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ÖZET 

 

Resveratrolün Meme Kanseri Hücre Kültüründeki p53 Aracılı Apoptoz 

Aktivasyonunun ve Sitotoksisitesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 

İmmunsitokimya ve MTT Yöntemleriyle Araştırılması 

 

Amaç. Meme kanseri tüm dünyada en sık görülen kanser tiplerinden birisidir. Meme 

kanseri tedavisinde ve tedavi sonrası yeniden nüksün önlenmesinde kemoterapi önemli 

bir etkiye sahiptir. Fakat meme kanseri tedavi etkinliğinin azalmasında ilaç direncinin 

önemli bir rol oynadığı bilinmektedir. Ayrıca kanser tedavisinde kullanılan 

kemoteropatiklerin yan etkileri tedavide istenmeyen bir durumdur. Bu durumun 

giderilmesi için yeni ilaçların kanser tedavisindeki etkinliğinin arttırılması 

hedeflenmektedir. Son yıllarda kemoteropatik ajanlarla beraber resveratrol gibi birçok 

antioksidan maddenin etkilerinin araştırılmaktadır.  Bu çalışmada farklı dozlarda ve 

sürelerde uygulanacak resveratrolün kanser hücrelerindeki olası apoptotik ve sitotoksik 

etkilerinin araştırılması amaçlandı.    

Materyal ve Metot. Çalışmada insan meme kanseri MCF-7 hücre hattı kullanıldı. 

Resveratrolün sitotoksik dozlarını belirlemek için, 10-140 µM konsantrasyon aralığında 

resveratrol uygulanan hücre hatlarında MTT analizi (hücre canlılık testi) yapıldı. Etkin 

dozlar belirlendikten sonra resveratrol uygulanmayan 24 ve 48 saatlik inkübasyonda 

bekletilen 2 kontrol grubu, resveratrolün 20 ve 40 µM konsantrasyonlarda uygulandığı 

24 ve 48 saat süreli inkübasyonda bekletilen 4 çalışma grubu olmak üzere 6 deney 

grubu oluşturuldu. Bütün deney gruplarındaki total antioksidan seviyesi (TAS), total 

oksidan seviyesi  (TOS), apoptotik aktivite  (Bax ve p53 immunpozitifliği) ve p53 gen 

ekspresyonu düzeyleri araştırıldı.   
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Bulgular. Çalışmamızda, MCF-7 hücrelerine uygulanan resveratrolün hücre 

çoğalmasını engellediği ya da başka deyişle sitotoksik etki yaptığı ve p53 protein 

sentezini 24 saatlik inkübasyon grubunda düşürdüğü, 48 saatlik inkübasyonun yüksek 

doz grubunda ise p53 gen ekspresyonunu arttırdığı belirlendi. İmmunfloresan 

boyamada, Bax immunpozitifliğinde artış, immunperoksidaz uygulaması sunucunda ise 

p53 immunpozitifliğinde artış saptandı. Ayrıca resveratrolün uygulaması ile total 

oksidan miktarı değişmezken ve total antioksidan düzeyleri değişmiştir.  

Sonuç. Çalışma sonuçları, resveratrol uygulaması ile oluşan p53 genindeki artışın 

apoptotik aktiviteyi arttıracağını göstermektedir. Resveratrolün bu etkileri göz önüne 

alındığında kanser tedavisinde kullanılabilecek bir ajan olabileceği sonucuna varılabilir. 

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Meme kanseri, p53, Resveratrol  
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ABSTRACT 

 

The investigastion of resveratrol treatment in breast cancer cell line for p53 

mediated apoptotic activation and cytotoxitity via polymerase chain reaction 

(PCR), immunocytochemistry and MTT methods 

Aim. Breast cancer is the most common type of cancer in the world. Breast cancer 

caused death and recurrence of breast cancer due to chemotherapy failure. However, 

acquired resistance remains a major challenge were known. In addition, the side effects 

of chemotherapeutics are the other major challenge during cancer treatment. Therefore, 

we aimed to enhance the therapeutic efficacy of cancer with the administration of new 

drugs and new drug combinations.  Recently there are many antioxidants such as 

resveratrol were studied in the treatment of cancer therapy. In the present study, 

resveratrol treated MCF-7 cells at various dose and incubation periods of time were 

investigated for expression of p53 mediated apoptotic activation.   

Material and Method. For this reason, in this study, human breast cancer MCF-7 was 

used. The cytotoxic doses of resveratrol, interval of 10-140 µM concentration 

resveratrol administrated cell line were analyzed via MTT analysis (cell viability assay). 

After effective dosed were determined, 6 experiment groups were designed. These 

groups; untreated control incubated for 24 and 48 hours group- 2 groups, 20 ve 40 µM 

resveratrol treatment incubated for 24 and 48 hours -4 treatment groups.  In all groups, 

there examined the resveratrol cytotoxicity, total antioxidant status (TAS), total oxidant 

capacity (TOC), apoptotic activity (Bax and p53 immuno-positivity) and expression 

levels of p53 gene.   

Results. In the present study, MCF-7 cell proliferation was inhibited by the treatment or 

cytotoxic effect of resveratrol and decreased the p53 protein synthesis in 24 hours 

group, increased the p53 gene expression in 48 hours incubation period.   Increased Bax 
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immune-positivity in the immunofluorescent and increased p53 immune-positivity was 

determined in immunoperoxidase staining. Furthermore, breast cancer cells were 

affected by the total antioxidant depending on treatment of resveratrol, but oxidant 

status was not changed. 

Conclusion. It can be concluded from the results that increase in the expression levels 

of p53 genes may contribute to apoptotic activation by resveratrol treatment. Above a 

certain effects of resveratrol, new therapatic treatment strategies may contribute to 

develop higher efficiently treatment of breast cancer.  

 

Key Words: Apoptosis, Breast cancer, p53, Resveratrol  
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

AMPK : 5' AMP-aktive edici kinaz (5' AMP-activated protein kinase) 

BSA : Sığır serum albümini (Bovine serum albumine) 

CDK : Siklin bağımlı kinaz (Cycline depending kinase) 

COX-1 : Siklooksijenaz (Cyclooxygenase-1) 

DHEA : Dehidroepiandrosteron (Dehydroepiandrosterone) 

DHEAS 
: Dehidroepiandrosteron-sülfat (Dehydroepiandrosterone -

sulphate)  

DMSO : Dimetil sülfoksit (Dimethyl sulphoxide) 

DNA : Deoksiribonükleik asit (Deoxyribonucleic acide)  

E1 : Östron (Ostrone)  

E2 : Östradiol (Estradiol) 

E3 : Östriol 

E1S : Östron-sülfat (Ostrone-sulphate) 

EGCG : Epigallokatekin gallat (Epigallocatechin gallate)  

EGF : Epidermal büyüme faktör (Epidermal growth factor) 

ER : Östrojen-reseptör (Ostrogene receptor) 

Erk1/2 
: Ekstrasellüler düzenleyici kinaz 1/2 (Extracellular-regulated 

kinase) 

FITC : Floresan izotiosiyanat  (Fluorescein Isothiocyanate)   

FSH : Folükül sitümülan hormon (Follicul situmulating hormone) 

GnRH : Gonodları uyarıcı hormon (Gonadotropin-releasing hormon) 

HDR : N-(4-hidroksifenill) retinamid 

HRP  Horseradish peroksidaz (Horseradish peroxidase) 

H2O2 : Hidrojen peroksit (Hydrogen peroxide) 

IC50 : Baskılayıcı konsatrasyon 50 (Inhibition concentration) 

ICC : İmmunsitokimyasal (Immunocytochemical) 

JNKs : C-Jun NH2-terminal kinaz (C-Jun NH2-terminal kinase) 

LDL : Düşük yoğunluklu lipoprotein (Low density lipoprotein) 

LH : Luteinizan hormon (Lutein hormone)  

LPO : Lipid peroxidasyonu (Lipid peroxydation) 

MAPK : Mitojen aktive edici protein kinaz (Mitogen-activated protein 



 

X 
 

kinase) 

MTT 

: 3-(4,5-Dimetiltiytizol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid, 1 sarı 

tetrazol (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide, a yellow tetrazole)  

µM : Mikro molar  

NO
•
 : Azot monoksit radikali 

NO2 : Azot dioksit 

N2O2 : Dinitrojen dioksit (Dinitrogen dioxide) 

O2
•–

 : Süperoksit (Superoxide) 

1
O

2
 : Singlet oksijen (Singlet oxygen) 

O3 : Trioksijen (Ozone)  

•OH : Hidroksil radikali (Hydrogen radical) 

ONO
–
 : Hipoklorit nitrid (Hypochlorite nitride) 

ONOOCO2
–
 : Nitrosuperoksikarbonat anyon (Nitrosuperoxidecarbonat anion) 

O2NOCO2
–
 : Nitrokarbonat anyon (Nitrocarbonate anion 

PBS : Fosfat tamponlu solüsyon (Phosphate buffered saline) 

PCNA 
: Proliferasyon hücre nükleer antijen (Proliferating cell nuclear 

antigen) 

PETC 
: Fotosentetik elektron taşıma zinciri (Photosynthetic electron 

transport chain) 

PI-3 : Fosfatidilinositol-3 (Phosphatidylinositol-3)  

R
•
 : Organik radikali (Organic radical)  

RO
•
 : Alkoksil radikali (Alcocyle radical) 

ROO
•
 : Peroksil radikali (Peroxyle radical)   

ROOH : Organik hidroperoksit (Organic hydroperoxide) 

RSOO• : Tiyol peroksil radikali (Thiol peroxyle radical)  

ROT : Reaktif oksijen türleri (Reactive oxygene species) 

ROS• : Sülfonil radikali (Sulphonile radical) 

RS
•
 : Tiyol radikali (Thiol radical) 

RSSR : Disülfit (Disulfide) 

RSVL-1 : 3,5,3’,4’-tetrahidroksi-trans-stilben  

RSVL-2 : 3,5,3’,4’,5’-fentahidroksi-trans-stilben 

RT-PCR : Gerçek zamanlı - polimeraz zincir reaksiyonu (Real time –
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polimerase chain reaction) 

STS : Steroid sülfataz (Steroid sulfatase)  

TCH : Tümör hücre büyümesi (Tumor cell growth)  

TNF-α : Tümor nekrozis faktor- α (Tumor necrosis factor- α) 

TPA : Forbol ester 12-O-tetradekanoliforbol-13-asetat  

WHO : Dünya sağlık örgütünü (Whorld healty organisation) 
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1 

1. GİRİŞ   

 

Hayat, normal şartlar altında doğma, büyüme, olgunlaşma ve ölümle son bulan 

bir olaylar bütünü olarak tanımlanmaktadır. Yaşam sürecinde ölüme neden olan birçok 

faktör bulunmaktadır. Bunların en önemlilerinden birisi kanser olarak tanımlanan 

yüksek mortaliye sahip hastalıktır. Dünya sağlık örgütünün (WHO) verilerine göre 2008 

yılı itibari ile kanserden ölen insan sayısı tüm dünyada 7.6 milyon civarındayken, 

Türkiye’de 145.000-160.000 kadar olduğu tahmin edilmektedir. 2030 yılı itibari ile 

kanser sebepli ölümlerin sayısının dünyada 12 milyon olacağı tahmin edilmektedir. 

Hızla gelişen ve ilerleyen dünyada, teknolojik aletlerin yaygın kullanımı ya da ultra 

viyole ışık gibi sebeplerden kanserli vaka hızı giderek artmaktadır. Günümüzde kanser 

tedavilerinin oldukça kısıtlı olması sebebiyle kanser olgularının profilaksisi, erken tanı 

ve tedavisi üzerinde araştırmaların yapıldığı birçok çalışma bulunmaktadır.
1-3

    Yapılan 

bu çalışmalarda daha çok hücre büyümesi, bölünmesi ve ölümü üzerine ilaçlar, 

beslenme alışkanlıkları, stres, cinsiyet, ultra viyole ışınlar, bitkisel ekstratlar gibi 

faktörlerin etkileri in vivo ve in vitro olarak araştırılmaktadır.  

Meme kanseri, ülkemizde kadın nüfusunun %24’ünde görülen oldukça yaygın 

bir kanser tipi olup kemoterapotik tedavisi hayatı oldukça zorlaştıran bir klinik 

problemdir. Kemoterapinin yan etkilerinin önüne geçmek için günümüzde birtakım 

antioksidan ajanların kullanımıyla ilgili birçok araştırma mevcuttur.
4, 5

 Birçok çalışmada 

etkinliği araştırılan resveratrol maddesi; üzümde bulunan, bitkinin kendi savunma 

sisteminde kullandığı etkin bir antioksidan ve antikanserojen bir maddedir. Bu 

çalışmada; östrojen pozitif meme kanser hücre hattında (MCF-7) resveratrol maddesinin 

apoptotik mekanizma ve vahşi tip (wild) p53 ekspresyonunu uyarmadaki etkinliği ve 

etki mekanizması üzerinde durulacaktır.   
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Özetle, çalışmamızda belirlenen konsatrasyonlarda resveratrol ile inkübasyona 

bırakılan meme kanseri hücreleri, zaman ve doz bağımlı olarak antioksidan ve oksidan 

kapasiteleri ile p53 gen ekspresyonu düzeyi ve apoptotik etkinliği araştırılacaktır.   
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser  

Vücudu oluşturan hücrelerin kontrolsüz ve anormal şekilde çoğalmaları ile 

karakterize duruma kanser denir. Vücudun tüm doku ve organlarında kanser oluşabilir. 

Vücutta anormal hücre çoğalması veya inflamasyon sonucu ortaya çıkan lokalize 

şişkinlikler için tümör (neoplazi) terimi kullanılmaktadır. Kanser ve karsinoma ilk 

olarak Hipokrat (460-370 M.Ö.) tarafından karsinoma ve karsinoz ile ifade edilmiş iken, 

Romen fizikçi Galen (130-200 M.Ö) şişlik manasına gelen “onkos” terimini 

kullanmıştır.
6
 Bugün kanser terimi genetik ve epigenetik sonuçlara sebep olan büyümesi 

kontrol edilemeyen, çeşitli organ ve dokulara yayılım gösterebilen ve anormal büyüyen 

hastalık grupları ile karakterize bir durum olarak karşımıza çıkmaktadır. Kanserin 

tanımının yapıldığı 3700 yıllık geçmişe baktığımızda, Mısır’lı bilim adamı Edwin Smith 

Papyrus (M.Ö. 1600) kanseri tedavi edilemez bir hastalık olarak tanımlanmıştır. Oysaki 

kanserin ilk tanımlandığı günden bugüne yüzyıllar geçmesine rağmen bazı kanser 

tiplerinin tedavisinin çok kısıtlı ya da mümkün olmadığı, bazı kanser türlerinin ise 

büyük oranda tedavi edilebileceği bildirilmektedir. Kanser oluşum etiyolojisini edinsel 

ya da genetik mutasyona bağlı olarak bir takım farklılaşmalar şekillendirir.
7
 Bu 

gelişimde, hücreye dışardan etki edebilecek bazı dış genotoksik faktörler (sigara, 

irritasyon, virüs) ya da bazı iç faktörler (herediter mutasyonlar, kendini onarma 

mekanizması ve hormonlar gibi) kanser oluşumunda etkin rol almaktadırlar. Kansere 

neden olan bu maddelere kanserojen denilmektedir. Hücrelerin sürekli mutasyonel 

faktörlere ya da kanserojenlere maruz kalmaları, hücrelerde anormal bir karakteristiğin 

ortaya çıkmasına ve hücre büyümesinde rol alan bazı genlerin ekspresyonlarında 

anormalliklere sebep olmaktadır. Bu anormal değişimler, dokularda amaçsız çoğalan ve 

bölünmesi hücresel sinyal mekanizmalarının kontrolü dışında gerçekleşen kanser 
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tiplerinin oluşmasını sağlamaktadır. Ayrıca mutasyon geçirerek kontrolsüz çoğalan 

hücreler mutasyona bağımlı hücreler haline de gelirler.
8
  

 
Şekil 2.1. Küresel yıllık kanser yükü tahmini.

