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OZET

GENISTEIN VE VITAMIN E’°NIN LEYDIG TM3 HUCRELERI UZERINE
OLAN ETKILERI

Bu ¢aligmada genisteinin TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki sitotoksititesinin ve bir
antioksidan olan Vitamin E’nin bu hasardan hiicreyi koruyucu etkisinin toplam hiicre
sayist, hiicre canliligi, hiicrelerdeki apoptotik indeks, lipid peroksidasyonu ve
proteinlerdeki oksidatif hasar belirlenerek arastirilmasi amaglanmistir. Ozellikle fast-
food yiyecekler ve diger islenmis gidalarda diisiik maliyet nedeniyle et iirlinleri yerine
fitodstrojenleri igeren soya iriinlerinin kullanilmasi yaygindir. Fitodstrojenler endojen
Ostrojene benzer aktiviteler gosterebilen bitkisel kaynakli kimyasallardir ve son yillarda
yapilan bazi epidemiyolojik calismalarla 6nem kazanmistir. Endojen strojen varliginda
disaridan ilag olarak ya da diyetle alinan fitodstrojenler doza bagli olarak infertiliteye
neden olabilmektedir. Genistein soya ve soya lirlinlerinde bulunan steroid olmayan bir
fitoostrojendir ve ozellikle Ostrojen reseptor B (ER-B)’ya baglanarak hem ostrojenik
hem de anti-Gstrojenik etki gosterebilir. Yapilan g¢aligmalarda, genisteinin timosit,
16semi ve testis hiicrelerinde apoptozu tesvik ettigi ve oksidatif hasara yol agtigindan
toksik etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica, vitamin E’nin dnemli bir antioksidan olmasi
ve hiicreyi oksidatif hasardan korumasi nedeniyle, insan ve hayvanlarin beslenmesinde
ek besin olarak onemi bilinmektedir. Yaptigimiz calismada vitamin E’nin genisteinle
beraber bir antioksidan olarak etkisi gosterilmistir.

Caligmamizda, genisteinin tek basina ve vitamin E ile birlikte TM3 Leydig hiicreleri
lizerine olan etkisi arastirilarak, yiiksek dozlarda apoptoza ve lipid peroksidasyonuna
neden oldugu; vitamin E ile birlikte uygulamalar sonucunda ise vitamin E’nin bu
toksisiteyi azalttifi sonucuna varilmistir. Bu ¢alismanin  genisteinin  Leydig
hiicrelerindeki ¢cok fonksiyonlu etkisinin molekiiler diizeyde yapilacak caligmalara temel
olabilecegi diisiiniilmektedir.
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SUMMARY

EFFECTS OF GENISTEIN AND VITAMINE E ON TM3 LEYDIG CELLS

In this study, Genistein-induced cytotoxicity and the protective effect of Vitamine E
which is an antioxidant supplementation from this damage on TM3 Leydig cells were
purposed to research by determination of total cell number, cell viability, proportion of
apoptosis, oxidative damage of protein and TBA reactive species. Soya and soybean
product is used instead of meat products because of low cost price, especially in fast-
food and other processed foods. In the past few years, phytoestrgens are being important
with several epidemiological studies. In presence of endogen estrogen, phytoestrogens
that take as a medicine or diet may cause infertility depend on dosage. Genistein
especially binds to estrogen receptor B (ER-B), acting as estrogen agonist or antagonist
Phytoestrogens which act as an endogen estrogen are phytochemical. Genistein has also
been demonstrated to induce apoptosis in cells as thymocytes, leukemia cells and testis
cells and it is toxic and causes oxidative damage.

Antioxidant are spent up enough portion for being obviate oxidative stress which create
free radicals and being decrease their effects to minimum. Vitamine E a dietary factor is
essential for reproduction in humans and animals. It is an antioxidant in all mammalian
cells. Vitamine E is a chain breaking antioxidant that prevents the propagation of free
radical reaction and thus protects cells from oxidative damage.

In our study, by the research of the effect of the Genistein and Genistein with Vitamine
E on TM3 Leydig cells, it were come to the conclusion that genistein in higher doses
cause apoptosis and lipid peroxidation; by reason of with Vitamine E application
Vitamine E decrease this toxicity. This study is thought to be a base for molecular
studies which are corcern with the multifunctional effect of genistein on Leydig cells.



1. GIRIS

Soya, kolesterol ve doymus yaglar icermeyen yapisi, yiiksek kaliteli protein igerigi ile
cok yonlii olarak yararlanilabilen bitkisel bir gida maddesidir. Soya iiriinleri beslenme
ve saglik acisindan son derece Onemlidir ve alternatifsiz bir {riindiir. Ciinkii biitiin
canlilar, hem gelismeyi siirdiirme, hem de saglikli dokularin bakimini ve siirekliligini
saglamak i¢in proteine ihtiya¢ duyar. Diger protein kaynaklarina gbre soya listenin
basinda yer alir (Forumfood). Genistein soya ve soya lirlinlerinde bulunan dogal

fitoostrojenlerden bir izoflavondur (Rucinska ve ark., 2008, Opalka ve ark., 2004).

Genistein, Ostradiol ile yarigarak Ostrojen reseptorlerine ozellikle de son zamanlarda
tanimlanan Ostrojen reseptor B (ER-B)’ya baglanirlar ve hem 6strojenik hem de anti-
Ostrojenik etki gosterebilirler (Dixon ve Ferreira, 2002). Genistein G2/M fazinda hiicre
siklusunun gelisimini durdurur ve timosit, l6semi ve testis hiicrelerinde apoptozu
indiikkler (Kumi-Diaka ve ark., 1998.) Genisteinin apoptotik aktivitesi, diagnostik
patolojide ve embriyogenezde fazlasiyla 6nemli bir alanda saptanan apoptoz yolu ile
hiicre 6liimiinden itibaren 6nem kazanmistir. Bu nedenden dolay1 genisteinin kimyasal
bir koruyucu ve terépotik potansiyelinin incelenmesi klinik 6nem tasir (Kumi-Diaka ve

ark., 1999.)

DNA’daki oksidatif hasar yasam ile bagdagmayan yiiksek diizeylere ulastiginda apoptoz
gerceklesmektedir (Burcak and Andican, 2004.) Serbest radikallerin yarattigi oksidatif
stresin Onlenmesi ve etkisinin en aza indirilmesi ic¢in yeterli miktarda antioksidan
tilkketilmelidir (Coskun, 2005). Vitamin E insan ve hayvanlarin ¢ogalmasi i¢in gerekli
bir diyet faktorii ve tiim memeliler i¢in bir antioksidandir (Murugesan ve ark.,2007.) /n
Vivo Ve in vitro ¢alismalar gostermistir ki serbest radikal reaksiyonlarinin olusmasini
Onleyen bir zincir kiran antioksidan olan Vitamin E Leydig hiicrelerinde oksidant
indiikleyen lipit peroksidasyonunu onleyerek hiicreyi oksidatif hasardan korumaktadir
ve hiicrelerin testosteron iiretme yetenegi lizerine anlamli koruyucu etkisi vardir

(Murugesan ve ark., 2007, Murugesan ve ark., 2008.)



Bu caligmada, genistein ve vitamin E’nin TM3 Leydig hiicreleri iizerine etkisi
incelenmistir. Tezin “Genel Kisimlar” boliimiinde Leydig hiicreleri, Genistein ve
Vitamin E ayrintili olarak anlatilmis, incelenecek etkiler olan apoptoz ve oksidatif hasar

tanimlanmistir

Tezin “Malzeme ve YoOntem” bdliimiinde laboratuvarda uygulanan islemler ayrintili
sekilde anlatilmistir. Yapilan bu islemler sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular”

boliimde belirtilmistir.

Tezin “Tartisma ve Sonu¢” boliimiinde ise, elde edilen veriler degerlendirilmis ve bu

veriler mevcut literatiir bilgisi ile yorumlanarak sonuca varilmistir.

Bu ¢alisma, iilkemizde de ¢ok fazla miktarda tiiketilen soya ve soya iirlinlerinde
bulunan genisteinin TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki sitotoksititesinin ve bir
antioksidan olan vitamin E’nin bu hasardan hiicreyi koruyucu etkisi, toplam hiicre
sayis1, hiicre canlilig1 ve hiicrelerdeki apoptotik indeksin belirlenmesi ve proteinlerdeki
oksidatif hasar ile beraber lipid peroksidasyonun saptanarak agiga ¢ikarilmasi amaciyla

yapilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2. 1. TESTISIN GENEL YAPISI

Memelilerde esas esey organlari olan testisler, seminifer tiibiiller ve interstisiyal alandan
olugmaktadir. Seminifer tiibiiller, sperm fiiretimi ve spermlerin bosaltict kanallara
tasinmasindan sorumluyken; interstisiyal alanda bulunan Leydig hiicresi, tireme
hormonlarinin ¢ogunun iiretiminden sorumludur. Ergin erkeklerde Leydig hiicrelerinden
salinan bu hormonlar spermatogenez, steriodogenez ve normal iireme fonksiyonlariin

stirdiiriilebilmesini saglar (Abrahamsohn, 2005).

Seminifer tiibiiller, spermatogenik siklusun farkli evrelerinde bulunan farklilasmis germ
hiicreleriyle Sertoli hiicrelerini igerir ve kan damarlari yoktur. Sertoli hiicreleri
birbirleriyle ve peritubuler miyoid hiicrelerle, siki baglantilar sayesinde kan-testis
bariyerini olustururlar (Denef, 1998; Jegou, 1992). Primordiyal germ hiicreleri,
spermatogenez evrelerini gegirirken ayni zamanda kan-testis bariyerini asarak seminifer

tiibiil ltimenine dogru ilerlerler (Limoges, 1998).

Seminifer tiibiillerin arasindaki bosluklarda interstisiyal doku bulunur. Bu doku; Leydig
hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, miyoid hiicreler, lenfositler ve plazma hiicrelerini
igerir. Interstisiyal alanda ayn1 zamanda testikiiler parankima sinirleri, kan ve lenf
damarlar1 da bulunur. Leydig hiicreleri, testikiiler androjenlerin ¢ogunu ozellikle de
testosteronun Uretimi ve salinimindan sorumludur. Bu hormonlarin salinmasi, ergin
erkeklerde sperm {iretimi (spermatogenez) ve ikincil esey karakterinin diizenlenerek

stirdiiriilmesi i¢in 6nemlidir (Limoges, 1998).

Testiste hiicrelerarast iletisim, komsu hiicrelerin  ya ekstraseliiler alana saldiklar
parakrin faktorlerle ya da hiicrelerarasi baglantilar yoluyla oldugu bilinmektedir (Perez

Armendariz ve ark., 1994: Saez, 1994: Varanda ve Carvalho, 1994; Pelluso ve ark.,



1996). Hiicrelerarasi iletisim; steroidogenez, spermatogenez ve sperm maturasyonu i¢in

Oonemli bir 6n kosuldur (Miller ve ark. 1983; Saez, 1994).

2.2. LEYDiIG HUCRESI

Leydig hiicresi diger bir adiyla interstisiyal hiicre ilk defa Franz Leydig tarafindan 1850
yilinda tanimlanmigtir. Kesfedildikten yaklasik 50 yil sonrasina kadar fonksiyonu
bilinmemesine ragmen, Bouin ve Ancel tarafindan 1903 yilinda erkege 6zgii 6zellikleri
veren faktorlerin Leydig hiicresinden kokenlendigi, ayrica sperm fiiretimi ve sekonder

esey karaterlerinin olusumunu tesvik ettigi onerilmistir (Bremmer 1981; Christensen,

2007).

1935 yilinda Leydig hiicresinin bir hormonu olan testosteron izole edilmistir. 1960’larin
sonu ve 1970’lerin basinda, hipotalamus-hipofiz-testis eksenindeki baslica hormonal
etkilesimler ve Leydig hiicrelerinde stereoidlerin temel biyosentez ve metabolik yollar

aci8a ¢ikarilmistir (Saez, 1994).

Testiste androjen iiretiminin biiylik kism1 Leydig hiicrelerinde yapilmaktadir. Testiste
en ¢ok salinan androjen testosterondur (Hall, 1994). Testosteron, Leydig hiicrelerinin
sitoplazmalarinda bulunan lipit damlaciklarindaki kolesterolden sentezlenir ve bu olaya
steroidogenez denir. Leydig hiicrelerinde steroidogenez; Luteinizan hormonun (LH)
reseptoriine baglanarak, adenozin trifosfat (ATP)’tan cAMP sentezini uyarmasi ile
baslar. Kolesteroliin, sitoplazmadan mitokondriye tasinmasinda gerekli olan Protein
Kinaz A (PKA)’y1 cAMP aktiflestirir (Haider, 2004). Kolesteroliin mitokondirinin dig
zarindan i¢ zarinda, P450scc enzim sisteminin bulundugu yere tasinmasinda iki tasiyici
protein vardir: 1- StAR, 2- Periferal-Tip Benzodiazepine Reseptor (PBR) (Stocco,
1996). P450scc kolesterolii pregnenolona cevirir ve pregnenolon hemen testosteronun
sentezinin meydana gelecegi diiz yiizlii endoplazmik retikuluma (DER) tasinir. DER
pregnenolonun testosterona cevrilmesinde gerekli olan bircok hidroksisteroid
dehidrogenaz (HSD) enzimlerini igerir (Haider, 2004). HSD, Leydig hiicrelerinde
steroidogenez i¢in gerekli olan enzimlerdendir (Habert, 2001) ve ozellikle 3p-
hidroksisteroid dehidrogenaz, testosteron tiretiminde gerekli olan anahtar enzimdir

(Haider ve ark., 1986) (Sekil 2.2.1).



Testisten salinan diger iki androjen; androstenedion ve dihidroepiandrosteron olup bu
iki hormon testosteron ile karsilastirildiginda daha az derecede androjeniteye sahiptir.
Androjenlerin iretiminin disinda Leydig hiicreleri testosteronu, Sa-dihidrotestosterona
(50-DHT) ve disi esey hormonu olan dstradiole ¢evirebilir (Hall, 1994). Androjenlerin
Ostradiole geri doniisiimii  olmaksizin ¢evrilmesinde sitokrom P450 aromataz
(P450arom) enzimi sorumludur (Carreau ve ark., 1999) ve bu enzim omurgalilarda
steroidogenik hiicrelerin endoplazmik retikulumlarinda bulunur (Haider, 2004). Leydig
hiicrelerinin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, 6strojenlerin rolleri oldugunu gdsteren
bir ¢ok ¢alisma vardir (Hess ve Carnes, 2004; Majdic ve ark., 1997; Ciocca ve ark.,
1986; Delbes ve ark., 2005; Rochira ve ark., 2005; Carreau ve ark., 2006). Ostrojenler
erkek iireme sisteminde, ergenlige kadar Leydig ve Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarini
diizenlerken (Majdic ve ark., 1997), fetal Leydig hiicrelerinin gelismelerini inhibe eder
(Delbes ve ark., 2005) ve 0strojen ile ilgili proteinler Leydig hiicrelerinde

steriodogenezi negatif olarak kontrol eder (Ciocca ve ark., 1986).
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Sekil 2.2.1. Leydig hiicrelerinde steroidogenez. LH, Luteinizan Hormon; LH-R, Luteinizan
Hormon reseptorii; PK-A, Protein kinaz A; P450scc, P450 yan zincir kiran enzim sistemi;
DHEA, Dehidroepiandrosteron; DHT, Dihidrotestosteron. Reaksiyon 1, 33-HSD; Reaksiyon 2,
sitokrom P450 17a hidroksilaz; Reaksiyon 3, 17p-HSD; Reaksiyon 4, sitokrom P450 aromataz;
Reaksiyon 5, 5a-rediiktaz



2. 3. GENISTEIN

Fitodstrojenler, endojen Ostrojene benzer bitkisel kaynakli maddeler olup, en fazla soya
iriinlerinde olmak {izere meyvelerde, sebzelerde ve baklagillerde bulunmaktadir
(Clevenger, 1964; Naim ve ark., 1974). Fitoostrojenler, flavonoidler ve non-
flavonoidler olarak ikiye ayrilir. Flavonoidleri, izoflavonlar, kumestanlar ve prenil
flavonoidler olustururken, non-flavonoidleri lignanlar olusturur (Sekil 2. 3. 1) (Giiltekin,
2004).

