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ÖNSÖZ 

Bu çalıĢma, bir fitoöstrojen olan genisteinin ve vitamin E‟nin TM3 Leydig hücreleri 

üzerine yapmıĢ olduğu etkilerin açığa çıkarılması amacıyla yapılmıĢtır. 
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ÖZET  

GENİSTEİN VE VİTAMİN E’NİN LEYDİG TM3 HÜCRELERİ ÜZERİNE 

OLAN ETKİLERİ  

Bu çalıĢmada genisteinin TM3 Leydig hücreleri üzerindeki sitotoksititesinin ve bir 

antioksidan olan Vitamin E‟nin bu hasardan hücreyi koruyucu etkisinin toplam hücre 

sayısı, hücre canlılığı, hücrelerdeki apoptotik indeks, lipid peroksidasyonu ve 

proteinlerdeki oksidatif hasar belirlenerek araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Özellikle fast-

food yiyecekler ve diğer iĢlenmiĢ gıdalarda düĢük maliyet nedeniyle et ürünleri yerine 

fitoöstrojenleri içeren soya ürünlerinin kullanılması yaygındır. Fitoöstrojenler endojen 

östrojene benzer aktiviteler gösterebilen bitkisel kaynaklı kimyasallardır ve son yıllarda 

yapılan bazı epidemiyolojik çalıĢmalarla önem kazanmıĢtır. Endojen östrojen varlığında 

dıĢarıdan ilaç olarak ya da diyetle alınan fitoöstrojenler doza bağlı olarak infertiliteye 

neden olabilmektedir. Genistein soya ve soya ürünlerinde bulunan steroid olmayan bir 

fitoöstrojendir ve özellikle östrojen reseptör β (ER-β)‟ya bağlanarak hem östrojenik 

hem de anti-östrojenik etki gösterebilir. Yapılan çalıĢmalarda, genisteinin timosit, 

lösemi ve testis hücrelerinde apoptozu teĢvik ettiği ve oksidatif hasara yol açtığından 

toksik etkisi olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca, vitamin E‟nin önemli bir antioksidan olması 

ve hücreyi oksidatif hasardan koruması nedeniyle, insan ve hayvanların beslenmesinde 

ek besin olarak önemi bilinmektedir. Yaptığımız çalıĢmada vitamin E‟nin genisteinle 

beraber bir antioksidan olarak etkisi gösterilmiĢtir. 

 

ÇalıĢmamızda, genisteinin tek baĢına ve vitamin E ile birlikte TM3 Leydig hücreleri 

üzerine olan etkisi araĢtırılarak, yüksek dozlarda apoptoza ve lipid peroksidasyonuna 

neden olduğu; vitamin E ile birlikte uygulamalar sonucunda ise vitamin E‟nin bu 

toksisiteyi azalttığı sonucuna varılmıĢtır. Bu çalıĢmanın genisteinin Leydig 

hücrelerindeki çok fonksiyonlu etkisinin moleküler düzeyde yapılacak çalıĢmalara temel 

olabileceği düĢünülmektedir.  
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SUMMARY 

EFFECTS OF GENISTEIN AND VİTAMİNE E ON TM3 LEYDİG 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 β (ER-β), 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. 
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1. GİRİŞ 

Soya, kolesterol ve doymuĢ yağlar içermeyen yapısı, yüksek kaliteli protein içeriği ile 

çok yönlü olarak yararlanılabilen bitkisel bir gıda maddesidir. Soya ürünleri beslenme 

ve sağlık açısından son derece önemlidir ve alternatifsiz bir üründür. Çünkü bütün 

canlılar, hem geliĢmeyi sürdürme, hem de sağlıklı dokuların bakımını ve sürekliliğini 

sağlamak için proteine ihtiyaç duyar. Diğer protein kaynaklarına göre soya listenin 

baĢında yer alır (Forumfood). Genistein soya ve soya ürünlerinde bulunan doğal 

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

 

Genistein, östradiol ile yarıĢarak östrojen reseptörlerine özellikle de son zamanlarda 

tanımlanan östrojen reseptör β (ER-β)‟ya bağlanırlar ve hem östrojenik hem de anti-

östrojenik etki gösterebilirler (Dixon ve Ferreira, 2002). Genistein G2/M fazında hücre 

siklusunun geliĢimini durdurur ve timosit, lösemi ve testis hücrelerinde apoptozu 

indükler (Kumi-Diaka ve ark., 1998.) Genisteinin apoptotik aktivitesi, diagnostik 

patolojide ve embriyogenezde fazlasıyla önemli bir alanda saptanan apoptoz yolu ile 

hücre ölümünden itibaren önem kazanmıĢtır. Bu nedenden dolayı genisteinin kimyasal 

bir koruyucu ve teröpotik potansiyelinin incelenmesi klinik önem taĢır (Kumi-Diaka ve 

ark., 1999.)  

 

DNA‟daki oksidatif hasar yaĢam ile bağdaĢmayan yüksek düzeylere ulaĢtığında apoptoz 

gerçekleĢmektedir (Burçak and Andican, 2004.) Serbest radikallerin yarattığı oksidatif 

stresin önlenmesi ve etkisinin en aza indirilmesi için yeterli miktarda antioksidan 

tüketilmelidir (CoĢkun, 2005). Vitamin E insan ve hayvanların çoğalması için gerekli 

bir diyet faktörü ve tüm memeliler için bir antioksidandır (Murugesan ve ark.,2007.) İn 

vivo ve in vitro çalıĢmalar göstermiĢtir ki serbest radikal reaksiyonlarının oluĢmasını 

önleyen bir zincir kıran antioksidan olan Vitamin E Leydig hücrelerinde oksidant 

indükleyen lipit peroksidasyonunu önleyerek hücreyi oksidatif hasardan korumaktadır 

ve hücrelerin testosteron üretme yeteneği üzerine anlamlı koruyucu etkisi vardır 

(Murugesan ve ark., 2007, Murugesan ve ark., 2008.)  
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Bu çalıĢmada, genistein ve vitamin E‟nin TM3 Leydig hücreleri üzerine etkisi 

incelenmiĢtir. Tezin “Genel Kısımlar” bölümünde Leydig hücreleri, Genistein ve 

Vitamin E ayrıntılı olarak anlatılmıĢ, incelenecek etkiler olan apoptoz ve oksidatif hasar 

tanımlanmıĢtır  

 

Tezin “Malzeme ve Yöntem” bölümünde laboratuvarda uygulanan iĢlemler ayrıntılı 

Ģekilde anlatılmıĢtır. Yapılan bu iĢlemler sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular” 

bölümde belirtilmiĢtir.  

 

Tezin “TartıĢma ve Sonuç” bölümünde ise, elde edilen veriler değerlendirilmiĢ ve bu 

veriler mevcut literatür bilgisi ile yorumlanarak sonuca varılmıĢtır.  

 

Bu çalıĢma, ülkemizde de çok fazla miktarda tüketilen soya ve soya ürünlerinde 

bulunan genisteinin TM3 Leydig hücreleri üzerindeki sitotoksititesinin ve bir 

antioksidan olan vitamin E‟nin bu hasardan hücreyi koruyucu etkisi, toplam hücre 

sayısı, hücre canlılığı ve hücrelerdeki apoptotik indeksin belirlenmesi ve proteinlerdeki 

oksidatif hasar ile beraber lipid peroksidasyonun saptanarak açığa çıkarılması amacıyla 

yapılmıĢtır.  
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2. GENEL KISIMLAR 

2. 1. TESTİSİN GENEL YAPISI 

Memelilerde esas eĢey organları olan testisler, seminifer tübüller ve interstisiyal alandan 

oluĢmaktadır. Seminifer tübüller, sperm üretimi ve spermlerin boĢaltıcı kanallara 

taĢınmasından sorumluyken; interstisiyal alanda bulunan Leydig hücresi, üreme 

hormonlarının çoğunun üretiminden sorumludur. Ergin erkeklerde Leydig hücrelerinden 

salınan bu hormonlar spermatogenez, steriodogenez ve normal üreme fonksiyonlarının 

sürdürülebilmesini sağlar (Abrahamsohn, 2005). 

 

Seminifer tübüller, spermatogenik siklusun farklı evrelerinde bulunan farklılaĢmıĢ germ 

hücreleriyle Sertoli hücrelerini içerir ve kan damarları yoktur. Sertoli hücreleri 

birbirleriyle ve peritubuler miyoid hücrelerle, sıkı bağlantılar sayesinde kan-testis 

bariyerini oluĢtururlar (Denef, 1998; Jegou, 1992). Primordiyal germ hücreleri, 

spermatogenez evrelerini geçirirken aynı zamanda kan-testis bariyerini aĢarak seminifer 

tübül lümenine doğru ilerlerler (Limoges, 1998). 

 

Seminifer tübüllerin arasındaki boĢluklarda interstisiyal doku bulunur. Bu doku; Leydig 

hücreleri, makrofajlar, fibroblastlar, miyoid hücreler, lenfositler ve plazma hücrelerini 

içerir. Ġnterstisiyal alanda aynı zamanda testiküler parankima sinirleri, kan ve lenf 

damarları da bulunur. Leydig hücreleri, testiküler androjenlerin çoğunu özellikle de 

testosteronun üretimi ve salınımından sorumludur. Bu hormonların salınması, ergin 

erkeklerde sperm üretimi (spermatogenez) ve ikincil eĢey karakterinin düzenlenerek 

sürdürülmesi için önemlidir (Limoges, 1998). 

 

Testiste hücrelerarası iletiĢim, komĢu hücrelerin  ya ekstraselüler alana saldıkları 

parakrin faktörlerle ya da hücrelerarası bağlantılar yoluyla olduğu bilinmektedir (Perez 

Armendariz ve ark., 1994; Saez, 1994; Varanda ve Carvalho, 1994; Pelluso ve ark., 
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1996). Hücrelerarası iletiĢim; steroidogenez, spermatogenez ve sperm maturasyonu için 

önemli bir ön koĢuldur (Miller ve ark. 1983; Saez, 1994). 

2. 2. LEYDİG HÜCRESİ 

Leydig hücresi diğer bir adıyla interstisiyal hücre ilk defa Franz Leydig tarafından 1850 

yılında tanımlanmıĢtır. KeĢfedildikten yaklaĢık 50 yıl sonrasına kadar fonksiyonu 

bilinmemesine rağmen, Bouin ve Ancel tarafından 1903 yılında erkeğe özgü özellikleri 

veren faktörlerin Leydig hücresinden kökenlendiği, ayrıca sperm üretimi ve sekonder 

eĢey karaterlerinin oluĢumunu teĢvik ettiği önerilmiĢtir (Bremmer 1981; Christensen, 

2007). 

 

1935 yılında Leydig hücresinin bir hormonu olan testosteron izole edilmiĢtir. 1960‟ların 

sonu ve 1970‟lerin baĢında, hipotalamus-hipofiz-testis eksenindeki baĢlıca hormonal 

etkileĢimler ve Leydig hücrelerinde stereoidlerin temel biyosentez ve metabolik yolları 

açığa çıkarılmıĢtır (Saez, 1994).  