9
  

Tümör hücrelerinin tiplendirilmelerinde çevre dokulara yayılış özellikleri 

isimlendirmede önemli bir kriter olup, yayılış özelliğine göre iyi huylu (benign) ve kötü 

huylu (malign) tümörler olarak adlandırılır. Benign tümörler çevre dokulara metaztaz 

yapmaz ve cerrahi yolla uzaklaştırılabilmektedirler. Oysa malign tümörler, tümöral 

bölgeden vücudun çeşitli organ ve dokularına metaztaz yapabilme, sürekli çoğalabilme, 

anjiyogenesis özelliğine sahip, apoptozdan korunan ve anti-büyüme sinyallerine 

duyarlılık göstermeyen kanser çeşitidir.
10

 Tümör hücrelerinin tiplendirilmesinde, 

bulundukları hücre, doku ya da organ çeşitleri de dikkate alınmaktadır. Bu kanser tipleri 

adlandırılırken köken aldığı yer ve nerede büyümeye başladığı gibi faktörler göz önünde 

bulundurulmaktadır. Lökositlerin kanseri (beyaz kan hücreleri) lösemi, bağdokuda 

özelleşmiş lenfositlerin tümörü lenfoma, derinin melanosit denilen pigment 

hücrelerinden köken alan kanserler melanoma,  mide, akciğer gibi boşluklu organların 

epitelinden köken alan tipleri karsinoma, bağdoku ve kas dokudaki kanserler de 

sarcomas olarak adlandırılır.
11

 Terminolojik olarak spesifik tip kanserler; meme, kolon, 

akciğer ve prostat kanserleri gibi organ adlarıyla da isimlendirilirler. 
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Vücut hücreleri yaşam fonksiyonları gereği hücresel bölünme siklusu içerisine 

girerler. Ayrıca hücreler üzerinde meydana gelen herhangi bir mekanik yorulma (kas 

hücrelerinde gerilme), doku hasarı (iskemi) ve hücre ölümü gibi sebepler de hücreleri 

siklus içerisine iterler. Hücrenin siklusa girmesiyle beraber dokuda sinyal hücreleri 

tarafından ligandlar salınır. Bu ligandlar sıklıkla büyüme faktörleri içerirler ve proto-

onkogenlerin ekspresyonunu uyarır. Bu proto-onkogenler proliferasyonun kontrolünden 

sorumlu gen bölgeleridir ve istenmeyen kontrol dışı bölünmelere engel olur. Bazı 

durumlarda proto-onkogenlerde meydana gelen herhangi bir mutasyon, proliferasyon 

kontrolünün kaybolmasını ve kanser oluşabilmesini sağlamaktadır. Bu mutasyon 

geçiren proto-onkogenlere onkogen denilmektedir. Diğer bir değişle onkogenler, 

tümöral hücrelerin malignitesini artıran proteinleri kodlayan mutant genlerdir. Değişmiş 

onkogen aktivitesi, DNA sırasındaki değişiklik, gen sayısındaki artış (gen 

amplikasyonu) ve genlerin aktif bir promotor alan yakınında yeniden yerleşimiyle 

indüklenebilir. Onkogenlerdeki değişiklikler, hücre bölünmesinde aşırı bir uyarıma 

sebep olurken tümör süpressör genlerdeki değişiklikler hücre bölünmesini durdurma da 

yetersizliklere sebep olur. DNA hasarı sadece G2’deki hücreleri değil, G1’deki kontrol 

noktasındaki hücreleri de durdurmaktadır. G1 tutulumu, DNA hasarını S fazında 

duplikasyondan önce tamirine olanak sağlar. DNA hasarı oluşan hücrelerde, DNA tamir 

yeteneği azalır. Bazı kanser hücreleri, onları bölünmede tutacak faktörleri devamlı 

olarak sentezlerler. Memeli hücrelerinde G1 kontrol noktasında siklusun durdurulması 

p53 olarak bilinen bir proteinin hareketi ile olur. Kanser hücrelerinde p53 proteinini 

kodlayan gen bölgesi, insan kanserlerinde genellikle mutasyon geçirmiştir. Kanser 

tedavisinde radyasyon ve kemoterapi gibi ilaçların etki mekanizması siklusun 

durdurulması prensibine dayanmaktadır. Kanser hücreleri normal hücrelere göre daha 

sık bölündüklerinden radyasyondan daha çok etkilenir ve radyasyon hücre bölünmesini 
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kesintiye uğratır. Kemoterapide kullanılan ilaçlar mitotik mekiğin oluşumunu yani 

mikrotubul sentezini baskılarlar.  

Hücre siklusunun kontrolü siklinler olarak bilinen proteinlerin bulunması ve 

siklinlerin, sikline bağlı kinazlarla (CDKs) etkileşimi ile sağlanır. 

 Erken G1 evresinde sentezlenen siklin D, CDK4 ve CDK6’ya bağlanır. 

 Geç G1 evresinde siklin E sentezlenir ve CDK2’ye bağlanır. 

 Bu üç kompleks, diğer aracılarla birlikte hücrenin S evresine girmesine ve S 

evresinde ilerlemesini sağlar. 

 Siklin A, CDK2 ve CDK1’e bağlanır ve bu kompleksler, hücrenin S fazını 

terk edip G2 evresine girmesini sağlar ve Siklin B’nin oluşumunu indükler. 

 Siklin B, CDK1’e bağlanır ve bu kompleks hücrenin G2 fazını terk edip M 

evresine girmesine izin verir. 

Siklinler, işlevlerini gerçekleştirdikten sonra, ubikuitin-proteazom yoluyla 

yıkımlanırlar. 

Hücreler, evreler arasındaki geçişte kontrol noktaları (checkpoints) olarak 

bilinen kontrol mekanizmalarını kullanılır. Bu kontrol noktaları, G1, G2, ve M fazında 

aktivite göstermekte olup uygun hücre büyümesi, doğru DNA sentezi, mükemmel 

kromozom ayrılması gibi gerekli olayların titizlikle tamamlanmasını sağlarlar. Hücre, 

bunları hücre döngüsünde inhibitör yolların ve/veya aktive olmuş yolların baskılanması 

ile sağlar. Büyüme faktörleri, hücre siklusu kontrol sistemine sinyal göndererek hücre 

döngüsü olaylarını düzenler. Bu düzenlenme,  bir tip sinyal transdüksiyonudur.  Eğer bu 

kontrol noktalarında bir büyüme faktörü salınırsa, hücre döngüsü devam edecek, 

salınmazsa, hücre döngüsü duracaktır. DNA hasarı durumunda aktive olan p53 G1 

evresinde hücre siklusunu durdurarak DNA tamirini başlatır. Eğer DNA hasarı tamir 

edilemezse apoptoz tetiklenir.  Örneğin sinir ve kas hücreleri, G1 kontrol noktasında hiç 
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bölünmeyen hücrelerdir. Hücre kültürü çalışmalarında çok düşük oranlarda büyüme 

faktörleri eklenmezse hücreler genellikle M evresine geçemezler ve bölünme 

gerçekleşmez. (Şekil 2.2). 

 

Şekil 2.2. p53 gen bölgesinin genomik bütünlüğün korunmasındaki rolü.
12

 

2.2. Meme Kanseri ve Oluşumunda Etkili Faktörler 

Kadınlarda görülen en sık kanser türünün %24’lük bir oranla meme kanseri 

olduğu belirtilmektedir. Yaş grupları içinde 100.000 kadında 45 yaşına kadar olanlarda 

20.8’inde hastalık görülürken, bu değerin 45-60 yaş aralığında 186.7 kadında olduğu, 

60-75 yaş aralığında ise 238.5 kadında olduğu belirlenmiştir.
13

  

Meme kanseri risk faktörleri arasında genetik yatkınlık, BRCA1 ve BRCA2 

genlerinin taşınması, önceden geçirilen diğer kötü huylu meme hastalıkları, erken 

menarş, geç menopoz, obesitesi olan postmenopozal kadınlar, alkol kullanımı, düşük 

doz radyasyon, diabetes mellitus, ilk doğumunu geç yaşta yapmış kadınlar, pestisitlere 

maruz kalma, uzun süreli oral kontraseptif ilaç alımı gibi durumlar yer almaktadır.
14
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Bunların yanı sıra östrojen, oksidatif stres, apoptozun engellenmesi de meme kanseri 

oluşumunda önemli rol oynayan faktörlerdir. Meme kanseri tümör oluşumu ve 

etrafındaki dokulara sıçrama özelliklerine göre çeşitli evrelere ayrılmıştır. Amerikan 

Ulusal Kanser Merkezine göre meme kanseri evrelerı:
15

   

Evre (Stage) 0  

Bu aşama invaziv olmayan anormal hücreler ile karakterize evredir. Evre 0 

hücre içi duktal karsinoma (ductal carcinoma in situ / DCIS) olarak tanımlanır.  DCIS 

tedavi edilmediği durumlarda invaziv olabilir. DCIS tanısı konmuş hastalarda, kanser 

hücreleri oluştukları duktuslar içerisinde kalmış ve göğüsün yağ dokusuna ya da lenf 

düğümü gibi vücudun diğer organlarına yayılmıştır. DCIS genellikle (yaklaşık %80) 

mamogram üzerinde küçük kalsiyum birikimleri (mikrokalsifikasyonlar) olarak 

görünür. Daha az yaygın olmakla birlikte (yaklaşık %15), DCIS kalsifikasyonlar ve 

kitle olarak bulunurlar. Nadiren (yaklaşık %5) de olsa DCIS olarak tanımlanan 

kitlelerde mikrokalsifikasyonlara rastlanmaz.  

 

Şekil 2.3. Meme duktusunda kanserin ilerleme evreleri görünümü.
12
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Evreleri (Stage) I 

Evre I, invaziv meme kanserinin erken evresi olarak kabul edilir. Kanser 

başlangıcı sayılıp meme dokusuna yayılmamıştır. Tümoral doku büyüklüğü 2 cm den 

büyük değildir.  

Evre (Stage) II 

Bu evrede tümör en fazla 5 cm ebatında olup 4 farklı şekilde görülebilir; 

1- Tümör 2 cm den büyük değildir. Kanser koltukaltı lenf düğümlerine metastaz 

yapmıştır.  

2- Tümör 2-5 cm ebatlarındadır ve koltukaltı lenf düğümlerine metastaz 

yapmamıştır. 

3- Tümör 2-5 cm ebatlarındadır ve koltukaltı lenf düğümlerine metastaz 

yapmıştır. 

4- Tümör 5 cm ebadındadır ve koltukaltı lenf düğümlerine metastaz 

yapmamıştır. 

Evre (Stage) III 

Evre III ilerlemiş kanser olup 3 alt tipe ayrılır. Bunlar;  

Evre IIIA: Tümör 5 cm’den büyüktür ve kanser koltukaltı lenf düğümüne 

metastaz yapmış ve etrafındaki dokulara tutunmuştur. Ya da kanser göğüs lenf 

düğümüne (pektoral) sıçramıştır. 

Evre IIIB: Bu evrede göğüs duvarında ya da meme derisinde herhangi bir ebatta 

tümör ile karakterize evredir.  Bu evrede koltukaltı len düğümüne kanser yayılmış 

olabilir. Kanser koltukaltı lenf düğümüne metaztaz yapmış ve çevre dokulara tutunmuş 

olarak bulunurken, göğüs lenf düğümlerine de sıçramış olur.   
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- Enflamatuar meme kanseri olup meme kanserinin az görülen bir tipidir. Meme 

dokusu kırmızı renkte ve şişkin görünür. Bunun sebebi meme deri dokusu lenf 

damarları kapanmıştır.  

Evre IIIC: Bu evrede tümör herhangi bir ebatta olabilir ve çeşitli dokulara 

metaztaz yapmıştır. Bunlar; 

- Kanser koltuklaltı ve göğüs lenf düğünlerine sıçramıştır. 

- Kanser lenf düğümlerinin önüne ve arkasına sıçrayarak buralara yayılırlar.  

Evre (Stage) IV 

Bu evre uzak metaztazik kanser olup vücudun çeşitli bölgelerine (karaciğer, 

kemik gibi) metaztaz yapmıştır. 

Tekrarlayan (Rekürrent) Kanser 

Kanser tedavisi uygulanan ve kanserli dokusu uzaklaştırıldıktan sonra kanserin 

yeniden nüks etmesi durumudur.  

2.2.1. Östrojen 

Meme kanseri olgularında hormonların önemli bir role sahip olduğu 

bilinmektedir.
16,17

 Meme kanserinin ortaya çıkmasında östrojenlerin yüksek düzeyde bir 

etkinliğe sahip olması,
16

 meme kanseri olgularının kadınlarda erkeklerden daha fazla 

(100 kat) görülmesine sebep olmaktadır.
18

 Östrojen, steroid yapıda olan bir cinsiyet 

hormonu olup E1, E2 ve Östriol (E3) en önemli doğal östrojenler arasında yer alır. 

Östrojen hormonunun biyosentezi vücutta ovaryumlarda olgun foliküllerin granuloza 

hücreleri tarafından gerçekleşmektedir. Gebelik döneminde ise plasentadan östrojen 

sentezi olmaktadır. Vücut periferinde intrakrin östrojen sentezi premenopozal 

kadınlarda toplam östrojen oluşumunun %75’ni, postmenopozal dönemdeki kadınlarda 

%100’e yakınını oluşturmaktadır.
19

 Menopoz öncesi östrojen ve progesterojen oluşumu 

ovaryumda gerçekleşmektedir. Bu hormonlar hipotalamik gonadotropin-tetikleyici 
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hormon (GnRH) ve hipofiz ön lobu formonlarından olan folikül uyarıcı hormon (FSH) 

ve luteal hormon (LH) tarafından kontrol edilmektedir. Postmenopozal dönemde 

ovaryum kaynaklı östrojen üretimi durmuştur ve serbest östrojen konsantrasyonu etki 

seviyesinin altındadır. Buna rağmen östrojen-bağımlı meme kanserlerinin büyük 

bölümü bu dönemde görülmektedir. Bunun sebebi olarak; gerekli hormonal aktif 

östrojenin tümör dokusunda steroid sülfatlardan oluşturulduğudur. Sözkonusu ilk 

hormon dehidroepiandrosteron (DHEA) olup insanda ve diğer primatlarda kısmen 

böbrek üstü bezinde sülfotransferaz ve karaciğerde, yağda ve kas dokuda 

sülfokonjugasyon ile DHEA´dan dehidroepiandrosteron sülfata (DHEAS) 

dönüştürülür.
20

 Analog olarak E1’de E1S’e metabolize edilir. Vücutta pre- veya 

postmenopozal dönemlerde bağımsız olarak sirküle olan östrojenin önemli bir kısmını 

E1S oluşturmaktadır.
21

 Steroid sülfataz aracılığıyla konjugatın ayrılması sonrası östrojen 

tekrar biyolojik olarak hazır hale getirilir. Steroid sülfattan aktif östrojen sentezleme 

mekanizması “intrakrin östrojen sentezi” olarak adlandırılmaktadır. Östrojenlerin bu 

sentezi sitokrom peroksidazların bir üyesi olan aromataz enzimi ve steroid sülfataz 

(STS)’ın katalizörlüğünde gerçekleşmektedir. Bu enzimler ise özellikle deri, kas, yağ, 

kemik ve meme bezi gibi perifer dokuda bulunmaktadırlar.
21

 E1S perifer kanda (10-12 

saat) E2’ye nispeten (20 dakika) daha uzun bir yarılanma ömrüne sahiptir.
22

 Ayrıca, E1S 

plazma konsantrasyonu konjuge olmamış E1 veya E2’ye göre 10 kat daha yüksektir.
23

 

Östrojen pozitif meme kanserlerinde,  östrojenler ve östrojen-reseptör 

(ER)’lerinin önemli olduğu,
24,25

  östrojen-reseptör antagonistlerinin terapilerde oldukça 

başarılı sonuçlar gösterdiği bildirilmektedir.
26

 Örneğin östrojen-reseptör antagonisti 

olan Tamoxifen ER’lerini bloke ederek östrojen-bağımlı hücre büyümesini 

baskılayabilmektedir.
27

 ER pozitif meme kanseri olgularında östrojen, ER’lerini aktive 
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ederek hücre siklusundaki G1-fazını kısaltarak hücrenin daha fazla ve hızlı bölünmesine,  

artan hücre bölünme sayısının artışı da kanser riskinin yükselmesine neden olur.
18

   

Meme kanserleri ortalama olarak %75 oranda primer östrojen-bağımlı bir süreç 

gösterirken, bu özellik hastalığın ileri döneminde östrojen-bağımsız hale de 

gelebilmektedir. Östrojen-bağımlılığı ile menopozal dönem arasındaki ilişkiye 

bakıldığında, kadınlarda yaş grupları içinde en yüksek insidansın östrojen seviyelerinin 

en düşük olduğu yani postmenopozal dönemde olduğu dikkat çekmektedir. Yapılan 

birçok çalışmada da yine postmenopozal dönemdeki meme kanserli vakalarda dejenere 

olmuş dokuda E2 seviyesi 1.4 pmol/g ile anlamlı olarak 0.06 pmol/ml’lik plazma 

östrojen seviyesinin üstünde olduğunu göstermişlerdir (Tablo 2.1 ve 2.2).   