Fitoéstll'ojenler

Flavonoidler Non-flavonoidler
izoflavonlar Kumestanlar Prenil flavonoidler Lignanlar
sens Kumestrol 8-prenilnaringenin Lariciresinol
Genistein I . i N
L 6-prenilnaringenin |zolariciresinol
Daidzein R
71090 5 Xanthohumol Matairesinol
Glisitein R . yoolds
, A Izoxanthohumol Secoisolariciresinol
Biochanin A :
(Enterodiol)
Farmononetin (Enterolakton)

Sekil 2.3.1. Fitoostrojenlerin siniflandirilmasi (Giiltekin, 2004).

Fitoostrojenler, oOstrodiol (17B-0strodiol) hormonuna molekiiler yap1 bakimindan
benzediginden Ostrodiolle reseptor diizeyinde yarisir ve dstrodiole gore birkag kat daha
diisiik afinite ile baglanir (Setchell ve Cassidy, 1999; Benassayag ve ark., 2002; Dixon
ve Ferreire, 2002; Maskarinec, 2003; Giiltekin, 2004). Fitodstrojenlerin dstrodiolle ortak

ozellikleri tablo 2.3.1°de gosterilmistir.



Tablo 2.3.1. Fitoostrojenler ve dstrodioliin ortak 6zellikleri.

X/
°

Ostrojen reseptorlerine (ERs) baglanmak igin gerekli fenolik halkanin varlig

X/
°

Reseptore baglanmada, Ostrojen halkasini taklit eden izoflavon halkasinin
rolii

Ostradiole benzer olarak diisiik molekiiler agirliklar (C1gH240,) (MA=272)

%

*

X/
°e

Izoflavonlarin nukleusunda iki aromatik hidroksil grubu arasindaki uzaklik
oOstradioliin iki hidroksil grubu arasindaki uzakliga neredeyse 6zdestir
 4°,5 ve 7 pozisyonlarinda hidroksil gruplarinin hidroksilasyonlariin ideal

modeli, (6rnegin genistein)

izoflavonlar, hiicreler iizerinde ¢ok cesitli etki gdstermeleri nedeniyle iizerinde en ¢ok
calisilan fitodstrojen grubudur. Genistein, steroid olmayan ve en giiclii Ostrojenik
aktiviteyi gosteren izoflavondur (Sekil 2.3.2) (Opalka ve ark., 2004; Cassidy ve
Faughnan., 2000). Dogada glikozid halde bulunan genistein oral yolla alimindan sonra,
kalin bagirsaktaki bakteriler tarafindan hidrolize edilir ve aglikon hale doniiserek
absorbe olur. Glukorine edilen bu aglikonlar karacigerde siilfatlandiktan sonra
enterohepatik dolasima katilirlar ve oncelikle idrarla disar1 atilirlar (McClain ve ark.,
2006).

OH
OH

OH O

HO O
HO

Genistein Ostrodiol-17p

Sekil 2.3.2. Genistein ve Ostrodiol’iin molekiiler yapis1 (Nevala, 2001).

1996 tarihine kadar tek bir tip olarak bilinen Gstrojen reseptdrii, insan ve sicanlarda ER
denilen yeni bir alt tipin tanimlanmasiyla giiniimiizde ERa ve ERP olarak iki tipe
ayrilmigtir. (Kuiper ve ark., 1996). ERa ve ERB bulunduklari yerlere gére birbirinden
farklidir. S6yle ki, ERa Leydig hiicresi, rete testis, efferent tiibiiller, epididimis, vas



deferens ve bulbo-iiretral bezde bulunurken, ERP bunlara ilaveten Sertoli hiicresi,
peritiibliler miyoid hiicreler, spermatositler, prostat ve seminal vesikiilde de
bulunmaktadir (Sharpe, 1998). 17p-6strodiol, ERa ve ERB’ya esit derecede afinite ile
baglanirken; genistein, hem ERa ve ERB’ya baglanir, fakat ERp’ya baglanma ERa’ya
gore 20-30 kat daha yiiksek afinite ile olmaktadir (Barkhem ve ark., 1998; McClain ve
ark., 2006; Klein ve King, 2007).

Genisteinin baslica etkisi, Ostrojenik ve antiostrojenik aktivitesidir (Dixon ve Ferreira,
2002). Genistein Ostrojenik etkisini, dogrudan Ostrojen reseptoriine baglanarak ya da
dolayli olarak 17p- Ostrodioliin metabolik yikimindan sorumlu olan sitokrom p450
CYP1A1l enzimini inhibe ederek gosterebilir. (Bouker ve Hilakivi-Clarke, 2000;
Okazaki ve ark., 2002; Collins ve ark.,1997). Ayrica genistein’in in vitro ¢alismalarda
pS2 ve c-fos genleri gibi Ostrojen bagimli genleri de aktive ettigi gdzlenmistir (Bouker
ve Hilakivi-Clarke, 2000). Genistein antiostrojenik etkisini de, aromataz enzimini
baskilayarak androjenlerin Ostrojenlere doniisiimiinii bloke ederek gdsterir. Ayrica
genisteinin, Ostronu Ostradiole ¢eviren 17B-stradiol oksidorediiktaz enzimini ve
Ostrodiol sekresyonu igin gerekli 17p-hidrosisteroid oksidorediiktaz tip I enzimini
baskilayarak da bu etkisini gosterdigi bilinmektedir (Collins ve ark.,1997; Bouker ve
Hilakivi-Clarke, 2000; Okazaki ve ark., 2002).

Genisteinin testosteronla ilgili etkileri su sekilde agiklanmistir. Oncelikle seks hormonu
baglayic1 globulin (SHBG)’e bagli haldeki testosteron ve Ostrojenle yer degistirerek
SHBG’yi etkiler. Boylece Ostrejenlerin ve testosteronun hedef hiicreye girisini azaltir
(Dixon, 2004). Ayrica, hormon metabolizmasinda goérevli olan 17p-hidroksisteroid
dehidrogenaz ve 5a-reduktazi da iceren enzimleri inhibe eder ve bu enzimlerin
aktivasyonun azalmasi plazma testosteron seviyesinin ve dihidrotestosteron (DHT)

seviyesinin diigmesine neden olur (Allen ve ark., 2001).

Genistein hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek, apoptotik hiicre 6liimiinii ve kanser hiicre
farklilasmasini indiikleyerek, hiicre siklusunu diizenleyerek, antioksidan etki gostererek
ayrica tirozin kinaz ve oOzellikle topoizomeraz II gibi ATP bagimli enzimlerin
inhibisyonunda dnemli bir rol oynayarak, hiicrelerin dstrojen reseptdrlerinden bagimsiz

olarak antikanser ve kimyasal koruyucu olarak gosterdikleri etkiler bakimindan dikkate
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deger bulunmustur (Akiyama ve ark., 1987; Bouker ve Hilakivi-Clarke, 2000; McClain
ve ark., 2006).

Genistein testikiiler hiicre soylarinda apoptozu, tesvik ederken, G2/M fazinda hiicre
siklusunu durdurarak biiyiime ve ¢ogalmasini inhibe etmektedir. (Kumi-Diaka, 1999;
Sarkar ve Li, 2003; Opalka ve ark., 2004). Genisteinin apoptozu tesviki ile ilgili
molekiiler mekanizmada Bax ve Bcl-2 proteinleri temel rol oynamaktadir. Soyle ki
normal sartlarda hiicrede Bax ekspresyonun artmasi apoptozu tesvik ederken, Bcl-2
hiicreyi apoptozdan korur. Oysa ki, genisteinin 48 saat ve daha uzun siireli uygulamalari
sonucunda meme kanseri hiicrelerinde Bcl-2 ekspresyonunu azaltirken, Bax protein
ekpresyonu ise onemli derecede artmaktadir (Sarkar ve Li, 2003). Genistein ayni
zamanda hiicresel canlilik i¢in 6nemli olan Akt sinyal yolaginin gii¢lii bir inhibitoriidiir
ve bu etki sayesinde genistein uygulanmis hiicrelerin apoptoza gitmesini indiikledigi

diistintilmektedir (Franke ve ark., 1997; Sarkar ve Li, 2003).

Genistein hiicre biiylimesini ve farklilagmasini kontrol eden protein tirozin kinazi (PTK)
inhibe etmektedir (Nedeljkovia ve ark., 2001; Sarkar ve Li, 2003). PTK inhibisyonuyla,
fosfokinaz C ya da fosfotidilinositol kinaza baglanarak G2 fazinda hiicre siklusunun
durmasina neden olur (Nedeljkovie ve ark., 2001; Traganos ve ark., 1992). Genistein,
DNA replikasyonunda, transkripsiyonunda ve rekombinasyonunda goérev alan DNA
topoizomeraz II’yi inhibe ederek biiyiime faktorlerinin ya da MAP kinazlarin
downregiilasyonuyla apoptoza neden olmaktadir (Nedeljkoviae ve ark., 2001; Sarkar ve
Li, 2003; Traganos ve ark., 1992).

Genistein reaktif oksijen tiirlerine kars1 serbest radikalleri siipiirerek ve strese cevap ile
iligkili genlerin ekspresyonunu inhibe ederek antioksidan ve koruyucu etkiye sahiptir
(Ruiz-Larrea ve ark., 1997; Zhou ve Lee 1998; Sarkar ve Li, 2002). Oksidatif stres NF-
KappaB’nin DNA’ya baglamasin1 aktive eder (Toledano ve Leonard, 1991). Genistein,
oksidatif stres tarafindan uyarilan NF-kB’nin inhibe edilmesi yoluyla antioksidan etki
gostermektedir (Davis ve ark., 2001; Sarkar ve Li, 2002). Bu etki ¢ogunlukla membran
lipitleri ve lipoprotein partikiillerindeki oksidatif hasara karsi etkilidir (Wiseman ve

ark.,2002).
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2.4. OKSIDATIF HASAR

Di1s yoriingesinde en az bir ¢iftlenmemis elektron igeren, ndtr veya iyonize tiim atom
yada molekiillere “serbest radikal” denir. Cok reaktif olan bu radikaller, organizmada
karsilagabilecekleri; lipit, niikleik asit ve aminoasitlerle etkilesirler ve hiicrede hasara
neden olurlar. Yiiksek karbonlu yag asitleri, radikal reaksiyonlara en fazla girenlerdir
(Dokmeci, 2000). Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak igin hiicreler
bunlar1 notralize eden antioksidanlar liretmektedir. Serbest radikallerin olusum hiz1 ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi
beklenir. Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu
denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas ndtralize
edilirlerse, hiicrede serbest radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre
fonksiyonlar1 {izerinde yaptiklar1 olumsuz etkiye (oksidatif hasara) ‘oksidatif stres’
denir. Zararli maddeler olan toksinler, viicuda genellikle solunan hava, tiiketilen
besinler ve su yoluyla alinir. Ayrica viicuttaki bazi normal metabolik siire¢lerin yan

iirtinii olarak da toksinler olusabilir (Russell ve ark., 2006) (Sekil 2.4.1).

Kompleks |, Il
Akonidaz
Gpx4
i
Lipid  Lipid-OOH
O/
e . e e : e
O; B Mt = € OH H,O
2GSH
NADPH + H¢ /
3 \TrxR2 Gpx1| i
IDH,.,| \' X pxi| -
TH™\ ITrce PRI T ¢ FroeinSH y oot
\ NADP- GSSG | | Grx2
“Protein-S-SG/
2H,0

Sekil 2.4.1. Serbest radikallerin olusum mekanizmasi

Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membranda bulunan
yiiksek karbonlu doymamis yag asitlerinin olusturdugu fosfolipitlerin, serbest oksijen
radikalleri araciligr ile oksitlenip, peroksit tiirevlerine doniismesini iceren ve Serbest
radikallerin lipitler {lizerinde etkilerinin en iyi tanimlandigi kimyasal bir olaydir
(Kayaalp, 1998). Superoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil
radikali lipit peroksidasyonunu baglatan radikallerdir. Lipit peroksidasyon reaksiyonlari
genel olarak iki cesittir. Non-enzimatik lipit peroksidasyonu, herhangi bir radikalin

polianstiire yag asidindeki metilen karbonundan hidrojen atomunun uzaklastirilmasi
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reaksiyonlarim1 kapsar. Enzimatik lipit peroksidasyonunda ise, siklooksijenaz ve
lipooksijenaz reaksiyonlart1 sonucunda olusan hidroperoksid ve endoperoksidler
reaksiyon triinleridir. Membranin lipit/protein orani, fosfolipit miktari, yag asitlerinin
bilesimi, yag asitlerinin doymamislik derecesi ve membranin akigkanligi membrandaki
lipit peroksidasyonunu etkileyen faktorlerdendir ve bunun sonucunda, membran
transport sistemleri bozulur, hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri bozulur, hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artar ve buna bagli olarak proteazlar aktive olur, hiicre i¢i organellerde
olusan lipit peroksidasyonu litik enzimlerin salgilanmasina bagli hasarlar gelisir (Inan
ve Giil, 2002). Aldehit yapili lipit peroksidasyon {iirlinleri sistein amino asidinin —SH
gruplart ile veya lizin, histidin ile kovalent olarak baglanir. —SH gruplarinin kayba,
okside glutatyonun asiri olusumu sonucunda, dogrudan dogruya oksidasyon ile veya
reaktif bir metabolit ile arilasyon seklinde meydana gelebilir (de Zwart ve ark., 1999)
(Sekil 2.4.2).

Proteinlerdeki oksidatif hasar ise hiicrenin proteinlerinde yapisal degisiklige yol agar.
Bu hasarin baslica molekiiler mekanizmalari, protein karbonil olusumu ile karakterize
edilen metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiol (P-SH) gruplarmin kaybi,
nitrotirozin (NT) ve ileri oksidasyon protein iriinlerinin (AOPP) olusumu olarak
siralanabilir (Shacter E., 2000a). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) metal katalizli protein
oksidasyonuna neden olarak karbonil gruplarimin olusumuna, fragmantasyon veya
capraz baglanmaya neden olur ve ¢esitli mekanizmalarla protein yapisin1 modifiye eder.
Oksidatif hasarli olan reseptor, enzim ve transport proteinlerinin fonksiyonlarinda

bozulma olabilir (Jaescheke, 1995) (Sekil 2.4.2).

