyreltilmesiyle hazırlandı.) 

d) 3 saat sonunda inkübatörden alınan plaka nötral kırmızısı boyasının 

ortamdan atılması için ters çevrildi. 

e) Plaka tekrar her göze 200 J.!L formaldehitlkalsiyum klorür (CaCh) 

çözelti kullanılarak yıkandı. 

f) Absorban kağıt üzerine alınan plaka tamamen kuruyuncaya kadar 

oda sıcaklığında bekletildi. 

g) Kuruduktan sonra plakanın her gözüne 100 J.!L asit - etanol çözeltisi 

ilave edilerek 15 dk oda ısısında bekletildi. 

h) Süre sonunda plaka el yardımıyla hafifçe boyanın çözünmesi için 

çalkalandıktan sonra ELISA' da 540 nm' de okundu. 
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Formaldehit 1 Kalsiyum Klorür (CaC16)çözeltisinin hazırlanması 

Formaldehit (% 37) 1.3 ml 

% ıo Kalsiyum klorür (CaClı) 10 ml 

Distile su 89 ml 

Asit 1 Etanal çözeltisinin hazırlanması 

Glasiyel asetik asit 

%50 Etanal 

ii) MTT Testi [53, 54, 55, 63, 64] 

ı ml 

ıoo ml 

a) Bölüm 3.2.2.3.' de açıklandığı gibi hazırlanan HeLa, LNCaP ve 

NIH3T3 hücre kültürlerinin üst kısmı tabana yapışmayan hücrelerin 

atılması için ters çevrilerek döküldü. 

b) Hücre kültür plakasının gözlerine sırasıyla likopen (besiyeri ile 

seyreltilerek hazırlanan 1.28 J..tM-3.2 J..tM-8 J..tM-20 J..tM ve 50 J..tM ve 

dozlarda), ~-karoten (besiyeri ile seyrehilerek hazırlanan 1.28 J..tM-

3.2 J..tM-8 J..tM-20 J..tM ve 50 J..tM ve dozlarda), THF (likopenin 

çözücüsü, ı ml' de ı J..tl olacak şekilde), DMSO (~-karoten' in 

çözücüsü, ı ml' de ı J..ll olacak şekilde) ilave edildi. 

c) 24 saatlik inkübasyon süresinden sonra hücre kültürlerinin üst kısmı 

ters çevrilerek atıldı. 

d) Her bir göze 100 J..tL MIT çalışma solüsyonu ilave edildi. 3 saatlik 

inkübasyon süresinden sonra inkübatörden alınan . plaka ters 

çevrilerek MIT çözeltisi uzaklaştınldı. (MIT stok çözelti, 5 mg/ml 

MIT fosfat tuz tamponu (PBS) içinde çözündürülerek hazırlandı ve 

ı kısım MIT stok çözeltisi 9 kısım medium ile kanştınlarak MIT 

çalışma solüsyonu hazırlandı). 

e) Her bir göze 100 J..tL DMSO ilave edildi. Plakalar 5 dk hafifçe 

çalkalandıktan sonra ELISA' da 540 nın' de okundu. 
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iii) BrdU Testi [60, 65] 

a) Bölüm 3.2.2.3. açıklandığı gibi hazırlanan HeLa, LNCaP ve Nlli3T3 

hücre kültürlerinin üst kısmı tabana yapışmayan hücrelerin atılması 

için ters çevrilerek döküldü. 

b) Hücre kültür plakasının gözlerine sırasıyla likopen (besi yeri ile 

seyreltilerek hazırlanan 1.28 J..lM-3.2 J..lM-8 J..lM-20 J..lM ve 50 J..lM ve 

dozlarda), B-karoten (besiyeri ile seyreltilerek hazırlanan 1.28 J..lM-

3.2 J..lM-8 J..lM-20 J..lM ve 50 J..lM ve dozlarda), THF (likopenin 

çözücüsü, 1 ml' de ı J..ll olacak şekilde), DMSO CB-karoten' in 

çözücüsü, ı ml' de ı J..ll olacak şekilde) ilave edildi. 

c) 24 saatlik inkübasyon süresinden sonra hücre kültür plakasının üst 

kısmı atılmadan her bir göze 100 ı..tL BrdU Iabeliing çözeltisi (BrdU 

labelling 1000X' ten 10 ı..tL alınıp 1 ml medyum ilave edilerek 

seyreltme yapıldı) ilave edildi. 