 

Testiste androjen üretiminin büyük kısmı Leydig hücrelerinde yapılmaktadır. Testiste 

en çok salınan androjen testosterondur (Hall, 1994). Testosteron, Leydig hücrelerinin 

sitoplazmalarında bulunan lipit damlacıklarındaki kolesterolden sentezlenir ve bu olaya 

steroidogenez denir. Leydig hücrelerinde steroidogenez; Luteinizan hormonun (LH) 

reseptörüne bağlanarak, adenozin trifosfat (ATP)‟tan cAMP sentezini uyarması ile 

baĢlar. Kolesterolün, sitoplazmadan mitokondriye taĢınmasında gerekli olan Protein 

Kinaz A (PKA)‟yı cAMP aktifleĢtirir (Haider, 2004). Kolesterolün mitokondirinin dıĢ 

zarından iç zarında, P450scc enzim sisteminin bulunduğu yere taĢınmasında iki taĢıyıcı 

protein vardır: 1- StAR, 2- Periferal-Tip Benzodiazepine Reseptör (PBR) (Stocco, 

1996). P450scc kolesterolü pregnenolona çevirir ve pregnenolon hemen testosteronun 

sentezinin meydana geleceği düz yüzlü endoplazmik retikuluma (DER) taĢınır. DER 

pregnenolonun testosterona çevrilmesinde gerekli olan birçok hidroksisteroid 

dehidrogenaz (HSD) enzimlerini içerir (Haider, 2004). HSD, Leydig hücrelerinde 

steroidogenez için gerekli olan enzimlerdendir (Habert, 2001) ve özellikle 3β-

hidroksisteroid dehidrogenaz, testosteron üretiminde gerekli olan anahtar enzimdir 

(Haider ve ark., 1986) (ġekil 2.2.1).  
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Testisten salınan diğer iki androjen; androstenedion ve dihidroepiandrosteron olup bu 

iki hormon testosteron ile karĢılaĢtırıldığında daha az derecede androjeniteye sahiptir. 

Androjenlerin üretiminin dıĢında Leydig hücreleri testosteronu, 5α-dihidrotestosterona 

(5α-DHT) ve diĢi eĢey hormonu olan östradiole çevirebilir (Hall, 1994). Androjenlerin 

östradiole geri dönüĢümü olmaksızın çevrilmesinde sitokrom P450 aromataz 

(P450arom) enzimi sorumludur (Carreau ve ark., 1999) ve bu enzim omurgalılarda 

steroidogenik hücrelerin endoplazmik retikulumlarında bulunur (Haider, 2004). Leydig 

hücrelerinin fonksiyonlarının düzenlenmesinde, östrojenlerin rolleri olduğunu gösteren 

bir çok çalıĢma vardır (Hess ve Carnes, 2004; Majdic ve ark., 1997; Ciocca ve ark., 

1986; Delbes ve ark., 2005; Rochira ve ark., 2005; Carreau ve ark., 2006). Östrojenler 

erkek üreme sisteminde, ergenliğe kadar Leydig ve Sertoli hücrelerinin fonksiyonlarını 

düzenlerken (Majdic ve ark., 1997), fetal Leydig hücrelerinin geliĢmelerini inhibe eder 

(Delbes ve ark., 2005) ve östrojen ile ilgili proteinler Leydig hücrelerinde 

steriodogenezi negatif olarak kontrol eder (Ciocca ve ark., 1986). 
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Şekil 2.2.1. Leydig hücrelerinde steroidogenez. LH, Luteinizan Hormon; LH-R, Luteinizan 

Hormon reseptörü; PK-A, Protein kinaz A; P450scc, P450 yan zincir kıran enzim sistemi; 

DHEA, Dehidroepiandrosteron; DHT, Dihidrotestosteron. Reaksiyon 1, 3β-HSD; Reaksiyon 2, 

sitokrom P450 17α hidroksilaz; Reaksiyon 3, 17β-HSD; Reaksiyon 4, sitokrom P450 aromataz; 

Reaksiyon 5, 5α-redüktaz 
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2. 3. GENİSTEİN 

Fitoöstrojenler, endojen östrojene benzer bitkisel kaynaklı maddeler olup, en fazla soya 

ürünlerinde olmak üzere meyvelerde, sebzelerde ve baklagillerde bulunmaktadır 

(Clevenger, 1964; Naim ve ark., 1974). Fitoöstrojenler, flavonoidler ve non-

flavonoidler olarak ikiye ayrılır. Flavonoidleri, izoflavonlar, kumestanlar ve prenil 

flavonoidler oluĢtururken, non-flavonoidleri lignanlar oluĢturur (ġekil 2. 3. 1) (Gültekin, 

2004).  

 

Şekil 2.3.1. Fitoöstrojenlerin sınıflandırılması (Gültekin, 2004). 

Fitoöstrojenler, östrodiol (17β-östrodiol) hormonuna moleküler yapı bakımından  

benzediğinden östrodiolle reseptör düzeyinde yarıĢır ve östrodiole göre birkaç kat daha 

düĢük afinite ile bağlanır (Setchell ve Cassidy, 1999; Benassayag ve ark., 2002; Dixon 

ve Ferreire, 2002; Maskarinec, 2003; Gültekin, 2004). Fitoöstrojenlerin östrodiolle ortak 

özellikleri tablo 2.3.1‟de gösterilmiĢtir.  
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Tablo 2.3.1. Fitoöstrojenler ve östrodiolün ortak özellikleri. 

 

 Östrojen reseptörlerine (ERs) bağlanmak için gerekli fenolik halkanın varlığı 

 Reseptöre bağlanmada, östrojen halkasını taklit eden izoflavon halkasının 

rolü 

 Östradiole benzer olarak düĢük moleküler ağırlıkları (C18H24O2) (MA=272) 

 Ġzoflavonların nukleusunda iki aromatik hidroksil grubu arasındaki uzaklık 

östradiolün iki hidroksil grubu arasındaki uzaklığa neredeyse özdeĢtir 

 4‟,5 ve 7 pozisyonlarında hidroksil gruplarının hidroksilasyonlarının ideal 

modeli, (örneğin genistein) 

 

Ġzoflavonlar, hücreler üzerinde çok çeĢitli etki göstermeleri nedeniyle üzerinde en çok 

çalıĢılan fitoöstrojen grubudur. Genistein, steroid olmayan ve en güçlü östrojenik 

aktiviteyi gösteren izoflavondur (ġekil 2.3.2) (Opalka ve ark., 2004; Cassidy ve 

Faughnan., 2000). Doğada glikozid halde bulunan genistein oral yolla alımından sonra, 

kalın bağırsaktaki bakteriler tarafından hidrolize edilir ve aglikon hale dönüĢerek 

absorbe olur. Glukorine edilen bu aglikonlar karaciğerde sülfatlandıktan sonra 

enterohepatik dolaĢıma katılırlar ve öncelikle idrarla dıĢarı atılırlar (McClain ve ark., 

2006). 

 

Şekil 2.3.2. Genistein ve östrodiol‟ün moleküler yapısı (Nevala, 2001).  

 

1996 tarihine kadar tek bir tip olarak bilinen östrojen reseptörü, insan ve sıçanlarda ERβ 

denilen yeni bir alt tipin tanımlanmasıyla günümüzde ERα ve ERβ olarak iki tipe 

ayrılmıĢtır. (Kuiper ve ark., 1996). ERα ve ERβ bulundukları yerlere göre birbirinden 

farklıdır. ġöyle ki, ERα Leydig hücresi, rete testis, efferent tübüller, epididimis, vas 
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deferens ve bulbo-üretral bezde bulunurken, ERβ bunlara ilaveten Sertoli hücresi, 

peritübüler miyoid hücreler, spermatositler, prostat ve seminal vesikülde de 

bulunmaktadır (Sharpe, 1998). 17β-östrodiol, ERα ve ERβ‟ya eĢit derecede afinite ile 

bağlanırken; genistein, hem ERα ve ERβ‟ya bağlanır, fakat ERβ‟ya bağlanma ERα‟ya 

göre 20-30 kat daha yüksek afinite ile olmaktadır (Barkhem ve ark., 1998; McClain ve 

ark., 2006; Klein ve King, 2007). 

 

Genisteinin baĢlıca etkisi, östrojenik ve antiöstrojenik aktivitesidir (Dixon ve Ferreira, 

2002). Genistein östrojenik etkisini, doğrudan östrojen reseptörüne bağlanarak ya da 

dolaylı olarak 17β- östrodiolün metabolik yıkımından sorumlu olan sitokrom p450 

CYP1A1 enzimini inhibe ederek gösterebilir. (Bouker ve Hilakivi-Clarke, 2000; 

Okazaki ve ark., 2002; Collins ve ark.,1997). Ayrıca genistein‟in in vitro çalıĢmalarda 

pS2 ve c-fos genleri gibi östrojen bağımlı genleri de aktive ettiği gözlenmiĢtir (Bouker 

ve Hilakivi-Clarke, 2000). Genistein antiöstrojenik etkisini de, aromataz enzimini 

baskılayarak androjenlerin östrojenlere dönüĢümünü bloke ederek gösterir. Ayrıca 

genisteinin, östronu östradiole çeviren 17β-östradiol oksidoredüktaz enzimini ve 

östrodiol sekresyonu için gerekli 17β-hidrosisteroid oksidoredüktaz tip I enzimini 

baskılayarak da bu etkisini gösterdiği bilinmektedir (Collins ve ark.,1997; Bouker ve 

Hilakivi-Clarke, 2000; Okazaki ve ark., 2002).  

 

Genisteinin testosteronla ilgili etkileri Ģu Ģekilde açıklanmıĢtır. Öncelikle seks hormonu 

bağlayıcı globulin (SHBG)‟e bağlı haldeki testosteron ve östrojenle yer değiĢtirerek 

SHBG‟yi etkiler. Böylece östrejenlerin ve testosteronun hedef hücreye giriĢini azaltır 

(Dixon, 2004). Ayrıca, hormon metabolizmasında görevli olan 17β-hidroksisteroid 

dehidrogenaz ve 5α-reduktazı da içeren enzimleri inhibe eder ve bu enzimlerin 

aktivasyonun azalması plazma testosteron seviyesinin ve dihidrotestosteron (DHT) 

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

 

Genistein hücre çoğalmasını inhibe ederek, apoptotik hücre ölümünü ve kanser hücre 

farklılaĢmasını indükleyerek, hücre siklusunu düzenleyerek, antioksidan etki göstererek 

ayrıca tirozin kinaz ve özellikle topoizomeraz II gibi ATP bağımlı enzimlerin 

inhibisyonunda önemli bir rol oynayarak, hücrelerin östrojen reseptörlerinden bağımsız 

olarak antikanser ve kimyasal koruyucu olarak gösterdikleri etkiler bakımından dikkate 
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değer bulunmuĢtur (Akiyama ve ark., 1987; Bouker ve Hilakivi-Clarke, 2000; McClain 

ve ark., 2006). 

 

Genistein testiküler hücre soylarında apoptozu, teĢvik ederken, G2/M fazında hücre 

siklusunu durdurarak büyüme ve çoğalmasını inhibe etmektedir. (Kumi-Diaka, 1999; 

Sarkar ve Li, 2003; Opalka ve ark., 2004). Genisteinin apoptozu teĢviki ile ilgili 

moleküler mekanizmada Bax ve Bcl-2 proteinleri temel rol oynamaktadır. ġöyle ki 

normal Ģartlarda hücrede Bax ekspresyonun artması apoptozu teĢvik ederken, Bcl-2 

hücreyi apoptozdan korur. Oysa ki, genisteinin 48 saat ve daha uzun süreli uygulamaları 

sonucunda meme kanseri hücrelerinde Bcl-2 ekspresyonunu azaltırken, Bax protein 

ekpresyonu ise önemli derecede artmaktadır (Sarkar ve Li, 2003). Genistein aynı 

zamanda hücresel canlılık için önemli olan Akt sinyal yolağının güçlü bir inhibitörüdür 

ve bu etki sayesinde genistein uygulanmıĢ hücrelerin apoptoza gitmesini indüklediği 

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

 

Genistein hücre büyümesini ve farklılaĢmasını kontrol eden protein tirozin kinazı (PTK) 

inhibe etmektedir (Nedeljkoviæ ve ark., 2001; Sarkar ve Li, 2003). PTK inhibisyonuyla, 

fosfokinaz C ya da fosfotidilinositol kinaza bağlanarak G2 fazında hücre siklusunun 

durmasına neden olur (Nedeljkoviæ ve ark., 2001; Traganos ve ark., 1992). Genistein, 

DNA replikasyonunda, transkripsiyonunda ve rekombinasyonunda görev alan DNA 

topoizomeraz II‟yi inhibe ederek  büyüme faktörlerinin ya da MAP kinazların 

downregülasyonuyla apoptoza neden olmaktadır (Nedeljkoviæ ve ark., 2001; Sarkar ve 

Li, 2003; Traganos ve ark., 1992).  