Hicre OlGmd
=

Lipid Peroksidasyonu

Proteinlerin Oksidasyonu

DNA hasari \ , /
"‘ . s 2 \\
Huicre . Solunumda
Béllinmesi bozulma

Sekil 2.4.2. Serbest radikallerin hiicrelerde yarattig1 etkiler
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2.5. VITAMIN E

Vitaminler, viicutta metabolik olaylarin normal bir sekilde islemesi ve saglikli durumun
siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan organik maddelerdir (inan ve Giil, 2002). insanlar dahil
biitlin hayvanlar i¢in temel bir madde olarak kabul edilen, bitkisel kaynakli vitamin E,
tokoferoller ve tokotrienoller (tokoller) olarak bilinen, yagda eriyen bilesigin genel
adidir (McDowell, 1989; Nevberne ve Corner, 1989; Rice ve Kendy, 1988).
Giliniimiizde, dogada vitamin E’nin sekiz formu bulunmaktadir. Bunlarin dordii
tokoferol (a, B, v, 0) diger dordi ise tokotrienol (a, B, y, d) olarak iki gruba ayrilir
(McDowell, 1989; Nevberne ve Corner, 1989; Putnam ve Comben, 1987; Levin ve
Clouatre, 2009). En aktif antioksidant etki gosterenler tokoferoller sirasi ile a, B, y, &
tokoferollerdir (Kosowski ve Clouatre, 2009; Simone ve Palozza, 2009). Kroman (2
metil-6 kroman) tiirevleri olan tokoferoller benzen ile piran halkasindan olusmustur
(Aras ve ark., 1976). 6-kromanol halkas1 ve buna bagh ii¢ii asimetrik, 16 karbonlu bir

isoprenoid yan zincirden olusur (Dokmeci, 2000).

o-tokoferol

HO

radikal lipofilik kuyruk
temizlevici

Sekil 2.5.1. Vitamin E’nin molekiiler yapisi.

Tokoferoller, bitkisel ve hayvansal besinlerde olduk¢a fazla bulunurlar. Bunlar arasinda
yesil yaprakli sebzeler, yagli tohumlar ve bunlarin yaglari, tahillar, kuru baklagiller, et,

yumurta ve balik sayilabilir (Zielinski, 2009; Harinantenaina, 2009).
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Tokoferollerin, biyolojik sistemlerde potansiyel bir antioksidan olarak rol oynadigi
bilinir. Tokoferoller bu etkilerini, hiicrelerdeki doymamis yag asitlerinin lipit
peroksidasyonunu Onleyerek ve membranin biitliinliiglinii saglayarak gerceklestirirler
(Simone ve Palozza, 2009; McDowell, 1989; Nevberne ve Corner, 1989; Putnam ve
Comben, 1987; Rice ve Kendy, 1988; Siddons ve Mills,1981; Ulrey, 1981). Oksidasyon
sirasinda olusan serbest radikaller daha sonra peroksidasyon ile mitokondriyal,
mikrozomal ve hiicre membranindaki fosfolipitlerden olan doymamis yag asitlerini
okside eder (Nevberne ve Corner, 1989). Sonu¢ta bu membranlarin yapisini ve
metabolizmasini bozan peroksit ve hiperoksitler olusur. Tokoferollerin fenol halkasi
tizerindeki hidroksil grubu, bir proton vermek suretiyle peroksit ve hiperoksik
radikallerini doyurur ve bdylece peroksit radikallerinin aktivitelerini azaltir (Nevberne

ve Corner, 1989; Rice ve Kendy, 1988).
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2.6. APOPTOZ

Programlanmis hiicre oliimii olarak da bilinen apoptoz, normal gelisim ve doku
homeostazinda 6nemli rol oynayan biyolojik bir siirectir (Woodle and Kulkarni, 1998).
Apoptoz i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik
degisim gozlenir (Anzar, 2002). Apoptotik hiicre 6liimii, temel olarak iki agamadan
meydana gelir. Bunlardan birincisi saglam organeller iceren, membranla ¢evrelenmis
birkag¢ parcaya ayrilacak olan niikleus ve kromatinin yogunlasmasi, ikincisi de apoptotik
cisimler olarak adlandirilan pargalanmis hiicre elemanlarinin komsu hiicreler tarafindan

fagosite edilerek hizli bir sekilde bozulmasidir (Schwartzman ve Cidlowski, 1993).

2.6.1. Apoptozun diizenlenmesi

Apoptoz ¢esitli fizyolojik ve fizyolojik olmayan durumlarin bir pargasi oldugundan,
apoptozun diizenlenmesini ve molekiiler metabolizmasin1 anlamak 6nemlidir. Apoptoz,
DNA hasari gibi hiicre i¢i stres sonucu aktive edilen intrinsik yolla ya da Fas ve TNFR-
1 gibi 6lim reseptorlerini aktive eden hiicredist faktorlerin olusmasinin sonucu olarak

ektrinsik yolla ger¢eklesebilir (Shi, 2001) (Sekil 2.6.1.1).

Oliim-reseptéri aracili

Fas ligandi

e FADD SMAC/DIABLO,
ER aracili HTRAZ2/0MI
Pro-kaspaz-8 - Pro-kaspaz-9
B3 Mitokondri [—
APAF1
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RAX/BAK il Kaspaz-8 DD

W ‘ (‘:I:] Pro-kaspaz-4/12 \ ¥
< - ;
: Pro-kaspaz-37[1___|
v [: Kaspaz-4/12

Kaspaz- 3!7D:| "\ I
XIAP

|
o0

Hiicre 6limii
Sekil 2.6.1.1. Apoptotik diizenlenmenin intrinsik ve ektrinsik yollar1 (Holcik ve Sonenberg,
2005).
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Mitokondriyal apoptoz da denilen intrinsik yol, homeostazda ve hayvan gelisiminde
onemlidir. Apoptoz tetiklendikten sonra, sitokrom c, mitokondri membranlar arasindan
sitoplazmaya gecer. Sitokrom c’nin salinmasi kaspazlar denilen 6zel protein grubunun
aktivasyonunu tetikler. Kaspazlar sistein proteazlarinin bir grubudur ve baslatici ve
efektor kaspazlar olarak gruplandirilirlar. Efektér kaspazlar baslatict kaspazlar
tarafindan aktive edilirken, baglatici kaspazlar kendi kendilerini aktive ederler
(Deveraux ve Reed, 1999; Miller, 1999). Sitokrom ¢ mitokondriden salindiktan sonra,
Apaf-1 e baglanir ve onu aktive eder (Jiang ve Wang, 2000; Purring ve ark., 1999). Bu
kompleks daha sonra dATP ya da ATP’ye baglanir ve apoptozom denilen prokaspaz-
9’u aktive eden multimerik bir yapiya doniisiir (Saleh ve ark. 1999). Aktivasyondan
sonra kaspaz-9 apoptozomla birlikte, Ozellikle en Onemli effektor kaspaz olan
prokaspaz-3’ii hedefleyen bir holoenzime doniisiir (Sekil 2.6.1.2) (Jiang ve Wang 2000;
Shi, 2001). Ektrinsik yol; ektraseliiler ligand baglayici 6liim reseptorleri tarafindan
aktive edilen hem kaspaz aktivasyonun hemde hiicre tipine gore mitokondrial yolun
daha fazla yiikseltgenmesiyle sonuclanir. Fas ve TNFR1 en c¢ok c¢alisilan oliim
reseptorleridir (Sekil 2.6.1.1) (Holcik ve Sonenberg, 2005; Liston ve ark., 2003;
Gebauer ve Hentze, 2004; Ashkenazi ve Dixit, 1998)
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Sekil 2.6.1.2. Apoptozun mitokondriyal yolu (Holcik ve Sonenberg, 2005).

Apoptoz pek ¢ok gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bunlardan biri de anti-apoptotik
bir protein olan bcl-2 proteinidir (Tanaka ve ark., 2000). Bcl-2, hiicreleri apoptozdan
korudugu belirlenen ilk gendir (Garcia ve ark., 1992). Bu anti-apoptotik etkisini
mitokondriden sitokrom-c salinmasini ve buna bagli olarak efektor kaspazlarin
aktivasyonunu onleyerek gosterir (Goldstein ve ark., 2000). Bcl-2 apoptozu inhibe edip
hiicrenin yasamini uzatirken, bax apoptoza neden olmaktadir. Her ikisi protein de

normalde denge halindedir (Lotem ve Sachs, 1995).

2.6.2. Apoptozun gosterilmesi

Apoptotik indeks, apoptotik hiicre sayisinin yasayabilir hiicrelere orani ile
belirlenmektedir. Bunun i¢in dncelikle apoptozun hiicrelerde goriiniir hale getirilerek
belirlenmesi gerekir (Giiles ve Eren, 2008). DNA’nin spesifik endonukleaz aktivitesi
araciligr ile oligonukleozomal biiyiikliikteki 180-200 baz c¢iftlik parcalara ayrilmasi
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bir¢ok hiicre tipinde apoptoz sirasinda meydana gelen en temel biyokimyasal olaydir
(Barnett ve Barnett, 2006). Apoptozda meydana gelen DNA fragmantasyonun
belirlenmesi i¢in Gavrielli ve arkadaslar1 (1992) tarafindan olusturulan ilk yontem
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP Nick End
Labeling) teknigidir. Bu yontem, DNA zincirinin 3' OH bdlgesine biyotinle konjuge
edilmis nukleotidleri eklemekle goérevli terminal transferaz enziminin etkisini ortaya
cikarmistir (Didenko, 2006). TUNEL yontemi en sik kullanilan metodlardan biridir
(Barnett ve Barnett, 2006).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu calismada, Genistein ve Vitamin E farkl siirelerde ve dozlarda TM3 Leydig hiicre
soyuna uygulanmistir. Genistein’in belirlenen dort farkli dozu tek basina ve Vitamin E
ile birlikte uygulanarak sitotoksik etkisi hemositometre sayimi ile, apoptotik etkisi DNA
fragmentasyonundaki kiriklar1 isaretleyen TUNEL yoOntemi ile, hiicrelerdeki lipit
peroksidasyonu TBA serbest radikallerinin ve proteinlerdeki oksidatif hasarlar SH

gruplariin spektrofotometrik olarak gdsterilmesiyle arastirilmistir.

3. 1. KULLANILAN HUCRE SOYU VE HUCRE KULTURU

Deneylerimizde kullanilan TM3 hiicre soyu 11-13 giinliik farelerin Leydig
hiicrelerinden elde edilmis tiimorik olmayan bir hiicre soyudur. Laboratuvarimiza
ATCC (American Type Culture Collection): The Global Bioresource Center’dan
getirilmis olup in vitro kosullarda haftada iki-li¢ kez diizenli pasajlar1 yapilarak
yetistirilmektedir. Hiicreler % 5 Horse Serum, % 2,5 Fetal Bovine Serum, 2.5 mM L-
Glutamine, 0.5 mM Sodium Pyruvate, 1.2 g/L Sodium Bicarbonate, 15 mM HEPES ve
PSA (Penisilin-Streptomisin-Amfoterin) ilave edilmis 50:50 DMEM/F12 Kkiiltiir
medyumunda, % 5 CO; ve % 95 hava igeren nemli ortamda, 37°C’de inkiibe edilerek

yetistirilmektedir.

3.2. HUCRELERIN PASAJ ISLEMI

Deneylerimizde kullanilan hiicreler, yetistirildikleri kiiltiir kaplar1 i¢inde yeterli
yogunluga eristiklerinde haftada iki-iic defa diizenli pasajlar1 yapilmaktadir. Bu amacla,
hiicreler tripsinle 37°C’de 5 dakika muamele edildikten sonra pipetaj yapilarak toplanir
ve santrifij tiipiine aktarilir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra,
stipernatant atilir. Dipte bulunan hiicre ¢okeltisi lizerine uygun kiiltiir medyumu ilave

edilerek, her deney icin gerekli sayida hiicre kiiltiir kaplarina ekilir.
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3. 3. GENISTEIN VE VITAMIN E KONSANTRASYONLARININ
HAZIRLANMASI

Genistein’in deneylerde kullanilan konsantrasyonlari, diyetle alinabilen doz seviyeleri
temel alinarak saptanmistir (Kumi-Diaka, 1998). Tiim deneylerde kullanilan Genistein
(Mikro-Gen Ilag San. A.S.’den temin edilmistir) toz haldedir ve +4°C’de 1s1ktan uzak
olarak saklanmistir. Bu toz haldeki Genistein % 1 DMSO igeren medyum igerisinde
uygun dozlarda hazirlanmistir. Bu sekilde dort farkli final konsantrasyonu G10 (10
png/ml Genistein), G20 (20 pg/ml Genistein), G50 (50 pg/ml Genistein) ve G100 (100
ng/ml Genistein) olusturulmustur ve kontrol gruplarina % 1 DMSO igeren medyum
verilmistir (Tablo 3.3.1).

Deneylerde Vitamin E’nin en aktif ve en fazla bulunan formu olan a-tokoferol
kullanilmistir (Kosowski ve Clouatre, 2009; Simone ve Palozza, 2009). Uygulanacak
doz seviyesi in vitro ortamdaki antioksidan doz olan 50 uM olarak belirlenmistir
(Takacs ve ark., 2001). Hazirlanan stok soliisyonlar +4°C’de saklanmustir. (Tablo 3.3.1).

Hazirlanan Genistein ve Genistein + Vitamin E soliisyonlar1 0.2 pm milipor filtre ile
steril edilerek, farkli zamanlarda (24 ve 48 saat) 24 saatte medyumlar1 degistirilerek

uygulanmustir.
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Tablo 3.3.1. Kontrol, Genistein ve Vitamin E uygulanan deney gruplart.

Genistein

Genistein+Vitamin E

Kontrol Grubu |

% 1 DMSO igeren
medyum

Kontrol Grubu Il

50 uM Vitamin E
+

% 1 DMSO igeren
medyum

50 uM Vitamin E

10 pg/ml Genistein +
+ 10 pg/ml Genistein
+
G10 % 1 DMSO igeren GI0+VE +
medyum % 1 DMSO igeren
medyum
50 uM Vitamin E
20 pg/ml Genistein +
+ 20 pg/ml Genistein
G20 % 1 DMSO igeren G20+VE +
medyum % 1 DMSO igeren
medyum
50 uM Vitamin E
50 pg/ml Genistein +
+ 50 pg/ml Genistein
G50 % 1 DMSO igeren G50+VE +
medyum % 1 DMSO igeren
medyum
50 uM Vitamin E
100 pg/ml Genistein +
+ 100 pg/ml Genistein
G100 % 1 DMSO igeren G100+VE +
medyum % 1 DMSO igeren

medyum
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3.4. COGALMA HIZI

3.4.1. Hemositometre Yontemi

Canlilik testi icin, hiicreler alt1 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyucuk basina 5x10° olacak
sekilde ekim yapildi. Deney siirelerinin tamamlanmasiyla, kuyucuklardaki medyumlar
atilarak PBS’le yikandiktan sonra her kuyucuga 400 pl tripsin eklendi ve 37°C’de 5
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardan pipetaj yapilarak toplanan
hiicreler 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij sonrasinda supernatant atildi. Dipte bulunan
hiicre ¢okeltisi bliyiime medyumuyla pipetaj yapildiktan sonra 1:1 olacak sekilde tripan
mavisi eklendi ve hemositometreyle canli ve 6lii hiicre sayimi yapildi. Sonuglara gore

toplam hiicre sayis1 ve % canlilik oran1 grafikleri elde edildi.