d) 3 saat 37 °C' de plaka bekletil dikten sonra üst kısım ters çevrilerek 

döküldü. Plakaya absorhan kağıt yerleştitilerek 2-8 °C' de kurumaya 

bırakıldı. 

e) Plaka kuruduktan sonra her bir göze 200 !J.L Fix Denat çözeltisi ilave 

edilerek 30 dk oda ısısında bekletildi. 

f) Fix Denat atıldıktan sonra 100 ı..tL BrdU- POD çalışma çözeltisi 

kültür plakasının gözlerine ilave edilerek 90 dk oda ısısında 

bekletildi. 

g) BrdU-POD çalışma çözeltisi plaka ters çevrilip döküldükten sonra 

200 ı..ıL yıkama çözeltisi ile plaka 3 kez yıkandı. 

h) Yıkama çözeltisi ortamdan uzaklaştınldı ve her bir göze 100 !J.L 

substrat çözeltisi ilave edilerek 5 - 30 dk oda ısısında bekıetildi. 

ı) Süre sonunda plakanın her bir gözüne 25 ı..tL 1 M HıS04 çözeltisi 

ilave edilip hafifçe çalkalanarak ELISA' da 450 nın' de okundu. 
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3.2.3. istatiksel Değerlendirmeler 

istatiksel değerlendirmeler için SPSS programı kullanıldı. Elde edilen veriler 

hücreleri günler parametrelerine göre değerlendirildi ve çok yönlü ANOV A ile 

post-hoc olarak da Tukey testi uygulanarak anlamlılıklan belirlendi. Anlamlılık 

değeri p<0,05 kabul edildi. 

.. , 
33 



4.SONUÇLAR 

4.1. Likopen Sonuçları 

4.1.1. Likopenin MTT Ölçüm Sonuçları 

Likopen-NIH3T3 
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130 
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!l 
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·~ 90 'C = Q 
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-8-1ikopen ı ,28 uM 
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-?IE-likopen 20 uM 

-9--likopen 50 uM 

Şekil 3. Likopenin NIH3T3 hücreleri üzerinde etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) THF'ye göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık 

değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

MTT sonuçlarına göre likopen, NIH3T3 hücrelerindeki mitokondriyal 

aktiviteyi THF' na göre doza bağımlı olarak azaltmıştır. 1. gün mitokondriyal 

aktivitedeki düşüş 50 J.!M dozda maksimuma ulaşmaktadır. 2. gündeki tüm 

dozlann değerlerindeki artışa rağmen THF' na göre yine tüm dozlar mitokondrial 

aktiviteyi azaltmaktadır. Bütün günlerde 1,28-3,2-8 J.!M dozlann etkilerinin 
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birbirine çok yakın olduğu gözlenmiştir. 3. gün ı,28-3,2-8 J.!M dozlar THF'yle 

paralellik göstermektedir. Likopenin NIH3T3 hücreleri üzerine maksimum etkisi 

ı. günde tespit edilmiştir. 

Likopen-HeLa 

160 

150 

140 

130 

120 ı ~ ·;: 110 * -+-THF ~ * * < 100 ~ -8-likopen I ,28 uM .... ..... -&-likopen 3,2 uM 
·ı: 90 'tl 

'""*-likopen 8 uM c: 
Q 
~ 80 

1 

~ likopen 20 uM .9 
~ 70 -6-iikopen 50 uM 
~ 

60 

50 

40 

30 

20 

2 3 

zaman (gün) 

Şekil 4. Likopenin HeLa hücreleri üzerindeki etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) THF'ye göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık 

değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

Likopen HeLa hücre si MTT sonuçları incelendiğinde ı. gün tüm dozlar 

THF' na göre az olsa da mitokondriyal aktiviteyi birbirine yakın değerlerde 

(% 86-94) arttırmaktadır. 2. gün tüm dozlar 1. güne yakın değerlerde ve 3. gün 3,2 