 

Genistein reaktif oksijen türlerine karĢı serbest radikalleri süpürerek ve strese cevap ile 

iliĢkili 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 bağlamasını aktive eder (Toledano ve Leonard, 1991). Genistein, 

oksidatif stres tarafından uyarılan NF-κB‟nin inhibe edilmesi yoluyla antioksidan etki 

göstermektedir (Davis ve ark., 2001; Sarkar ve Li, 2002). Bu etki çoğunlukla membran 

lipitleri ve lipoprotein partiküllerindeki oksidatif hasara karĢı etkilidir (Wiseman ve 

ark.,2002).  
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2.4. OKSİDATİF HASAR 

DıĢ yörüngesinde en az bir çiftlenmemiĢ elektron içeren, nötr veya iyonize tüm atom 

yada moleküllere “serbest radikal” denir. Çok reaktif olan bu radikaller, organizmada 

karĢılaĢabilecekleri; lipit, nükleik asit ve aminoasitlerle etkileĢirler ve hücrede hasara 

neden olurlar. Yüksek karbonlu yağ asitleri, radikal reaksiyonlara en fazla girenlerdir 

(Dökmeci, 2000). Serbest radikallerin zararlı etkilerinden korunmak için hücreler 

bunları nötralize eden antioksidanlar üretmektedir. Serbest radikallerin oluĢum hızı ve 

bunların antioksidanlar tarafından nötralize edilme hızı arasında bir denge bulunması 

beklenir. Böylece hücre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eğer bu 

denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani yapımdan daha yavaĢ nötralize 

edilirlerse, hücrede serbest radikaller artar. Serbest radikallerin hücrede artıĢı ve hücre 

fonksiyonları üzerinde yaptıkları olumsuz etkiye (oksidatif hasara) „oksidatif stres‟ 

denir. Zararlı maddeler olan toksinler, vücuda genellikle solunan hava, tüketilen 

besinler ve su yoluyla alınır. Ayrıca vücuttaki bazı normal metabolik süreçlerin yan 

ürünü olarak da toksinler oluĢabilir (Russell ve ark., 2006) (ġekil 2.4.1). 

 

Şekil 2.4.1. Serbest radikallerin oluĢum mekanizması 

Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafından baĢlatılan ve membranda bulunan 

yüksek karbonlu doymamıĢ yağ asitlerinin oluĢturduğu fosfolipitlerin, serbest oksijen 

radikalleri aracılığı ile oksitlenip, peroksit türevlerine dönüĢmesini içeren ve serbest 

radikallerin lipitler üzerinde etkilerinin en iyi tanımlandığı kimyasal bir olaydır 

(Kayaalp, 1998). Superoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil 

radikali lipit peroksidasyonunu baĢlatan radikallerdir. Lipit peroksidasyon reaksiyonları 

genel olarak iki çeĢittir. Non-enzimatik lipit peroksidasyonu, herhangi bir radikalin 

polianstüre yağ asidindeki metilen karbonundan hidrojen atomunun uzaklaĢtırılması 
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reaksiyonlarını kapsar. Enzimatik lipit peroksidasyonunda ise, siklooksijenaz ve 

lipooksijenaz reaksiyonları sonucunda oluĢan hidroperoksid ve endoperoksidler 

reaksiyon ürünleridir. Membranın lipit/protein oranı, fosfolipit miktarı, yağ asitlerinin 

bileĢimi, yağ asitlerinin doymamıĢlık derecesi ve membranın akıĢkanlığı membrandaki 

lipit peroksidasyonunu etkileyen faktörlerdendir ve bunun sonucunda, membran 

transport sistemleri bozulur, hücre içi ve dıĢı iyon dengeleri bozulur, hücre içi kalsiyum 

konsantrasyonu artar ve buna bağlı olarak proteazlar aktive olur, hücre içi organellerde 

oluĢan lipit peroksidasyonu litik enzimlerin salgılanmasına bağlı hasarlar geliĢir (Ġnan 

ve Gül, 2002). Aldehit yapılı lipit peroksidasyon ürünleri sistein amino asidinin –SH 

grupları ile veya lizin, histidin ile kovalent olarak bağlanır. –SH gruplarının kaybı, 

okside glutatyonun aĢırı oluĢumu sonucunda, doğrudan doğruya oksidasyon ile veya 

reaktif bir metabolit ile arilasyon Ģeklinde meydana gelebilir (de Zwart ve ark., 1999) 

(ġekil 2.4.2). 

 

Proteinlerdeki oksidatif hasar ise hücrenin proteinlerinde yapısal değiĢikliğe yol açar. 

Bu hasarın baĢlıca moleküler mekanizmaları, protein karbonil oluĢumu ile karakterize 

edilen metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiol (P-SH) gruplarının kaybı, 

nitrotirozin (NT) ve ileri oksidasyon protein ürünlerinin (AOPP) oluĢumu olarak 

sıralanabilir (Shacter E., 2000a). Reaktif oksijen türleri (ROS) metal katalizli protein 

oksidasyonuna neden olarak karbonil gruplarının oluĢumuna, fragmantasyon veya 

çapraz bağlanmaya neden olur ve çeĢitli mekanizmalarla protein yapısını modifiye eder. 

Oksidatif hasarlı olan reseptör, enzim ve transport proteinlerinin fonksiyonlarında 

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

 

Şekil 2.4.2. Serbest radikallerin hücrelerde yarattığı etkiler 
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2. 5. VİTAMİN E 

Vitaminler, vücutta metabolik olayların normal bir Ģekilde iĢlemesi ve sağlıklı durumun 

sürdürülmesi için gerekli olan organik maddelerdir (Ġnan ve Gül, 2002). Ġnsanlar dahil 

bütün hayvanlar için temel bir madde olarak kabul edilen, bitkisel kaynaklı vitamin E, 

tokoferoller ve tokotrienoller (tokoller) olarak bilinen, yağda eriyen bileĢiğin genel 

adıdır (McDowell, 1989; Nevberne ve Corner, 1989; Rice ve Kendy, 1988). 

Günümüzde, doğada vitamin E‟nin sekiz formu bulunmaktadır. Bunların dördü 

tokoferol (α, β, γ, δ) diğer dördü ise tokotrienol (α, β, γ, δ) olarak iki gruba ayrılır 

(McDowell, 1989; Nevberne ve Corner, 1989; Putnam ve Comben, 1987; Levin ve 

Clouatre, 2009). En aktif antioksidant etki gösterenler tokoferoller sırası ile α, β, γ, δ 

tokoferollerdir (Kosowski ve Clouatre, 2009; Simone ve Palozza, 2009). Kroman (2 

metil-6 kroman) türevleri olan tokoferoller benzen ile piran halkasından oluĢmuĢtur 

(Aras ve ark., 1976). 6-kromanol halkası ve buna bağlı üçü asimetrik, 16 karbonlu bir 

isoprenoid yan zincirden oluĢur (Dökmeci, 2000).  

 

 

Şekil 2.5.1. Vitamin E‟nin moleküler yapısı. 

 

Tokoferoller, bitkisel ve hayvansal besinlerde oldukça fazla bulunurlar. Bunlar arasında 

yeĢil yapraklı sebzeler, yağlı tohumlar ve bunların yağları, tahıllar, kuru baklagiller, et, 

yumurta ve balık sayılabilir (Zielinski, 2009; Harinantenaina, 2009).  

 



 

 

14 

Tokoferollerin, biyolojik sistemlerde potansiyel bir antioksidan olarak rol oynadığı 

bilinir. Tokoferoller bu etkilerini, hücrelerdeki doymamıĢ yağ asitlerinin lipit 

peroksidasyonunu önleyerek ve membranın bütünlüğünü sağlayarak gerçekleĢtirirler 

(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 

sırasında oluĢan serbest radikaller daha sonra peroksidasyon ile mitokondriyal, 

mikrozomal ve hücre membranındaki fosfolipitlerden olan doymamıĢ yağ asitlerini 

okside eder (Nevberne ve Corner, 1989). Sonuçta bu membranların yapısını ve 

metabolizmasını bozan peroksit ve hiperoksitler oluĢur. Tokoferollerin fenol halkası 

üzerindeki hidroksil grubu, bir proton vermek suretiyle peroksit ve hiperoksik 

radikallerini doyurur ve böylece peroksit radikallerinin aktivitelerini azaltır (Nevberne 

ve Corner, 1989; Rice ve Kendy, 1988).  
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2. 6. APOPTOZ 

ProgramlanmıĢ hücre ölümü olarak da bilinen apoptoz, normal geliĢim ve doku 

homeostazında önemli rol oynayan biyolojik bir süreçtir (Woodle and Kulkarni, 1998). 

Apoptoz için sinyal alındıktan sonra hücrede birçok biyokimyasal ve morfolojik 

değiĢim gözlenir (Anzar, 2002). Apoptotik hücre ölümü, temel olarak iki aĢamadan 

meydana gelir. Bunlardan birincisi sağlam organeller içeren, membranla çevrelenmiĢ 

birkaç parçaya ayrılacak olan nükleus ve kromatinin yoğunlaĢması, ikincisi de apoptotik 

cisimler olarak adlandırılan parçalanmıĢ hücre elemanlarının komĢu hücreler tarafından 

fagosite edilerek hızlı bir Ģekilde bozulmasıdır (Schwartzman ve Cidlowski, 1993).  

2.6.1. Apoptozun düzenlenmesi 

Apoptoz çeĢitli fizyolojik ve fizyolojik olmayan durumların bir parçası olduğundan, 

apoptozun düzenlenmesini ve moleküler metabolizmasını anlamak önemlidir. Apoptoz, 

DNA hasarı gibi hücre içi stres sonucu aktive edilen intrinsik yolla ya da Fas ve TNFR-

1 gibi ölüm reseptörlerini aktive eden hücredıĢı faktörlerin oluĢmasının sonucu olarak 

ektrinsik yolla gerçekleĢebilir (Shi, 2001) (ġekil 2.6.1.1).  

Şekil 2.6.1.1. Apoptotik düzenlenmenin intrinsik ve ektrinsik yolları (Holcik ve Sonenberg, 

2005).  
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Mitokondriyal apoptoz da denilen intrinsik yol, homeostazda ve hayvan geliĢiminde 

önemlidir. Apoptoz tetiklendikten sonra, sitokrom c, mitokondri membranlar arasından 

sitoplazmaya geçer. Sitokrom c‟nin salınması kaspazlar denilen özel protein grubunun 

aktivasyonunu tetikler. Kaspazlar sistein proteazlarının bir grubudur ve baĢlatıcı ve 

efektör kaspazlar olarak gruplandırılırlar. Efektör kaspazlar baĢlatıcı kaspazlar 

tarafından aktive edilirken, baĢlatıcı kaspazlar kendi kendilerini aktive ederler 

(Deveraux ve Reed, 1999; Miller, 1999). Sitokrom c mitokondriden salındıktan sonra, 

Apaf-1 e bağlanır ve onu aktive eder (Jiang ve Wang, 2000; Purring ve ark., 1999). Bu 

kompleks daha sonra dATP ya da ATP‟ye bağlanır ve apoptozom denilen prokaspaz-

9‟u aktive eden multimerik bir yapıya dönüĢür (Saleh ve ark. 1999). Aktivasyondan 

sonra kaspaz-9 apoptozomla birlikte, özellikle en önemli effektör kaspaz olan 

prokaspaz-3‟ü hedefleyen bir holoenzime dönüĢür (ġekil 2.6.1.2) (Jiang ve Wang 2000; 

Shi, 2001). Ektrinsik yol; ektraselüler ligand bağlayıcı ölüm reseptörleri tarafından 

aktive edilen hem kaspaz aktivasyonun hemde hücre tipine göre mitokondrial yolun 

daha fazla yükseltgenmesiyle sonuçlanır. Fas ve TNFR1 en çok çalıĢılan ölüm 

reseptörleridir (ġekil 2.6.1.1) (Holcik ve Sonenberg, 2005; Liston ve ark., 2003; 

Gebauer ve Hentze, 2004; Ashkenazi ve Dixit, 1998) 
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Şekil 2.6.1.2. Apoptozun mitokondriyal yolu (Holcik ve Sonenberg, 2005). 