3.5. APOPTOZ

Tunel yontemi ile apoptoza ugrayan hiicrelerin tayini igin TM3 Leydig hiicreleri, 48
kuyulu kiiltiir kaplarina her kuyucuga 1,25x10° hiicre olacak sekilde ekimleri yapildi.
Deney siirelerinin bitiminde kuyucuklardan deney medyumlari ¢ekilerek hiicreler PBS
(fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi pH:7,4)’le yikandiktan sonra 200’er pl tripsin eklendi. 5
dakika inkiibasyon sonunda iizerine medyum eklenen hiicreler pipetaj yapilarak
toplandiktan sonra 2000 rpm’de santrifiij yapildi. Dipteki hiicre ¢okeltisi tizerine 100 ul
medyum eklendikten sonra poly L-lyzin kapli lamlara konarak havada kurutuldu. DNA
uclarinda kiriklar bulunan hiicreleri isaretlemek i¢cin Chemicon marka Apoptag® Plus
Peroksidase In Situ Apoptosis Detection kiti kullanildi. Hiicreler fiksasyon i¢in PBS’de
hazirlanmis % 1 paraformaldehit igerisinde 10 dakika bekletildi. Son fiksasyon i¢in de
-20°C’de 2:1 oraninda ethanol:asetik asit karsiminda 5 dakika tutuldu. Hiicreler PBS’le
yikandiktan sonra endojen peroksidazin bloke edilmesi i¢cin PBS igerisinde hazirlanmis
% 3 H,0, cozeltisinde 5 dakika bekletilirler. Lamlardaki hiicrelerin etrafi dikkatle
kurtulduktan sonra dengeleyici tamponda (Equilibration Buffer) 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra kirilan DNA pargalarinin 3’ OH uglarina dioksigenin
isaretli dUTP’yi baglayan TdT enzimi ve dUTP’den olusan Working Strength TdT
enzim karigimi taze olarak hazirlanarak bir saat siireyle nemli ortamda, 37°C’de
uygulandi ve hiicrelerin {izeri plastik lamelle kapatildi. Bir saatin sonunda plastik

lameller kaldirilip hiicreler TdT enzim aktivitesini durdurmak i¢in durdurma/yikama
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tamponunda (Working Strength Stop/Wash Buffer) 10 dakika bekletildiler ve PBS’le
yikandilar. Lamlardaki hiicrelerin etrafi dikkatle kurulandiktan sonra antikor peroksidaz
konjugati (Anti-Digoxigenin Peroksidaz) oda isisinda ve nemli ortamda 30 dakika
uygulandi. PBS’le yikanan hiicreler, isaretli hiicrelerin mikroskopta goriiniir hale
gecmesi i¢in DAB (diaminobenzidin) kromojeni ile 4-6 dakika muamele edildiler ve
isaretli hiicrelerin goriinlir hale geldigi mikroskopta gozlendikten sonra reaksiyon saf
suyla sonlandirildi. Isaretlenmeyen hiicrelerin gériiniir hale gelebilmesi igin zit boya
olarak metil mavisi 10 dakika uygulandi. Saf su ve n-butanolle yikanan hiicreler
gliserin-jelatin kapatma solusyonuyla kaplanarak lamelle kapatildilar. Kontrol ve deney
gruplarina gore hazirlanan preparatlarda normal nukleus ve apoptotik nukleuslar
Olympus marka 1X71 model faz kontrast mikroskobunda incelendi ve Nikon marka
fotograf makinesiyle fotograflar1 cekildi. Her preparat icin 1000 hiicre sayilarak
apoptotik indeks saptandi.

3.6. OKSIDATIF HASAR

3.6.1. Membran Lipit Peroksidasyonun Tayini

Lipit peroksidasyonu, Buege ve Aust’un (1978) yontemiyle Olgiildii. Bu yontem
tiyobarbitiirik asit reaktif tiirleri olan TBARS olarak da adlandirilir. Tiyobarbitiirik
asitle reaksiyona giren maddelerin bir molekiilii ile iki molekiil tiyobarbitiirik asitin
kondansasyonu sonucunda olusan renkli kompleksin 535 nm dalga boyundaki
absorbansinin spektrofotometrik olarak tayin edilmesi esasina dayanir. Siklikla
kullanilan bu yontemle lipit hidroperoksitlerinden tlireyen ¢esitli aldehitlerin miktar

Olgiiliir.

Kullanilan Cozeltiler
Stok Cozelti:

-% 15 triklorasetik asit

-% 0.375 tiyobarbiitirik asit
-0.25 N hidroklorik asit
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Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

I N

HUCRE SUSPANSIYONU 0,5ml -
PBS 2 0,5ml

STOK COZELTI iml 1ml

Orneklerin pipetlenmesi isleminden sonra kapaklar1 kapatilan tiipler 20 dakika

kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra sogutulan tiipler 10 dakika 2000 g’de

santrifiij edilip, siipernatantin absorbanst 535 nm’de kore kars1 okundu.

Hesaplama

1.5 X Agrmer X 10°
0.5x 1.56 x 10°

TBARS (nmol/ml) =

TBARS i¢in molar ekstinksiyon katsayisi: € = 1.56x10°M 'cm'!
Toplam hacim: 1.5 ml
Kullanilan 6rnek hacmi: 0.5 ml

Asmei: Ornek absorbanst

3.6.2. Proteinlerdeki Oksidatif Hasarin Tespiti

Tiol gruplar1 Sedlak ve arkadaslarinin (1968) metoduna goére tayin edildi. Bu metoda
gore 5-5’-ditiobis-(-2-nitrobenzoik asit)’in tiol gruplar1 tarafindan indirgenmesi
sonucunda 1 mol -SH grubu basima 1 mol 2-nitro-5 tiobenzoik asit olusur. Olusan bu
sar1 renkli iiriiniin absorbans1 412 nm dalga boyunda 6lg¢iiliir.

Kullanilan cozeltiler

-0,01 M DTNB (5,5’-ditio-bis(-2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi (19,8 mg DTNB 5 ml’ye
absolii metanol ile tamamlanir)

-Tris tamponu (0,2 M, pH:8,2): 12,1g Tris bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra iizerine
3,362g EDTA (0,2 M’a karsilik) ilave edilir 1 N HCI ile pHS8,2’ye ayarlanir, 50 ml’ye

saf su ile tamamlanir.
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Uygulama
Ornek ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

ORNEK(ml) KOR(ml)

HUCRE SUSPANSIYONU 250ul

PBS - 250pl
TRiS TAMPONU 750uL 750uL
DTNB 50uL 50uL
METANOL 3950ul 3950ul

Tiipler 15 dakika karanlikta vortekslenerek inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben
3000g’de santrifiijlendi. Orneklerin absorbansi 412 nm’de okundu.

Hesaplama

SH(mmol/ml) = ZxD

Olusan 2-nitro 5 merkapto benzoik asit i¢in ekstinksiyon katsayisi: €=13600M~1cm™1
A= Ornek absorbansi

D= diliisyon faktorii

3. 3. ISTATISTIK ANALIiZ

Deney gruplarinda, uygulanan doz ve zamana bagl olarak, canli ve 6li hiicre sayilari,
Apoptotik indeks, SH gruplari ve TBARS miktar1 saptandiktan sonra ANOVA, Mann-
Whitney U ve Wilcoxon testi uygulanarak istatistiksel analizler hesaplandi. Sonuglarin

degerlendirilmesinde p<0.01 ve p<0.05 anlamlilik seviyesi temel alindi.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Genisteinin dort farkli dozu tek basina ve bu dozlarin Vitamin E ile
birlikte, TM3 Leydig hiicreleri iizerine etkileri 24. ve 48. saatlerde hiicrenin
cogalmasini, apoptozu ve oksidatif hasar1 bakimindan arastirildi. Bu amagla bu dozlarin
tek baslarina ve vitamin E ile birlikteki dozlarmin TM3 hiicrelerinin ¢ogalmasina etkisi,
hemositometrede canli ve Olii hiicre sayimi yapilarak ortaya cikarilmistir. Yine ayni
gruplarda apoptotik indeks TUNEL yontemi ile hesaplandi. Lipit peroksidasyonunu
gosteren TBA reaktif tilirlerinin ve proteinlerdeki oksidatif hasarlar ise tiol gruplarinin

gosterilmesiyle de hiicrelerdeki oksidatif hasar belirlenmistir.

4.1.COGALMA HIZI

4.1.1.Hemositometrik yontem

Kontrol ve deney gruplarinda 24 ve 48 saat siirenin sonunda TM3 Leydig hiicrelerinde
olusan hiicre canliligindaki degisim Olympus IX71 marka faz-kontrast mikroskobunda
incelenerek Nikon marka fotograf makinesiyle fotograflart ¢ekildi (Sekil 4.1.1.2- Sekil
4.1.1.5).

Genisteinin dort farkli dozu tek basimna ve ayni dozlarin vitamin E ile birlikte TM3
Leydig hiicrelerine 24 ve 48 saatlerde ¢ogalmayla nasil bir etkisi oldugunu hiicreleri
tripan mavisi ile boyayarak hemositometre yontemi ile (canli ve o6l hiicre sayimmi
yapilarak) tespit edildi. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu
ile kontrol grubu II ve genisteinin bu dort farkli dozunun vitamin E ilave edilerek
olusturuldugu dozlar1 toplam hiicre sayist bakimindan karsilastirildiginda, gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadig1 gézlenmistir. Oysa ki, 24 saatte kontrol grubu |
ve genisteinin tek basina kullanildigr dozlar karsilastirildiginda, toplam hiicre sayisi
bakimindan, kontrol grubu I’e gore deney gruplarinda anlamli bir azalma gésterilmistir
(p<0.01). Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmis genistein dozlar1 toplam hiicre

sayist bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubu II’ye gére G10+VE deney grubu
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arasinda anlamli bir fark goézlenmezken, G20+VE, G50+VE ve G100+VE deney
gruplar1 arasinda anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0.01) (Sekil 4.1.1.1).

48. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu ile kontrol grubu II ve
genisteinin bu dort farkli dozunun vitamin E ilave edilerek olusturuldugu dozlar1 toplam
hiicre sayis1 bakimindan karsilastirildiginda, G10 ile G10+VE, G20 ile G20+VE, G50
ile G50+VE ve G100 ile G100+VE arasinda anlamli bir azalma bulunmaktadir
(p<0.01). Oysa ki, 48 saatte kontrol grubu I ve genisteinin tek basina kullanildig1 dozlar
karsilastirildiginda, toplam hiicre sayist bakimindan, kontrol grubu I’e gore deney
gruplarinda anlamli bir azalma gdstermistir(p<0.01). Kontrol grubu II ve vitamin E
ilave edilmis genistein dozlar1 toplam hiicre sayist bakimindan karsilastirildiginda,
kontrol grubu II’ye gore deney gruplari arasinda anlamli bir azalma gozlenmistir

(p<0.01) (Sekil 4.1.1.1).

Kontrol ve deney gruplart 24 ve 48 saat sonunda zamana bagl olarak
karsilagtirildiginda ise, toplam hiicre sayis1 bakimindan kontrol grubu I ve II’de anlaml
bir artis gozlenmistir (p<0.05). Vitamin E verilmeyen deney gruplarinda anlamli bir
artis gozlenmezken vitamin E ile birlikte genistein verilen deney gruplarinda toplam

hiicre sayis1 anlamli derecede artmistir (p<0.05) (Sekil 4.1.1.1).

Tablo 4.1.1.1. Kontrol ve Deney Gruplarinda Toplam Hiicre Sayilar

KONTROL | 500000 1184000 + 170940 2080000 + 297842
G10 500000 832000 + 194931 960000 + 137258
G20 500000 576000 + 141194 608000 + 19663
G50 500000 512000 + 137747 416000 + 34268

500000 512000 + 117512 320000 + 31814

500000 1248000 + 286042 1920000 + 202286

500000 928000 + 140492 768000 + 40345

500000 736000 + 110426 128000 + 50596

500000 608000 + 64888 160000 + 29982

500000 448000 + 46085 128000 + 26030
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Sekil 4.1.1.1. TM3 hiicrelerinde 24 ve 48 saatin sonunda kontrol ve genisteinin tek basina ve
vitamin E ile birlikte uygulandigi deney gruplarinda toplam hiicre sayisi.
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Sekil 4.1.1.2. 24 saat siire sonunda kontrol ve genistein uygulanmis deney gruplarinda, hiicre
canliligindaki degisim A: Kontrol grubu | B: G10 C: G20 D: G50 E: G100
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Sekil 4.1.1.3. 24 saat siire sonunda kontrol ve genistein ile birlikte vitamin E uygulanmis deney
gruplarinda, hiicre canlihigindaki degisim A: Kontrol 1l B: G10+VE C: G20+VE D: G50+VE
E: G100+VE
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Sekil 4.1.1.4. 48 saat siire sonunda kontrol ve genistein uygulanmis deney gruplarinda, hiicre
canliligindaki degisim A: Kontrol grubu | B: G10 C: G20 D: G50 E: G100
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Sekil 4.1.1.5. 48 saat siire sonunda kontrol ve genistein ile birlikte vitamin E uygulanmis deney
gruplarinda, hiicre canlihigindaki degisim A: Kontrol grubu Il B: G10+VE C: G20+VE D:
G50+VE E: G100+VE
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TM3 Leydig hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonunda kontrol ve deney gruplarindaki %
canlilik oranlar1 tablo 4.1.1.2°de verilmistir. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve
genisteinin dort farkli dozu ile kontrol grubu II ve genisteinin bu dort farkli dozunun
vitamin E ilave edilerek olusturuldugu dozlart % canlilik bakimindan
karsilastirildiginda bu gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Oysa ki, 24
saatte kontrol grubu I ve genisteinin tek basina kullanildig1 dozlar karsilagtirildiginda %
canlilik oran1 bakimindan, kontrol grubu I’e gére G10 deney grubu arasinda anlamli bir
fark bulunmazken, kontrol grubu I ile diger deney gruplar1 arasinda anlamli bir azalma
gosterilmistir (p<0.01). Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmis genistein dozlar1 %
canlilik oran1 bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubu II’ye gore G10 VE deney
grubu arasinda anlamli bir fark bulunmazken, kontrol grubu II ile diger deney gruplari

arasinda anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0.01) (Sekil 4.1.1.6).

48 saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu ile kontrol grubu Il ve
genisteinin bu dort farkli dozunun vitamin E ilave edilerek olusturuldugu dozlart %
canlilik oran1 bakimindan karsilastirildiginda (p<0.01), kontrol grubu I ile kontrol grubu
II arasinda anlamli bir artis oldugu gozlenirken, diger gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. Oysa ki, 48 saatte kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu ile
genisteinin tek basmna kullamildigr dozlar karsilastirildiginda, % canlilik orani
bakimindan, kontrol grubu I’e gére G100 deney grubunda anlamli bir azalma
gozlenirken (p<0.01), diger deney gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.
Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmis genistein dozlar1 toplam % canlilik oram
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubu II’ye gore G10+VE deney grubunda
anlamli bir fark goézlenmezken, kontrol grubu II’ye gore diger deney gruplarinda

anlamli bir azalma gozlenmistir (p<<0.01) (Sekil 4.1.1.6).

Kontrol ve deney gruplart 24 ve 48 saat sonunda zamana baglh olarak
karsilastirildiginda ise, % canlilik oran1 bakimindan sadece kontrol grubu II’de anlaml
bir artis gozlenmistir (p<0.05). Kontrol grubu I ve deney gruplarinda ise zamana bagh

olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.1.1.6).
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Tablo 4.1.1.2. TM3 Leydig hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarindaki 24 ve 48 saat siirenin
sonunda % canlilik orani.

_

69,20 + 8,24 72,90 + 3,13

44,25 £ 10,02 53,00 + 21,62

___
72,75+ 9,19 90,40 £ 5, 98
———
52,44 + 12,68 63,00 £ 15,67
———
45,50 22,37 42,80 + 13,72

Sekil 4.1.1.6. Kontrol ve genisteinin tek basina ve vitamin E ile birlikte uygulanmis deney
gruplarinda % canlilik orani (* p<0.01).