Tablo 2.1. Pre- ve post-menopozal kadınlarda plazma Östron (E1), Östradiol (E2) ve 

Östron-sülfat (E1S) konsantrasyonları (pmol/ml).
28

   

 E1 (pmol/ml) E2 (pmol/ml) E1S (pmol/ml) 

 
Sağlıklı Meme 

kanseri 

Sağlıklı Meme 

kanseri 

Sağlıklı Meme 

kanseri 

remenopozal       

Foliküler 

Faz 
0.16±0.04 0.19±0.08 0.25±0.07 0.21±0.13 1.86±0.50 3.64±1.17 

Lüteal Faz 0.21±0.04 0.21±.0.04 0.35±0.08 0.23±0.06 0.17±0.21 3.97±1.88 

Postmenopozal       

 0.12±0.04 0.17±0.05 0.04±0.02 0.06±0.03 0.52±0.13 0.37±0.19 

  

Tablo 2.2. Malign meme dokusunda E1, E2 ve E1S konsantrasyonu (pmol/g).
28,29

  

 E1 (pmol/ml) E2 (pmol/ml) E1S (pmol/ml) 

Premenopozal 1.40±0.08 1.20±0.60 1.27±0.36 

Postmenopozal 1.00±0.15 1.40±0.70 3.35±1.85 
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Yine yapılan çalışmalarda, intratümöral östradiol seviyesinin pre- ve 

postmenopozal meme kanseri hastalarında anlamlı bir farklılık göstermediği ve 

intratümöral östradiol/östron oranının ise postmenopozal meme kanserli dokulara göre 

premenopozal dönemde yüksek olduğu rapor edilmiştir.
30

 Menopoz öncesi meme 

kanserlerinde, dejenere doku ve plazma E2 konsantrasyonu oranı 5:1 iken, 

postmenopozal dönem meme kanserlerinde bu oran 23:1 olmaktadır.
28,31

 Morfolojik 

olarak sağlıklı görünen meme dokusu ile meme kanseri dokusu E2 konsantrasyonlarının 

karşılaştırmalarında ise bu oranın meme kanseri dokusunda 2.3 kat daha yüksek olduğu 

bildirilmiştir.
19

 Meme kanserinin yaş insidansı ile östrojen-bağımlılığı arasındaki bu 

çelişkili ilişki, sağlıklı ve dejenere meme kanseri dokusunun,  E1S ve DHEAS gibi 

steroid sülfattan östrojen oluşturmak için gerekli enzim donanımını barındırdığı ile 

açıklanabilmektedir.  

2.2.2. Oksidatif Stres 

Aerobik organizmalar, sürekli olarak reaktif oksijen türleri (ROT) olarak 

adlandırılan moleküler oksijenden türetilen reaktif molekülleri üretirler. İyon ya da 

moleküllerden oluştuğu bilinen ROT’lar çiftleşmemiş elektron yüklerine sahiptirler ve 

birçok madde ile reaksiyona girebilmektedirler. ROT’lar türüne göre değişen reaktif 

özelliklere sahip olup, serbest oksijen radikalleri ve radikal olamayan ROT olarak 2 

gruba ayrılmaktadır. Serbest oksijen radikalleri superoksit (O2
•–

), hidroksil radikal 

(•OH), nitrik oksit (NO•), organik radikal (R•), peroksil radikal (ROO•), alkoksil radikal 

(RO•), tiyol radikal (RS•), sülfonil radikal (ROS•), Tiyol peroksil radikali (RSOO•) ve 

disülfidler (RSSR)’dir. Radikal olmayanlar ise hidrojen peroksit (H2O2), singlet oksijen 

(
1
O

2
), ozone/trioksijen (O3), organik hidroperoksit (ROOH), hipokloridnitrit (ONO

–
), 

nitrosoperoksikarbonat anyon (ONOOCO2
–
), nitrokarbonat anyon (O2NOCO2

–
), 
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dinitrojen dioksit (N2O2), nitronium (NO2)’dir. Bunlardan özellikle O2
•–

, H2O2 ve 

•OH’nin kanser hücrelerinde arttığı birçok çalışmada gösterilmiştir.
32

  

Kanser hücrelerinde artan metabolik aktiviteye, mitokondriyal disfonksiyon, 

peroksizom aktivesi, artan hücresel sinyalizasyon, onkogenik aktivite, oksidaz, 

siklooksigenazlar, lipoksigenenazlar ve timidine fosporilaz aktivesindeki artış ya da 

immun sistem hücresindeki artışa bağlı olarak vücutta yüksek miktarda ROT üretimi 

gerçekleşmektedir.
33-35

 Mitokondriyonlar hücrenin ATP ihtiyacının karşılanmasından 

sorumlu bir organelidir. Diğer taraftan mitokondriyonlarda hücresel fonksiyonların 

kaçınılmaz bir sonucu olarak ROT’da üretilmektedir. Biyolojik sistemlerdeki serbest 

oksijen radikallerin veya reaktif olan oksijen metabolitlerinin en yaygın kaynağı 

oksijendir. Bu serbest radikallerin üretildiği bir takım kaynaklar vardır. Bunların en 

önemlisi hücrede oksijenin suya kadar indirgendiği mitokondrilerdir.  Fakat bu sırada 

moleküler oksijen, süperoksit (02.
-
), H2O2, hidroksil radikali (OH

.
) ve nitrik oksit (NO

.
) 

gibi aşırı derecede reaktif olan oksijen metabolitlerinin üretimine de neden olmaktadır. 

Ayrıca mitokonriyonların yanı sıra peroksizomlar da hücrede ROT üretim kaynağıdır. 

Bu solunum organellerinin içerisinde süperoksit ve H2O2 peroksizomal matriks ve 

peroksizomal membranda ksantin oksidaz aracılığıyla üretilmektedir.  

Süperoksit (O2
•–

) radikalleri elektron taşıma zincirinin bir ürünü olarak ya da 

mitokondriyal permeabilite geçiş porları aracılığıyla sitozolden mitokondriyal 

membranın iç yüzeyine salınır. Süperoksidaz NADPH oksidasyonunun aktivasyonu ile 

de üretilmektedir. Örneğin büyüme faktörleri reseptörleri ya da sitokin reseptör 

aktivasyonlarına cevaplarda ROT üretilmektedir. Mitokondriyal matriksteki MnSOD 

enzimi ya da sitozoldeki Cu/ZnSOD enzimi süperoksiti H2O2’ye indirger. Hücrede 

birkaç antioksidan enzim sistemi [katalaz, glutatyon peroksidaz (GPX) ve 

preksidoksinler (Prx)] H2O2’yi suya indirgeyerek detoksifikasyonu sağlar. Hem H2O2 
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hem de süperoksit hücresel sinyalde görev alırlar fakat hidroksil radikali (•OH) oluşur. 

Bu •OH fenton reaksiyonunda O2
•–

ve H2O2’den oluşturulur. Bu hidroksil radikalleri de 

hücrede DNA, protein ve lipitlere zarar verir (Şekil 4).
32

    

 

Şekil 2.4.  ROT üretimi ve detoksifikasyonu mekanizması.
32

  

 

Kanser hücrelerinde ROT artışına sebep olan diğer faktörler ise çeşitli büyüme 

faktörleri ve artan sitokin aktivasyonudur. Birçok kanser türü, kronik irridasyon, 

enfeksiyon ya da enflamasyona bağlı olarak ortaya çıkmasının yanı sıra yapılan 

çalışmalarda kanser hücrelerinde interferon-γ (IFN-γ) ve tümor nekrozis faktor (TNF)-α 

H2O2 ve NO seviyelerinin artışıyla da ilişkilendirilmektedir.
36,37

 Makrofajların TNF-α 

gibi sitokinlerin aktivasyonu üzerinden tümör hücrelerinde ROT üretimini uyardığı, 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir.
38

 Diğer yandan, vücut savunma hücrelerinden 

nötrofil ve makrofajların kanser hücrelerinin ölümünü uyarmak için ROT ürettiği de 

bildirilmektedir.
39-41

 Enflamatuar süreçte aktive olan makrofaj hücreleri nitrik oksit 
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üreterek H2O2 ile reaksiyona girmesine ve tümör hücresinin apoptosizine aracılık 

edebilirler.
42

  

MAPK (mitogen-activated protein kinase)/Erk1/2 (extracellular-regulated kinase 

1/2) metabolik yolaklarının kanserli hücrelerdeki aktivasyonu büyüme faktörleri, K-Ras 

ve fonksiyonel proliferasyon artışı ile ilişkilidir.
43,44

 Örneğin; insan meme kanseri 

hücrelerinde Erk1/2 aktivasyonu, östrojen metabolizmasının hücre proliferasyonunu 

uyarması ile ortaya çıkan H2O2 tarafından uyarılmaktadır.
45,46

  Vücutta kanser 

hücrelerinde ROT aracılı Erk1/2 aktivasyonunu uyaran birkaç metabolik yolak (Ras, 

p90 RSK) bilinmektedir.
47-49

 Yapılan çalışmalarda, ROT’un aktive ettiği Erk1/2
45,50,51

 

kanser hücrelerinin yaşamını sürdürmelerini kontrol edebilmektedir.
48,52,53

 Diğer 

taraftan MCF-7 ve MDA-MB-435 gibi meme kanser hücrelerine uygulanan ekzojen 

ROT süpürücü ya da baskılayıcı maddeler Erk1/2 ya da MAPK aracılı apoptoz ve hücre 

adezyonunu arttırmaktadır.
54,55

 Bu yolla apoptotik akivite artışının uyarılması kanser 

tedavilerinde ekzojen antioksidan maddelerin tek başına ve kombine kullanımlarını 

gündeme getirmiştir. Günümüzde antioksidan ve antikanserojen özellikleri araştırılan 

üzüm çekirdeği, ginseng, çörekotu, yeşil çay, Vitamin E, melatonin ve resveratol gibi 

birçok madde bulunmaktadır.  

Onkojenik aktivasyonu da içeren tümörojenik olaylarda (K-Ras mutasyonu gibi) 

hücrelerde metabolik değişiklik, makrofaj infiltirasyonu ya da hipoksi/reoksijenizasyon 

gibi süreçlerde intrasellüler ROT artışı meydana gelmektedir. Tümoral hücrelerde artan 

ROT seviyesine bağlı olarak hücre siklusunun ilerlemesi, proliferasyon artışı ve hücre 

yaşamı sinyalizasyonu, artan motilite hızı, genetik değişkenlikler ve artan anjiyogenez 

gibi durumlar resveratrol gibi terapotik antioksidanlar ile tedavi edilebilmektedir. Sonuç 

olarak kanser tedavisinde kullanılan aşırı miktarda ROT üretimiyle siklusun 
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durdurulması ya da hücre ölümünün uyarılması sağlanmaktadır. Ancak bu durum tümör 

hücrelerindeki endojen antioksidan artışı ile baskılanabilmektedir (Şekil 2.5).
56,57

 

 

Şekil 2.5. Hücresel ROT etkileri, üretimi ve düzenlenmesi.   

2.2.3. Apoptoz 

Dokuları oluşturan hücrelerin fizyolojik yaşam süreleri sonucunda ölmelerine 

apoptoz ya da programlanmış hücre ölümü adı verilir. Bir diğer hücre ölüm türü ise 

nekroz olarak adlandırılır. Bu hücre ölüm tipleri birbirinden farklı mekanizmalar ve 

morfolojik değişikliklerle karakterizedir.  Nekroz ölümü sonrası hücrede enflamasyon 

uyarılırken, apoptozda hücre ölümü fizyolojik bir süreç olarak uyarılır ve enflamatuar 

yanıt oluşmadan gerçekleşir. Apoptotik süreçte proapoptotik genler olarak da bilinen 

genler (Bax, Bcl-xS, Bad, Bak, ve Bik)  apoptozu uyarırken anti-apoptotik genler (Bcl-

2, Bcl-xL, Bag-1, ve Mcl-1)  apoptozun baskılanmasını sağlarlar.
58

   

Hücre siklusunun baskılanmasında ve apopotoz gibi önemli olayların 

tetiklenmesinde 17. kromozomda bulunan p53 geni görev alır. Bu gen tümör süpresör 

özellikte olup kanseröz ya da tümöral olgularda çoğunlukla bir takım mutasyonlar 
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geçirmektedir.
59

 Bu mutasyonla oluşan mutant p53; hem bir fonksiyon kaybı hem de 

yeni bir onkojenik özellik kazanmış protein olarak karşımıza çıkabilmektedir.
60

 p53 

geni DNA-hasarı,
61

 hipoksi,
62

 ışın tedavisi
63

 ve ısı şoku,
64,65

 gibi pek çok genotoksik 

stres faktörü aracılığıyla aktive edilebilen bir gendir. Bu aktivasyon, hücrelerde 

transkripsiyon faktörlerinin artmasına neden olmaktadır. Ayrıca p53 aracılı DNA 

onarımı, bunun sonucu genom-stabilitesi,
66

 hem anjiyogenezin
67

 hem de tümörde 

büyümenin inhibisyonu
68

 gibi hücresel değişimde
69

 önemli bir rol oynar. Böylece DNA-

hasarı üzerine tepki gösterir ve hasarlı hücrenin apoptoz yolu ile yıkımlanması 

sağlanır.
70

   

 
Şekil 2.6.  Hücre siklusunu düzenleyen proteinlerde oluşan düzensizliklere bağlı olarak 

hücre proliferasyonu.
71

  

 

Hücresel proliferasyonda rol oynayan p16INK4a (INK4a) ve p19ARF olarak 

adladırılan 2 metabolik yolak verdır. Bu yolakların herhangi birinin inaktivasyonu ile 

[siklin D1 (D1)’in fazla expresyonu, CDK4’de mutasyon ya da pRB (Rb)’de 

mutasyonu] hücre siklusunda kontrol edilemeyen bir hücre siklusu meydana gelir. Bu 

metabolik yolakların her ikisinin inaktivasyonunda ise tümörogenez uyarılmış olur. 