 

Apoptoz pek çok gen tarafından kontrol edilmektedir. Bunlardan biri de anti-apoptotik 

bir protein olan bcl-2 proteinidir (Tanaka ve ark., 2000). Bcl-2, hücreleri apoptozdan 

koruduğu belirlenen ilk gendir (Garcia ve ark., 1992). Bu anti-apoptotik etkisini 

mitokondriden sitokrom-c salınmasını ve buna bağlı olarak efektör kaspazların 

aktivasyonunu önleyerek gösterir (Goldstein ve ark., 2000). Bcl-2 apoptozu inhibe edip 

hücrenin yaĢamını uzatırken, bax apoptoza neden olmaktadır. Her ikisi protein de 

normalde denge halindedir (Lotem ve Sachs, 1995).  

 

2.6.2. Apoptozun gösterilmesi 

Apoptotik indeks, apoptotik hücre sayısının yaĢayabilir hücrelere oranı ile 

belirlenmektedir. Bunun için öncelikle apoptozun hücrelerde görünür hale getirilerek 

belirlenmesi gerekir (GüleĢ ve Eren, 2008). DNA‟nın spesifik endonukleaz aktivitesi 

aracılığı ile oligonukleozomal büyüklükteki 180-200 baz çiftlik parçalara ayrılması 
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birçok hücre tipinde apoptoz sırasında meydana gelen en temel biyokimyasal olaydır 

(Barnett ve Barnett, 2006). Apoptozda meydana gelen DNA fragmantasyonun 

belirlenmesi için Gavrielli ve arkadaĢları (1992) tarafından oluĢturulan ilk yöntem 

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP Nick End 

Labeling) tekniğidir. Bu yöntem, DNA zincirinin 3' OH bölgesine biyotinle konjuge 

edilmiĢ nukleotidleri eklemekle görevli terminal transferaz enziminin etkisini ortaya 

çıkarmıĢtır (Didenko, 2006). TUNEL yöntemi en sık kullanılan metodlardan biridir 

(Barnett ve Barnett, 2006).  
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

Bu çalıĢmada, Genistein ve Vitamin E farklı sürelerde ve dozlarda TM3 Leydig hücre 

soyuna uygulanmıĢtır. Genistein‟in belirlenen dört farklı dozu tek baĢına ve Vitamin E 

ile birlikte uygulanarak sitotoksik etkisi hemositometre sayımı ile, apoptotik etkisi DNA 

fragmentasyonundaki kırıkları iĢaretleyen TUNEL yöntemi ile, hücrelerdeki lipit 

peroksidasyonu TBA serbest radikallerinin ve proteinlerdeki oksidatif hasarlar SH 

gruplarının spektrofotometrik olarak gösterilmesiyle araĢtırılmıĢtır. 

3. 1. KULLANILAN HÜCRE SOYU VE HÜCRE KÜLTÜRÜ 

Deneylerimizde kullanılan TM3 hücre soyu 11-13 günlük farelerin Leydig 

hücrelerinden elde edilmiĢ tümorik olmayan bir hücre soyudur. Laboratuvarımıza 

ATCC (American Type Culture Collection): The Global Bioresource Center‟dan 

getirilmiĢ olup in vitro koĢullarda haftada iki-üç kez düzenli pasajları yapılarak 

yetiĢtirilmektedir. Hücreler % 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 edilmiĢ 50:50 DMEM/F12 kültür 

medyumunda, % 5 CO2 ve % 95 hava içeren nemli ortamda, 37
o
C‟de inkübe edilerek 

yetiĢtirilmektedir. 

3. 2. HÜCRELERİN PASAJ İŞLEMİ 

Deneylerimizde kullanılan hücreler, yetiĢtirildikleri kültür kapları içinde yeterli 

yoğunluğa eriĢtiklerinde haftada iki-üç defa düzenli pasajları yapılmaktadır. Bu amaçla, 

hücreler tripsinle 37
o
C‟de 5 dakika muamele edildikten sonra pipetaj yapılarak toplanır 

ve santrifüj tüpüne aktarılır. 2000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edildikten sonra, 

süpernatant atılır. Dipte bulunan hücre çökeltisi üzerine uygun kültür medyumu ilave 

edilerek, her deney için gerekli sayıda hücre kültür kaplarına ekilir.  
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3. 3. GENİSTEİN VE VİTAMİN E KONSANTRASYONLARININ 

HAZIRLANMASI 

Genistein‟in deneylerde kullanılan konsantrasyonları, diyetle alınabilen doz seviyeleri 

temel alınarak saptanmıĢtır (Kumi-Diaka, 1998). Tüm deneylerde kullanılan Genistein 

(Mikro-Gen Ġlaç San. A.ġ.‟den temin edilmiĢtir) toz haldedir ve +4
o
C‟de ıĢıktan uzak 

olarak saklanmıĢtır. Bu toz haldeki Genistein % 1 DMSO içeren medyum içerisinde 

uygun dozlarda hazırlanmıĢtır. Bu Ģekilde dört farklı final konsantrasyonu G10 (10 

µg/ml Genistein), G20 (20 µg/ml Genistein), G50 (50 µg/ml Genistein) ve G100 (100 

µg/ml Genistein) oluĢturulmuĢtur ve kontrol gruplarına % 1 DMSO içeren medyum 

verilmiĢtir (Tablo 3.3.1). 

 

Deneylerde Vitamin E‟nin en aktif ve en fazla bulunan formu olan α-tokoferol 

kullanılmıĢtır (Kosowski ve Clouatre, 2009; Simone ve Palozza, 2009). Uygulanacak 

doz seviyesi in vitro ortamdaki antioksidan doz olan 50 µM olarak belirlenmiĢtir 

(Takacs ve ark., 2001). Hazırlanan stok solüsyonlar +4
o
C‟de saklanmıĢtır. (Tablo 3.3.1). 

 

Hazırlanan Genistein ve Genistein + Vitamin E solüsyonları 0.2 µm milipor filtre ile 

steril edilerek, farklı zamanlarda (24 ve 48 saat)  24 saatte medyumları değiĢtirilerek 

uygulanmıĢtır. 
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Tablo 3.3.1. Kontrol, Genistein ve Vitamin E uygulanan deney grupları. 

 

Genistein Genistein+Vitamin E 

Kontrol Grubu I 
% 1 DMSO içeren 

medyum 
Kontrol Grubu II 

 

50 µM Vitamin E 

+ 

% 1 DMSO içeren 

medyum 
 

G10 

10 µg/ml Genistein 

+ 
% 1 DMSO içeren 

medyum 

G10+VE 

50 µM Vitamin E 

+ 

10 µg/ml Genistein 

+ 

% 1 DMSO içeren 

medyum 

G20 

20 µg/ml Genistein 

+ 
% 1 DMSO içeren 

medyum 

G20+VE 

50 µM Vitamin E 
+ 

20 µg/ml Genistein 

+ 
% 1 DMSO içeren 

medyum 

G50 

50 µg/ml Genistein 

+ 
% 1 DMSO içeren 

medyum 

G50+VE 

50 µM Vitamin E 
+ 

50 µg/ml Genistein 

+ 
% 1 DMSO içeren 

medyum 

G100 

100 µg/ml Genistein 

+ 
% 1 DMSO içeren 

medyum 

G100+VE 

 

50 µM Vitamin E 

+ 

100 µg/ml Genistein 

+ 
% 1 DMSO içeren 

medyum 
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3.4. ÇOĞALMA HIZI 

3.4.1. Hemositometre Yöntemi 

Canlılık testi için, hücreler altı kuyulu kültür kaplarına kuyucuk baĢına 5x10
5 

olacak 

Ģekilde ekim yapıldı. Deney sürelerinin tamamlanmasıyla, kuyucuklardaki medyumlar 

atılarak PBS‟le yıkandıktan sonra her kuyucuğa 400 µl tripsin eklendi ve 37
o
C‟de 5 

dakika inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda kuyucuklardan pipetaj yapılarak toplanan 

hücreler 2000 rpm‟de 10 dakika santrifüj sonrasında supernatant atıldı. Dipte bulunan 

hücre çökeltisi büyüme medyumuyla pipetaj yapıldıktan sonra 1:1 olacak Ģekilde tripan 

mavisi eklendi ve hemositometreyle canlı ve ölü hücre sayımı yapıldı. Sonuçlara göre 

toplam hücre sayısı ve % canlılık oranı grafikleri elde edildi. 

3.5. APOPTOZ 

Tunel yöntemi ile apoptoza uğrayan hücrelerin tayini için TM3 Leydig hücreleri, 48 

kuyulu kültür kaplarına her kuyucuğa 1,25x10
5
 hücre olacak Ģekilde ekimleri yapıldı. 

Deney sürelerinin bitiminde kuyucuklardan deney medyumları çekilerek hücreler PBS 

(fosfat tamponlu tuz çözeltisi pH:7,4)‟le yıkandıktan sonra 200‟er µl tripsin eklendi. 5 

dakika inkübasyon sonunda üzerine medyum eklenen hücreler pipetaj yapılarak 

toplandıktan sonra 2000 rpm‟de santrifüj yapıldı. Dipteki hücre çökeltisi üzerine 100 µl 

medyum eklendikten sonra poly L-lyzin kaplı lamlara konarak havada kurutuldu. DNA 

uçlarında kırıklar bulunan hücreleri iĢaretlemek için Chemicon marka Apoptag® Plus 

Peroksidase In Situ Apoptosis Detection kiti kullanıldı. Hücreler fiksasyon için PBS‟de 

hazırlanmıĢ % 1 paraformaldehit içerisinde 10 dakika bekletildi. Son fiksasyon için de    

-20
o
C‟de 2:1 oranında ethanol:asetik asit karĢımında 5 dakika tutuldu. Hücreler PBS‟le 

yıkandıktan sonra endojen peroksidazın bloke edilmesi için PBS içerisinde hazırlanmıĢ 

% 3 H2O2 çözeltisinde 5 dakika bekletilirler. Lamlardaki hücrelerin etrafı dikkatle 

kurtulduktan sonra dengeleyici tamponda (Equilibration Buffer) 10 dakika oda 

sıcaklığında bekletildi. Daha sonra kırılan DNA parçalarının 3‟ OH uçlarına dioksigenin 

iĢaretli dUTP‟yi bağlayan TdT enzimi ve dUTP‟den oluĢan Working Strength TdT 

enzim karıĢımı taze olarak hazırlanarak bir saat süreyle nemli ortamda, 37
0
C‟de 

uygulandı ve hücrelerin üzeri plastik lamelle kapatıldı. Bir saatin sonunda plastik 

lameller kaldırılıp hücreler TdT enzim aktivitesini durdurmak için durdurma/yıkama 
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tamponunda (Working Strength Stop/Wash Buffer) 10 dakika bekletildiler ve PBS‟le 

yıkandılar. Lamlardaki hücrelerin etrafı dikkatle kurulandıktan sonra antikor peroksidaz 

konjugatı (Anti-Digoxigenin Peroksidaz) oda ısısında ve nemli ortamda 30 dakika 

uygulandı. PBS‟le yıkanan hücreler, iĢaretli hücrelerin mikroskopta görünür hale 

geçmesi için DAB (diaminobenzidin) kromojeni ile 4-6 dakika muamele edildiler ve 

iĢaretli hücrelerin görünür hale geldiği mikroskopta gözlendikten sonra reaksiyon saf 

suyla sonlandırıldı. ĠĢaretlenmeyen hücrelerin görünür hale gelebilmesi için zıt boya 

olarak metil mavisi 10 dakika uygulandı. Saf su ve n-butanolle yıkanan hücreler 

gliserin-jelatin kapatma solusyonuyla kaplanarak lamelle kapatıldılar. Kontrol ve deney 

gruplarına göre hazırlanan preparatlarda normal nukleus ve apoptotik nukleuslar 

Olympus marka IX71 model faz kontrast mikroskobunda incelendi ve Nikon marka 

fotoğraf makinesiyle fotoğrafları çekildi. Her preparat için 1000 hücre sayılarak 

apoptotik indeks saptandı. 