35

4.2. APOPTOZ

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda her
preparat i¢cin 1000 hiicre sayilarak hesaplanan apoptotik indeks degerleri tablo 4.2.1°de
verilmistir. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu ile kontrol
grubu II ve genisteinin bu dort farkli dozunun vitamin E ilave edilerek olusturuldugu
dozlar1 apoptotik indeks bakimindan karsilastirildiginda kontrol grubu 1 ile kontrol
grubu II arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. G10 ile G10+VE, G50 ile G50+VE ve
G100 ile G100+VE deney gruplari arasinda anlamli bir azalma gozlenirken G20 ile
G20+VE deney grubu arasinda anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.01). Oysa ki, 24
saatte kontrol grubu I ve genisteinin tek basina kullanildigi dozlar karsilastirildiginda
apoptotik indeks bakimindan, kontrol grubu I’e gére G10 ve G20 deney grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmazken, G50 ve G100 deney gruplarinda anlamli bir artig
gozlenmektedir (Sekil 4.2.2). Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmis genistein
dozlar1 apoptotik indeks bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubu II’ye gore
G10+VE deney grubu arasinda anlamli bir azalma goézlenirken, G20+VE grubunda
anlamli bir artis bulunmaktadir. Kontrol grubu II’ye gére G50+VE ve G100+VE deney

gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.2.1 ve Sekil 4.2.3).

48 saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu ile kontrol grubu II ve
genisteinin bu dort farkli dozunun vitamin E ilave edilerek olusturuldugu dozlari
apoptotik indeks bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubu I ile kontrol grubu II
arasinda anlamh bir fark bulunmamistir. G10 ile G10+VE, G50 ile G50+VE ve G100
ile G100+VE deney gruplar arasinda anlamli bir azalma gézlenirken G20 ile G20+VE
deney grubu arasinda anlamli bir artis gozlenmistir. Oysa ki, 48 saatte kontrol grubu I
ve genisteinin dort farkli dozu ile genisteinin tek basma kullanildigi dozlar
karsilastirildiginda, apoptotik indeks bakimindan, kontrol grubu I’e gore deney
gruplarinda anlamli derecede arttig1 gézlenmistir (p<0.01) (Sekil 4.2.4). Kontrol grubu
II ve vitamin E ilave edilmis genistein dozlar1 apoptotik indeks bakimindan
karsilastirildiginda, kontrol grubu II’ye gore deney gruplarinda anlamli bir artis
gbzlenmistir (p<0.01) (Sekil 4.2.1 ve Sekil 4.2.5).
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Kontrol ve deney gruplart 24 ve 48 saat sonunda zamana bagli olarak
karsilagtirildiginda ise, apoptotik indeks bakimindan G10 ve G20 deney grubunda 48.
saatte anlamli bir artis bulunurken G50 deney grubunda anlamli bir azalma
gozlenmistir. Kontrol grubu I ve G100 deney grubunda ise zamana bagli olarak anlamli
bir fark bulunmamistir. Genisteinin vitamin E ile birlikte verildigi deney gruplarinda ise
GI0+VE, G50+VE ve G100+VE deney gruplarinda anlamli bir artis gozlenirken
kontrol grubu II’de anlaml1 bir azalma goriilmiistiir. G20+VE deney grubunda zamana

bagli olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p<0.05) (Sekil 4.2.1).

Tablo 4.2.1. TM3 Leydig hiicrelerinde 24 ve 48 saat siire sonunda belirlenen apoptotik indeks

degerleri.

I N R
32+17,03 16 + 4,20

G10 24 + 7,40 39+ 841

G20 27 + 6,26 61 +3.,85

G50 219 + 42,86 142 +£22.86
307+ 19,16 350 + 46,48
32 + 6,90 14+ 3,74
13 + 3,58 21+2,90
76 + 9,85 87 + 5,61
26+ 6,72 112+ 12,26
28 £ 6,05 61+7,29
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450
400
350
300
250
200
150
100

Apoptotik indeks

i

4 24 saat

M 48 saat

Sekil 4.2.1. Kontrol ve deney gruplarinda 24 ve 48 saat igin apoptotik indeks degerleri

(*p<0.01).
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Sekil. 4.2.2. 24 saatin sonunda kontrol ve tek basina genistein verilen deney gruplarinda goriilen
apoptotik hiicreler (=) A: Kontrol grubu | B: G10 C: G20 D: G50 E: G100
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Sekil. 4.2.3. 24 saatin sonunda kontrol ve vitamin E ile birlikte genistein verilen deney

gruplarinda goriilen apoptotik hiicreler (=) A: Kontrol grubu Il B: G10+VE C: G20+VE

D: G50+VE E: G100+VE
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Sekil. 4.2.4. 48 saatin sonunda kontrol ve tek bagina genistein verilen deney gruplarinda goériilen
apoptotik hiicreler (=) A: Kontrol grubu I B: G10 C: G20 D: G50 E: G100
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Sekil. 4.2.5. 48 saatin sonunda kontrol ve vitamin E ile birlikte genistein verilen deney

gruplarinda goriilen apoptotik hiicreler (=) A: Kontrol grubu 1l B: G10+VE C: G20+VE
D: G50+VE E: G100+VE
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4.3. OKSIDATIF HASAR

4.3.1. Lipit Peroksidasyonu

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan TBARS degerleri tablo 4.3.1.1°de
verilmistir. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu ile kontrol
grubu II ve genisteinin bu dort farkli dozunun vitamin E ilave edilerek olusturuldugu
dozlart TBARS degerleri bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubu II’de kontrol
grubu I’e gore anlamli bir azalma bulunmustir. G50 ile G50+VE ve G100 ile G100+VE
deney gruplar1 arasinda anlamli bir azalma gozlenirken G10 ile GI0+VE ve G20 ile
G20+VE deney grubu arasinda anlamli bir artis goézlenmistir (p<0.01). Oysa ki, 24.
saatte kontrol grubu I ve genisteinin tek basina kullanildigi dozlar TBARS degerleri
bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubu I’e gore G10, G50 ve G100 deney
gruplart arasinda anlamli bir artis bulunurken, G20 deney grubunda anlamli derece
azalma goriilmistiir. Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmis genistein dozlar
TBARS degerleri bakimindan karsilagtirildiginda, kontrol grubu II’ye gore deney
gruplarinin TBARS degerlerinin anlamli derecede arttigi gozlenmistir (p<0.01) (Sekil
4.3.1.1).

48 saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu ile kontrol grubu II ve
genisteinin bu dort farkli dozunun vitamin E ilave edilerek olusturuldugu dozlari
TBARS degerleri bakimindan karsilastirildiginda, sadece G10+VE deney grubu G10
deney grubuna gore anlamli derecede artmistir (p<0.01). Diger deney gruplarinda ise
anlaml bir fark gozlenmemistir. Oysa ki, 48 saatte kontrol grubu I ve genisteinin dort
farkli dozu ile genisteinin tek basina kullanildig1 dozlar, TBARS degerleri bakimindan
karsilagtirildiginda, anlamli bir fark olmadigr gozlenmistir (p<<0.01). Kontrol grubu II
ve vitamin E ilave edilmis genistein dozlarinda ise TBARS degerleri bakimindan
karsilastirildiginda, kontrol grubu II’ye goére deney gruplarinda anlamli bir fark
gbzlenmemistir (p<0.01) (Sekil 4.3.1.1).

Kontrol ve deney gruplart 24 ve 48 saat sonunda zamana baglh olarak
karsilastirildiginda ise, TBARS degerleri bakimindan G10 ve G100 deney grubunda

anlamli bir azalma gozlenirken, G20 deney grubunda anlamli derecede artis
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gozlenmistir (p<0.05). Kontrol grubu | ve G50 deney grubunda ise azalma anlamli
bulunmamustir. Kontrol grubu I ve II’de anlaml1 bir artis gézlenmistir (p<0.05). Kontrol
grubu II’de TBARS degeri anlamli derecede artarken, Vitamin E ile birlikte genistein
verilen deney gruplarinda zamana bagli olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p<0.05)

(Sekil 4.3.1.1).

Tablo.4.3.1.1. 24 ve 48 saat siireyle genistein ve Vitamin E uygulanmis TM3 Leydig
hiicrelerinde TBARS degerleri (nmol/ml)

KONTROL I 0,451+,02 0,327+,36

G10 0,721+,08 0,212+,02
G20 0,317+,09 0,404+,15
G50 0,644+,06 0,519+,12
0,885+,40 0,269+,15
0,144+,04 0,510+,32
0,702+,22 0,663+,34
0,798+,37 0,519+,34
0,355+,18 0,481+,30
0,634+,45 0,423+,13
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Sekil 4.3.1.1. Kontrol ve genisteinin tek basina ve vitamin E ile birlikte uygulanmis deney
gruplarinda ml’deki TBARS degerleri (* p<0.01).

4.3.2. Proteinlerdeki oksidatif hasar

TM3 Leydig hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan —SH gruplarimin miktar1 tablo
4.3.2.1°de verilmistir. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu
ile kontrol grubu II ve genisteinin bu dort farkli dozunun vitamin E ilave edilerek
olusturuldugu dozlar1 —SH gruplarinin miktari bakimidan karsilastirildiginda, kontrol
grubu II’de kontrol grubu I’e gore anlamli bir artig bulunurken, G50+VE deney
grubunda G50’ye gore anlamli bir azalma goriilmiistir (p<0.01). Diger deney
gruplarinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir. Oysa ki, 24. saatte kontrol grubu I ve
genisteinin tek basma kullanildigi dozlar karsilastirildiginda —SH gruplarmin miktar
bakimindan, kontrol grubu I’e gore G20 ve G50 deney gruplar1 arasinda anlaml bir
artis bulunurken (p<0.01), G10 ve G100 deney grublarinda kontrol grubu I’e goére
anlamli bir fark goriilmemistir. Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmis genistein
dozlart —SH gruplarin miktar1 bakimindan karsilastirildiginda, bu deney gruplar

arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 4.3.2.1).
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48 saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dort farkli dozu ile kontrol grubu II ve
genisteinin bu dort farkli dozunun vitamin E ilave edilerek olusturuldugu dozlari —-SH
gruplarinin miktar1 bakimindan karsilastirildiginda vitamin E ile birlikte verilen deney
gruplarinda anlaml bir sekilde arttigi gézlenmistir (p<0.01). Oysa ki, 48 saatte kontrol
grubu I ve genisteinin tek basina kullanildig1 dozlar karsilastirildiginda, -SH gruplarinin
miktar1 bakimindan, anlamli bir fark olmadigi goézlenmistir. Kontrol grubu II ve
vitamin E ilave edilmis genistein dozlarinda ise —SH gruplarinin miktar1 bakimindan
karsilagtirildiginda sadece kontrol grubu II’ye gére G20+VE deney grubunun anlaml
derecede arttig1 gozlenmistir (p<0.01) (Sekil 4.3.2.1).

Kontrol ve deney gruplart 24 ve 48 saat sonunda zamana baglh olarak
karsilagtirildiginda ise, tiol gruplarinin miktar1 bakimindan kontrol grubu I ve II’de
anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.05). Sadece genistein uygulanan deney gruplarinda
tiol gruplarinda anlamli bir fark bulunmazken, Vitamin E ile birlikte genistein verilen

deney gruplarinda tiol gruplart zamana baglh olarak anlamli derecede artis gostermistir
(p<0.05) (Sekil 4.3.2.1).

Tablo 4.3.2.1. 24 ve 48 saat siireyle Genistein ve Vitamin E uygulanmis TM3 Leydig
hiicrelerinde tiol gruplarinin miktar1 (-SH) nmol/ml

KONTROL | 24x10° + 5,87 70 x10° + 4,04
G10 40 x10°+ 32 57 x10°+ 5,45
G20 79 x10°+ 32,3 50 x10° + 3,94
G50 138 x10°+ 95,8 65 x10°+ 3,76
47 x10°+ 21,5 65 x10°+ 4,96
47 x10°+ 19,5 146 x10°+ 2,83
62 x10°+ 8,38 120 x10°+ 5,83
79 x10°+ 6,79 210 x10°+ 1,08
48 x10°+ 6,68 133 x10%+ 2,19
43 x10°+ 25,7 126 x10°+ 4,22
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Sekil 4.3.2.1. Kontrol ve genisteinin tek basina ve vitamin E ile birlikte uygulanmis deney
gruplarinda tiol gruplarinin (-SH) miktar1 (*p<0.01).
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5. TARTISMA VE SONUC

Soya izoflavonlari, soyanin ¢ok tliketildigi lilkelerin beslenmesinde yiizyillardir 6nemli
bir yer tutmaktadir. (Munro ve ark., 2003). Genistein, soyadan elde edilen dogal bir
izoflavondur (Rucinska ve ark., 2008) ve yapisal olarak Ostrojene benzemesine ragmen,
Ostrojen ile karsilastirildiginda daha zayif Gstrojenik aktivite gostermektedir (Park ve
Shin, 2004; Kuiper ve ark., 1998; Kuiper ve ark., 1997; Burton ve Wells, 2002;
McClain ve ark., 2006; Sarkar ve Li, 2002; Liggins ve ark., 2000). Ozellikle son
yillarda genistein ¢esitli kanser ve diger kronik hastaliklardan, hem korunma hemde bu

hastaliklarin tedavisinde kullanilan ¢ok giiglii bir ajandir (Pollowski ve Mazurek, 2000).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar, Ostrojenin erkek iireme sistemi {izerine fizyolojik
roliiniin bulundugunu ve normal spermatogenez igin gerekli oldugunu gostermistir
(O’Donnell ve ark., 2001). Ostrojen, erkek iireme sistemindeki Sertoli hiicresi, Leydig
hiicresi ve germ hiicrelerinde sentezlenir ve salimir (Hess ve ark., 2001). Ayrica
kendileri tarafindan sentezlenen ve saliman bu hormon bu hiicrelerin gelisimi ve
fonksiyonlar1 iizerinde etkilidir (Vicdan, 2007). Disaridan alinan Ostrojenler ya da
besinlerde bulunan fitodstrojenler, endojen Ostrojenlerin varliginda erkek {ireme
sistemini olumsuz etkileyebilmektedir (Vicdan, 2007; Vicdan ve ark., 2007). Hancock
ve arkadaslart (2009), genisteinin verilen doza bagli olarak Leydig hiicrelerinde
testosteron sentezini inhibe ettigini belirtmislerdir (Opalka ve ark., 2004; Svechnikov ve
ark., 2005; Chen ve ark., 2007). Ayrica Wang ve arkadaslar1 (1994) genisteinin Leydig
hiicrelerinde androjenlerden Gstrojenin yapilmasinda sorumlu enzim olan aromatazi

inhibe ettigini gostermislerdir.