2.3. Antikanserojenik Etkili Maddeler  

Enzimatik olan ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi vücut 

içerisinde ROT’ların zararlı etkilerini en aza indiren sistemdir. Enzimatik olmayan 

yolakta etkili olan vitamin E ve C, flavonoidler, karoten ve bazı küçük moleküllü 
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bitkisel antioksidanlar görev alırken enzimatik antioksidan savunma sisteminde katalaz 

(CAT), süperoksit dismutaz (SOD), ve onarıcı enzimler görev almaktadır.
72

 Antioksidan 

maddeler vücutta bulunan oksijen radikallerini ortamdan süpürerek oksidan miktarını 

azaltırken, antioksidan enzimlerin aktivasyonunu da katalize ederek serbest radikal ve 

oksidan maddelerin ortamdan süpürülmesi indirekt olarak sağlanmış olur. Yapılan 

çalışmalarda, bazı ilaç ve diyetlerin enzimatik antioksidan sistemini uyardığı 

belirtilmiştir.
73

   Enzimatik olmayan antioksidanlar daha çok vücudu endojen ve ekzojen 

oksidan maddelerin öldürücü etkilerinden korurmaktadır. Örneğin vücut için gerekli 

olan ve mikroantioksidanlar olarak bilinen folik asit, vitamin B12 ve B6, niasin, vitamin 

C ve E, demir ve çinko gibi maddelerin eksikliğinde radyasyon ya da kimyasal 

maddelerin DNA üzerinde oluşturduğu hasarların tamiri pek mümkün olamamakta ve 

bu da tümörögenezde önemli bir rol oynamaktadır.
74

 Kanserogenez sürecinde birçok 

antioksidan maddenin tedavi ve koruyucu amaçlı kullanımı gündeme gelmiştir.
57

 

Bunlardan en önemlilerinden birisi olan resveratrol güçlü bir antioksidan madde olup, 

birçok çalışmada antikanserojenik etkileri araştırılmaktadır.
75-78

  

2.3.1. Resveratrol 

Geleneksel Çin ve Japon tıbbında kojo-kon olarak isimlendirilen resveratrol 

(trans-3,5,4'-trihydroxystilbene), üzüm kabuğunda bulunan bir bileşik olup bitkilerde 

patojenik ataklara bağlı çevresel stresin oluştuğu dönemde üretilen fitoaleksin olarak da 

bilinir.
75,79

  Fungal hastalıklar, yangısal deri hastalıkları, kalp-damar ve karaciğer 

hastalıklarında sıklıkla kullanılan resveratrolün özellikle antioksidan, antikanserojen ve 

fitoöstrojenik özelliklerinden faydalanılmaktadır.
50,80-83

   

Resveratrol, vitis vinifera, labrusca ve muscadine türü üzümlerde çok miktarda 

(50-100 mikrogram/gram) bulunmasının yanı sıra ökaliptus, alaçam, zambak, dut ve 

fıstık gibi yiyeceklerde de bulunduğu bildirilmiştir.
75,80

 Resveratrol, fitoaleksin ve 
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antibiyotik bileşiklerinin bir sınıfı olup hastalıklara karşı bitki savunma sisteminin bir 

parçası olarak üretilir.
75

  

Resveratrolün trombosit agregasyonunu ve çökmesini engellediği, eicosanoid 

sentezini değiştirdiği ve lipoprotein mekanizmasının oluşmasında rol aldığı 

bildirilmiştir.
78,84-86

 Resveratrolün antikanserojenik etki mekanizması tam olarak 

bilinmemekle birlikte son zamanlarda yapılan çalışmalara göre, resveratrolün 

antikansorejen etkisinin apoptozun tetiklenmesi,
87-89

 karsinogenezin ilerlemesi ya da 

yükselmesi ve başlangıç evrelerini engellemesi ile olabileceği bildirilmketredir.
86

 

Son zamanlarda yapılan birçok çalışmaya göre resveratrol etkili bir antioksidan 

olup düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL) ve lipid peroksidasyonunu (LPO) baskılar, 

oksitlenmiş LDL’nin sitotoksisitesini önler. Resveratrol yüksek miktarlarda hidrofilik 

ve lipofilik özellikleriyle diğer iyi bilinen vitamin C ve E gibi antioksidanlardan daha 

etkili bir maddedir.
56

 Resveratrolün antioksidan ve anti-platalet özellikleri üzerine 

birçok in vitro ve in vivo çalışma bulunmaktadır.
78,88,90,91

  

2.3.1.2. Resveratrolün Antikanserojenik ve Apoptotik Etkisi  

Karsinogenez, genlerde değişikliklerin meydana geldiği ve normal hücresel 

büyüme süreçlerinin yaşandığı kompleks bir süreçtir.
92

 Karsinogenez sürecinde, tümör 

süpresör gen olarak da bilinen p53 gen bölgesinde mutasyonlarla sıkça 

karşılaşılmaktadır. p53 geni DNA hasarı durumunda eksprese olarak ya DNA hasarının 

onarımını sağlar ya da hücrede apoptozun uyarılmasına aracılık etmektedir. Bu gen 

bölgesinde mutasyonların şekillenmesine bağlı olarak fazla miktarda mutant p53 

eksprese edilir. Oysa mutant p53 hücrede ne siklusun kontrol edilebilmesinde ne de 

apoptozun tetiklenmesine aracılık edebilmektedir.
93,94

 Kimyasal karsinojenlerin etkileri 

ile kanserli hücre ya da kanserli hücre olmaya hazırlanan hücrelerin oluşumu tetiklenir. 

Bu hücrelerde klonal artışlarla birlikte normal büyümeyi kontrol eden genlerde 
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mutasyon gibi değişiklikler de görülebilmektedir.
92

 Mitotik bölünmelerin 

tetiklenmesiyle yani çok fazla bölünen hücrelerde genetik hasar oluşma riski 

artmaktadır. Bu gibi durumlarda, organizmada neoplastik gelişime karşı önleyici bir 

mekanizma olarak apoptoz devreye girmektedir. Hücre ölümünün bu formu genellikle 

kullanılan kemoterapotik ilaçlar ile desteklenmektedir.
95,96

 Apoptozun baskılanması 

genotoksik olmayan karsinogenezde önemli bir rol oynar.  Çünkü apoptotik sürecin 

bozulduğu ya da genetik hasar ile devre dışı kaldığı hücrelerin büyümeye devam etmesi 

ve yaşamını sürdürmesi ile malignant süreç başlamış olur.  Bir çalışmada, C3H-10T1/2 

hücre kültürlerinin tümörü ilerleten phorbol ester 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 

(TPA), akut serum türevleri ya da düşük enerjili β-radyasyon ve iyonize radyasyona 

maruziyetle apoptozun baskılandığı belirlenmiştir.
97

 Kronik lenfositik lösemili 

hücrelerin tümör ilerleten faktör olan TPA ile tedavisinde ilaveten kolşisin, etoposide ve 

etilprednisol gibi çeşitli sitümülanlar da ilave edilmiştir. Bu maddelerin uygulanması 

neticesinde kronik lenfositik lösemili hücrelerde apoptozun indüklenmesinin yanı sıra 

bu hücrelerin kendiliğinden apoptoza uğramaları önemli oranda baskılanmıştır.
98

 

Hücrede normal p53 fonksiyonu, apoptozun görevini tamamlaması açısından ve 

insanlarda tümör gelişiminin önlenmesinde oldukça büyük öneme sahiptir.
88,99

 Farelerde 

yapılan bir çalışmada, kronik ışınlamaların, timosit ve intestinal kript hücrelerinin 

apoptozunda p53 fonksiyonunu baskıladığı tespit edilmiştir.
89,100

 Böylece, p53 

eksikliğinde normal apoptotik süreçten kaçınılarak genetik zarar görmüş hücre 

miktarında artış meydana gelmiştir. Yine farelerde yapılan çalışmalarda, tümör 

destekleyicilerin potansiyel mutasyona uğrayan hücreleri apoptozdan koruyarak 

neoplastik klonlarla ya da preneoplastik süreçle bunların çoğalmalarına izin verdiği ve 

karsinogenezi tetiklediği belirlenmiştir.
101, 102
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JB6 epidermal hücreleri, insan promyolosit lösemi HL-60 hücreleri, çeşitli kolon 

kanser hücre hatları, insan meme kanser hücre hatları ve insan prostat kanser hücrelerini 

kapsayan birçok çalışmada da resveratrol ile apoptoz oluşturulduğu bildirilmiştir.
82,87,89

  

JB6 hücrelerinde resveratrolün bir takım metabolik yolakların [2,3-40 µM bir doz 

aralığında TPA ya da epidermal büyüme faktörü (EGF) gibi] aktivasyonunu sağlayarak 

tümöral hücre dönüşümünü uyarmadığı belirlenmiştir.
77

 Yapılan bazı çalışmalarda, aynı 

dozda uygulanan resveratrolün tümöral hücrelerde seramid-sfingomiyelinaz bağımsız 

yolu kullanarak apoptozu uyardığı bildirilmektedir. Seramid-sfingomiyelinaz, yolu 

tümör nekroz faktör (TNF)-α, interferon ya da γ-iyonize-radyasyonla indüklenen 

hücrelerde, apoptozun uyarımı bu yaygın yola ihtiyaç duymaktadırlar. Bir diğer taraftan 

kimyasal terapotiklerin birçoğunun etki mekanizmalarında apoptoz vardır. Bu ajanlar 

retinoik asit, perilil alkol, aspirin, sulindak, sulindak sefon, glukokortikoid, querattin, d-

limonen, feniletil-3-metilcaffeat, fotosentetik elektron taşıma zinciri (PETC), 

epigallokatekin gallat (EGCG) ve çayda bulunan diğer kimyasallar, curcumin, N-(4-

hidroksifenil) retinamid (HDR) ve diğer retinoidler.
103

  

2.3.1.3. Resveratrol ile İndüklenen Apoptozda p53’ün Rolü  

p53 geni tümör baskılayan genlerin en önemlilerinden birisi olup, bu gen 

bölgesinde görülen mutasyonlar insan kanserlerinin yarısından fazlasında karşılaşılan 

bir durumdur. Resveratrolün p53-bağımlı kopyalama (transkripsiyonal) aktivasyonunu 

tetiklediği belirtilmiştir.
77

 Fibroblast hücrelerinde apoptozun resveratrol ile 

indüklenmesi p53 aracılı gerçekleşmektedir.
104

 Fakat bazı kanser hücrelerinde 

resveratrolün p53’den bağımsız bir şekilde apopotozu indüklediği tespit edilmiştir.
104, 105

 

Bu değişiklikler göstermiştir ki, apoptotik aktivitenin resveratrol ile uyarılması hücre 

tipine bağımlıdır.   
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Tümör oluşumu araştırmalarında sık kullanılan hücre hatlarından birisi fare JB6 

epidermal hücre hattıdır.
106, 107

 Bu hücre hatlarında reservatrol aracılı p53 ekpresyonu 

artarak, hücrelerin degişimine sebep olan tümör ön maddelerin salgılanmasının 

baskılandığı ve hücrede apoptozun uyarıldığı bildirilmiştir.
77

 Diğer taraftan, 

resveratrolün c-Jun NH2-terminal kinase (JNKs) aktivasyonunu da tetiklediği 

belirlenmiştir. Jnk1 ya da Jnk2 genlerinin hücrede bozulması veya Jnk1 dominant 

mutasyonu apoptozun başlamasını önlerken bu tür durumlarda p53 bağımlı 

transkripsiyon aktivasyonunun resveratrol ile indüklenmesi önemli oranda 

baskılanmıştır. Ayrıca resveratrolün aktive ettiği Jnk’ların in vitro ortamda p53’ü 

fosforladığı da tespit edilmiştir. Aktivite olan Jnk1 ya da Jnk2 (Jnk1−/− or Jnk2−/−) 

genleri ise hücrelerinin yıkımına neden olan dominant negatif mutasyonu baskılar. 

Ayrıca resveratrol uygulaması ile Erk’ler, p38 kinaz ve Jnk metabolik yolakları 

apoptotik süreçte p53’ün resveratrol ile indüklenen aktivasyonunun aracıları gibi 

davranırlar, bunun da p53’ün fosforlanmasıyla kısmen meydana geldiğini 

belirlenmiştir.
88

  

Kanserin önlenmesi için daha etkili ajanların gelişimi açısından ve resveratrolün 

kemoprofilaktik özelliklerini daha iyi anlayabilmek için temel mekanizmayı iyi bilmek 

gerekir, resveratrolün 3,5,3’,4’-tetrahydroxy-trans-stilbene (RSVL-1) ve 3,5,3’,4’,5’-

phentahydroxy-trans-stilbene (RSVL-2) olarak bilinen 2 türevi sentezlenmektedir. Fare 

JB6 epidermal hücre hattı kullanılarak anti-tümör aktivitesi ve yapısının araştırıldığı 

birçok çalışmada, resveratrolün anti-tümör aktivitesi yapısal analoğu olan RSVL-2 ile 

karşılaştırıldığında, aynı konsantrasyon dizisi içerisinde EGF metabolik yolağı ile hücre 

dönüşümünü üzerinde daha fazla potansiyel baskılayıcı etkiye sahip olduğu 

gösterilmiştir. Özellikle düşük konsantrasyondaki (10 µM) RSVL-2, hücre 

dönüşümünün baskılanmasında ve tamamen durdurulmasında resveratrolden daha fazla 
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etkili olduğu belirlenmiştir. Bunun yanında diğer yapısal analoğu olan 10 µM 

konsantrasyondaki RSVL-1’in etkisi önemli oranda azalır ve resveratrol ile 

karşılaştırıldığında 20-40 µM konsantrasyondaki etkisi daha düşük düzeyde hücre 

dönüşümünü baskılar.  Elde edilen sonuçlara bakıldığında, resveratrol türevlerinin, 

resveratrolün EGF metabolik yolağı ile hücre dönüşümünde daha fazla potansiyel 

baskılayıcı etkiye sahip olduğu görülmektedir. Fakat normal hücreler üzerinde 

sitotoksik etkisi yoktur. Bu bileşikler, resveratrol ile karşılaştırıldığında anti-tümör 

etkisini fosfatidilinositol-3 (PI-3) kinaz üzerinden gerçekleştirebileceği 

düşünülmektedir.  

Yapılan birçok çalışmalarda resveratrolün kardiovasküler hastalıklardan ve 

kanserden korunmada yardımcı olduğu gösterilmiştir. Fakat popülasyon düzeyinde 

kullanımının tavsiye edilebilmesi için birçok çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır. 

Resveratrolün geçişi ve emilimi, metabolik ürünlerinin tanınması ya da karaciğer 

üzerindeki etkileri hakkında çok az şey bilinmektedir.
81

 Ratlar üzerinde yapılan bir 

çalışmada resveratrolün bağırsaktan emildiği, karaciğer ve kalp dokusuna affinite 

gösterdiği rapor edilmiştir.
90,108

  Resveratrolün meme karsinomlarının terapilerindeki 

gibi faydaları kanıtlanmış olsa bile kullanımı önemli derecede kısıtlıdır. Diğer taraftan 

toksik olmayan doğal maddelerin kullanımı ile karsinogenezin kemoproflaksisi insan 

kanserinin kontrolü için alternatif bir tedavi olarak değerlendirilebilir.  Son yıllarda, 

doğal ürünlerin deneysel karsinogenezin önlenmesinde koruyucu etkiye sahip olduğunu 

gösterir ilgili çalışmalar belirtilmektedir. Resveratrol kanserin önlenmesinde çeşitli 

sistemleri etkileyerek siklooksijenaz (COX) -1 ve 2’i baskıladığı ve kemoprofilaktik 

etki gösterdiği bildirilmiştir.
109

 Yapılan bazı çalışmalarda hücre geçişindeki S-G2 ya da 

G1 fazında hücre siklusunun durmasına neden olduğu
110

 ya da çeşitli kanser hücresi 

hatlarında apoptozu tetiklediği bildirilmiştir.
82,88

 Fakat antikanserojenik mekanizma tam 



 

25 

olarak ortaya konmamıştır. Son zamanlarda resveratrolün anti-kanserojenik etkisini 

apoptozun başlaması ve ERKs ve p38 kinaz aracılı p53 aktivasyonu aracılığıyla 

muhtemel bir moleküler mekanizma üzerinden oluşturduğu düşünülmektedir.
4,77

 

Resveratrolün mekanizması ve aktivitesinin daha iyi anlaşılabilmesi ve herşeyden 

önemlisi anti-kanserojen bir ajan olarak kullanılabilmesi için yeni çalışmalara 

gereksinim duyulmaktadır.  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Hücre Kültürü 

3.1.1. Hücre Kültür Medyumunun Hazırlanışı 

 75 ml hazır amniyon hücre kültürü mediyumu (Bio-ANF-1) 

 15 ml suplament (Bio-ANF-1, 01-192-1) 

 1.5 ml Penisilin+Streptomisin+Amfoterisin B 

 2 ml L-glutamin 

Maddeleri eklenerek kullanıma hazır hücre kültür medyumu elde edildi. 