3.6. OKSİDATİF HASAR  

3.6.1. Membran Lipit Peroksidasyonun Tayini 

Lipit peroksidasyonu, Buege ve Aust‟un (1978) yöntemiyle ölçüldü. Bu yöntem 

tiyobarbitürik asit reaktif türleri olan TBARS olarak da adlandırılır. Tiyobarbitürik 

asitle reaksiyona giren maddelerin bir molekülü ile iki molekül tiyobarbitürik asitin 

kondansasyonu sonucunda oluĢan renkli kompleksin 535 nm dalga boyundaki 

absorbansının spektrofotometrik olarak tayin edilmesi esasına dayanır. Sıklıkla 

kullanılan bu yöntemle lipit hidroperoksitlerinden türeyen çeĢitli aldehitlerin miktarı 

ölçülür. 

 

Kullanılan Çözeltiler 

Stok Çözelti: 

-% 15 triklorasetik asit 

-% 0.375 tiyobarbütirik asit 

-0.25 N hidroklorik asit 

 

 

 



 

 

24 

 

Uygulama 

Örnek ve kör tüpleri aĢağıdaki gibi hazırlandı. 

 

 ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

HÜCRE SÜSPANSĠYONU 0,5ml - 

PBS - 0,5ml 

STOK ÇÖZELTĠ 1ml 1ml 

 

 Örneklerin pipetlenmesi iĢleminden sonra kapakları kapatılan tüpler 20 dakika 

kaynar su banyosunda inkübe edildi. Daha sonra soğutulan tüpler 10 dakika 2000 g‟de 

santrifüj edilip, süpernatantın absorbansı 535 nm‟de köre karĢı okundu. 

 

Hesaplama 

                                                       

        

 

TBARS için molar ekstinksiyon katsayısı: Є = 1.56x10
5
M

‾1
cm

‾1 

Toplam hacim: 1.5 ml          
 

Kullanılan örnek hacmi: 0.5 ml 

Aörnek: Örnek absorbansı 

3.6.2. Proteinlerdeki Oksidatif Hasarın Tespiti 

Tiol grupları Sedlak ve arkadaĢlarının (1968) metoduna göre tayin edildi. Bu metoda 

göre 5-5‟-ditiobis-(-2-nitrobenzoik asit)‟in tiol grupları tarafından indirgenmesi 

sonucunda 1 mol -SH grubu baĢına 1 mol 2-nitro-5 tiobenzoik asit oluĢur. OluĢan bu 

sarı renkli ürünün absorbansı 412 nm dalga boyunda ölçülür. 

Kullanılan çözeltiler 

-0,01 M DTNB (5,5‟-ditio-bis(-2-nitrobenzoik asit) çözeltisi (19,8 mg DTNB 5 ml‟ye 

absolü metanol ile tamamlanır) 

-Tris tamponu (0,2 M, pH:8,2): 12,1g Tris bir miktar saf suda çözüldükten sonra üzerine 

3,362g EDTA (0,2 M‟a karĢılık) ilave edilir 1 N HCl ile pH8,2‟ye ayarlanır, 50 ml‟ye 

saf su ile tamamlanır. 

  TBARS ( nmol/ml ) = 
1.5 x Aörnek x 10

6
 

0.5 x 1.56 x 10
5
 



 

 

25 

 

Uygulama  

 Örnek ve kör tüpleri aĢağıdaki gibi hazırlandı. 

 

 ÖRNEK(ml) KÖR(ml) 

HÜCRE SÜSPANSĠYONU 250µl - 

PBS - 250µl 

TRĠS TAMPONU 750µL 750µL 

DTNB 50µL 50µL 

METANOL 3950µl 3950µl 

 

Tüpler 15 dakika karanlıkta vortekslenerek inkübe edildi. Ġnkübasyonu takiben 

3000g‟de santrifüjlendi. Örneklerin absorbansı 412 nm‟de okundu.  

 

Hesaplama  

   

 

OluĢan 2-nitro 5 merkapto benzoik asit için ekstinksiyon katsayısı: Є=13600M‾1cm‾1 

A= Örnek absorbansı 

D= dilüsyon faktörü  

3. 3. İSTATİSTİK ANALİZ 

Deney gruplarında, uygulanan doz ve zamana bağlı olarak, canlı ve ölü hücre sayıları, 

Apoptotik indeks, SH grupları ve TBARS miktarı saptandıktan sonra ANOVA, Mann-

Whitney U ve Wilcoxon testi uygulanarak istatistiksel analizler hesaplandı. Sonuçların 

değerlendirilmesinde p<0.01 ve p<0.05 anlamlılık seviyesi temel alındı. 
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4. BULGULAR 

Bu çalıĢmada, Genisteinin dört farklı dozu tek baĢına ve bu dozların Vitamin E ile 

birlikte, TM3 Leydig hücreleri üzerine etkileri 24. ve 48. saatlerde hücrenin 

çoğalmasını, apoptozu ve oksidatif hasarı bakımından araĢtırıldı. Bu amaçla bu dozların 

tek baĢlarına ve vitamin E ile birlikteki dozlarının TM3 hücrelerinin çoğalmasına etkisi, 

hemositometrede canlı ve ölü hücre sayımı yapılarak ortaya çıkarılmıĢtır. Yine aynı 

gruplarda apoptotik indeks TUNEL yöntemi ile hesaplandı. Lipit peroksidasyonunu 

gösteren TBA reaktif türlerinin ve proteinlerdeki oksidatif hasarlar ise tiol gruplarının 

gösterilmesiyle de hücrelerdeki oksidatif hasar belirlenmiĢtir. 

4.1.ÇOĞALMA HIZI 

4.1.1.Hemositometrik yöntem 

Kontrol ve deney gruplarında 24 ve 48 saat sürenin sonunda TM3 Leydig hücrelerinde 

oluĢan hücre canlılığındaki değiĢim Olympus IX71 marka faz-kontrast mikroskobunda 

incelenerek Nikon marka fotoğraf makinesiyle fotoğrafları çekildi (ġekil 4.1.1.2- ġekil  

4.1.1.5).  

 

Genisteinin dört farklı dozu tek baĢına ve aynı dozların vitamin E ile birlikte TM3 

Leydig hücrelerine 24 ve 48 saatlerde çoğalmayla nasıl bir etkisi olduğunu hücreleri 

tripan mavisi ile boyayarak hemositometre yöntemi ile (canlı ve ölü hücre sayımı 

yapılarak) tespit edildi. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu 

ile kontrol grubu II ve genisteinin bu dört farklı dozunun vitamin E ilave edilerek 

oluĢturulduğu dozları toplam hücre sayısı bakımından karĢılaĢtırıldığında, gruplar 

arasında anlamlı bir  fark bulunmadığı gözlenmiĢtir. Oysa ki, 24 saatte kontrol grubu I 

ve genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar karĢılaĢtırıldığında, toplam hücre sayısı 

bakımından, kontrol grubu I‟e göre deney gruplarında anlamlı bir azalma gösterilmiĢtir 

(p<0.01). Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmiĢ genistein dozları toplam hücre 

sayısı bakımından karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu II‟ye göre  G10+VE deney grubu 
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arasında anlamlı bir fark gözlenmezken, G20+VE, G50+VE ve G100+VE deney 

grupları arasında anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir (p<0.01) (ġekil 4.1.1.1). 

 

48. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu ile kontrol grubu II ve 

genisteinin bu dört farklı dozunun vitamin E ilave edilerek oluĢturulduğu dozları toplam 

hücre sayısı bakımından karĢılaĢtırıldığında, G10 ile G10+VE, G20 ile G20+VE, G50 

ile G50+VE ve G100 ile G100+VE arasında anlamlı bir azalma bulunmaktadır 

(p<0.01). Oysa ki, 48 saatte kontrol grubu I ve genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar 

karĢılaĢtırıldığında, toplam hücre sayısı bakımından, kontrol grubu I‟e göre deney 

gruplarında anlamlı bir azalma göstermiĢtir(p<0.01). Kontrol grubu II ve vitamin E 

ilave edilmiĢ genistein dozları toplam hücre sayısı bakımından karĢılaĢtırıldığında, 

kontrol grubu II‟ye göre deney grupları arasında anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir 

(p<0.01) (ġekil 4.1.1.1). 

 

Kontrol ve deney grupları 24 ve 48 saat sonunda zamana bağlı olarak 

karĢılaĢtırıldığında ise, toplam hücre sayısı bakımından kontrol grubu I ve II‟de anlamlı 

bir artıĢ gözlenmiĢtir (p<0.05). Vitamin E verilmeyen deney gruplarında anlamlı bir 

artıĢ gözlenmezken vitamin E ile birlikte genistein verilen deney gruplarında toplam 

hücre sayısı anlamlı derecede artmıĢtır (p<0.05) (ġekil 4.1.1.1).  

Tablo 4.1.1.1. Kontrol ve Deney Gruplarında Toplam Hücre Sayıları 

 
0 Saat 24 saat 48 saat 

KONTROL I 500000 1184000 ± 170940 2080000 ± 297842 

G10 500000 832000 ± 194931 960000 ± 137258 

G20 500000 576000 ± 141194 608000 ± 19663 

G50 500000 512000 ± 137747 416000 ± 34268 

G100 500000 512000 ± 117512 320000 ± 31814 

KONTROL II 500000 1248000 ± 286042 1920000 ± 202286 

G10+VE 500000 928000 ± 140492 768000 ± 40345 

G20+VE 500000 736000 ± 110426 128000 ± 50596 

G50+VE 500000 608000 ± 64888 160000 ± 29982 

G100+VE 500000 448000 ± 46085 128000 ± 26030 
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Şekil 4.1.1.1. TM3 hücrelerinde 24 ve 48 saatin sonunda kontrol ve genisteinin tek baĢına ve  

vitamin E ile birlikte uygulandığı deney gruplarında toplam hücre sayısı. 
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Şekil 4.1.1.2. 24 saat süre sonunda kontrol ve genistein uygulanmıĢ deney gruplarında, hücre 

canlılığındaki değiĢim A: Kontrol grubu I B: G10 C: G20 D: G50 E: G100 
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Şekil 4.1.1.3. 24 saat süre sonunda kontrol ve genistein ile birlikte vitamin E uygulanmıĢ deney 

gruplarında, hücre canlılığındaki değiĢim A: Kontrol II B: G10+VE C: G20+VE D: G50+VE 

E: G100+VE 
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Şekil 4.1.1.4. 48 saat süre sonunda kontrol ve genistein uygulanmıĢ deney gruplarında, hücre 

canlılığındaki değiĢim A: Kontrol grubu I B: G10 C: G20 D: G50 E: G100 
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Şekil 4.1.1.5. 48 saat süre sonunda kontrol ve genistein ile birlikte vitamin E uygulanmıĢ deney 

gruplarında, hücre canlılığındaki değiĢim A: Kontrol grubu II B: G10+VE C: G20+VE D: 

G50+VE E: G100+VE 
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TM3 Leydig hücrelerinin 24 ve 48 saat sonunda kontrol ve deney gruplarındaki % 

canlılık oranları tablo 4.1.1.2‟de verilmiĢtir. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve 

genisteinin dört farklı dozu ile kontrol grubu II ve genisteinin bu dört farklı dozunun 

vitamin E ilave edilerek oluĢturulduğu dozları % canlılık bakımından 

karĢılaĢtırıldığında bu gruplar arasında anlamlı bir fark bulunamamıĢtır. Oysa ki, 24 

saatte kontrol grubu I ve genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar karĢılaĢtırıldığında % 

canlılık oranı bakımından,  kontrol grubu I‟e göre G10 deney grubu arasında anlamlı bir 

fark  bulunmazken, kontrol grubu I ile diğer deney grupları arasında anlamlı bir azalma 

gösterilmiĢtir (p<0.01). Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmiĢ genistein dozları % 

canlılık oranı bakımından karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu II‟ye göre  G10 VE deney 

grubu arasında anlamlı bir fark bulunmazken, kontrol grubu II ile diğer deney grupları 

arasında anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir (p<0.01) (ġekil 4.1.1.6). 