Calismamizda, genisteinin dort farkli dozu ve bu dozlarin vitamin E ile birlikte toplam
hiicre sayisina etkisi in vitro olarak arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, hem tek basina
genisteinin farklt dozlarinin, hem de bu dozlarin vitamin E ile birlikte verilen
gruplarinda 10-100pg/ml genistein konsantrasyonunun 24. ve 48. saatlerde toplam TM3

hiicre sayisin1 6nemli bir sekilde azalttigi gozlenmistir. Bu azalmanin, ya genisteinin
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G2/M fazinda hiicre biiylimesini durdurmasi, ya da hiicreleri apoptoza tesvik etmesiyle
olabilecegini diisiinmekteyiz (Shao ve ark., 1998; Constantinou ve ark., 1998;
Polkowski ve Mazurek, 2000; Xu ve Loo, 2001; Sarkar ve Li, 2003; Yu ve ark., 2004;
Park ve Shin, 2004;.Chodon ve ark., 2006a, 2006b; Touny ve Banerjee, 2006)

Genisteinin hiicre canliligina etkisiyle ilgili olarak bircok ¢alisma yapilmistir. Kumi-
Diaka ve arkadaslar1 1998 yilinda yaptiklar1 ¢alismada testikiiler hiicre soylarina (TM3
Leydig hiicresi, TM4 Sertoli hiicresi, GC1 germ hiicresi) 10, 20, 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat boyunca genistein uygulamiglar ve 20 pg/ml
genistein konsantrasyonun {izerindeki konsantrasyonlarda hiicre canliliginda diisiis
meydana geldigini bulmuslardir. 1999 yilinda yapilan bir ¢aligmada yine testikiiler
hiicrelerde (TM3 Leydig hiicresi, TM4 Sertoli hiicresi, GC1 germ hiicresi) 10 pg/ml ile
100 pg/ml arasinda degisen genistein konsantrasyonlar1 48 saat siireyle uygulanmis ve
genisteinin dozuna bagli olarak hiicre canliliginda azalma meydana geldigini
bildirmislerdir (Kumi-Diaka ve ark., 1999). TM4 Sertoli hiicreleriyle yapilan diger bir
caligmada ise; 15, 30, 45 ve 60 ug/ml konsantrasyonlarda 6, 12 ve 24 saat boyunca
genistein uygulanmistir. Bu ¢aligmanin sonuglarina goére de 15 pg/ml dozunun hiicre
canliligin1 etkilemedigi bulunurken, 30, 45 ve 60 pg/ml dozlarinda ise hiicre
canliliginda azalma oldugunu belirtmiglerdir (Kumi-Diaka ve Butler, 2000). Meme
kanseri (MCF-7), kolon kanseri (HT-29), hepatosit karsinoma ve adenokarsinoma
hiicreleri ile yapilan in vitro ¢aligmalarda artan genistein konsantrasyonun doza bagl
olarak hiicre canliligin1 azalttig1 gosterilmistir (Hseieh ve ark., 1998; Yu ve ark., 2004;
Zou ve ark. 2008; Chodon ve ark., 2007).

Yaptigimiz ¢alismada, TM3 Leydig hiicrelerinin canliligr ile ilgili sonuglarimiz, hem
tek basina genistein hemde genistein + vitamin E verilen gruplarda 20-100 pg/ml
genistein konsantrasyonunun 24. ve 48. saatlerde TM3 hiicrelerinin canliligin1 6nemli
bir sekilde azaltmasi bu konuyla ilgili yukarida bahsedilen c¢aligmalarla paralellik
gostermektedir. Genisteinin TM3 hiicrelerinde bu hiicre canliligini1 baskilama aktivitesi,
hormon bagimli ve bagimsiz kanser hiicre soylarinda ve diger hiicre soylarindaki gibi
oldugu disiiniilmektedir (Okura ve ark., 1988; Naik ve ark., 1994; Murrill ve ark.,
1996). Genisteinin hiicre canliligin1 baskilama mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasi

oldukca zordur. Bunun sebebi genisteinin ¢ok fonksiyonlu bir tabiati olmasi ve etki
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mekanizmasinin hedef hiicreye gore ¢esitlilik gostermesidir (Okura ve ark., 1988).
Ancak genisteinin hiicrede tirozin kinaz ve topoizomeraz I ve II'nin aktivasyonunu
baskiladig1 bildirilmistir (Akiyama ve ark., 1987; Okura ve ark., 1988). Hiicre
cogalmasinin canliigimi ve farklilagsmasin1 bu yolla bloke etmektedir. Genisteinin,
testikiiler hiicrelerdeki baskilayict etkisi de diger hiicrelerde meydana gelen metabolik
baskilama yoluyla ayni olabilir (Akiyama ve ark., 1987; Okura ve ark., 1988; Naik ve
ark., 1994; Murrill ve ark., 1996). Genisteinin, testikiiler hiicrelerin ¢ogalmasi ve
canliligima yapmis oldugu bu baskinin tam olarak ortaya ¢ikarilmasi i¢in c¢alismalar

halen yogun olarak devam etmektedir (Choi ve ark., 2009; Fang ve ark., 2009).

Yaptigimiz bu calismalar sonucunda, genisteinin yiiksek dozlarinin, hem TM3
hiicrelerinde hemde prostat kanseri gibi bazi diger hiicrelerde (Naik ve ark., 1994;
Spinozzi ve ark., 1994; Kyle ve ark., 1997) apoptozu tesvik ettigi gézlenmistir ve TM3
hiicrelerinin apoptoz mekanizmasina ¢ok duyarli oldugu vurgulanmistir (Kumi-Diaka
ve ark., 1998). Kumi-Diaka ve arkadaslarinin (1998) yaptiklari ¢aligmaya gore 10 pg/ml
genistein dozu 24. Saatte apoptozu tesvik ederken, 50 pg/ml ve 100 pg/ml genistein
dozlar1 ise 72. saatte apoptozu tesvik etmesi, apoptozun genisteinin dozuna ve zamana
bagl oldugunu belirtmisler. Yapilan baska bir ¢alismaya gore, HT-29 kolon kanser
hiicrelerine 72 saat genistein uygulanmasi sonucunda, 60-120 puM gibi yiiksek
konsantrasyonlarda apoptozun tesvik edildigi, 60 pM’dan diisiik dozlarda ise apoptozun
tesvik edilmedigi sonucuna varilmistir (Yu ve ark., 2004). Benzer bir ¢aligmada fare
embriyonik fibroblast (NIH 3T3) hiicrelerinde, 5-90 uM genisteinin 24 saat
uygulanmasi sonunda 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda apoptozda bir fark bulunmazken,
daha yiiksek dozlar olan 60 ve 90 uM konsantrasyonlarda apoptotik hiicrelerde anlamli
bir fark bulunmustur (Rucinska ve ark., 2008).

Bizim ¢alismamiz sonucunda genisteinin 24 ve 48. saatlerde 50-100 pg/ml dozlarinda
apoptozu tesvik ettigi gézlenmistir. Genisteinin vitamin E ile birlikte verilen gruplarinda
ise 50 ve 100 pg/ml gibi yiiksek konsantrasyonlarda apoptozdaki artisin vitamin E’nin
etkisiyle azaldig1r bulunmustur. G50 ve G100 dozlarinda apoptozda bulunan artig hiicre
canliligt ve toplam hiicre sayisindaki azalma ile korelasyon gosterdigi i¢in, hiicre
canlilifi ve toplam hiicre sayisindaki azalmanin sebebinin, hiicrelerin apoptoza

ugradiginin bir gostergesi oldugu diisiiniilmektedir. Genisteinin diisiik konsantrasyonlari
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olan 10 ve 20 pg/ml dozlarinin ise apoptoza etki etmedigi gozlenmistir. G10 dozu
vitamin E ile birlikte verildiginde apoptozda goriilen azalma vitamin E’nin disiik
konsantrasyonlardaki genisteinle birlikte hiicreyi énemli 6l¢iide apoptozdan korudugu
diistiniilmektedir. Genisteinin bu dozunda toplam hiicre sayisinin kontrole gore anlamli
derecede azalmasina ragmen % canlilik oran1 ve apoptotik indekste anlamli bir fark
bulunmamasi, genisteinin hiicre biiyiimesini G2/M fazinda durdurarak mitozu 6nleme
etkisiyle ilisikili oldugu disiiniilmektedir (Shao ve ark., 1998; Constantinou ve ark.,
1998; Cappeletti ve ark., 2000; Pollowski ve Mazurek, 2000; Sarkar ve Li, 2003; Touny
ve Banerjee, 2006). G20 dozunda ise kontrole gore anlamsiz bulunan apoptotik indeksin
G20+VE verilen deney grubunda kontrole gére anlamli derecede artmis olmasi lipid

peroksidasyonu ve protein hasari ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Oksidatif hasarin; lipidler, proteinler ya da DNA gibi hiicrelerdeki dnemli molekiillere
zarar verdikleri bilinmektedir (Dalle-Donne ve ark., 2003). Bu hasar hiicrelerde reaktif
oksijen tilirleri (ROS) tarafindan meydana getirilmektedir (Cai ve ark., 1997).
Genisteinin lipid peroksidasyonuna etkilerini arastiran ¢alismalar sadece genisteinin ¢ok
diisiik olan antioksidan dozlarinin lipid peroksidasyonunu onleyip dnleyemeyecegi ile
ilgilidir. Oysa ki, genisteinin hiicre i¢in toksik oldugu diisiintilen dozlar ile ilgili lipid
peroksidasyonunu arastiran ¢ok az in vivo ve in vitro calisma bulunmaktadir (Cai ve
ark., 1997; Fang ve ark., 2003; Chodon ve ark., 2008). Genisteinin, Leydig hiicrelerinde
lipid peroksidasyonuna etkileri simdiye kadar arastirilmamistir. Bizim ¢alismamizda,
lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan Tiyobarbitiirik asit reaktif tiirleri (TBARS)
genistein verilen deney gruplarinda 24. saatte doza bagli olarak artarken 20 pg/ml
dozunda digerlerinden farkli olarak azalma goriilmiistiir. Genisteintvitamin E verilen
deney gruplarinda ise doza bagl olarak TBARS’da artis devam etmistir. Genisteinin 50
ve 100 pg/ml gibi yiiksek konsantrasyonlarinda artan lipid peroksidasyonuna vitamin
E’nin  koruyucu etkisi bulundugu diisiiniilirken, 10 pg/ml ve 20 pg/ml
konsantrasyonlarinda ise vitamin E’nin, lipid peroksidasyonunun artiginda etkili
olabilicegi  diistinlilmektedir. Lipid peroksidasyonunda 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarindaki artis apoptozdaki artigla ve hiicre sayisindaki azalma ile
korelasyon gosterdiginden, bu dozlarda goriilen apoptozun oksidatif hasar sonucu
ortaya ¢iktigin1 diislinlilmektedir. 48. saatte ise genistein dozlarmin lipid

peroksidasyonu {izerine etkisi goriilmemistir. Bu durum bize genisteinin lipid
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peroksidasyonuna olan etkisinin 24 saatten uzun uygulamalarda etkili olmadigin
diisiindiirmektedir. Ayrica, G20 deney grubuna gore G20+VE deney grubunda lipid
peroksidasyonunda artig goriilmiistiir bu sonuca bagli olarak, G20+VE deney grubunda
genisteinin vitamin E ile birlikte verildigi diger deney gruplarindan farkli olarak yiiksek
apoptotik indeks gostermesinin lipid peroksidasyonu ile iliskili olabilecegini
disiindiirmektedir (Ott ve ark., 2007).

Reaktif oksijen tiirleri proteinlerdeki tiol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna yol
acmaktadir (Shacter E., 2000b; Hu, 1994). Oksidatif protein hasari protein tiol
diizeylerindeki azalma ile karakterizedir (Hu, 1994). Rucinska ve ark., (2008) yaptiklari
calismada 5-90 uM 24 saat uygulama sonucunda diisiik dozlarda bile genisteinin protein
tiol gruplarinda oksidasyona sebep oldugunu, yiiksek dozlarda (90 uM) ise protein-tiol
gruplarinda meydana gelen oksidasyonun ise kontrole kiyasla yaklasik % 50 arttigini
gostermislerdir. Genisteinin diisilk dozlarda bile protein oksidasyonuna neden olmasi,
genisteinin bu dozlarda pro-oksidan etki gosterdigini ifade etmislerdir. Bunun
sonucunda genisteinin toksik oldugu ve proteinlerde oksidatif hasara neden oldugunu
vurgulamiglardir. Bizim bulgularimiz sonucunda, serbest tiol gruplarinda 24. saatte 20
ve 50pg/ml verilen deney gruplarinda artis meydana gelmistir. Bu da bize genisteinin
proteinlerdeki hasar iizerine etkisinin toksik olmadigi, hatta protein hasari {izerine
olumlu etkileri bulundugunu diisiindiirmektedir. 48. saatte ise genistein proteinlerdeki
oksidatif hasara etki etmezken vitamin E ile birlikte verilen tiim gruplarda
proteinlerdeki oksidatif hasar engellenmistir. Bu da bize genisteinin 24 saatte protein
hasari tizerine 1yilestirici etkisi bulunurken, 48. saatte bu etki azalmistir ve vitamin E’de
ise aksine 24 saatte olumlu etki goriilmezken 48 saatte proteinlerdeki oksidatif hasar

onlenmektedir.

Bizim c¢alismamizin sonuglarina gore, genistein yiiksek konsantrasyonlarda lipid
peroksidasyonu ve apoptotik indeksi arttirirken, toplam hiicre sayist ve hiicre canliligini
azaltmistir. Buna gore toplam hiicre sayisindaki ve hiicre canliligindaki azalmanin
sebebinin lipid peroksidasyonuna bagli olarak gergeklesen apoptoz olabilecegi
diistiniilmektedir. Genisteinin yiiksek konsantrasyonlari ile birlikte vitamin E uygulanan
deney gruplarinda ise toplam hiicre sayisi ve hiicre canliliginda, vitamin E

uygulanmayan gruplara gore goriilen artis ve apoptoz ile lipid peroksidasyonundaki
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azalma; vitamin E’nin, genisteinin yiiksek konsantrasyonlardaki etkisine karsi1 koruyucu
rolii oldugunu gostermektedir. Genisteinin diisiik konsantrasyonlarinda ise toplam hiicre
sayis1 azalirken, hiicre canliligi ve apoptotik indekste kontrole gore fark bulunmamasi;
genisteinin diisiik konsantrasyonlarinin, Leydig hiicrelerinde apoptoza neden olmadigi,
fakat hiicre biliylimesini G2/M fazinda durdurmus olabilecegi diistiniilmektedir. Bunlarin
aksine, genistein 20 pg/ml konsantrasyonu, vitamin E ile birlikte verildiginde, goriilen
lipid peroksidasyonunda ve apoptozdaki artig, bu dozun vitamin E ile birlikte etkisinin
daha ayrintili olarak arastirllmasimnin gerekli oldugunu gostermektedir. Ayrica
genisteinin 20 ve 50pg/ml konsantrasyonlarinda, 24. saatte Leydig hiicrelerinde,
proteinlerdeki oksidatif hasar azalirken, diger dozlarda ve 48. saatte herhangi bir protein

oksidasyonuna neden olmamustir.

Sonug olarak, genistein yiiksek dozlarda hiicre sayisini ve canliligini azaltmakta ve lipid
peroksidasyonuna bagli olarak apoptozu tesvik etmektedir. Bu sitotoksik etki bir
antioksidan olan vitamin E ile giderilebilmektedir. Diisiik dozlarda ise genisteinin

sitotoksik etkisi bulunmamaktadir.



53

6.KAYNAKLAR

ABRAHAMSOHN, P.A., 2005, The Male Reproductive System, Basic histology text
and atlas, McGraw-Hill Companies Inc., Brazil, 418-434.

AKIYAMA, T., ISHIDA, J., NAKAGAWA, S., OGAWARA, H., WATANABE, S.,
ITOH, N., SHIBUYA, M., FUKAMI, Y., 1987, Genistein, a specific inhibitor of
tyrosine-specific protein kinases, The Journal of Biological Chemistry, 262 (12), 5592-
5595.

ALLEN, S.W., MUELLER, L., WILLIAMS, S.N., QUATTROCHI, LC,, RAUCY, J.,
2001, The use of a highvolume screening procedure to assess the effects of dietary
flavonoids on human CYP1AL1 expression, Drug Metab Dispos, 29, 1074-1079.

ANZAR, M., HE, L., BUHR, M.M., KROETSCH, T.G., PAULS, K.P., 2002, Sperm
Apoptosis in Fresh and Cryopreserved Bull Semen Detected by Flow Cytometry and Its
Relationship with Fertility, Biology of Reproduction, 66 (2), 354-360.