J.!M doz hariç diğer dozlar 1. güne göre daha yüksek değerlerde ınitokondriyal 

aktiviteyi arttırmışlardır. 
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Likopen-LNCaP 
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Şekil 5. Likopenin LNCaP hücreleri üzerinde etkilerinin MTT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) THF'ye göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık 

değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

Likopen LNCaP hücresi MTT sonuçlanna göre, 1,28 ı.ıM doz 1. gün 

THF'yle aynı değerdeyken 2. gün LNCaP hücrelerinde mitokondriyal aktivitenin 

azalmasına neden olmaktadır. Bu dozun etkisi 3. gün ortadan kalkmıştır. 3,2 ı.ıM 

doz 1. gün mitokondriyal aktiviteyi stimüle etmekte, 2. ve 3. günler THF'yle 

paralel etki göstermektedir. 8 ı.ıM doz 1., 2. ve 3. günlerde LNCaP hücrelerinde 

mitokondriyal aktiviteyi THF' na göre azaltmıştır. 20-50 ı.ıM dozlar 1. gün 

mitokondriyal aktiviteyi azaltmaktadır. 2. gün 1. güne göre bu etki hafif azalsa 

bile mitokondriyal aktivitenin 3. gün önemli şekilde azalmasına neden 

olmuşlardır. 
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4.1.2. Likopenin BrdU Testi Ölçüm Sonuçları 
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Şekil 6. Likopenin NIH3T3 hücreleri üzerinde etkilerinin BrdU hücre 

proliferasyon testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) THF'ye göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St.hata (n=5) 

BrdU hücre proliferasyon testine göre likopen NIH3T3 hücrelerinde 1. gün 

dozla ters orantılı olarak DNA sentezini arttırmaktadır. 2. gün özellikle 1,28-3,2 

ı-tM dozlarda 1. günden daha az etki gözlenmektedir. Diğer dozlar 2. gün THF'yle 

yaklaşık aynı değerlere sahip olmakla birlikte, 3. gün doza bağımlı olarak 

NIH3T3 hücrelerindeki DNA sentezinin azaldığı gözlenmiştir. 
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Şekil 7. Likopenin HeLa hücreleri üzerinde etkilerinin BrdU hücre proliferasyon 

testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) THF'ye göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

BrdU hücre proliferasyon testi sonuçlan incelendiğinde 1. gün tüm dozlar 

THF' na göre hücrelerdeki DNA sentezi arttırmaktadır. Bu artış 3,2 J.!M dozda 

maksimum değere (% 200) ulaşmıştır. 2. gün 3,2 J..LM doz hariç diğer tüm dozlar 

DNA sentezinde 1. güne göre daha fazla artışa neden olmaktadır. 2. günde tüm 

doz değerlerinin birbirine yakın olduğu gözlenmiştir. 3. gün dozlardaki etki 

kaybolmakta THF' yle paralellik göstermektedir. 

38 



Şekil 8. Likopenin LNCaP hücreleri üzerinde etkilerinin BrdU hücre proliferasyon 

testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) THF'ye göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

BrdU hücre proliferasyon testine göre, likopen 1,28 J.!M dozda DNA 

sentezini 1. gün 3,2 J.!M' dan daha etkili olarak azaltmakta, 2. gün 3,2 J.!M doz ile 

aynı değerde, 3. günde ise 3,2-20-50 J.!M dozlar ile yaklaşık aynı değerlerde 

(%73-76) DNA sentezini azaltmaktadır. 3,2 ~lM doz 1. gün THF'yle paralel 

değerde, 2. ve 3. günlerde DNA sentezini azaltırken bu dozun maksimum etkisi 

3. gün gözlenmiştir. 8 J.!M doz 1. gün 20 J.!M doz ile aynı değerde (% 74) LNCaP 

hücrelerinde DNA sentezini azaltırken, 2. gün THF'yle paralel değerde, 3. gün 

diğer dozlara oranla DNA sentezini daha az azaltmaktadır. 20 J.!M doz I. gün 8 J.!M 

dozla aynı, 2. gün LNCaP hücrelerindeki DNA sentezini maksimum arttıran doz 

olmakla birlikte, 3. gün 1,28-3,2-50 J.!M dozlara yakın bir değerle hücrelerdeki 
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DNA sentezinin azalmasına neden olmaktadır. 50 JlM doz 1. gün maksimum 

değerde DNA sentezinin azaltmıştır. 2. gün ise DNA sentezinin hafif artmasına 

neden olurken 3. gün 1,28-3,2-20 JlM dozlada birbirine yakın değerlerde LNCaP 

hücrelerindeki DNA sentezini azalmasına neden olmuştur. 