 

48 saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu ile kontrol grubu II ve 

genisteinin bu dört farklı dozunun vitamin E ilave edilerek oluĢturulduğu dozları % 

canlılık oranı bakımından karĢılaĢtırıldığında (p<0.01), kontrol grubu I ile kontrol grubu 

II arasında anlamlı bir artıĢ olduğu gözlenirken, diğer gruplar arasında anlamlı bir fark 

bulunmamıĢtır. Oysa ki, 48 saatte kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu ile 

genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar karĢılaĢtırıldığında, % canlılık oranı 

bakımından, kontrol grubu I‟e göre G100 deney grubunda anlamlı bir azalma 

gözlenirken (p<0.01),  diğer deney grupları arasında anlamlı bir fark bulunmamaktadır. 

Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmiĢ genistein dozları toplam % canlılık oranı 

bakımından karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu II‟ye göre G10+VE deney grubunda 

anlamlı bir fark gözlenmezken, kontrol grubu II‟ye göre diğer deney gruplarında 

anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir (p<0.01) (ġekil 4.1.1.6). 

 

Kontrol ve deney grupları 24 ve 48 saat sonunda zamana bağlı olarak 

karĢılaĢtırıldığında ise, % canlılık oranı bakımından sadece kontrol grubu II‟de anlamlı 

bir artıĢ gözlenmiĢtir (p<0.05). Kontrol grubu I ve deney gruplarında ise zamana bağlı 

olarak anlamlı bir fark bulunamamıĢtır (ġekil 4.1.1.6). 
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Tablo 4.1.1.2. TM3 Leydig hücrelerinde kontrol ve deney gruplarındaki 24 ve 48 saat sürenin 

sonunda % canlılık oranı. 

 
0 saat 24 saat 48 saat 

KONTROL I 100 70,69 ± 10,62 73,57 ± 15,15 

G10 100 69,20 ± 8,24 72,90 ± 3,13 

G20 100 55,30 ± 9,21 61,73 ± 15,01 

G50 100 44,25 ± 10,02 53,00 ± 21,62 

G100 100 36,00 ±18,54 42,00 ± 15,35 

KONTROL II 100 72,75 ± 9,19 90,40 ± 5, 98 

G10+VE 100 60,33 ± 14, 62 76,50 ± 4,05 

G20+VE 100 52,44 ± 12,68 63,00 ± 15,67 

G50+VE 100 47,85 ± 15,17 55,00 ± 13,19 

G100+VE 100 45,50 ± 22,37 42,80 ± 13,72 

 

 

Şekil 4.1.1.6. Kontrol ve genisteinin tek baĢına ve vitamin E ile birlikte uygulanmıĢ deney 

gruplarında % canlılık oranı (* p<0.01). 
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4.2. APOPTOZ 

 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 ve 48 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında her 

preparat için 1000 hücre sayılarak hesaplanan apoptotik indeks değerleri tablo 4.2.1‟de 

verilmiĢtir. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu ile kontrol 

grubu II ve genisteinin bu dört farklı dozunun vitamin E ilave edilerek oluĢturulduğu 

dozları apoptotik indeks bakımından karĢılaĢtırıldığında kontrol grubu I ile kontrol 

grubu II arasında anlamlı bir fark bulunmamıĢtır. G10 ile G10+VE, G50 ile G50+VE ve 

G100 ile G100+VE deney grupları arasında anlamlı bir azalma gözlenirken G20 ile 

G20+VE deney grubu arasında anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir (p<0.01). Oysa ki, 24 

saatte kontrol grubu I ve genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar karĢılaĢtırıldığında 

apoptotik indeks bakımından, kontrol grubu I‟e göre G10 ve G20 deney grubu arasında 

anlamlı bir fark  bulunmazken, G50 ve G100 deney gruplarında anlamlı bir artıĢ 

gözlenmektedir (ġekil 4.2.2). Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmiĢ genistein 

dozları apoptotik indeks bakımından karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu II‟ye göre  

G10+VE deney grubu arasında anlamlı bir azalma gözlenirken, G20+VE grubunda 

anlamlı bir artıĢ bulunmaktadır. Kontrol grubu II‟ye göre G50+VE ve G100+VE deney 

grupları arasında ise anlamlı bir fark gözlenmemiĢtir (ġekil 4.2.1 ve ġekil 4.2.3). 

 

48 saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu ile kontrol grubu II ve 

genisteinin bu dört farklı dozunun vitamin E ilave edilerek oluĢturulduğu dozları 

apoptotik indeks bakımından karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu I ile kontrol grubu II 

arasında anlamlı bir fark bulunmamıĢtır. G10 ile G10+VE, G50 ile G50+VE ve G100 

ile G100+VE deney grupları arasında anlamlı bir azalma gözlenirken G20 ile G20+VE 

deney grubu arasında anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir. Oysa ki, 48 saatte kontrol grubu I 

ve genisteinin dört farklı dozu ile genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar 

karĢılaĢtırıldığında, apoptotik indeks bakımından, kontrol grubu I‟e göre deney 

gruplarında anlamlı derecede arttığı gözlenmiĢtir (p<0.01) (ġekil 4.2.4).  Kontrol grubu 

II ve vitamin E ilave edilmiĢ genistein dozları apoptotik indeks bakımından 

karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu II‟ye göre deney gruplarında anlamlı bir artıĢ 

gözlenmiĢtir (p<0.01) (ġekil 4.2.1 ve ġekil 4.2.5). 
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Kontrol ve deney grupları 24 ve 48 saat sonunda zamana bağlı olarak 

karĢılaĢtırıldığında ise, apoptotik indeks bakımından G10 ve G20 deney grubunda 48. 

saatte anlamlı bir artıĢ bulunurken G50 deney grubunda anlamlı bir azalma 

gözlenmiĢtir. Kontrol grubu I ve G100 deney grubunda ise zamana bağlı olarak anlamlı 

bir fark bulunmamıĢtır. Genisteinin vitamin E ile birlikte verildiği deney gruplarında ise 

G10+VE, G50+VE ve G100+VE deney gruplarında anlamlı bir artıĢ gözlenirken 

kontrol grubu II‟de anlamlı bir azalma görülmüĢtür. G20+VE deney grubunda zamana 

bağlı olarak anlamlı bir fark bulunmamıĢtır (p<0.05) (ġekil 4.2.1). 

 

Tablo 4.2.1. TM3 Leydig hücrelerinde 24 ve 48 saat süre sonunda belirlenen apoptotik indeks 

değerleri. 

 
24 saat 48 saat 

KONTROL I 32 ± 17,03 16 ± 4,20 

G10 24 ± 7,40 39 ± 8,41 

G20 27 ± 6,26 61 ± 3,85 

G50 219 ± 42,86 142 ± 22,86 

G100 307 ± 19,16 350 ± 46,48 

KONTROL II 32 ± 6,90 14 ± 3,74 

G10+VE 13 ± 3,58 21 ± 2,90 

G20+VE 76 ± 9,85 87 ± 5,61 

G50+VE 26 ± 6,72 112 ± 12,26 

G100+VE 28 ± 6,05 61 ± 7,29 
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Şekil 4.2.1. Kontrol ve deney gruplarında 24 ve 48 saat için apoptotik indeks değerleri 

(*p<0.01).  
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Şekil. 4.2.2. 24 saatin sonunda kontrol ve tek baĢına genistein verilen deney gruplarında görülen 

apoptotik hücreler () A: Kontrol grubu I B: G10 C: G20 D: G50 E: G100 
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Şekil. 4.2.3. 24 saatin sonunda kontrol ve vitamin E ile birlikte genistein verilen deney 

gruplarında görülen apoptotik hücreler () A: Kontrol grubu II B: G10+VE C: G20+VE         

D: G50+VE E: G100+VE 
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Şekil. 4.2.4. 48 saatin sonunda kontrol ve tek baĢına genistein verilen deney gruplarında görülen 

apoptotik hücreler ()  A: Kontrol grubu I B: G10 C: G20 D: G50 E: G100 
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Şekil. 4.2.5. 48 saatin sonunda kontrol ve vitamin E ile birlikte genistein verilen deney 

gruplarında görülen apoptotik hücreler ()  A: Kontrol grubu II B: G10+VE C: G20+VE            

D: G50+VE E: G100+VE 
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4.3. OKSİDATİF HASAR 

4.3.1. Lipit Peroksidasyonu 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 ve 48 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak hesaplanan TBARS değerleri tablo 4.3.1.1‟de 

verilmiĢtir. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu ile kontrol 

grubu II ve genisteinin bu dört farklı dozunun vitamin E ilave edilerek oluĢturulduğu 

dozları TBARS değerleri bakımından karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu II‟de kontrol 

grubu I‟e göre anlamlı bir azalma bulunmuĢtır. G50 ile G50+VE ve G100 ile G100+VE 

deney grupları arasında anlamlı bir azalma gözlenirken G10 ile G10+VE ve G20 ile 

G20+VE deney grubu arasında anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir (p<0.01).  Oysa ki, 24. 

saatte kontrol grubu I ve genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar TBARS değerleri 

bakımından karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu I‟e göre G10, G50 ve G100 deney 

grupları arasında anlamlı bir artıĢ bulunurken, G20 deney grubunda anlamlı derece 

azalma görülmüĢtür. Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmiĢ genistein dozları 

TBARS değerleri bakımından karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu II‟ye göre deney 

gruplarının TBARS değerlerinin anlamlı derecede arttığı gözlenmiĢtir (p<0.01) (ġekil 

4.3.1.1). 

 

48 saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu ile kontrol grubu II ve 

genisteinin bu dört farklı dozunun vitamin E ilave edilerek oluĢturulduğu dozları 

TBARS değerleri bakımından karĢılaĢtırıldığında, sadece G10+VE deney grubu G10 

deney grubuna göre anlamlı derecede artmıĢtır (p<0.01). Diğer deney gruplarında ise 

anlamlı bir fark gözlenmemiĢtir. Oysa ki, 48 saatte kontrol grubu I ve genisteinin dört 

farklı dozu ile genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar, TBARS değerleri bakımından 

karĢılaĢtırıldığında, anlamlı bir fark olmadığı gözlenmiĢtir (p<0.01).  Kontrol grubu II 

ve vitamin E ilave edilmiĢ genistein dozlarında ise TBARS değerleri bakımından 

karĢılaĢtırıldığında, kontrol grubu II‟ye göre deney gruplarında anlamlı bir fark 

gözlenmemiĢtir (p<0.01) (ġekil 4.3.1.1). 