ARAS, K., ERSEN, G., KARAHAN, S., 1976, Vitaminler, Tibbi Biyokimya, Ankara
Basimevi, Ankara, 161-169.

ASHKENAZI, A. VE DIXIT, V.M., 1998, Death receptors: signaling and modulation,
Science, 281(5381),1305-1308.

BARKHEM, T., CARLSSON, B., NILSSON, Y., ENMARK, E., GUSTAFSSON, J.,
NILSSON, S., 1998, Differential response of estrogen receptor a and estrogen receptor
B to partial estrogen agonists/antagonists, The American Society for Pharmacology and

Experimental Therapeutics, 54, 105-112.



54

BARNETT, Y.A. ve BARNETT, C.R. NJ., 2006, Methods in Molecular Medicine, Vol.

38: Aging Methods and Protocols, Humana Press Inc., Totowa.

BENASSAYAG, C., PERROT-APPLANAT, M., FERRE, F., 2002, Phytoestrogens as
modulators of steroid action in target cells, Journal of Chromatography B, 777, 233-
248.

BOUKER, K.B. ve HILAKIVI-CLARKE, L., 2000, Genistein: Does it prevent or

promote breast cancer, Environ Health Perspect, 108, 701-708.

BREMMER W.J., 1981, The testis, the testis, Burger H, de Kretser D (Eds) Raven
Press, New York, 1-5.

BUEGE, J.A., ve AUST, S.D., 1978, Microsomal lipid peroxidation, Methods in
Enzymology, 12, 302-310.

BURCAK, G. ve ANDICAN, G., 2004, Oksidatif DNA hasar1 ve yaslanma,
Cerrahpasa J Med, 35, 159-169.

BURTON, J.L. VE WELLS, M., 2002, The effect of phytoestrogens on the female
genital tract, J Clin Pathol 2002, 55, 401-407.

CAIL Q., RAHN, R.O,. ZHANG, R., 1997, Dietary flavonoids, quercetin, luteolin and
genistein, reduce oxidative DNA damage and lipid peroxidation and quench free
radicals, Cancer Letters. 119(1), 99-107.

CAPPELLETTI, V., FIORAVANTI, L., MIODIiNi, P., DI FRONZO, G., 2000,
Genistein blocks breast cancer cells in the G(2)M phase of the cell cycle, J Cell
Biochem. 79(4), 594-600.

CARREAU, S., GENISSEL, C., BILINSKA, B., LEVALLET, J., 1999, Sources of
oestrogen in the testis and reproductive tract of the male, International Journal of
Andrology, 22, 211-223.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03043835
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%234992%231997%23998809998%23486%23FLP%23&_cdi=4992&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=1335bf68640be58b6b262c7579409d54

55

CARREAU, S., DELALANDE, C., SILANDRE, D., BOURGUIBA, S., LAMBARD
S., 2006, Aromatase and estrogen receptors in male reproduction, Molecular and
Cellular Endocrinology 246, 65-68

CASSIDY, A. ve FAUGHNAN, M., 2000, Phyto-estrogens through the life cycle,
Proceedings of the Nutrition Society, 59, 489-496.

CHEN, Y., JEFFERSON, W.N., NEWBOLD, R.R., PADILLA-BANKS, E., PEPLING,
M.E., 2007, Estradiol, Progesterone, and Genistein Inhibit Oocyte Nest Breakdown and
Primordial Follicle Assembly in the Neonatal Mouse Ovary in Vitro and in Vivo,
Endocrinology, 148(8), 3580-3590.

CHODON, D., RAMAMURTY, N., SAKTHISEKARAN, D., 2007a, Preliminary
studies on induction of apoptosis by genistein on HepG2 cell line, Toxicology in vitro,
21(5), 887-891.

CHODON, D., MUMTAZ BANU, S., PADMAVATHI, R., SAKTHISEKARAN, D.,
2007b, Inhibition of cell proliferation and induction of apoptosis by genistein in
experimental hepatocellular carcinoma, Molecular and Cellular Biochemistry, 297(1-2),
73-80.

CHODON, D., ARUMUGAM, A., RAJASEKARAN, D., DHANAPAL, S., 2008,
Effect of Genistein on Modulating Lipid Peroxidation and Membrane-bound Enzymes
in  N-Nitrosodiethylamine-induced and  Phenobarbital-promoted Rat  Liver

Carcinogenesis, journal of health science 54(2), 137-142.

CIOCCA,, D.R., WINTERS, C.A., DUFAU, M.L., 1986, Expression of an estrogen-
regulated protein in rat testis Leydig cells, Journal of steroid biochemistry, 24(1), 219-
29.



56

COLLINS, B.M., MCLACHLAN, J.A., ARNOLD, S.F., 1997, The estrogenic and
antiestrogenic activities of phytochemicals with the human estrogen receptor expressed
in yeast Steroids, 62, 365-372.

COSKUN, T., 2005, Fonksiyonel besinlerin sagligimiz tizerine etkileri, Cocuk Saglig:
ve Hastaliklar: Dergisi, 48, 69-84.

CONSTANTINOU, A.l., KAMATH, N., MURLEY, J.S., 1998, Genistein inactivates
bcl-2, delays the G2/M phase of the cell cycle, and induces apoptosis of human breast
adenocarcinoma MCF-7 cells, European Journal of Cancer, 34(12), 1927-1934.

CLEVENGER, S. (1964). Flower pigments. Scientijic American, 210, 84-92.

DALLE-DONNE, I., ROSSI, R., GIUSTARINI, D., MILZANI, A., COLOMBO, R.,
2003, Protein carbonyl groups as biomarkers of oxidative stres, Clinica Chimica Acta
329(1-2), 23-38.

DAVIS, JN., KUCUK, O., DJURIC, Z., SARKAR, F.H., 2001, Soy isoflavone
supplementation in healthy en prevents NF-kappaB activation by TNF-alpha in blood
lymphocytes, Free Radic Biol Med 30, 1293-1302

DELBES, G., LEVACHER, C., DUQUENNE, C., RACINE, C., PAKARINEN, P.,
HABERT, R., 2005, Endogenous Estrogens Inhibit Mouse Fetal Leydig Cell
Development via Estrogen Receptor, Endocrinology, 146(5), 2454-2461.

DENEF, C., 1998, Autocrine/Paracrine intermediates in hormonal action and
modulation of cellular responses to hormons. Section 7: The endocrine system, Oxford
University Press, New York, I, 461-514.

DEVERAUX Q. L. ve REED J. C., 1999, IAP family proteins -- suppressors of
Apoptosis, Genes & Development, 13(3), 239-252.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09598049
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235024%231998%23999659987%2336329%23FLA%23&_cdi=5024&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=ce6c5ec216081cb92d52c6b471afb10f
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00098981
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%234995%232003%23996709998%23385652%23FLA%23&_cdi=4995&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=ef43259406909760bc8fddbf72c6b9d5

57

DIDENKO, V.V., 2006, In Situ Detection of DNA Damage: Methods and Protocols,

Methods in Molecular Biology, vol: 203, Humana Press Inc., Totowa, NJ.

DIXON, R.A. ve FERREIRA, D., 2002, Molecules of interest genistein,
Phytochemistry, 60, 205-211.

DIXON, R.A., 2004, Phytoestrogens, Annual Reviews, 55, 225-261.

DOKMECI, 1., 2000, Farmakoloji Temel Kavramlar Nobel Tip Kitabevleri, istanbul,
714- 720.

FANG, S.C., HSU, C.L., LIN, H.T., YEN, G.C., 2009, Anticancer Effects of Flavonoid
Derivatives Isolated from Millettia reticulata Benth in SK-Hep-1 Human Hepatocellular

Carcinoma Cells, J Agric Food Chem,

FRANKE T.F., KAPLAN D.R., CANTLEY L.C., 1997, PI3K: downstream AKTion
blocks apoptosis. Cell 88(4), 435-437.

FORUMFOOD, 2008, Soya ve soya tirtinleri, [online],
http://www.forumfood.net/showthread.php?t=10787, [Ziyaret tarihi: 10 Aralik 2009].

GARCIA, 1., MARTINOU, 1., TSUJIMOTO, Y., MARTINOU, J.C., 1992, Prevention
of programmed cell death of sympathetic neurons by the bcl-2 proto-oncogene, Science,
258(5080), 302-304

GAVRIELLI, H.G.,, SHERMAN, Y., BEN-SASSON, S.A., 1992, Identification of
programmed cell death in situ via specific labeling of nuclear DNA fragmentation, J.
Cell. Biol. 119, 493-501.

GEBAUER, F. ve HENTZE, M.W., 2004, Molecular mechanisms of translational
control, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 5(10), 827-835.


http://www.forumfood.net/showthread.php?t=10787

58

GOLDSTEIN, J.C., WATERHOUSE, N.J., JUIN, P., EVAN, G.I, GREEN, DR.,
2000, The coordinate release of cytochrome ¢ during apoptosis is rapid, complete and
kinetically invariant, Nature Cell Biology, 2, 156-162.

GULES, O. ve EREN, U., 2008, Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler,
Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 19(2), 73-78.

GULTEKIN, E., 2004, Phytoestrogen contents of selected foods, Thesis (MSc). The
Middle East Technical University.

HABERT, R., LEJEUNE, H., SAEZ, J.M., 2001, Origin, differentiation and regulation
of fetal and adult Leydig cells, Molecular and Cellular Endocrinology, 179, 47-74.

HAIDER S.G., 2004, Cell Biology of Leydig Cells in the Testis, International Review
of Cytology, 233, 181-241.

HAIDER, S. G., PASSIA, D. VE OVERMEYER, G., 1986, Studies on fetal and
postnatal development of rat Leydig cells employing 33-hydroxysteroid dehydrogenase
activity, Acta Histochemica, 32, 197-202.

HALL, P.F., 1994, Testicular steroid synthesis: Organization and regulation, The
Physiology of Reproduciton, Knobil, E., Neill, J.D. (Eds) Raven Press, New York, 1,
1335- 1362.

HARINANTENAINA, L., 2009, Tocotrienols in Plants: Sources and Importance,
Tocotrienols Vitamin E Beyond Tocopherols, CRC Press, New york, 43-60.

HESS, R.A. ve CARNES, K., 2004, The role of estrogen in testis and the male

reproductive tract: a review and species comparison, Anim. Reprod., 1 (1), 5-30.

HESS, R.A., BUNICK, D., BAHR, J., 2001, Oestrogen, its receptors and function in the

male reproductive tract — a review, Molecular and Cellular Endocrinology, 178, 29-38.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03037207

59

HOLCIK, M. ve SONENBERG, N., 2005, Translational control in stress and apoptosis,
Nature Reviews Molecular Cell Biology, 6(4), 318-327.

HSIEH, C.Y., SANTELL, R.C., HASLAM, S.Z, HELFERICH, W.G., 1998,
Estrogenic Effects of Genistein on the Growth of Estrogen Receptor-positive Human
Breast Cancer (MCF-7) Cells in Vitro and in Vivo, Cancer Research, 58, 3833-3838.

HU, M.L., 1994, Measurement of Protein Thiol Groups and Glutathione in Plasma,
Methods in enzymology, 233, 380-385

INAN, Y. ve GUL M., 2002, Biyokimya, Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul, 18-297.

JAESCHKE, H., FISHER, M.A., LAWSON, J.A., SIMMONS, C.A., FARHOOD, A.,
JONES D.A., 1995, Activation of Caspase 3 (CPP32)-Like Proteases Is Essential for
TNF--Induced Hepatic Parenchymal Cell Apoptosis and Neutrophil-Mediated Necrosis
in a Murine Endotoxin Shock Model, The Journal of Immunology, 160, 3480-3486.

JEGOU, B., 1992, The Sertoli Cell, Baillieres Clin Endocrinol Metab, 6(2), 273-311.
JIANG X. ve WANG X., 2000, Cytochrome ¢ promotes caspase-9 activation by
inducing nucleotide binding to Apaf-1, The Journal of Biological Chemistry, 275(40),

31199-31203.

KAYAALP, S.O., 1998, Rasyonel tedavi yoniinden tibbi farmakoloji, Hacettepe-Tas
yayincilik, Ankara, 153-154.

KLEIN, C.B., KING, A.A., 2007, Genistein genotoxicity: critical considerations of in
vitro exposure dose, Toxicology and Applied Pharmacology, 224, 1-11.

KOSOWSKI, A., ve CLOUATRE, D.L., 2009, Vitamin E: Natural vs. Synthetic,
Tocotrienols Vitamin E Beyond Tocopherols, CRC Press, New york, 61- 75.



60

KUIPER, G.G.J.M., ENMARK, E., PELTO-HUIKKO, M., NILSSON, S,
GUSTAFSSON, J.A., 1996, Cloning of a novel receptor  expressed in rat prostate and
ovary, PNAS, 93 (12), 5925-5930.

KUIPER, G.G.J.M., LEMMEN, J.G., CARLSSON, B.0., CORTON, J.C., 1997,
Comparison of the Ligand Binding Specificity and Transcript Tissue Distribution of
Estrogen Receptors and 83, Endocrinology, 138(3), 863-870.

KUIPER, G,G., SHUGHRUE, P.J., MERCHENTHALER, I., GUSTAFSSON, J.A,,
1998, The Estrogen Receptor  Subtype: A Novel Mediator of Estrogen Action in

Neuroendocrine Systems, Frontiers in Neuroendocrinology 19(4), 253-286.

KUMI-DIAKA, J. ve BUTLER, A., 2000, Caspase-3 protease activation during the
process of genistein-induces apoptosis in TM4 testicular cells, Biology of the Cell, 92,
115-124

KUMI-DIAKA, J., RODRIGUEZ, R., GOUDAZE, G., 1998, Influence of genistein
(4°,5,7-trinydroxyisoflavone) on the growth and proliferation of the testicular cell lines,
Biology of the Cell, 90, 349-354.

KUMI-DIAKA, J., NGUYEN, V., BUTLER, A., 1999, Cytotoxic potential of the
phytochemical genistein isoflavone (4°,5,7-trihydroxyisoflavone) and certain

environmental chemical compounds on testicular cells, Biology of the Cell, 91, 515-523.

KYLE, E., NECKERS, L., TAKIMOTO, C., CURT, G., BERGAN, R., 1997,
Genistein-Induced Apoptosis of Prostate Cancer Cells is Preceded by a Specific

Decrease in Focal Adhesion Kinase Activity, Molecular Pharmacology, 51(2), 193-200.

LEVIN, N.E. ve CLOUATRE, D.L., 2009, Tocotrienols in Vitamin E: Hype or
Science?, Tocotrienols Vitamin E Beyond Tocopherols, CRC Press, New york, 13- 20.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00913022
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00913022

61

LIGGINS, J., GRIMWOOD, R., BINGHAM, S.A., 2000, Extraction and Quantification
of Lignan Phytoestrogens in Food and Human Samples, Analytical Biochemistry,
287(1), 102-109.

LIMOGES, M., 1998, Apoptosis in primary cultures of rat Leydig cells, Doktora,
Dalhousie University Halifax, Nova Scotia.

LISTON, P., FONG, W.G., KORNELUK, R.G., 2003, The inhibitors of apoptosis: there
is more to life than Bcl2, Oncogene, 22(53), 8568-8580.

LOTEM, J. ve SACHS, L., 1995, Regulation of bcl-2, bcl-X, and bax in the control of
apoptosis by hematopoietic cytokines and dexamethasone, Cell Growth &
Differentiation, 6, 647-653.