3.1.2. Hücre İnkübasyon Koşulları  

Parental MCF7 monolayer hücre kültürü (4. pasaj) Tarım Bakanlığı Şap 

Enstitüsünden (Ankara) temin edildi. Hazır amniyon kültür hücresi mediyumu 

(BioANF-1, 01-190-1) içerisinde %5 CO2 37 
o
C’e sıcaklıktaki etüvde (Nuaire) 25 

cm
2
’lik flasklarda steril şartlarda inkübe edilerek hücrelerin çoğalması sağlandı. 

3.1.3. Hücrelerin Pasajlanması (Subculturing) 

 Üremekte olan hücre pasajları %80-90 doygunluğa (confluent) ulaşınca hücreler 

yeniden pasajlandı.
111

  Bu amaçla üremekte olan hücreler istenen çoğunluğa ulaştığında; 

 Üzerlerindeki besi yeri pipetle alınarak steril fostat tampon solüsyonu (PBS) 

(25 cm
2 

için 2 ml) ile yıkandı. 

 PBS pipetle uzaklaştırıldıktan sonra hücrelerin kaldırılması için 3 ml tripsin-

EDTA solüsyonu ilave edilerek etüvde 10 dk bekletildi. 

 Tüm yüzeye yapışık hücrelerin kaldırılmasının ardından süspansiyon 

halindeki hücre tripsin-EDTA solüsyonu 15 ml hacimli bir tüp içerisine alınarak 

üzerine tripsinin inhibisyonu için tripsin hacminin 2 katı medyum eklendi. 
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 Tüpe alınan süspansiyon 1300 rpm de 10 dk santrifüj edilerek tripsin-EDTA 

solüsyonu uzaklaştırıldı ve hücreler taze hücre medyumu ile süspanse edilerek 3 

adet 25 cm
2
‘lik flaska bölünerek yeniden pasajlandı. 

 Yeniden pasajlanan hücreler 37 
o
C’ de %5 CO2 ortamında inkübe edildi. 

3.1.4. Hücre Dondurma ve Saklanması 

 Tripsin-EDTA ile yüzeyden kaldırılan hücreler santrifüj edildi ve tripsin besi 

yerinden uzaklaştırıldı. Sonra hücre pelleti 1 ml besi yeri ile sulandırılarak 

sayıldı.  

 Tripsin, hacminin en az iki katı serumlu besi yeriyle inhibe edildi.  

 Hücreler pipetlenerek tek hücre süspansiyonu haline getirilip bir falkon tüpe 

aktarıldı. Üzerine 2-3 ml daha medyum ilave edildi.  

 Hücre süspansiyonu santrifüjlenerek (1300 rpm 10 dakika), süpernatant 

uzaklaştırıldı. 

 Pelet 900 µl hücre medyumu ile sulandırılarak sayıldı. 

 Dondurma tüpleri içerisine 100 µl dimetil sülfoksit (DMSO) ve 900 µl hücre 

medyumu ile süspanse edilen hücre solüsyonu eklendi. 

 Tüpler dondurma kabına yerleştirilerek - 80 
o
C’de derin dondurucuda 

gerektiğinde anzlilerin tekrarı için hücre hattı saklandı. 

3.1.5. Hücre Sayılarının Hesaplanması   

1 ml kültür medyumunda sulandırılan hücre süspansiyonundan 10  µl alınarak 

ependorf tüpe kondu ve üzerine 90  µl tripan blue boyası eklenerek karıştırıldı. Bu 

karışım Neubauer lamı üzerine konularak 5 bölmedeki hücreler sayıldı, daha sonra 

bulunan bu sayı sulandırma miktarı x50.000 sayısı ile çarpıldı. Sonuç olarak 1 ml 

medyumda kaç milyon hücre olduğu bulundu. Böylece ekim yapılacak sayı belirlenip 
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hücrelerin petriye ekimleri yapıldı. 100 mm’lik kültür petrisine 5x10
6
 hücre ve 96 

kuyucuklu kültür plağının her kuyucuğuna 5000 hücre transfer edildi. 

3.2. Resveratrol Dozunun Belirlenmesi 

Resveratrol uygulaması için uygun dozun belirlenmesi amacıyla 96 kuyucuklu 

plağa eşit sayıda konulan hücreler; hücre kontrol, medyum kontrol, 10, 20, 30, 40, 50, 

60, 70, 80, 100, 120 ve 140 µM konsantrasyonlarda resveratrol hücre medyumlarına 

katılarak hücreler inkübe edildi. 24 ve 48 saatlik inkübasyon sürelerinin ardından 3-

(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid, sarı tetrazol (MTT) analiz 

yöntemi ile hücre viabilitesi (sitotoksisite durumu) değerlendirildi. 

3.3. Hücre Proliferasyon Analizi 

MTT yöntemi 

MTT analizi, formazon boyalarının ya da MTT azalmasına bağlı olarak 

enzimatik aktivitenin kolorimetrik ölçümüne dayanan hücre çoğalma miktarının tespit 

edildiği yöntemdir. Bu yöntemle kullanılacak olan herhangi bir terapotik ajanın hücre 

üzerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkileri belirlenebilmektedir.    

Resveratrolün MCF-7 hücre hattı üzerindeki olası sitotoksik etkileri MTT kiti ile 

üretici firmanın (Sigma Co. Germany) kullanım talimatına göre uygulandı. Yöntem 

MTT ajanı ile inkübe edilen hücrelerde meydana gelen renk değişiminin kolorometrik 

olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadır. Oluşan renk değişikliği sarı ile 

renklendirilmiş formazon tuzlarının aktif hücre mitokondrilerinde tetrazolyum tuzu 

azalmasıyla oluşmaktadır. Bu bileşiklerin absorbans değeri metabolik olarak 

aktivitelerinin belirlenebilmesi açısından orantılıdır.  

Yapılış yöntemi; 

MTT yönteminin uygulamasından 1 gün önce 96’lik plak içerisine sayımı 

yapılan 5000 hücre (5000/kuyu) ile 100 µl medyum hazırlanarak kuyulara ekimi 
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yapıldı. Mikroplak 24 saat 37°C ve %5 CO2 ayarlı inkübatörde bekletilerek hücrelerin 

yüzeye yapışmaları sağlandı. Bu yolla tripsin enziminin hücre membran proteinleri ve 

büyüme faktör reseptörleri üzerinde oluşturduğu zararlar ortadan kaldırılmış oldu. Bu 

protein ve faktörlerin yeniden sentezlenebilmesi için 24 saatlik bir süreye ihtiyaç 

duyulmaktadır.
112

 Aynı zamanda bu yolla medyum içerisindeki terapotik ajanların 

hücreyle muamelesinden önce hücrelerin metabolik aktivite kazanması sağlanır.  

24 saatlik inkübasyondan sonra seri dilusyonlar halinde hazırlanan resveratrol 

maddesi seriler halinde gruplara bölünen hücre hattı medyumuna ilave edildi (100  µl 

olan medyum ve hücre karışımı üzerine 100 µl içerisinde dilusyonu yapılan ve 

konsantrasyonu ayarlanan resveratrol eklendi). A serinin birinci sütunu hücre kontrol ve 

A serisinin ikinci sütunu meydum kontrol olarak ayarlandı.  

Resveratrol uygulanan hücre hatlarına 24 ve 48 saat süreli inkübasyonlardan 

sonra MTT yöntemi uygulandı. Bu yöntem analizine başlanmadan önce 96’lık plaklarda 

bulunan medyumun 100 µl’si total antioksidan ve total oksidan miktarlarının 

belirlenmesi amacıyla başka bir 96’lık plak gruplar karışmayacak şekilde aktarıldı ve 

MTT analizine başlandı. 

MTT analizi;  

1- Doksan altılık plak kuyucuklarında bulunan 100 µl medyum ve hücre karışımı 

üzerine, hazırlanmış tiazolil mavi tetrazolium bromid solüsyonundan 10 µl ilave edildi. 

Bu solüsyon ilavesini takiben 96’lık plak inkübatöre alınarak 3 saat beklenildi.  

2- Üç saatlik inkübasyonun ardından hücrelerin yüzeyinde bulunan medyum bir 

pipet ile alınarak MTT çözücü solüsyonundan 100 µl ilave edilip 20 dk inkübatörde 

bekletildi.  
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3- İnkübasyonu yapılan hücrelerin, mikroplak okuyucu spektrofotometre (µ-

Quant, BioTek Instruments, Winooski, Vermont, USA) ile 570 nm absorbans değerinde 

ölçümleri 3 tekrarlı olarak yapıldı. 

Microsoft Excel programı yardımı ile uygulanan doz ve % hücre viabilite eğrisi 

belirlenerek %50 baskılayıcı konsantrasyon (IC50)  değeri logaritmik eğim grafiği ile 

hesaplandı.  

3.4. Biyokimyasal TAS ve TOS Analizleri 

TOS yöntemi; 

1- Standart 2 solüsyonundan 50 µl alınarak bir falkon tüpü içerisine konuldu. 

Bunun üzerine 10 ml deiyonize su ilave edildi.  

2- Buradan da 50 µl alınarak 10 ml deiyonize su ile dilue edildi. Böylece günlük 

çalışma standardının son konsantrasyonu 20 µM H2O2 şeklinde ayarlanmış oldu. 

3- Reagent 1’den 500 µl ve hücre medyumundan 75 µl alınarak plak üzerine 

eklendi. Hafifçe çalkalanarak boş kuyucuklara standart eklendi ve µ-Quant mikroplak 

okuyucuda 530 nm absorbans değerinde okutuldu. Bu ilk absorbans olarak kabul edildi.    

4- Daha sonra Reagent 2’den 25 µl alınarak plak üzerine ilave edildi. 5 dakika 

37 
o
C’de inkübatörde bekletildikten sonra, 530 nm absorbansta mikroplak okuyucuda 

okutuldu. Çıkan değer aşağıdaki formül ile hesaplandı. 

 

 

 

TAS yöntemi; 

1- 500 µl Reagent 1’den alınarak plağa konuldu. Üzerine 30 µl standart ve 

numuneden eklenerek mikroplak okuyucu ile 660 nm absorbans değerinde okutuldu.  

Sonuç = (Absorb Örnek /  Absorb Standard 2) X 20 (Standard 2 değeri)   

 Örnek Absorb = (Örnek ikinci Absorb – ilk örnek Absorb)  

 Absorb Standard 2 = (İkinci Absorb Standard 2 – ilk Absorb Standard 2)  

  

Standart 2 Value = 20  μmol H2O2 Equiv./L 
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2- Daha sonra 75 µl reagent 2’den ilave edilerek 5 dakika 37 
o
C ortamında 

inkübatörde bekletildi ve 660 nm absorbans değerinde okutuldu.  

3- Boş 3 kuyucuğa standart 1 ve boş 3 kuyucuğa standart 2’den ilave edilerek 

aynı absorbans değeri ile okutuldu. Çıkan değerler aşağıdaki formül ile hesaplanarak 

elde edilen son konsantrasyondaki çalışma standardı 20 µM H2O2 günlük çalışma 

solüsyonu şeklinde elde edilmiş oldu. 

4- Sonuçlar mikroplak okuyucu’da 660 nm absorbans değeri ile okutuldu ve 

sonuçlar mmol Trolox Equiv/L olarak ifade edildi. 

 

 

 

 

 

3.5. İmmunsitokimyasal (ICC) Boyama Metodu 

Hücrelerin lamda üretilmesi 

 i. Poly-L-lysine kaplı lamlar (Thermo Fisher Scientific, USA) Lamlar, 10 cm 

çapındaki petri kutularına hücre ekimi yapılmadan önce yerleştirilerek class II tip 

biyogüvenlik kabini içerisinde 4 saat süreyle ultraviyole ışık altında sterilize edildi.   

ii. 25 cm
2
’lik flasklarda çoğaltılan hücrelerden, UV ışık altında steril edilen 

petrilere herbir petri içerisindeki lamların üst yüzeylerine eşit miktarda (100 µL 

medyumda süspanse yaklaşık 5000) hücre gelecek şekilde ekim yapıldı.   

iii. Lam üzerine hücrelerin yapışmasını takiben (ortalama 24 saat sonra), petriler 

gruplara ayrıldı ve resveratrol uygulanacak olan grupların petrilerine çeşitli 

Sonuç=  [ (∆Absorb Standard 1) - (∆Absorb Örnek) ] / [  (∆Abs Standard 1) - (∆Abs 

Standard 2)] 

Sonuç = Absorb Standard 1= (İkinci Absorb Standard 1- ilk Absorb Standard 1)  

              Absorb Standard 2= (İkinci Absorb Standard 2 - ilk Absorb Standartd 2)  

              Örnek Absorb = (İkinci Absorb örnek – ilk örnek Absorb) 
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konsantrasyonlarda resveratrol eklenirken, kontrol grubundakilere aynı miktarda kültür 

medyumu konuldu.  

v. İnkübasyon sürelerinin bitimini takiben (24 ve 48 saat sonra) petri içindeki 

medyum pipet yardımıyla uzaklaştırıldı ve fosfat tampon solüsyonu (PBS) eklenerek 

hücre yıkama işlemi yapıldı.  

Fiksasyon;  

1. PBS ile yıkanan ve lam üzerinde yapışık bulunan hücreler petrilerden 

çıkarılarak -20 
o
C’de soğutulmuş metanol içerisinde 10 dakika tespit edildi.  

2. Tespit edilen lamlar PBS ile yıkandı kurutuldu ve boyama prosedürüne 

başlanıncaya kadar -20 
o
C’de saklandı. 

ICC boyama;  

 Boyama işlemine alınacak lamlar derin dondurucudan çıkarılarak oda ısısına 

gelinceye kadar bir süre bekletildi ve takiben PBS ile yıkandı.  

 Endojen peroksitlerin bloklanması için %3’lük H2O2 solüsyonuda 10 dk 

bekletildi. 

 Daha sonra 5 dk süre ile 3 kez PBS solüsyonuyla yıkandı. 

 Permeabilizasyon için (intrasellüler protein tespiti için oldukça önemlidir); 

lamlar %0.1Triton X-100-PBS solüsyonunda 10 dk bekletildi.  

 Lamlar 3 kez PBS ile yıkandıktan sonra %1 BSA – PBS (bloklama) 

solüsyonunda 30 dk bekletilerek non-spesifik bağlanmaların önüne geçildi.  

 Daha sonra  %1 BSA – PBS solüsyonu ile sulandırılan primer antikorda (p53, 

Mouse monoclonal, ab1101) 37 
o
C’de 1 saat nemlendiricili kabinde bekletildi.  

 Lamlar üzerindeki primer antikor solüsyonu lamı eğip kenarından 

döküldükten sonra, PBS solüsyonu ile her biri 5 dk olmak üzere 3 kez yıkandıktan sonra 
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üzerine sekonder antikor solüsyonu ile 1 saat boyunca nemlendiricili kabin içerisinde 

inkübe edildi. 

 Sekonder antikor lamların üzerinden uzaklaştırıldıktan sonra, her biri 5’er dk 

olacak şekilde PBS ile 3 kez yıkandı.  

 Lamlar üzerine Horseradish peroksidaz (HRP) konjugeli streptavidin biotin 

ile 30 dk inkübe edildi.  

 Streptovidin biotin solüsyonu lamlardan uzaklaştırıldıktan sonra 3 kez 5 dk 

süreli PBS ile yıkandı. 

 Çekirdek boyaması için Harris’in Hematoksilen solüsyonunda 5 dk 

bekletildikten sonra dereceli alkol ve ksilol serilerinden geçirilip entellan (Merck, 

Germany) ile kapatıldı. 