4.1.3. Likopenin TNF Sonuçları 
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Şekil 9. Likopenin Nlli3T3 hücreleri üzerinde etkilerinin TNF testi ile 

değerlendirilmeleri. (*) THF'ye göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

Likopen TNF üzerinden doza bağımlı olarak Nlli3T3 hücrelerindeki 

lizozomal aktiviteyi azaltmaktadır. 
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Şekil 10. Likopenin HeLa hücreleri üzerinde etkilerinin TNF testi ile 

değerlendirilmeleri. (*) THF'ye göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

1,28-3,2 ı.ıM dozlar THF' na göre HeLa hücrelerinde lizozomal aktivitede 

artışa neden olurken, 8-20-50 ı.ıM dozlar TNF üzerinden lizozomal aktivitenin 

azalmasına neden olmaktadır. 
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Şekil ı ı. Li kopeni n LNCaP hücreleri üzerinde etkilerinin TNF testi ile 

değerlendirilmeleri. (*) THF' ye göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

LNCaP hücreleri üzerine likopenin TNF üzerinden hiçbir etkisi 

gözlenememektedir. 
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4.2. (3-karoten Sonuçları 

4.2.1. (3-karoten MTT Ölçüm Sonuçları 
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Şekil 12. (3-karotenin Nlli3T3 hücreleri üzerinde etkilerinin MIT proliferasyon 

testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) DMSO'ya göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

MIT sonuçlanna göre (3-karotenin tüm dozlan 1. gün DMSO'ya oranla 

mitokondriyal aktiviteyi azaltmaktadır. 2. gün sadece 50 J.tM doz DMSO'ya göre 

mitokondriyal aktiviteyi arttırmaktadır. 3. gün 20-50 ı.ıM dozlar mitokondriyal 

aktiviteyi hafifçe azaltırken 1,28-3,2-8 JlM dozlar Nlli3T3 hücrelerinde 

mitokondriyal aktiviteyi yine hafif olarak arttırmışlardır. 
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Şekil 13. B-karotenin HeLa hücreleri üzerinde etkilerinin MIT proliferasyon testi 

ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) DMSO'ya göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık 

değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

B-karoten MIT sonuçlarına göre 1. ve 2. günlerde 50 J...tM hariç diğer tüm 

dozlarda HeLa hücrelerindeki mitokondriyal aktiviteyi fazla etkilememektedir. 50 

J...tM doz B-karoten, 1., 2. ve 3. günlerde DMSO'ya göre mitokondriyal aktiviteyi 

azaltmıştır. 3. gün 1,28-3,2-8-20 J...tM dozların mitokondriyal aktiviteyi azalttığı 

gözlenmektedir. 
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Şekil 14. f3-karotenin LNCaP hücreleri üzerinde etkilerinin MIT proliferasyon 

testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) DMSO'ya göre anlamlı farklılıklar. 

Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

Elde edilen LNCaP hücresi MIT verilerine göre f3-karotenin 1,28-3,2 J.!M 

dozları DMSO'ya göre 1. ve 2. günlerde mitokondriyal aktiviteyi arttınrken, 3. 

günde 1,28 J.!M doz 2. güne paralel, 3,2 J.!M dozda DMSO ile paralel bir sonuç 

göstermektedir. 8 J.!M doz 1. gün mitokondriyal aktiviteyi azaltmakta, 2. gün % 

106, 3. gün ise % 110 kadar mitokondriyal aktiviteyi arttırmaktadır. 20 J.!M doz 

mitokondriyal aktiviteyi 1. gün azaltmakta (% 77), 2. gün DMSO ile paralel bir 

sonuç vermekte ve 3. gün % 112 oranında arttırmaktadır. 50 J.!M doz 1. gün 

mitokondriyal aktiviteyi azaltmış, 2. ve 3. günlerde bu etki ortadan kalkmış ve 3. 

gün DMSO ile paralellik göstermiştir. 
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4.2.2. (3-karoten BrdU Ölçüm Sonuçları 
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Şekil 15. (3-karotenin NIH3T3 hücreleri üzerinde etkilerinin BrdU hücre 

proliferasyon testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) DMSO'ya göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