MAJDIC, G., SHARPE, R.M. SAUNDERS, P. T. K., 1997, Maternal
oestrogen/xenoestrogen exposure alters expression of steroidogenic factor-1 (SF-
1/Ad4BP) in the fetal rat testis, Molecular and Cellular Endocrinology, 127, 91-98.

MASKARINEC, S., 2003, The effect of phytoestrogens on hot flashes, Nutrition Bytes,
9(2), 1-9.

McCLAIN, R.M., WOLZ, E., DAVIDOVICH, A., PFANNKUCH, F., EDWARDS,
J.A., BAUSCH, J., 2006, Acute, subchronic and chronic safety studies with genistein in
rats, Food and Chemical Toxicity, 44, 56-80.

McDOWELL, L.R., 1989, Vitamins in Animal Nutrition — Comparative Aspects to
Human Nutrition, Vitamin A and E. Academic Press, London, 10-52, 93-131.

MILLER S.C., BOWMAN B.M., ROWLAND H.G., 1983, Structure, cytochemistry,
endocytic activty and immunoglobulin (Fc) receptor of rat testicular interstitial-tissue
macrophages. The American journal of anatomy, 168(1), 1-13.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00032697
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%236692%232000%23997129998%23296901%23FLP%23&_cdi=6692&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=91cfc0a727949fe4613618e2d25e7944

62

MILLER, LK., 1999, An exegesis of IAPs: salvation and surprises from BIR motifs.
Trends in Cell Biology, 9(8), 323-328.

MUNRO, I.C., HARWOOD, M., HLYWKA, J.J., STEPHEN, A.M., DOULL, J.,,
FLAMM, W.G., ADLERCREUTZ, H., 2003, Soy Isoflavones: A Safety Review,
Nutrition Reviews, 61(1), 1-33.

MURRILL, W.B., BROWN, N.M., ZHANG, J.X., MANZOLILLO, P.A., BARNES, S.,
LAMARTINIERE, C.A., 1996, Prepubertal genistein exposure suppresses mammary
cancer and enhances gland differentiation in rats, Carcinogenesis. 17(7), 1451-7.

MURUGESAN, P., MUTHUSAMY, T. BALASUBRAMANIAN, K.,
ARUNAKARAN, J., 2007, Effects of vitamins C and E on steroidogenic enzymes
MRNA expression in polyclorinated biphenyl (Aroclor 1254) exposed adult rat Leydig
cells, Toxicology, 232, 170-182.

MURUGESAN, P, MUTHUSAMY, T, BALASUBRAMANIAN, K.,
ARUNAKARAN, J., 2008, Polychlorinated biphenyl (Aroclor 1254) inhibits
testosterone biosynthesis and antioxidant enzymes in cultured rat Leydig cells,
Reproductive Toxicology, 25(4), 447-454.

NAIK, H.R., LEHR, J.E., PIENTA, K.J., 1994, An in vitro and in vivo study of
antitumor effects of genistein on hormone refractory prostate cancer, Anticancer
Research, 14(6B), 2617-9.

NAIM, M., GESTETNER, B., ZILKAH, S., BIRK, Y., BONDI, A., 1974, Soybean
isoflavones. Characterization, determination, and antifungal activity, Journal of
Agricultural and Chemistry, 22 (5), 806-810.

NEDELJKOVIZ, A., RADULOVIZ, S., BIELOGRLIAZ, S., 2001, Pleiotropic effect
of genistein makes it a promising cancer protective compound, Archive of Oncology, 9,
171-4.



63

NEVALA, R., 2001, Effects of genistein and daidzein on arterial tone and blood
pressure in rats, Yiiksek Lisans/Doktora, Institute ob Biomedicine Pharmacology

University of Helsinki.

NEVBERNE, P.M., VE CORNER, M.W., 1989, The Vitamins, Clinical Biochemistry

of domestic animals, Academic Press Inc., New York, 4, 796-834.

O’DONNELL, L., ROBERTSON, K.M., JONES, M.E., SIMPSON, E.R., 2001,

Estrogen and spermatogenesis, Endocrine Reviews, 22 (3), 289-318.

OKAZAKI, K., OKAZAKI, S., NAKAMURA, H., KITAMURA, Y., HATAYAMA,
K., WAKABAYASHI S., TSUDA, T., KATSUMATA T., NISHIKAWA, A., HIROSE
M., 2002, A repeated 28-day oral dose toxicity study of genistein in rats, based on the
'Enhanced OECD Test Guideline 407" for screening endocrine-disrupting chemicals,
Archives of Toxicology, 76, 553-559.

OKURA, A., ARAKAWA, H., OKA, H., YOSHINARI, T., MONDEN, Y., 1988,
Effect of genistein on topoisomerase activity and on the growth of [VAL 12]Ha-ras-
transformed NIH 3T3 cells, Biochemical and Biophysical Research Communications,
157(1), 183-189.

OPALKA, M., KAMINSKA, B., CIERESZKO, R., DUSZA, L., 2004, Genistein affect
testosteron secretion by Leydig cells in roosters (Gallus gallus domesticus),
Reproductive Biology, 4 (2), 185-193.

PARK, O.J. ve SHIN, J.I., 2004, Proapoptotic potentials of genistein under growth
stimulation by estrogen, Ann. N.Y. Acad. Sci., 1030, 410-418.

PELLUSO, J.J., PAPPALARDO A., TROLISE M.P., 1996, N-cadherin-mediated cell
contact inhibits granulosa cell apoptosis in progesterone-independent manner,
Endocrinology, 137(4), 1196-1203.



64

PEREZ ARMENDARIZ, EMM., ROMANO M.C., LUNA J., MIRANDA C., BENNETT
M.V., MORENO A.P., 1994, Characterization of gap junctions between pairs of Leydig
cell from mouse testis, American Journal of Physiology, 267 (2 pt 1), C570-580.

POLKOWSKI, K., MAZUREK, A.P., 2000, Biological properties of genistein. A
review of in vitro and in vivo data, Acta Poloniae Pharmaceulica - Drug Research, 57
(2), 135-155.

PURRING, C., ZOU, H., WANG, X., MCLENDON, G.L., 1999, Stoichiometry, free
energy, and kinetic aspects of cytochrome c:Apaf-1 binding in apoptosis, Journal of
American Chemical Society, 121, 7435-7436.

PUTNAM, M.E., COMBEN, N., 1987, Vitamin E, Vet. Rec., 121, 541-545.

RICE, D., ve KENDY, S., 1988, Vitamin E: Punciton and Effects of Deficiency. Br.
Vet. J., 144, 482-496.

ROCHIRA, V., GRANATA, A.R.M., MADEO, B., ZIRILLI, L., ROSSI, G., CARANI,
G., 2005, Estrogens in males: what have we learned in the last 10 years&quest, Asian
Journal of Andrology, 7, 3-20.

RUCINSKA, A., ROSZCZYK, M., GABRYELAK, G., 2008, Cytotoxicity of the
isoflavone genistein in NIH 3T3 cells, Cell Biology International, 32 (8), 1019-1023.

RUIZ-LARREA, M.B., MOHAN, A.R., PAGANGA, G., MILLER, N.J., BOLWELL,
G.P., RICE-EVANS, C.A., 1997 Antioxidant activity of phytoestrogenic isoflavones.
Free Radic Res 26: 63-70.

SARKAR, F.H. VELI Y., 2002, Mechanisms of cancer chemoprevention by soy

isoflavone genistein, Cancer and Metastasis Reviews, 21, 265-280.



65

SARKAR, F.H. VELI Y., 2003, Soy lIsoflavones and Cancer Prevention, Cancer
Investigation, 21(5), 744-757.

SAEZ J.M., 1994, Leydig Cells: Endocrine, paracrine and autocrine regulation,
Endocrine Reviews, 15(5), 574-626.

SALEH, A., SRINIVASULA, SM., ACHARYA S., FISHEL R., ALNEMRI E.S.,
1999, Cytochrome ¢ and dATP-mediated oligomerization of Apaf-1 is a prerequisite for
procaspase-9 activation, The Journal of Biological Chemistry, 274(25), 17941-17945.

SCHWARTZMAN, R.A., CIDLOWSKI, J.A., 1993, Apoptosis: the biochemistry and

molecular biology of programmed cell death, Endocrine Reviews 14 (2), 133-151.

SETCHELL, K.D.R. ve CASSIDY, A., 1999, Dietary isoflavones: biological effects

and relevance to human health, The Journal of Nutrition, 129, 758-767.

SEDLAK, J. ve LINDSAY, RH., 1968, Estimation of total protein-bound and non-
protein sulthydryl groups in tissue with Ellman’s reagent, Anal, Biochem. 25, 192- 205.

SHARPE, R.M., 1998, The roles of oestrogens in the male, TEM, 9 (9), 371-377.

SHACTER, E., 2000a, Quantification and significance of protein oxidation in biological
samples, Drug Metabolism Reviews, 32 (3-4), 307-326.

SHACTER, E., 2000b, Protein oxidative damage, Methods in Enzymology, Academic
Press, 319, 428-436.

SHI Y., 2001, A structural view of mitochondria-mediated apoptosis, Nature
Structural Biology 8(5), 394-401.

SHAO, Z.M., WU, J., SHEN, Z.Z., BARSKY, S.H., 1998, Genistein Exerts Multiple
Suppressive Effects on Human Breast Carcinoma Cells, Cancer Research, 58, 4851-
4857.



66

SIDDONS, R.C. ve MILLS, C.F.,N, 1981, Glutatione peroxidase activity and erytrocyte
stability in calves differing in selenium and vitamin E status?, Brit. J. Nutr., 46, 345-
355.

SIMONE, R., ve PALOZZA, P., 2008, Antioxidant activity of tocotrienols in cells and

serum, Tocotrienols: Vitamin E beyond tocopherols, CRC Press, 99-106.

SPINOZZI, F., PAGLIACCI, M.C., MIGLIORATI, G., MORACA, R., GRIGNANI, F.,
RICCARDI, C., NICOLETTI, I., 1994, The natural tyrosine kinase inhibitor genistein
produces cell cycle arrest and apoptosis in Jurkat T-leukemia cells, Leuk Res., 18(6),
431-439.

SQUIER, M.K.T., MILLER, A.C.K., MALKINSON, A.M., COHEN, JJ., 2005,
Calpain activation in apoptosis, Journal of Cellular Physiology, 159(2), 229 — 237.

STOCCO, D.M. ve CLARK B.J., 1996, Role of the steroidogenic acute regulatory
protein (StAR) in steroidogenesis, Biochemical Pharmacology, 51(3), 197-205.

SVECHNIKOV, K., SUPORNSILCHAI, V., STRAND, M.L., WAHLGREN, A.,
SEIDLOVA-WUTTKE, D., WUTTKE W., SODER, 0., 2005, Influence of long-term
dietary administration of procymidone, a fungicide with anti-androgenic effects, or the
phytoestrogen genistein to rats on the pituitary—gonadal axis and Leydig cell
steroidogenesis, Journal of Endocrinology, 187, 117-124.

TANAKA, K., IWAMOTO, S., GON, G., NOHARA, T., IWAMOTO, M,
TANIGAWA, N., 2000, Expression of survivin and Its Relationship to Loss of
Apoptosis in Breast Carcinomas, Clinical Cancer Research, 6, 127

TRAGANQOS, F., ARDELT, B., HALKO, N., BRUNO, S., DARZYNKIEWICZ, Z.,
1992, Effect of genistein on the growth and the cell cycle progression of normal human
lymphocytes and human leukemic MOLT-4 and HL-60 cells, Cancer Research, 52,
6200-6208.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00062952
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%234980%231996%23999489996%2370612%23FLP%23&_cdi=4980&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=a0b4246b193538f84ef0443f6b5b94a3

67

TOLEDANO, M.B., LEONARD, W.J., 1991, Modulation of transcription factor NF-cB
binding activity by oxidation-reduction in vitro, Proceedings of the National Academy
of Sciences, 88, 4328-4332.

TOUNY, L.H.E. ve BANERJEE, P.P., 2006, Identification of both Myt-1 and Wee-1 as
necessary mediators of the p21-independent inactivation of the cdc-2/cyclin B1 complex
and growth inhibition of TRAMP cancer cells by genistein, The Prostate, 66(14), 1542
— 1555.

ULREY, D.E., 1981, Vitamin E for swine, Journal of Animal Science., 53(4), 1039-
1055.

VARANDA W.A. ve CARVALHO A.C., 1994, Intercellular communication between
mouse Leydig cell, American Journal of Physiology 267(2 pt 1), C563-5609.

VICDAN, K., 2007, Erkek iireme sisteminin gelisimi ve fonksiyonlar: iizerinde
dstrojenin rolii, /nfertilite, 213-216.

VICDAN, K., ERDOGAN, D., OZOGUL, C., ELMAS, C., 2007, Effects of dietary
phytoestrogens on mouse testis: evaluation by electron microscopy and Caspase-3

immunostaining, Journal Turkish-German Gynecol Assos, 8 (3), 290-296.

WISEMAN, H., CASEY, K., BOWEY, E.A., DUFFY, R., DAVIES, M., ROWLAND,
I.R., LLOYD, A.S., MURRAY, A., THOMPSON R., CLARKE D.B., 2004, Influence
of 10 wk of soy consumption on plasma concentrations and excretion of isoflavonoids
and on gut microflora metabolism in healthy adults, American Journal of Clinical
Nutrition, 80(3), 692-699.

WOODLE, E.S., KULKARNI, S., 1998, Programmed Cell Death, Transplantation,
66(6), 681-691.

WANG, H ve MURPHY, P.A., 1994, Isoflavone content in commercial soybean foods,
J. Agric. Food Chem., 42, 1666-1673.



68

XU, J. ve LOO G., 2001, Different effects of genistein on molecular markers related to
apoptosis in two phenotypically dissimilar breast cancer cell lines, Journal of Cellular
Biochemistry, 82(1), 78 — 88.

YU, Z, LI, W., LIU, F., 2004, Inhibition of proliferation and induction of apoptosis by
genistein in colon cancer HT-29 cells, Cancer letters, 215(2), 159-166.

ZHOU, Y., LEE, A.S., 1998, Mechanism for the suppression of the mammalian stress
response by genistein, an anticancer phytoestrogen from soy. J Natl Cancer Inst 90,
381-388.

ZWART DE, L.L., MEERMAN, J.H.N.,, COMMANDEUR, J.N.M., VERMEULEN,
N.P.E.,1999, Biomarkers of free radical damage : Applications in experimental animals
and in humans, Free Radical Biology and Medicine, 26(1-2), 202-226.

ZIELINSKI, H., 2009, Tocotrienols: Distribution and Sources Cereals—Role in Human
Health, Tocotrienols Vitamin E Beyond Tocopherols, CRC Press, New york, 23-42.

ZOU, H., ZHAN, S., CAO, K., 2008, Apoptotic activity of genistein on human lung
adenocarcinoma SPC-A-1 cells and preliminary exploration of its mechanisms using

microarray, Biomedicine & Pharmacotherapy, 62(9), 583-589.



69

OZGECMIS

27.07.1985 tarihinde Istanbul’da dogdum. Ilkégrenimimi Sancaktar Hayrettin
Ilkokulunda, orta 6grenimimi Capa Ortaokulunda, lise ogrenimimi Pertevniyal
Lisesinde tamamladim. 2003 yilinda Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Béliimii’nde lisans egitimime basladim ve 2007 yilinda mezun oldum. Ayni yil, Istanbul
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii'niin a¢mis oldugu vyiiksek lisans smnavini
kazanarak Biyoloji Anabilim Dali, Zooloji Programi’nda yiiksel lisans egitimine

basladim.