3.6. İmmunfloresan Boyama Metotu 

 -20 
o
C’de saklanan lamlar oda ısısında bekletildikten sonra PBS ile yıkandı.  

 Permeabilizasyon için; lamlar %0.25 Triton X-100- PBS solüsyonunda 10 dk 

bekletildi.  

 Lamlar 3 kez PBS ile yıkandıktan sonra %1 BSA – PBS (bloklama) 

solüsyonunda 30 dk bekletilerek non-spesifik bağlanmaların önüne geçildi.  

 Daha sonra  %1 BSA – PBS solüsyonu ile sulandırılan primer antikorda (Bax, 

Mouse monoclonal, ab5714) 4 
o
C’de 1 gece nemli bir kap içerisinde buzdolabında 

bekletildi. 

 Lamların üzerindeki solüsyon dökülerek 3 kez PBS solüsyonu ile 5 dk 

yıkandıktan sonra floresan izotiosiyanat  (FITC) konjugeli sekonder antikor 

solüsyonunda 30 dk bekletildi. 

 Lamlar üzerindeki sekonder antikor dökülerek PBS ile 5’er dk boyunca 3 kez 

yıkandı. 
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 Çekirdek boyaması için hücreler DNA boyası (DAPI, ab104139, Abcam, 

Germany) içerikli kapatma solüsyonuyla kapatılarak 1 saat +4 
o
C’de bekletilip floresan 

mikroskopta incelendi. 

3.7. İmmunsitokimyasal Değerlendirme 

İmmunsitokimyasal boyama sonuçlarının gruplar arası kıyaslamalarını 

yapabilmek için “Stereolojik Optic Fractionator Frame” metotu kullanıldı. Bu analizler 

stereoloji workstation sistemi (BioPrecision MAC 5000 controller system) ve stereoloji 

software (Stereo Investigator version 9.0, Microbrightfield, Colchester, VT) ataçmanlı 

ışık mikroskop (Leica DM4000 B, Tokyo, Japan) altında yapıldı.
113,114

 

 Çalışmamızda MCF-7 hücre preparatları üzerinde p53 immun pozitifliği 

“Unbiased Counting Frame and Fractionator” metodu
112,113

 kullanılarak tüm gruplara ait 

herbir preparattaki pozitif hücre yoğunluğu aşağıdaki formüle göre hesaplandı (Şekil 

3.1):   

PHY = PHS/(ÇA x ÇS),  

PHY; µm² alana düşen pozitif hücre yoğunluğu, PHS; pozitif hücre sayısı, ÇA; 

çerçeve alanı (µm²) ve ÇS; çerçeve sayısı.  

Elde edilen veriler herbir grup için iki tekrarlı ölçüme dayanmakta olup, her 

gruptan 4 paralel prerarat boyandı.  
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Şekil 3.1. Stereolojik “Optik Fractionator Frame” metodu ile p53 immunpozitifliğinin 

değerlendirilmesi.  
 

3.8. İmmunfloresan Değerlendirme 

İmmunfloresan yöntemle Bax immun pozitif hücrelerin sayımı için boyanan 

preparatlar karanlık ortamda florasan ataçmanlı ışık mikroskobu altında herbir 

preparattan rastgele 10 farklı alan x20 objektifte sayılarak pozitif hücre yoğunluğuna 

göre değelendirildi.  Bu değerlendirme;  

A: Alandaki pozitif hücrelerin oranı %25’den az, 

B: Alandaki pozitif hücrelerin oranı toplam hücrelerin %25 ile %50’si arasında, 

C: Alandaki pozitif hücrelerin oranı toplam hücrelerin %50 ile %75’si arasında, 

D: Alandaki pozitif hücrelerin oranı %75’den fazla.  

Pozitif hücre yoğunluğuna göre yukarıdaki harflerdirmeler yapıldı ve daha sonra 

bunlar aşağıdaki formülde yerine koyularak yarı sayılabilir bir değer elde edildi.  

Pozitif hücre yoğunluğu=((A×1)+(B×2) + (C×3) + (D×4)) / (A+B+C+D).
115

 

Daha sonra buradan elde edilen değer, sayı aralıklarına bakılarak skorlandı. 

Hücre yoğunluk değeri:  0.00–1.00 = +; 1.01–2.00 = ++; 2.01–3.00 = +++;  

3.01–4.00 = ++++.  
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Yukarıdaki skorların bulgu ve tartışmada ifade edilmesinde düşük: +, orta: ++, 

yoğun: +++ ve çok yoğun: ++++  olarak değerlendirildi.  

3.9. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR) 

Analizleri 

3.9.1.  mRNA Ekstraksiyonu 

1- +4 
0
C de çözülen hücre ve medyum karışımı ependorf tüplere aktarıldı. 450 g’de 

10 dakika santrifüj edildi.  

2- Pelet medyumdan ayrıldı, üzerine 600 µl RLT buffer (lizis buffer) 600 µl %70 

lik alkol eklendi. (Yaklaşık 1200 µl olan solüsyonun önce 700 µl si sonra kalan 

kısmı santrifüjlendi).  

3- Alınan 700 µl spin columna aktarıldı. 8000 g’de 15 saniye santrifüjlendi. Dibe 

çöken sıvı döküldü. Üstteki filtre almak istediğimiz RNA yı bağlayan kısım. 

Solüsyonun geri kalanı tekrar aynı spin columna döküldü ve 8000 g’de 15 

saniye santrifüjlendi. Dibe akan sıvı döküldü, üstteki filtre de RNA toplanmış 

oldu.  

4- RNA artık spin columna bağlandı. Bu işlemden sonra yıkama işlemine geçildi. 

Bunun için spin columna 700 µl RW1 konulup 8000 g’de 15 saniye 

santrifüjlendi. Dibi döküldü.  

5- Sonra 500 µl RPE konulup 8000 g’de 15 saniye santrifüjlendi.  

6- Tekrar 500 µl RPE konulup 8000 g’de 2 dakika santrifüjlendi. Dibi döküldü 

kalanı 13000 g’de 2 dakika santrifüjlendi.  

7- Spin column ters çevrilip ısıtıcının üzerine bırakılarak alkolün tamamen 

uzaklaşması sağlandı.   

8- Spin columnlar yeni tüplere yerleştirilip üzerlerine 50 µl elution konulup yine 

ısıtıcıya konuldu. 1 dakika böyle bekledikten sonra 8000 g’de 1 dakika 
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santrifüjlendi. Böylece RNA alttaki toplama tüpüne geçmiş oldu. Spin column 

da atıldı.  

3.9.2. cDNA (Komplementer Zincir) Sentezlenmesi 

RNA izolasyonundan sonra kültüre edilmiş doku hücrelerinden elde edilen total 

RNA miktarları spektrofotometre kullanılarak 260/280 nm oranına göre hesaplandı ve 

sonuçlar ng/µl olarak bulundu. Tek zincirli total RNA zincirleri kullanılarak 

tamamlayıcı zincirleri (complementary), “QuantiTec® Reverse Transcriptase Kit 

Qiagen, Germany” ile sentezlendi ve cDNA yapılarına dönüştürüldü. İşlem, kit üreticisi 

firmanın kullanım kılavuzunda gösterdiği basamaklar izlenerek yapıldı. Evvelce derin 

dondurucudan (-20
o
C) çıkarılarak buz kabı içerisinde erimeye bırakılan kit içeriğinin 

yanına izole edilmiş RNA örnekleri de kondu ve kit içeriği ile RNA örneklerinin aynı 

sıcaklığa gelmeleri için 10 dakika beklendi. Her bir örnek için kit içeriğindeki “gDNA 

Wippeout buffer, X 7”’den 2 µl, “templete RNA’dan 1 µl ve kit içeriğindeki “RNase-

free”’sudan 11 µl’lik hacimler 200 µl’lik PCR tüplerine konarak pipetleme yoluyla 

iyice karıştırıldı. Her bir örnek için ayrı ayrı hazırlanan tüpler sıcaklığı 42
o
C’a getirilmiş 

ısı bloğuna konarak 10 dakika süreyle bekletildi. Bu aşamada örneklerden elde edilen 

total RNA’nın içerisinde yer alan genomik DNA yapıları uzaklaştırıldı. 10 dakikalık ısı 

bloğundaki inkübasyonu takiben örnekler hemen buz kabına aktarılarak reaksiyonun 

sonlandırılması sağlandı. Bu aşamayı takiben cDNA oluşturulması basamağına geçildi. 

Buz kabında bekletilen kit içeriği, aşağıdaki tabloda her bir örnek için belirtilen 

hacimlerde yeni bir 200 µl’lik PCR tüpü içerisinde hazırlandı.  

Hazırlanan örnekler cDNA reaksiyonu için “Rotor Gene Q” PCR cihazına 

konarak, 42
o
C’da 15 dakika ve 95 

o
C’da 3 dakika inkübe edilerek cDNA’lar 

sentezlendi. 
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Tablo 3.1. cDNA sentezinde kullanılan kimyasallar. 

Reverse-transcription master mix 1 µl 

Quantiscript RT-Buffer, 5X 4 µl 

RT Primer mix 1 µl 

Templete RNA (bir önceki basamakta elde edilen) 14 µl 

Toplam 20 µl 

 

3.9.3. p53 Gen Ekspresyonunun Yarı Kantitatif Olarak Ölçülmesi 

p53 ve Aktin proteinleri kodlayan mRNA’ların kantitatif olarak ölçülmeleri için 

“QuantiTec® Primer Assay, Qiagen kits for SYBR® Green-based real-time PCR” 

kitleri kullanıldı. p53 çalışması için QT00060235, internal kontrol ve sanal standart 

eğim hesaplaması için kullanılan aktin protein için QT01680476 katalog numaralı 

ürünler kullanıldı. Yapılan PCR amplifikasyonu üretici firmanın belirttiği protokollere 

uygun olarak “Rotor Gene Q” PCR cihazı kullanılarak yapıldı.    
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4. BULGULAR 

4.1. Etkin Dozun Belirlenmesi 

MCF-7 hücre hattı üzerine en etkili dozun belirlenmesi amacıyla MTT 

yöntemiyle resveratrol konsantrasyonları uygulanarak hücre yoğunluğu belirlendi. 

Ayrıca hücre proliferasyonu flasklara ekilen hücreler gözlemlenerek resimleri çekildi 

(Şekil 4.1).  

 

Şekil 4.1. 24 ve 48 saat periyotlu MCF-7 hücrelerine resveratrol uygulanan ve 

resveratrol tedavisi yapılmayan gruplara ait invert mikroskop görüntüsü.  
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4.2. Resveratrolün MCF-7 Hücre Hattı Üzerine Olası Sitotoksik Etkisinin 

MTT Yöntemiyle Belirlenmesi 

Hücre yoğunluğu spektrofotometrik ölçüm metotuna dayanan MTT yöntemi kiti 

ile belirlendi. MCF-7 hücre hattı 96’lık plak içerisine ekilerek 24 saat beklenildi. Daha 

sonra hücrelerin metabolik fonksiyonlarını düzenlemeleri sağlandı. Metabolik 

fonksiyonlarını düzenleyen hücrelerin kültür medyumu içerisine kültür medyumu ile 

dilue edilen çeşitli konsantrasyonlarda resveratrol ilavesi yapılarak 24 ve 48 saat süreli 

olarak inkübe edildi. Bu sürelerin sonunda, MTT yöntemi ile hücre yoğunluğu ya da 

resveratrolün hücreler üzerindeki olası etkisi mikroplak okuyucu ile okutularak 

logaritmik eğim çizgisi oluşturuldu. Logaritmik eğim çizgisinden resveratrolün 

baskılayıcı konsantrasyon (IC50) değerleri her bir plak için belirlendi (Şekil 4.2 ve 4.3). 

Herbir ölçüm 2 farklı plakda tekrarlı olarak alındı. IC50 değeri IC50 ± SD olarak yazıldı 

(Tablo 4.1).  

Tablo 4.1. Baskılayıcı konsantrasyon (IC50) değerlerinin gösterimi. 

Gruplar IC50 Değeri 

24 saat inkübasyon 87.5 ± 4.5 µM 

48 saat inkübasyon 85.5 ± 6.5 µM 
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Şekil 4.2. 24 saatlik inkübasyon süresine ait baskılayıcı konsantrasyon 50 (IC50) değeri. 



 

41 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0,4

0,45

0,5

0,55

0,6

Knt 10 µM 20 µM 40 µM 60 µM 80 µM 100 µM 120 µM 140 µM

V
ia

bi
lit

e 
(%

)

Konsantrasyon (µM)

85.5 µM

 

Şekil 4.3. 48 saatlik inkübasyon süresine ait baskılayıcı konsantrasyon 50 (IC50) değeri. 

 

 

Tablo 4.2. Resveratrol konsantrasyon ve viabilite oranı değerleri.  

 

Konsantrasyon 24 sa 48 sa 

Kontrol 0.337 ± 0.099
a
 0.516 ± 0.114

a
 

10 µM 0.322 ± 0.127
a
 0.467 ± 0.063

a
 

20 µM 0.316 ± 0.047
a
 0.467 ± 0.022

a
 

40 µM 0.304 ± 0.072
a
 0.463 ± 0.031

a
 

60 µM 0.303 ± 0.057
a
 0.377 ± 0.033

b
 

80 µM 0.216 ± 0.027
b
 0.372 ± 0.037

b
 

100 µm 0.148 ± 0.042
c
 0.155 ± 0.024

c
 

120 µm 0.149 ± 0.023
c
 0.155 ± 0.051

c
 

140 µm 0.139 ± 0.033
c
 0.150 ± 0.041

c
 

Tüm veriler ortalama ± SD olarak ifade edildi. İstatistiksel analizler düzenli dağılım 

gösterdiği için parametrik One-Way Anova, Post Hoc. Duncan Testi ile 

değerlendirildi. Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel önemi göstermektedir. 

İstatistiksel önem p<0.05 olarak kabul edildi. 
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Şekil 4.4. 24 saatlik resveratrol uygulamasının MCF-7 hücre hattı üzerine sitotoksik 

etkisi. 
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Resveratrol uygulanan hücrelerden 24 saatlik inkübasyon süresi sonucunda elde 

edilen viabilite değerlerinin değerlendirmesinde; resveratrol uygulanmayan grubun 

hücre yoğunluğunun en yüksek olduğu ve bu değerin konsantrasyon artışına bağlı 

olarak düştüğü görülürken IC50 değerinin 87.5 µM olduğu belirlenmiştir (Tablo 4.1). 

Resveratrol konsantrasyonu artışına bağlı olarak hücre yoğunluğunun değiştiği tespit 

edildi (Tablo 4.2). 
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Şekil 4.5. 48 saatlik resveratrol uygulamasının MCF-7 hücre hattı üzerine sitotoksik 

etkisi. 

 

Resveratrol uygulanan gurubun 48 saatlik inkübasyon süresi sonucunda ortaya 

çıkan viabilite oranına bakıldığında resveratrol uygulaması yapılmayan grupta en 

yüksek iken bu değerin konsantrasyon artışına bağlı olarak azaldığı belirlendi. IC50 

değeri ise 85.5 µM olduğu logaritmik eğim grafiği oluşturularak belirlendi (Tablo 4.1 ve 

Şekil 4.3).  

4.3. Biyokimyasal Total Oksidan ve Antioksidan Miktarı  

Total oksidan seviyesi değerlendirmesinde; 24 saatlik resveratrol uygulaması 

yapılan gruplardan en düşük seviyenin 20 µM konsantrasyonda resveratrol uygulanan 

grupta olduğu görülmesine rağmen, gruplar arasında önemli bir farkın olmadığı 

belirlendi (p>0.05). 48 saatlik resveratrol uygulaması yapılan gruplarda ise total oksidan 

seviyelerinin doz artışına paralel olarak arttığı fakat bu değişimin istatistiksel olarak 
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önemli olmadığı belirlendi (p>0.05). Total antioksidan kapasitelerine baktığımızda ise 

24 saat inkübasyon süresinde en düşük değerlerin 20 ve 40 µM konsantrasyonda 

oluştuğu görülürken en yüksek antioksidan kapasitesine 80 µM konsantrasyonda 

resveratrol uygulanan grupta olduğu görülmektedir. 48 saat inkübasyon süreli 

resveratrol uygulaması yapılan gruplardaki en düşük değer 10 ve 40 µM 

konsantrasyonlu gruplarda olduğu tespit edildi (Tablo 4.3, Şekil 4.6 ve 4.7).  