 

Kontrol ve deney grupları 24 ve 48 saat sonunda zamana bağlı olarak 

karĢılaĢtırıldığında ise, TBARS değerleri bakımından G10 ve G100 deney grubunda 

anlamlı bir azalma gözlenirken, G20 deney grubunda anlamlı derecede artıĢ 
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gözlenmiĢtir (p<0.05). Kontrol grubu I ve G50 deney grubunda ise azalma anlamlı 

bulunmamıĢtır. Kontrol grubu I ve II‟de anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir (p<0.05). Kontrol 

grubu II‟de TBARS değeri anlamlı derecede artarken, Vitamin E ile birlikte genistein 

verilen deney gruplarında zamana bağlı olarak anlamlı bir fark bulunmamıĢtır (p<0.05) 

(ġekil 4.3.1.1).  

Tablo.4.3.1.1. 24 ve 48 saat süreyle genistein ve Vitamin E uygulanmıĢ TM3 Leydig 

hücrelerinde TBARS değerleri (nmol/ml) 

 24 saat 48 saat 

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 

G100 0,885±,40 0,269±,15 

KONTROL II 0,144±,04 0,510±,32 

G10+VE 0,702±,22 0,663±,34 

G20+VE 0,798±,37 0,519±,34 

G50+VE 0,355±,18 0,481±,30 

G100+VE 0,634±,45 0,423±,13 
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Şekil 4.3.1.1. Kontrol ve genisteinin tek baĢına ve vitamin E ile birlikte uygulanmıĢ deney 

gruplarında ml‟deki TBARS değerleri (* p<0.01). 

4.3.2. Proteinlerdeki oksidatif hasar 

TM3 Leydig hücrelerinin 24 ve 48 saat sonunda kontrol ve deney gruplarında 

spektrofotometrik yöntem kullanılarak hesaplanan –SH gruplarının miktarı tablo 

4.3.2.1‟de verilmiĢtir. 24. saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu 

ile kontrol grubu II ve genisteinin bu dört farklı dozunun vitamin E ilave edilerek 

oluĢturulduğu dozları –SH gruplarının miktarı bakımından karĢılaĢtırıldığında, kontrol 

grubu II‟de kontrol grubu I‟e göre anlamlı bir artıĢ bulunurken, G50+VE deney 

grubunda G50‟ye göre anlamlı bir azalma görülmüĢtür (p<0.01). Diğer deney 

gruplarında ise anlamlı bir fark gözlenmemiĢtir. Oysa ki, 24. saatte kontrol grubu I ve 

genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar karĢılaĢtırıldığında –SH gruplarının miktarı 

bakımından, kontrol grubu I‟e göre G20 ve G50 deney grupları arasında anlamlı bir 

artıĢ bulunurken (p<0.01), G10 ve G100 deney grublarında kontrol grubu I‟e göre 

anlamlı bir fark görülmemiĢtir. Kontrol grubu II ve vitamin E ilave edilmiĢ genistein 

dozları –SH grupların miktarı bakımından karĢılaĢtırıldığında, bu deney grupları 

arasında anlamlı bir fark görülmemiĢtir (ġekil 4.3.2.1).  
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48 saat sonunda kontrol grubu I ve genisteinin dört farklı dozu ile kontrol grubu II ve 

genisteinin bu dört farklı dozunun vitamin E ilave edilerek oluĢturulduğu dozları –SH 

gruplarının miktarı bakımından karĢılaĢtırıldığında vitamin E ile birlikte verilen deney 

gruplarında anlamlı bir Ģekilde arttığı gözlenmiĢtir (p<0.01). Oysa ki, 48 saatte kontrol 

grubu I ve genisteinin tek baĢına kullanıldığı dozlar karĢılaĢtırıldığında, -SH gruplarının 

miktarı bakımından, anlamlı bir fark olmadığı gözlenmiĢtir.  Kontrol grubu II ve 

vitamin E ilave edilmiĢ genistein dozlarında ise –SH gruplarının miktarı bakımından 

karĢılaĢtırıldığında sadece kontrol grubu II‟ye göre G20+VE deney grubunun anlamlı 

derecede arttığı gözlenmiĢtir (p<0.01) (ġekil 4.3.2.1). 

 

Kontrol ve deney grupları 24 ve 48 saat sonunda zamana bağlı olarak 

karĢılaĢtırıldığında ise, tiol gruplarının miktarı bakımından kontrol grubu I ve II‟de 

anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir (p<0.05). Sadece genistein uygulanan deney gruplarında 

tiol gruplarında anlamlı bir fark bulunmazken, Vitamin E ile birlikte genistein verilen 

deney gruplarında tiol grupları zamana bağlı olarak anlamlı derecede artıĢ göstermiĢtir 

(p<0.05) (ġekil 4.3.2.1). 

 

Tablo 4.3.2.1. 24 ve 48 saat süreyle Genistein ve Vitamin E uygulanmıĢ TM3 Leydig 

hücrelerinde tiol gruplarının miktarı (-SH) nmol/ml 

 24 saat 48 saat 

KONTROL  I 24x10
6  

± 5,87 70 x10
6 

± 4,04 

G10  40 x10
6 

± 32 57 x10
6 

± 5,45 

G20  79 x10
6
± 32,3 50 x10

6 
± 3,94 

G50 138 x10
6 

± 95,8 65 x10
6 

± 3,76 

G100 47 x10
6 

± 21,5 65 x10
6 

± 4,96 

KONTROL II 47 x10
6 

± 19,5 146 x10
6 

± 2,83 

G10+VE 62 x10
6 

± 8,38 120 x10
6 

± 5,83 

G20+VE 79 x10
6 

± 6,79 210 x10
6 

± 1,08 

G50+VE 48 x10
6 

± 6,68 133 x10
6 

± 2,19 

G100+VE 43 x10
6 

± 25,7 126 x10
6 

± 4,22 
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Şekil 4.3.2.1. Kontrol ve genisteinin tek baĢına ve vitamin E ile birlikte uygulanmıĢ deney 

gruplarında tiol gruplarının (-SH) miktarı (*p<0.01). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Soya izoflavonları, soyanın çok tüketildiği ülkelerin beslenmesinde yüzyıllardır önemli 

bir yer tutmaktadır. (Munro ve ark., 2003). Genistein, soyadan elde edilen doğal bir 

izoflavondur (Rucinska ve ark., 2008) ve yapısal olarak östrojene benzemesine rağmen, 

östrojen ile karĢılaĢtırıldığında daha zayıf östrojenik aktivite göstermektedir (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). Özellikle son 

yıllarda genistein çeĢitli kanser ve diğer kronik hastalıklardan, hem korunma hemde bu 

hastalıkların tedavisinde kullanılan çok güçlü bir ajandır (Pollowski ve Mazurek, 2000).  

 

ġimdiye kadar yapılan çalıĢmalar, östrojenin erkek üreme sistemi üzerine fizyolojik 

rolünün bulunduğunu ve normal spermatogenez için gerekli olduğunu göstermiĢtir 

(O‟Donnell ve ark., 2001). Östrojen, erkek üreme sistemindeki Sertoli hücresi, Leydig 

hücresi ve germ hücrelerinde sentezlenir ve salınır (Hess ve ark., 2001). Ayrıca 

kendileri tarafından sentezlenen ve salınan bu hormon bu hücrelerin geliĢimi ve 

fonksiyonları üzerinde etkilidir (Vicdan, 2007). DıĢarıdan alınan östrojenler ya da 

besinlerde bulunan fitoöstrojenler, endojen östrojenlerin varlığında erkek üreme 

sistemini olumsuz etkileyebilmektedir (Vicdan, 2007; Vicdan ve ark., 2007). Hancock 

ve arkadaĢları (2009), genisteinin verilen doza bağlı olarak Leydig hücrelerinde 

testosteron sentezini inhibe ettiğini belirtmiĢlerdir (Opalka ve ark., 2004; Svechnikov ve 

ark., 2005; Chen ve ark., 2007). Ayrıca Wang ve arkadaĢları (1994) genisteinin Leydig 

hücrelerinde androjenlerden östrojenin yapılmasında sorumlu enzim olan aromatazı 

inhibe ettiğini göstermiĢlerdir.  

 

ÇalıĢmamızda, genisteinin dört farklı dozu ve bu dozların vitamin E ile birlikte toplam 

hücre sayısına etkisi in vitro olarak araĢtırılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar, hem tek baĢına 

genisteinin farklı dozlarının, hem de bu dozların vitamin E ile birlikte verilen 

gruplarında 10-100µg/ml genistein konsantrasyonunun 24. ve 48. saatlerde toplam TM3 

hücre sayısını önemli bir Ģekilde azalttığı gözlenmiĢtir. Bu azalmanın, ya genisteinin 
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G2/M fazında hücre büyümesini durdurması, ya da hücreleri apoptoza teĢvik etmesiyle 

olabileceğini düĢünmekteyiz (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 hücre canlılığına etkisiyle ilgili olarak birçok çalıĢma yapılmıĢtır. Kumi-

Diaka ve arkadaĢları 1998 yılında yaptıkları çalıĢmada testiküler hücre soylarına (TM3 

Leydig hücresi, TM4 Sertoli hücresi, GC1 germ hücresi) 10, 20, 50 ve 100 µg/ml 

konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat boyunca genistein uygulamıĢlar ve 20 µg/ml 

genistein konsantrasyonun üzerindeki konsantrasyonlarda hücre canlılığında düĢüĢ 

meydana geldiğini bulmuĢlardır. 1999 yılında yapılan bir çalıĢmada yine testiküler 

hücrelerde (TM3 Leydig hücresi, TM4 Sertoli hücresi, GC1 germ hücresi) 10 µg/ml ile 

100 µg/ml arasında değiĢen genistein konsantrasyonları 48 saat süreyle uygulanmıĢ ve 

genisteinin dozuna bağlı olarak hücre canlılığında azalma meydana geldiğini 

bildirmiĢlerdir (Kumi-Diaka ve ark., 1999). TM4 Sertoli hücreleriyle yapılan diğer bir 

çalıĢmada ise; 15, 30, 45 ve 60 µg/ml konsantrasyonlarda 6, 12 ve 24 saat boyunca 

genistein uygulanmıĢtır. Bu çalıĢmanın sonuçlarına göre de 15 µg/ml dozunun hücre 

canlılığını etkilemediği bulunurken, 30, 45 ve 60 µg/ml dozlarında ise hücre 

canlılığında azalma olduğunu belirtmiĢlerdir (Kumi-Diaka ve Butler, 2000). Meme 

kanseri (MCF-7), kolon kanseri (HT-29), hepatosit karsinoma ve adenokarsinoma 

hücreleri ile yapılan in vitro çalıĢmalarda artan genistein konsantrasyonun doza bağlı 

olarak hücre canlılığını azalttığı gösterilmiĢtir (Hseieh ve ark., 1998; Yu ve ark., 2004; 

Zou ve ark. 2008; Chodon ve ark., 2007). 

 

Yaptığımız çalıĢmada, TM3 Leydig hücrelerinin canlılığı ile ilgili sonuçlarımız, hem 

tek baĢına genistein hemde genistein + vitamin E verilen gruplarda 20-100 µg/ml 

genistein konsantrasyonunun 24. ve 48. saatlerde TM3 hücrelerinin canlılığını önemli 

bir Ģekilde azaltması bu konuyla ilgili yukarıda bahsedilen çalıĢmalarla paralellik 

göstermektedir. Genisteinin TM3 hücrelerinde bu hücre canlılığını baskılama aktivitesi, 

hormon bağımlı ve bağımsız kanser hücre soylarında ve diğer hücre soylarındaki gibi 

olduğu düĢünülmektedir (Okura ve ark., 1988; Naik ve ark., 1994; Murrill ve ark., 

1996). Genisteinin hücre canlılığını baskılama mekanizmasının ortaya çıkarılması 

oldukça zordur. Bunun sebebi genisteinin çok fonksiyonlu bir tabiatı olması ve etki 
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mekanizmasının hedef hücreye göre çeĢitlilik göstermesidir (Okura ve ark., 1988). 