BrdU hücre proliferasyon testine göre (3~karotenin 1,28-3,2-8-20 J.!M dozlan 

1. gün DNA sentezini arttınrken sadece 50 J.!M doz NIH3T3 hücrelerindeki DNA 

sentezini azaltmaktadır. 2. gün 50 J.!M doz hariç diğer tüm dozlar 1. güne göre 

daha az ama DMSO'ya göre hücrelerdeki DNA sentezini arttırmaktadır. 3. gün 

tüm dozlarda DNA sentezi DMSO'ya göre azalmıştır. 
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Şekil 16. ~-karotenin HeLa hücreleri üzerindeki etkilerinin BrdU hücre 

proliferasyon testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) DMSO'ya göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

BrdU hücre proliferasyon testinde, 1,28-3,2 ı.ıM dozlar 1., 2. ve 3. günlerde 

DMSO'ya göre DNA sentezini azaltmaktadır. 8 ı.ıM doz 1. gün DMSO'yla 

paralel bir değer gösterirken 2. ve 3. günlerde DNA sentezini azaltmıştır. 20 ve 50 

ı.ıM dozlar 1. ve 2. günlerde DNA sentezini arttınrken 3. gün HeLa hücrelerindeki 

DNA sentezini azaltmaktadır. 50 ı.ıM dozla 2. gün maksimum stimülasyon 3. gün 

maksimum inhibisyon gözlenmiştir. 
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Şekil 17. B-karotenin LNCaP hücreleri üzerinde etkilerinin BrdU hücre 

proliferasyon testi ölçümü ile değerlendirilmeleri. (*) DMSO'ya göre anlamlı 

farklılıklar. Anlamlılık değeri p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

BrdU hücre proliferasyon testi sonuçlarına göre LNCaP hücrelerinde 

B-karotenin 1,28-3,2 JlM dozları DMSO'ya göre 1. ve 2. günlerde DNA sentezini 

arttırmaktadır ve bu etki 3. gün kaybolmaktadır. 8 JlM doz 1. ve 2 günlerde DNA 

sentezini arttırmış, 3. gün ise 1,28-3,2 JlM dozlarla yakın değerlerde DNA 

sentezini azaltmıştır. 20 JlM doz 1. gün DNA sentezini azaltmakta, 2. ve 3. 

günlerde bu dozun etkisi kaybolmaktadır. 50 J.lM doz 1. ve 2. günlerde DNA 

sentezini azaltırken 3. gün bu etki ortadan kalkmıştır. 
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4.2.3. J3-karoten TNF Sonuçları 
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Şekil 18. J3-karotenin NIH3T3 hücreleri üzerinde etkilerinin TNF testi ile 

değerlendirilmeleri. (*) DMSO'ya göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

J3-karoten, NIH3T3 hücrelerinde TNF üzerinden lizozomal aktiviteyi 

etkilememektedir. 
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Şekil 19. B-karotenin HeLa hücreleri üzerinde etkilerinin TNF testi ile 

değerlendirilmeleri. (*) DMSO'ya göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

Doza bağımlı olarak B-karoten, TNF üzerinden lizozomal aktiviteyi 

azaltmaktadır. 
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Şekil 20. ~-karotenin LNCaP hücreleri üzerinde etkilerinin TNF testi ile 

değerlendirilmeleri. (*) DMSO'ya göre anlamlı farklılıklar. Anlamlılık değeri 

p<0,05, Ortalama değerler ±St. hata (n=5) 

~-karoten LNCaP hücrelerindeki lizozomal aktiviteyi hafif arttırmasına 

rağmen dozlar arasında önemli farklılıklar olmaması sebebiyle etkisini TNF 

üzerinden göstermedİğİ düşünülmektedir. 

•: 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Likopenin NIH3T3 hücrelerinde, mitokondriyal aktiviteyi doza bağımlı 

olarak azalttığı görülmektedir. İlk gün gözlenen maksimum etki likopenin 

antieksidan aktivitesi ile ilgili olabilir [21]. Hücreler mitozda iken mitokondriyal 

aktiviteleri azaldığı gözlenmiştir. BrdU işaretlernesi ve MIT testi ile elde edilen 