Tablo 4.3. Total oksidan ve antioksidan miktarları. 

 TOS (µmol H2O2 Equv./L) TAS (µmol H2O2 Equv./L) 

 

24 sa 48 sa 24 sa 48 sa 

Kontrol 4.216±0.55
a
 3.712±0.34

a
 0.360±0.03

a
 0.368±0.04

a
 

10 µM 4.118±0.29
a
 3.865±0.67

a
 0.312±0.04

b
 0.138±0.07

b
 

20 µM 3.725±0.41
a
 4.018±0.50

a
 0.278±0.03

b
 0.322±0.15

a
 

40 µM 4.139±0.25
a
 3.834±0.82

a
 0.102±0.05

c
 0.280± 0.11

b
 

60 µM 4.379±0.17
a
 3.957±1.06

a
 0.306±0.14

b
 0.402±0.11

a
 

80 µM 4.281±0.13
a
 3.589±0.58

a
 0.415±0.18

a
 0.534±0.16

c
 

Tüm veriler ortalama ± SD olarak belirtildi. İstatistiksel analizler düzenli dağılım gösterdiğinden 

parametrik One-Way Anova, Post Hoc. Duncan Testi ile değerlendirildi. Aynı sütundaki farklı harfler 

istatistiksel önemi göstermektedir.  İstatistiksel önem p<0.05 olarak kabul edildi. 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Kontrol 10 µM 20 µM 40 µM 60 µM 80 µM

T
o

ta
l 

O
k

s
id

a
n

 S
e
v

iy
e
le

r
i 

(µ
m

o
l 

H
2

O
2

 E
q

u
v

./
L

)

Gruplar

48 sa

24 sa

 
 

Şekil 4.6. Total oksidan seviyelerinin 24 ve 48 saat inkübasyon sürelerine göre 

karşılaştırmalı grafiği.  
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Şekil 4.7. Total antioksidan kapasitelerinin 24 ve 48 saat inkübasyon sürelerine göre 

karşılaştırmalı grafiği.  

 

4.4. p53 İmmunpozitifliği  

Tablo 4.4. İmmunsitokimyasal p53 pozitif hücre sayısının µm
2
 alandaki değerleri. 

 

Gruplar 24 sa 48 sa 

Kontrol 0.000438
a
 0.000389

a
 

Resveratrol (20 µM) 0.000293
b
 0.000516

b
 

Resveratrol (40 µM) 0.000318
b
 0.000508

b
 

Tüm veriler µm
2 
alana düşen hücre sayısı üzerinden verilmiştir.  

abc
 harflendirmeleri bulunduğu sütundaki istatistiksel farklılığı ifade etmektedir. 

Veriler düzenli dağılım gösterdiği için One way Anova (Duncan T test) ile analiz 

edilmiştir.  

 

İmmunsitokimyasal p53 boyaması sonucunda oluşan immun pozitifliğin 

değerlendirmesinde; 24 saatlik resveratrol uygulanmayan grupta immunpozitifliğin 

yüksek olduğu bu değerin 20 µM konsantrasyonda resveratrol uygulanan grupta 

düştüğü fakat bu değerin 40 µM resveratrol uygulaması ile arttığı belirlenmiştir. 48 

saatlik resveratrol uygulamasına baktığımızda ise resveratrol uygulaması yapılmayan 

grupta düşük iken resveratrol uygulaması yapılan gruplarda arttığı görüldü (Tablo 4.4).  
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Şekil 4.8. 24 saatlik resveratrol uygulanması yapılmayan MCF-7 hücre hattında p53 

immun pozitifliği. 

 

 
 

Şekil 4.9. 20 µM konsantrasyonda 24 saat resveratrol uygulanan MCF-7 hücre hattında 

p53 immun pozitifliği. 

 

 

 
 

Şekil 4.10. 40 µM konsantrasyonda 24 saat resveratrol uygulanan MCF-7 hücre 

hattında p53 immun pozitifliği. 
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Şekil 4.11. 48 saatlik resveratrol uygulaması yapılmayan MCF-7 hücre hattında p53 

immun pozitifliği. 

 

 

Şekil 4.12. 20 µM konsantrasyonda 48 saat resveratrol uygulanan MCF-7 hücre 

hattında p53 immun pozitifliği. 

 

 

Şekil 4.13. 40 µM konsantrasyonda 48 saat resveratrol uygulanan MCF-7 hücre 

hattında p53 immun pozitifliği. 
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4.5. Bax İmmunpozitifliği  

İmmunfloresan anti-Bax immun boyama sonucunda pozitif hücre yoğunluğunun 

yarı sayılabilir değerlendirmesinde; 24 saatlik inkübasyon periyodu tedavi uygulaması 

yapılmayan grup meme kanseri hücrelerinde immun pozitif hücrelere yer yer 

rastlanırken özellikle yüksek konsantrasyonda resveratrol uygulanan grupta immun 

pozitif hücre yoğunluğunun nispeten arttığı belirlendi. Kırksekiz saatlik inkübasyon 

periyodunda ise immun pozitif hücrelerin değerlendirmesinde en fazla pozitif hücrenin 

yüksek konsantrasyon uygulaması yapılan grupta olduğu görülürken, bu değerin düşük 

konsantrasyon uygulanan MCF-7 hücrelerinde azaldığı tespit edildi (Tablo 4.5).     

Tablo 4.5. İmmunfloresan Bax pozitif hücre yoğunluğunun semi-quantitative 

değerlendirilmesi. 

 
24 sa 48 sa 

Kontrol + + 

Resveratrol (20 µM) ++ ++ 

Resveratrol (40 µM) ++ +++ 

Düşük: +, orta: ++, yoğun: +++ ve çok yoğun: ++++  olduklarını ifade 

etmektedir. 



 

48 

 

Şekil 4.14. 24 saatlik resveratrol 

uygulaması yapılmayan MCF-7 hücre 

hattında Bax immunfloresan pozitifliği 

(A; dapi boyası, B; bax 

immunpozitifliği ve C; dapi boyası ve 

bax immunpozitifliği). 

 

Şekil 4.15. 20 µM konsantrasyonda 24 

saat resveratrol uygulanan MCF-7 hücre 

hattında Bax immunfloresan pozitifliği 

(A; dapi boyası, B; bax 

immunpozitifliği ve C; dapi boyası ve 

bax immunpozitifliği). 
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Şekil 4.16. 40 µM konsantrasyonda 24 

saat resveratrol uygulanan MCF-7 

hücre hattında Bax immunfloresan 

pozitifliği (A; dapi boyası, B; bax 

immunpozitifliği ve C; dapi boyası ve 

bax immunpozitifliği). 

 
 

Şekil 4.17. 48 saatlik resveratrol 

uygulaması yapılmayan MCF-7 hücre 

hattında Bax immunfloresan pozitifliği 

(A; dapi boyası, B; bax 

immunpozitifliği ve C; dapi boyası ve 

bax immunpozitifliği). 



 

50 

 

Şekil 4.18. 20 µM konsantrasyonda 48 

saat resveratrol uygulanan MCF-7 

hücre hattında Bax immunfloresan 

pozitifliği (A; dapi boyası, B; bax 

immunpozitifliği ve C; dapi boyası ve 

bax immunpozitifliği). 

 

Şekil 4.19. 40 µM konsantrasyonda 48 

saat resveratrol uygulanan MCF-7 

hücre hattında Bax immunfloresan 

pozitifliği (A; dapi boyası, B; bax 

immunpozitifliği ve C; dapi boyası ve 

bax immunpozitifliği). 
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4.6. PCR Sonuçları 

RNA eldesinden sonra spekrofotometre ile yapılan RNA yoğunluk ölçümleri 145-

165 ng/mikrolitre arasında bulundu. 

RT-PCR sonuçlarının değerlendirilmesinde 24 saatlik resveratrol uygulaması ile p53 

konsantrasyonunun azaldığı bu değerin düşük doz uygulanan grupta daha fazla olduğu 

belirlendi. Kırksekiz saatlik resveratrol uygulaması yapılan gruplarda ise en yüksek p53 

konsantrasyonu yüksek doz resveratrol grubunda gözlenirken bu değer düşük doz resveratrol 

uygulanan grupta azaldığı fakat en düşük değerin herhangi bir uygulama yapılmayan kontrol 

grubunda olduğu belirlendi.  

Tablo 4.6. p53 ve aktin konsantrasyon değerleri (ml’de uluslararası ünite; IU/ml). 

 

Gruplar p53 konsantrasyonu 

(IU/ml) 

Aktin konsantrasyonu 

(IU/ml) 

p53 Konsan./ 

İnternal 

kontrol 

Konsan. 

(IU/ml) 

Kontrol 

(24 sa) 
135 264259 0.000511 

20 µM 

(24 sa) 
39 363637 0.000110 

40 µM 

(24 sa) 
117 693891 0.000169 

Kontrol 

(48 sa) 
25 151127 0.000165 

20 µM 

(48 sa) 
23 343359 0.000067 

40 µM 

(48 sa) 
249 597186 0.000417 

“Örnek Konsantrasyonu (IU/ml) / İnternal kontrol konsantrasyonu” formülü ile hesaplandı.  
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Şekil 4.20. p53 ve aktin gen bölgelerine ait erime (melting) sıcaklıklarının gösterimi: A; 

aktin ve B; p53 eğrisi. 

 

 

 
Şekil 4.21. Aktin ve p53 logaritmik amplifikasyon eğrileri: A; aktin ve B; p53 eğrisi. 

 

Şekil 4.22. Aktin ve p53 gen bölgeleri için lineer amplifikasyon eğrileri: A; aktin ve B; p53 

eğrisi. 
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Şekil 4.23. Erime analizde aktin ve p53 bölgeleri için kırılma noktaları: A; aktin ve B; p53 

kırılma noktası. 
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5. TARTIŞMA 

Meme kanseri, sıklıkla kadınlarda görülen, yaygın kanser türlerinden biri olup, 

yüksek bir mortaliteye [gelişmiş ülkelerde %30 (190.000 ölüm / 636.000 olgu), az gelişmiş 

ülkelerde ise %43’dür (221.000 ölüm / 514.000 olgu)] sahiptir. Meme kanseri tedavisinde 

kemoterapi süresince, hastaların tedaviye cevap vermemesi veya tedavi sonrası kanserin 

tekrarlaması sıklıkla görülen bir durumdur.
3
 Diğer taraftan meme kanseri tedavisinde 

klinikte sıkça kullanılan ilaçların direnç geliştirme özelliklerinin olduğu, bu yolla meme 

kanseri tedavisinde bir takım başarısızlıkların yaşandığı bilinmektedir. Yapılan araştırmalar, 

yeni terapotik yöntemlerin geliştirilmesine olan ihtiyacı ortaya koymaktadır.  

Bu amaç doğrultusunda; kanser öncesi ve sonrası doğal antioksidan ve 

antikanserojen maddelerin kullanımı ile normal olmayan hücrelerin ortadan kaldırılması için 

apoptoz tetiklenmeye çalışılmaktadır. Günümüzde kanser tedavisinde etkin olarak kullanılan 

birçok kemoteropatik ajanların da (Dosetaksel ve Cisplatin gibi) apoptotik etkilerinden 

yararlanıldığı bilinmektedir. Hücre döngüsünde ve kanser hücresi apoptotik yolaklarında 

etkin rol alan büyüme faktörlerini ve reseptörlerini kodlayan bazı genlerin ekspresyon 

düzeylerindeki değişim, hücrelerin kanserojenik süreçteki bölünme hızına önemli katkıları 

bulunmaktadır.  Bizim çalışmamızda da antioksidan ve antikanserojen özellikli resveratrolün 

in-vitro ortamda kanser hücrelerine uygulanması ile hücrelerde redoks dengesini 

değiştirdiği, tümör supresör gen olarak bilinen p53 ekspresyonunu ve apoptotik aktiviteyi de 

artırabileceği belirlendi. 

Antikanserojenik etkileri birçok araştırmada bildirilen resveratrol, karsinogenezisin 

başlangıç, yayılım ve ilerleme gibi üç önemli aşamasında da hücre çoğalmasını baskılayıcı 

etkisini gösterebilmektedir.
80

 Ayrıca, antiproliferatif etkisi birçok çalışmada da rapor edilen 

resveratrolün,
89,116

 bu tez çalışmasında da doz ve zaman bağımlı sitotoksik etkileri 

araştırılmıştır. Yapılan bazı araştırmalarda, resveratrolün sitotoksik (IC50) değerinin 10 ile 
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100 nmol/L olduğunu, bu değerin kanser hücre tipleri arasında (lösemi, prostat, meme ve 

kolon) farklılık gösterebileceği de bildirilmiştir.
117

 Bu çalışmadan elde edilen deneme 

sonuçlarına göre; resveratrolün IC50 değeri, 24 saat inkübasyon süresi için 87.5 µM, 48 saat 

inkübasyon süresi için 85.5 µM konsantrasyonlarında belirlenmiştir.  

Hücre kültürü çalışmalarında, yapılan uygulamadan önce veya sonra hücre viabilitesi 

ya da yoğunluğu MTT analizleriyle belirlenerek ortaya çıkan değişimler hakkında yorumlar 

yapılabilmektedir. Bu çalışmada, çeşitli konsatrasyonlarda resveratrol ile 24 ve 48 saat 

inkübe edilen gruplardan elde edilen hücrelere uygulanan MTT analizlerine göre hücre 

viabilitesinin ya da yoğunluğunun kontrol grubuna göre azaldığı belirlenmiştir. Bu değer 

azalışını, Della Ragione ve ark. resveratrol uygulamasının hücrelerde G2/S fazına geçişi ve 

DNA sentezinin engellenmesini sağlayarak hücre siklusunun baskılanmış olabileceğini rapor 

etmişlerdir.
116

 Fontcave ve ark. ise resveratrolün ribonükleotid reduktaz ve DNA polimeraz 

aktivitesini baskılayarak, DNA sentezini indirek olarak engellendiği ifade etmişlerdir.
108

 

Yapılan bazı çalışmalar ise resveratrol uygulamasının G2/M fazına geçişi kısa bir süreliğine 

baskıladığı ve hücrelerin belirli bir zaman sonra tekrar çoğalımını devam ettirdiğini rapor 

etmişlerdir.
118

 Bizim çalışma bulgularımızda ise 48 saat inkübasyonlu gruplarda hücre 

yoğunluğunun ya da viabilitesinin 24 saat inkübasyonlu gruplara göre arttığı fakat bu 

değerin resveratrol uygulamasına ve uygulanan resveratrolün konsantrasyon artışına bağlı 

olarak azaldığı belirlendi.   