Ancak genisteinin hücrede tirozin kinaz ve topoizomeraz I ve II‟nin aktivasyonunu 

baskıladığı bildirilmiĢtir (Akiyama ve ark., 1987; Okura ve ark., 1988). Hücre 

çoğalmasının canlılığını ve farklılaĢmasını bu yolla bloke etmektedir. Genisteinin, 

testiküler hücrelerdeki baskılayıcı etkisi de diğer hücrelerde meydana gelen metabolik 

baskılama yoluyla aynı olabilir (Akiyama ve ark., 1987; Okura ve ark., 1988; Naik ve 

ark., 1994; Murrill ve ark., 1996). Genisteinin, testiküler hücrelerin çoğalması ve 

canlılığına yapmıĢ olduğu bu baskının tam olarak ortaya çıkarılması için çalıĢmalar 

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

 

Yaptığımız bu çalıĢmalar sonucunda, genisteinin yüksek dozlarının, hem TM3 

hücrelerinde hemde prostat kanseri gibi bazı diğer hücrelerde (Naik ve ark., 1994; 

Spinozzi ve ark., 1994; Kyle ve ark., 1997) apoptozu teĢvik ettiği gözlenmiĢtir ve TM3 

hücrelerinin apoptoz mekanizmasına çok duyarlı olduğu vurgulanmıĢtır (Kumi-Diaka 

ve ark., 1998). Kumi-Diaka ve arkadaĢlarının (1998) yaptıkları çalıĢmaya göre 10 µg/ml 

genistein dozu 24. Saatte apoptozu teĢvik ederken, 50 µg/ml ve 100 µg/ml genistein 

dozları ise 72. saatte apoptozu teĢvik etmesi, apoptozun genisteinin dozuna ve zamana 

bağlı olduğunu belirtmiĢler. Yapılan baĢka bir çalıĢmaya göre, HT-29 kolon kanser 

hücrelerine 72 saat genistein uygulanması sonucunda, 60-120 µM gibi yüksek 

konsantrasyonlarda apoptozun teĢvik edildiği, 60 µM‟dan düĢük dozlarda ise apoptozun 

teĢvik edilmediği sonucuna varılmıĢtır (Yu ve ark., 2004). Benzer bir çalıĢmada fare 

embriyonik fibroblast (NIH 3T3) hücrelerinde, 5-90 µM genisteinin 24 saat 

uygulanması sonunda 5 ve 10 µM konsantrasyonlarda apoptozda bir fark bulunmazken, 

daha yüksek dozlar olan 60 ve 90 µM konsantrasyonlarda apoptotik hücrelerde anlamlı 

bir fark bulunmuĢtur (Rucinska ve ark., 2008). 

 

Bizim çalıĢmamız sonucunda genisteinin 24 ve 48. saatlerde 50-100 µg/ml dozlarında 

apoptozu teĢvik ettiği gözlenmiĢtir. Genisteinin vitamin E ile birlikte verilen gruplarında 

ise 50 ve 100 µg/ml gibi yüksek konsantrasyonlarda apoptozdaki artıĢın vitamin E‟nin 

etkisiyle azaldığı bulunmuĢtur. G50 ve G100 dozlarında apoptozda bulunan artıĢ hücre 

canlılığı ve toplam hücre sayısındaki azalma ile korelasyon gösterdiği için, hücre 

canlılığı ve toplam hücre sayısındaki azalmanın sebebinin, hücrelerin apoptoza 

uğradığının bir göstergesi olduğu düĢünülmektedir. Genisteinin düĢük konsantrasyonları 
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olan 10 ve 20 µg/ml dozlarının ise apoptoza etki etmediği gözlenmiĢtir. G10 dozu 

vitamin E ile birlikte verildiğinde apoptozda görülen azalma vitamin E‟nin düĢük 

konsantrasyonlardaki genisteinle birlikte hücreyi önemli ölçüde apoptozdan koruduğu 

düĢünülmektedir. Genisteinin bu dozunda toplam hücre sayısının kontrole göre anlamlı 

derecede azalmasına rağmen % canlılık oranı ve apoptotik indekste anlamlı bir fark 

bulunmaması, genisteinin hücre büyümesini G2/M fazında durdurarak mitozu önleme 

etkisiyle iliĢikili olduğu düĢünülmektedir (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 göre anlamsız bulunan apoptotik indeksin 

G20+VE verilen deney grubunda kontrole göre anlamlı derecede artmıĢ olması lipid 

peroksidasyonu ve protein hasarı ile iliĢkili olabileceği düĢünülmektedir. 

 

Oksidatif hasarın; lipidler, proteinler ya da DNA gibi hücrelerdeki önemli moleküllere 

zarar verdikleri bilinmektedir (Dalle-Donne ve ark., 2003). Bu hasar hücrelerde reaktif 

oksijen türleri (ROS) tarafından meydana getirilmektedir (Cai ve ark., 1997). 

Genisteinin lipid peroksidasyonuna etkilerini araĢtıran çalıĢmalar sadece genisteinin çok 

düĢük olan antioksidan dozlarının lipid peroksidasyonunu önleyip önleyemeyeceği ile 

ilgilidir.  Oysa ki, genisteinin hücre için toksik olduğu düĢünülen dozları ile ilgili lipid 

peroksidasyonunu araĢtıran çok az in vivo ve in vitro çalıĢma bulunmaktadır (Cai ve 

ark., 1997; Fang ve ark., 2003; Chodon ve ark., 2008). Genisteinin, Leydig hücrelerinde 

lipid peroksidasyonuna etkileri Ģimdiye kadar araĢtırılmamıĢtır. Bizim çalıĢmamızda, 

lipid peroksidasyonunun bir göstergesi olan Tiyobarbitürik asit reaktif türleri (TBARS) 

genistein verilen deney gruplarında 24. saatte doza bağlı olarak artarken 20 µg/ml 

dozunda diğerlerinden farklı olarak azalma görülmüĢtür. Genistein+vitamin E verilen 

deney gruplarında ise doza bağlı olarak TBARS‟da artıĢ devam etmiĢtir. Genisteinin 50 

ve 100 µg/ml gibi yüksek konsantrasyonlarında artan lipid peroksidasyonuna vitamin 

E‟nin koruyucu etkisi bulunduğu düĢünülürken, 10 µg/ml ve 20 µg/ml 

konsantrasyonlarında ise vitamin E‟nin, lipid peroksidasyonunun artıĢında etkili 

olabiliceği düĢünülmektedir. Lipid peroksidasyonunda 50 ve 100 µg/ml 

konsantrasyonlarındaki artıĢ apoptozdaki artıĢla ve hücre sayısındaki azalma ile 

korelasyon gösterdiğinden, bu dozlarda görülen apoptozun oksidatif hasar sonucu 

ortaya çıktığını düĢünülmektedir. 48. saatte ise genistein dozlarının lipid 

peroksidasyonu üzerine etkisi görülmemiĢtir. Bu durum bize genisteinin lipid 
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peroksidasyonuna olan etkisinin 24 saatten uzun uygulamalarda etkili olmadığını 

düĢündürmektedir. Ayrıca, G20 deney grubuna göre G20+VE deney grubunda lipid 

peroksidasyonunda artıĢ görülmüĢtür bu sonuca bağlı olarak, G20+VE deney grubunda 

genisteinin vitamin E ile birlikte verildiği diğer deney gruplarından farklı olarak yüksek 

apoptotik indeks göstermesinin lipid peroksidasyonu ile iliĢkili olabileceğini 

düĢündürmektedir (Ott ve ark., 2007).  

 

Reaktif oksijen türleri proteinlerdeki tiol (-SH) gruplarının oksidasyonuna yol 

açmaktadır (Shacter E., 2000b; Hu, 1994). Oksidatif protein hasarı protein tiol 

düzeylerindeki azalma ile karakterizedir (Hu, 1994).  Rucinska ve ark., (2008) yaptıkları 

çalıĢmada 5-90 µM 24 saat uygulama sonucunda düĢük dozlarda bile genisteinin protein 

tiol gruplarında oksidasyona sebep olduğunu, yüksek dozlarda (90 µM) ise protein-tiol 

gruplarında meydana gelen oksidasyonun ise kontrole kıyasla yaklaĢık % 50 arttığını 

göstermiĢlerdir. Genisteinin düĢük dozlarda bile protein oksidasyonuna neden olması, 

genisteinin bu dozlarda pro-oksidan etki gösterdiğini ifade etmiĢlerdir. Bunun 

sonucunda genisteinin toksik olduğu ve proteinlerde oksidatif hasara neden olduğunu 

vurgulamıĢlardır. Bizim bulgularımız sonucunda, serbest tiol gruplarında 24. saatte 20 

ve 50µg/ml verilen deney gruplarında artıĢ meydana gelmiĢtir. Bu da bize genisteinin 

proteinlerdeki hasar üzerine etkisinin toksik olmadığı, hatta protein hasarı üzerine 

olumlu etkileri bulunduğunu düĢündürmektedir. 48. saatte ise genistein proteinlerdeki 

oksidatif hasara etki etmezken vitamin E ile birlikte verilen tüm gruplarda 

proteinlerdeki oksidatif hasar engellenmiĢtir. Bu da bize genisteinin 24 saatte protein 

hasarı üzerine iyileĢtirici etkisi bulunurken, 48. saatte bu etki azalmıĢtır ve vitamin E‟de 

ise aksine 24 saatte olumlu etki görülmezken 48 saatte proteinlerdeki oksidatif hasarı 

önlenmektedir.  

 

Bizim çalıĢmamızın sonuçlarına göre, genistein yüksek konsantrasyonlarda lipid 

peroksidasyonu ve apoptotik indeksi arttırırken, toplam hücre sayısı ve hücre canlılığını 

azaltmıĢtır. Buna göre toplam hücre sayısındaki ve hücre canlılığındaki azalmanın 

sebebinin lipid peroksidasyonuna bağlı olarak gerçekleĢen apoptoz olabileceği 

düĢünülmektedir. Genisteinin yüksek konsantrasyonları ile birlikte vitamin E uygulanan 

deney gruplarında ise toplam hücre sayısı ve hücre canlılığında, vitamin E 

uygulanmayan gruplara göre görülen artıĢ ve apoptoz ile lipid peroksidasyonundaki 
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azalma; vitamin E‟nin, genisteinin yüksek konsantrasyonlardaki etkisine karĢı koruyucu 

rolü olduğunu göstermektedir. Genisteinin düĢük konsantrasyonlarında ise toplam hücre 

sayısı azalırken, hücre canlılığı ve apoptotik indekste kontrole göre fark bulunmaması; 

genisteinin düĢük konsantrasyonlarının, Leydig hücrelerinde apoptoza neden olmadığı, 

fakat hücre büyümesini G2/M fazında durdurmuĢ olabileceği düĢünülmektedir. Bunların 

aksine, genistein 20 µg/ml konsantrasyonu, vitamin E ile birlikte verildiğinde, görülen 

lipid peroksidasyonunda ve apoptozdaki artıĢ, bu dozun vitamin E ile birlikte etkisinin 

daha ayrıntılı olarak araĢtırılmasının gerekli olduğunu göstermektedir. Ayrıca 

genisteinin 20 ve 50µg/ml konsantrasyonlarında, 24. saatte Leydig hücrelerinde, 

proteinlerdeki oksidatif hasar azalırken, diğer dozlarda ve 48. saatte herhangi bir protein 

oksidasyonuna neden olmamıĢtır. 

 

Sonuç olarak, genistein yüksek dozlarda hücre sayısını ve canlılığını azaltmakta ve lipid 

peroksidasyonuna bağlı olarak apoptozu teĢvik etmektedir. Bu sitotoksik etki bir 

antioksidan olan vitamin E ile giderilebilmektedir. DüĢük dozlarda ise genisteinin 

sitotoksik etkisi bulunmamaktadır. 
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