sonuçlar DNA sentezindeki artış ve mitokondriyal aktivitenin azalması arasında 

ters bir ilişki olduğunu göstermektedir. 1. gün meydana gelen DNA sentezindeki 

artış sonucu, kuyucuktaki hücrelerin aşın çoğalarak yüzeyi tamamen kaplaması ve 

ortamdaki besiyerinin yetersiz kalması 2. ve 3. günlerde gözlenen DNA 

sentezindeki azalmanın nedenleri olabilir (Şekil 6). TNF testinden elde edilen 

sonuçlara göre, likopen, makrofajlardan TNF salınımını stimüle etmekte ve açığa 

çıkan TNF, NIH3T3 hücreleri üzerinde doza bağımlı olarak lizozomal aktiviteyi 

azaltmaktadır (Şekil 9). Buna göre koşullar düşünüldüğünde likopenin fibroblast 

hücreleri üzerinde neden olabileceği proliferatif etkinin, yine çalışmalanmızda 

elde edilen veriler doğrultusunda likopen tarafından indüklenen TNF'in 

antiproliferatif etkisi ile kompanse edilebileceği düşünülmektedir. Bütün bu 

deneyierin sonuçlan doğrultusunda, likopenin NIH3T3 hücreleri üzerinde önemli 

sayılabilecek bir sitotoksik etkisinin söz konusu olmadığı şeklinde yorumlanabilir. 

~-karoten uygulanması ile NIH3T3 hücrelerinde 1. gün mitokondriyal 

aktivitenin azalması ile DNA sentezinin artması, likopenin bu hücreler üzerindeki 

etkisiyle paralellik göstermektedir. Bu sonuçla da hücrelerin mitozda iken 

mitokondriyal aktivitelerinin azaldığı genel sonucuna varılabilir. 2. günde 50 J..lM 

dozda ~-karotenin DNA sentezini inhibe ettiği ve antiproliferatif etkiye neden 

olduğu gözlenmiştir (Şekil 15). Diğer yandan 2. günde aynı dozda ~-karoten ile 

bu hücrelerde mitokondriyal aktivitenin artması, bu doz ile ortaya çıkan toksik 

etkinin hücreler tarafından kompanse edilmeye çalışıldığının bir göstergesidir 

(Şekil 12). ~-karoten NIH3T3 hücreleri üzerinde TNF'e bağımlı bir aktivite 

göstermemektedir. Tüm sonuçlar değerlendirildiğinde, TNF sonuçları hariç, 

NIH3T3 hücrelerinde ~-karoten ile likopen benzer etki profili göstermektedir. 
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f3-karoten de mitokondriyal aktiviteyi azaltırken DNA sentezini arttırdığı için, 

NIH3T3 hücrelerinde belirgin bir sitotoksik etkisinin olmadığı düşünülmektedir. 

Likopenin çözücüsü olan THF'nın, HeLa hücrelerinde mitokondriyal 

aktiviteyi inhibe ederken, Nlli3T3 ve LNCaP hücrelerinde mitokondriyal 

aktiviteyi etkilemediği gözlenmiştir. Likopen HeLa hücrelerinde mitokondriyal 

aktiviteyi THF'na oranla arttırmakta ancak bu değer yine de kontrol seviyesine 

ulaşamamaktadır. Likopen THF' da çözüldüğü için likopen ile birlikte hücreye 

THF'da verilmiş olmaktadır. Hücrelerde likopenin etkisiyle THF'nın sitotoksik 

etkisi engellenmektedir. Likopenin HeLa hücreleri üzerindeki etkisinin doza 

bağımlı olmayışı maddenin modülatör özelliğinden kaynaklanıyor olabilir. 

Likopenin HeLa hücrelerinde 1. ve 2. günlerde DNA sentezini % 200'e kadar 

arttırması östrojen reseptörü ( +) olan bu hücrelerde maddenin proliferatif etkili 

olduğunu göstermektedir (Şekil 7). Likopen HeLa hücrelerinde TNF üzerinden 

lizozomal aktiviteyi doza bağımlı olarak azaltmaktadır (Şekil 10). MTI, BrdU ve 

TNF testlerinden elde edilen sonuçların tümü birlikte değerlendirildiğinde, 

Iikopenin HeLa hücreleri üzerinde proliferatif etkili olduğu sonucuna vanlmıştır. 

f3-karotenin HeLa hücreleri üzerine 50 ı.ıM dozu mitokondriyal aktiviteyi 

belirgin şekilde azaltırken DNA sentezini arttırmaktadır (Şekil 13-16). 3. günde 

DNA sentezi maksimuma ulaştığı için kuyucuktaki hücrelerin yüzeyi tamamen 

kaplaması ve ortamdaki besiyerinin yetersizliği sebebiyle DNA sentezinin 

azaldığı gözlenmektedir (Şekil 16). 50 ı.ım doz f3-karoten HeLa hücrelerinde 

proliferasyonu stimüle etmektedir. Diğer dozların HeLa hücrelerinde belirgin bir 

etkisi gözlenmemektedir. f3-karoten HeLa hücrelerinde TNF üzerinden lizozomal 

aktiviteyi doza bağımlı olarak azaltmaktadır (Şekil 19). Tüm grafik incelendiğinde 

f3-karotenin makrofajlardan TNF salınımı için zayıf bir stimülatör olduğu 

sonucunu vanlmaktadır. 

LNCaP hücrelerinde likopen 3,2 ı.ıM dozda mitokondriyal aktiviteyi THF'ye 

ve kontrole göre hafif arttırmaktadır (Şekil 5). Likopenin diğer dozlarından farklı 

olarak gözlenen bu etkiye benzer etkiler karotenoidlerle yapılan başka 

çalışmalarda da gözlenmektedir [66]. 2. günden itibaren düşük dozda etki ortadan 

kalkrnakla beraber doz yükseldikçe etkinin şiddeti ve süresi artmaktadır. 

2. günden itibaren uygulanan dozlarda net fakat birbirine çok yakın antiproliferatif 
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etki gözlenmektedir. 3. günde DNA sentezindeki azalma yaklaşık % 73' e kadar 

düşmektedir (Şekil 8). Ancak deney 4. ve 5. günlerde devam ettitilerek bu etkinin 

sürekliliğine bakılabilir. LNCaP hücrelerinde likopen ile yapılan MTI ve BrdU 

hücre proliferasyon testlerinde elde edilen veriler doğrultusunda, likopenin 

östrojen reseptörü ( +) prostat kanseri üzerine antiproliferatif dolayısıyla antikanser 

etkisi olduğu tespit edilmiştir. HeLa ile yapılan çalışmalarda serviks kanseri 

üzerine likopenin proliferatif etkisi göz önüne alındığında likopenin östrojenik 

çalışan bir fitoöstrojen olduğu söylenebilir. Bunun tam olarak aydınlatılması için 

östrojen reseptör sayımı, prostat spesifik antijen (PSA) testleri gibi daha spesifik 

çalışmalann HeLa ve LNCaP hücreleri üzerinde yapılması gerektiği kanısındayız. 

Likopenin PSA üretimini azalttığı klinik çalışmalarla gösterilmiş ve bununla 

birlikte tümör boyutunda küçülme gözlenmiştir [67]. Diğer hücrelerle yapılan 

çalışmalarda likopenin TNF salınımı üzerine etkisi olduğu saptansa da TNF 

üzerinden LNCaP hücrelerindeki lizozomal enzim aktivitesi üzerine belirgin bir 

etkisi gözlenmemektedir. 

P-karoten ile LNCaP hücrelerinde yapılan MTT ve BrdU hücre 

proliferasyon testlerinden elde edilen verilere göre, 20-50 JlM dozlar ı. ve 2. 

günlerde hem mitokondriyal aktiviteyi hem de DNA sentezini azaltmaktadır 

(Şekil ı4-ı7). Ancak 2. günden itibaren bu etkilerin ortadan kalktığı gözlenmiştir. 

Esas antiproliferatif etki P-karotenin 1,28-3,2-8 Jlm dozlannda 3. gün 

görülmektedir (Şekil ı 7). Ancak bu etkiye zıt olarak 3. günde mitokondriyal 

aktivite artmaktadır (Şekil 14). Bu bulgulara dayanılarak P-karotenin sadece 

düşük dozlarda prostat kanseri üzerine antiproliferatif etkili olduğu sonucuna 

vanlmaktadır. TNF üzerinden LNCaP hücrelerinde P-karotenin herhangi bir 

etkisine rastlanmamıştır. P-karotenin sadece yüksek dozlannda HeLa hücrelerinde 

TNF üzerinden etkisinin gözlenmesi, makrofajlardan TNF salınımını stimüle 

edici etkisinin düşük olduğunu göstermektedir. 

Sonuç olarak, likopenin ER (+) HeLa serviks adenakarsinama hücrelerinin 

proliferasyonunu indüklediği, ancak ER ( +) olan LNCaP prostat kanseri 

hücrelerinde antiproliferatif etkili olduğu ve bu etkinin likopenin östrojenik 

aktivitesinden kaynaklandığı kanaatine vanlmıştır. P-karotenin ise böyle bir 

etkisinin olmadığı saptanmıştır. 
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