Tümör başlangıcında bir antimutajen ve serbest radikal baskılayıcı etkiyi gösteren 

resveratrol,
80

 COX-1’i baskılayarak tümöral ilerlemeyi durdurabilir.
80,119,120

 Kopp ve ark.  

aradoşidonik asiti proinflamatuar maddelere dönüştürerek tümör hücre büyümelerini uyarıcı 

etki gösterdiğini rapor etmişlerdir.
121

 Clement ve ark. ilerlemiş kanser hastalarında 

resveratrolün insan promyelositik lösemi hücre farklılaşmalarını indüklediği
80

 ve hücre 

çoğalımında DNA sentezi için gerek duyulan ribonükleotid reduktazı baskıladığını 
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bildirilmiştir.
120

 Resveratrolün antikanserojen potansiyelinin karakteristik bir özelliği de kan 

hücreleri için toksisitesi minimal düzeyde olmasıdır.
119

  

Östrojen pozitif meme kanserlerinde,  östrojenler ve östrojen-reseptör (ER)’lerinin 

önemli olduğu,
24,25

 Tamoxifen gibi östrojen-reseptör antagonistlerinin terapilerde östrojen-

bağımlı hücre büyümesini baskılayarak tümöral büyümeyi durdurduğu bildirilmektedir.
26

,
27

 

ER pozitif meme kanseri olgularında östrojen, ER’lerini aktive ederek hücre siklusundaki 

G1-fazını kısaltarak hücrenin daha fazla ve hızlı bölünmesine, artan hücre bölünme sayısının 

artışı da kanser riskinin yükselmesine neden olur.
18

 Meme kanserleri ortalama olarak %75 

oranda primer östrojen-bağımlı bir süreç gösterirken, bu özellik hastalığın ileri döneminde 

östrojen-bağımsız hale de gelebilmektedir. Postmenopozal dönemde ovaryum kaynaklı 

östrojen üretiminin minimum sevilere inmesine rağmen östrojen-bağımlı meme 

kanserlerinin büyük bölümünün bu dönemde ortaya çıktığı bildirilmektedir. Özellikle deri, 

kas, yağ, kemik ve meme bezi gibi perifer dokuda bol miktarda bulunan aromataz ve steroid 

sülfataz gibi enzimlerin tümöral dokulardan östrojen sentezlenmesine sebep olduğu 

bildirilmektedir.
21

 Sentetik östrojen özelliğine sahip olan dietilstilbestrol ile resveratrol 

arasındaki yapı benzerliğinin meme kanserlerinde resveratrolün etkinliğini önemli hale 

getirmektedir.
122

  Yapılan bazı çalışmalarda resveratrolün meme kanserli hastalarda 

antikanserojenik etkileri rapor edilmiştir.
4,121

 

Hücre siklusunun baskılanmasında ve apopotozun tetiklenmesinde 17. kromozom 

üzerinde bulunan tümör süpresör özellikteki p53 geni önemli bir görev üstlenmektedir. Bu 

gen; DNA-hasarı,
61

 hipoksi,
62

 ışın tedavisi
63

 ve ısı şoku,
64,65

 gibi pek çok genotoksik stres 

faktörü aracılığıyla aktive edilerek hücrelerde transkripsiyon faktörlerinin artmasına neden 

olmaktadır. Ayrıca, p53 aracılı DNA onarımı hem anjiyogenezin
67

 hem de tümörde 

büyümenin inhibisyonunda önemli bir rol oynayarak
68,69

 DNA-hasarlı hücrenin apoptoz yolu 

ile yıkımlanması sağlar.
70

 Bu genin mutasyona uğraması kanseröz ya da tümöral olguların 
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meydana gelmesine neden olmaktadır.
59

 Bu mutasyonla oluşan mutant p53; hem bir 

fonksiyon kaybı hem de yeni bir onkojenik özellik kazanmış protein olarak karşımıza 

çıkabilmektedir.
60

 Rapor edilen birçok çalışmada, kanser hücrelerinde p53 mutasyonları 

aracılı apoptoz mekanizmasının devre dışı kaldığını bildirilmiştir.
123

 Bu gen bölgesi 

tarafından sentezi kontrol edilen p21 geni de hücre siklusunu kontrol eden CDK’ların 

sentezini sağlamaktadır. Bu sebeple p53 gen bölgesinde mutasyon geçirmiş hücreler 

üzerinde kontrolsüz bir çoğalmanın gerçekleştiği bildirilmiştir.
124

 p53 geni mutasyonları 

birçok kanser türünde sık görülen (meme kanserlerinin 2/3’ünde) bir durumdur.
123

 Bu gen, 

sitotoksik ajanlara karşı tümör hücrelerinin duyarlılığının önemli bir belirteci ve DNA 

hasarında hücresel cevabın oluşmasını sağlamaktadır. p53 gen bölgesinin sentezlediği p53 

proteini, hücrede kısa süreli sentezlendiği için normal hücrelerde çok fazla birikmemektedir. 

Fakat tümör hücrelerinde mutant p53 miktarı, DNA hasarına bağlı olarak çok miktarda 

sentezlenmektedir.
125

  Vahşi tip p53, bazı DNA hasarlı hücrelerde uzun süre eksprese 

edilirken, bazı durumlarda da sentezlendikten sonra diğer hücresel proteinlere yapışarak RT-

PCR ve ICC boyamalarda tespit edilebilmektedir.
126

  

Bu çalışmada, resveratrolün doz ve zamana bağlı olarak apoptotik aktivasyonu 

üzerine etkileri araştırıldı. Resveratrol uygulaması neticesinde p53 ekspresyon düzeyinin 24 

saat inkübasyonlu periyotta azaldığı (0.000511-0.000169) ve 48 saat inkübasyonlu periyotta 

arrtığı (0.000165-0.000417) RT-PCR ile belirlendi. Kaabinejadian ve ark. MCF-7 hücre 

hattına adriamisin uygulaması ile p53 miktarının azaldığını belirlerken
127

 Singh ve ark. 

resveratrol ve siklofosfamit (cyclophosphamide) uygulamasının yine p53 ekspresyonunu 

arttırdığını rapor etmişlerdir.
4
 Resveratrol, apoptozu p53 bağımlı

104
 ve p53’den bağımsız bir 

şekilde indüklenmektedir.
104,105

 Reservatrol, fibroblast hücrelerinde
104

 ve fare JB6 epidermal 

hücre hattında,
106,107

 p53 ekpresyonunu artırarak tümör ön maddelerin salgılanmasını 

baskılandığı ve hücrede apoptozu uyardığı,
77

 diğer taraftan, c-Jun NH2-terminal kinase 
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(JNKs) aktivasyonunu da tetikleyerek apoptozun başlamasını önlediği bildirilmektedir. Lee 

ve ark. çalışmalarında antioksidan uygulaması ile p53 gen ekspresyonundaki artışı rapor 

etmiştir.
128

 Kaabinejadian ve ark. çalışmalarında Adriyamisin uygulaması ile p53 miktarının 

arttığı ve bu yolla apoptotik aktivasyonun da arttığını göstermişlerdir.
127

 Bizim 

bulgularımızda resveratrol uygulamasının literatürün aksine p53 gen ekspresyonun 24 saat 

süreli uygulamada azaldığı belirlenirken, 48 saat uygulamalı grupta ise literatüre paralel 

olarak gen ekspresyonu artışı tespit etmiştir.  

Yapılan çalışmada metabolik yolaklarda rol alan birçok proteinin tespiti için ICC 

metodu kullanılırken özellikle son yıllarda kanser hücrelerinde p53 aktivasyonunun 

belirlenmesi için ICC tercih edilen bir yöntemdir.
63,129,130

 Çalışmada immunohistokimyasal 

p53 boyamalarımız sonucunda kontrol gruplarına göre uygulama yapılan gruplarda pozitif 

hücre yoğunluğunun arttığı belirlenmiştir. Balcer-Kubicze ve ark. adriamisin uygulaması 

yapmış oldukları çalışmada, p53 immunpositif hücre sayısının artışını göstermiştir.
131

 

Vladislava ve ark. ultraviyole ışığa maruz bırakılan meme kanseri hücrelerinde p53 gen 

bölgesi mutasyonunun oluştuğu ve bu mutant p53 geninin fazla miktarda eksprese edildiğini 

rapor etmiştir.
132

 Bizim çalışmamızda ise resveratrol uygulaması ile p53 aktivasyonun arttığı 

ve bu yolla tümöral hücrelerde apoptozisin uyarılmış olabileceği düşünülmektedir. Fakat bu 

yolak ve mekanizmasının tam olarak ortaya konulabilmesi için daha detaylı moleküler 

çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.   

Hücreler ya fizyolojik yaşam süreleri sonunda apoptozla ya da patolojik faktörlerin 

etkisiyle nekrozla ölürler. Nekrozla ölüm sonrası hücrede enflamasyon uyarılırken, 

apoptozda hücre ölümü fizyolojik bir süreç olarak uyarılır ve enflamatuar yanıt oluşmadan 

gerçekleşir. Apoptotik süreçte Bax, Bcl-xS, Bad, Bak ve Bik gibi proapoptotik genler 

apoptozu uyarırken, Bcl-2, Bcl-xL, Bag-1, ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik genler apoptozun 

baskılanmasını sağlarlar.
58

 Son yıllarda yapılan çalışmalarda, tümör hücrelerinde apoptozun 
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uyarılmasında pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin, mitokondriyal disfonksiyonun, 

hücre ölüm reseptör sentezinin, kaspaz aktivasyonlarının ve ROT’ların üretimi artışı gibi 

birçok hücresel faktör üzerinde önemli rol oynadığı rapor edilmiştir.
133,134

 Hücrelerdeki pro-

apoptotik faktörler p42⁄44, ERK1⁄2, JNK ve p38/MAPK kinazlar ile düzenlenirken,
135,136

 

p21 ve p27 gibi genler de p53 aracılı hücre siklusunun baskılanmasında görev alan 

metabolik yolaklardır. Ayrıca p21 proteini ekspresyonu CDK aktivitesini ve hücre 

proliferasyonu nükleer antijeni (PCNA) ekspresyonunu baskılayarak DNA sentezi 

engellemiş olur.
137-139

 Çalışmamızda da, apoptotik bir protein olan Bax’a yönelik 

immunfloresan boyama neticesinde resveratrol uygulanan gruplarda apoptotik aktivitenin 

arttığı, bu değerin özellikle 48 saat inkubasyona bırakılan hücrelerde en fazla olduğu 

bulundu. Qiao ve ark. oridonin uygulaması ile bax ekpresyonunun arttığını rapor 

etmişlerdir.
140

 Signh ve ark. çalışmalarında, resveratrol uygulanan meme kanser 

hücrelerinde pro-apoptotik proteinlerin artışıyla beraber MAPK aktivasyonu artışını da 

belirlemişlerdir.
4
  Osone ve ark. ise, antioksidan madde verilen nöroblastoma hücrelerinde 

p38/MAPK ve JNK aktivasyonunun arttığı ve bu yolla apoptozu uyardığı rapor edilmiştir.
141

 

Özetle, resveratrolün meme kanseri üzerindeki apoptotik etki mekanizmasının MAPK 

aktivasyonuna dayalı olduğu ve bu yolla kanser hücreleri üzerine antikanserojen etki 

gösterdiği söylenebilir. 

Antioksidan maddeler, antioksidan enzimlerin aktivasyonunu katalize ederek serbest 

radikal ve oksidan maddelerin ortamdan süpürülmesini indirekt olarak sağlamış olur. 

Kanserogenez sürecinde birçok antioksidan madde tedavi ve koruyucu amaçlı 

kullanılmaktadır.
57

 Bunların en önemlilerinden birisi olan resveratrolün antioksidan 

özellikleri üzerine birçok in vitro ve in vivo çalışma bulunmaktadır.
78,88,90,91

 Son yıllarda 

yapılan birçok çalışmaya göre resveratrol; LDL ve LPO’yu baskılamakta, oksitlenmiş 

LDL’nin sitotoksisitesini de önlemektedir.
56

 Kanser hücresi tedavisinde ROT üretimindeki 
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artışa bağlı olarak apoptozun uyarılması, p38 ve MAPK aktivasyonu üzerinden 

sağlanmaktadır.
142

 Hücrede ROT üretimi ve MAPK aktivasyonunun apoptotik sinyallere 

cevabın oluşmasında önemli rol oynadığı bilinmektedir. Kanser tedavisinde kullanılan ve 

ROT üretimini uyararak antioksidan kapasitesinin tüketilmesi ile apoptozu uyaran 

antikanserojen ilaçların etkinliği bu prensibe dayanmaktadır. Yapılan çalışmalarda, hücre 

ölümü miktarı ile mitokondriyal membran potansiyeli ve redoks seviyesindeki değişimin 

etkili olduğu belirtilmiştir.
4
 Osone ve ark. antioksidan uygulaması ile nöroblastoma 

hücrelerinde ROT bağımlı apoptoz yolağı olan p38 ve MAPK aktivasyonunun uyarıldığını 

tespit etmişlerdir.
141

 Garcia Santos ve ark. çalışmalarda, melatonin uygulanan nöroblastoma 

hücre hattında apoptotik aktive artışını rapor etmişlerdir.
5
 Yapılan bazı çalışmalarda ise p38 

ve MAPK aktivasyonunun ROT üretiminden bağımsız olduğu rapor edilmiştir.
143

 Bizim 

çalışma hipotezimiz, güçlü bir antioksidan özelliğe sahip resveratrol uygulaması ile 

apoptozisin uyarılması ve hücre proliferasyonun azaltılması temeline dayanmaktadır. 

Resveratrolün antioksidan etkisinin p38 ve MAPK yolakları üzerinden tetiklendiği yapılan 

çalışmalar ile gösterilmiştir. ROT’lar hücrede siklin mRNA seviyesini arttıran hücre 

siklusunda G1-S fazına geçiş gibi önemli görevleri yerine getirmektedir. Bu durumun 

hücrede oluşan bir redoks kontrolü kayıbını sağladığı ve kontrolsüz çoğalmaların önüne 

geçilemediği belirlenmiştir. Oysa yapılan bazı çalışmalarda, MCF-10A kanser hücre hattı 

gibi hücrelerin antioksidan madde uygulaması ile proliferasyonun azaldığı G1-S fazına 

geçişin engellendiği ve siklin D1’in sentezinin azaldığı belirtilmiştir.
144

  

Diğer taraftan çevresel kanserojen sodyum arsenitin meme kanser hücrelerinde ROT 

üretimini uyararak hücre siklusunda S fazına geçişi hızlandırdığı tespit edilmiştir.
145

 Benzer 

olarak benzo (a) piren kinonlar (BPQs) büyüme faktörlerinin sinyallerini taklit ederek 

memeli epitel hücrelerinde H2O2 ve SOD sentezi üzerinden proliferasyonu arttığı 

gösterilmiştir.
146

 Ayrıca pankreas kanser hücreleri ile normal pankreas hücresi ROT 



 

61 
 

seviyelerinin karşılaştırılması ile yüksek ROT seviyesinin hücrelerin çok hızlı olarak 

bölünmesi sonucu oluştuğu belirlenmiştir.
38

 Yine yapılan çalışmalarda, endojen 

antioksidanlardan MnSOD, Cu/ZnSOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin 

pankreas tümör hücrelerinde bölünme hızını azalttığı rapor edilmiştir.
147,148

 Bizim 

çalışmamızıın biyokimyasal total antioksidan ve oksidan miktarlarının değerlendirmesinde; 

total antioksidan miktarında çok büyük bir değişiklik görülmezken total antioksidan 

miktarlarının 24 ve 48 saat resveratrol uygulaması yapılan gruplarda değiştiği belirlendi. 

Verilerimizin değerlendirilmesine baktığımızda resveratrol uygulaması ile hücresel ROT 

üretimin azaldığı ve literatürle benzerlik gösterdiği tespit edildi.  

Özetle; resveratrol uygulaması ile hücrede endojen antioksidan miktarının artışı 

indüklenmektedir. Bu endojen antioksidan maddelerin hücresel siklusda özellikle G1-S 

fazına geçişi engellediği yapılan birçok çalışma ile de gösterilmiştir. Ayrıca antioksidan 

uygulamalarının hücrede apoptoz aktivitesi üzerine pozitif etki göstermiş olması 

antioksidanların antikanserojen etkisini ortaya koymaktadır. Bu etki birçok kemoterapatik 

olarak da kullanılan ilaçların etki mekanizmasına benzer olarak hücre içi ROT artışıyla 

tetiklenen p38 ve MAPK metabolik yolağı üzerinden hücre içi ROT artışı oluşturmadan 

sağladığı belirlenmiştir. Yine hücresel siklusta ve apoptotik aktivitede önemli rolleri bulunan 

p53 geni ekspresyon düzeyindeki artışda resveratrolün kanser tedavisinde kullanımının 

önemli sebeplerinden birisidir. Hücrede meydana gelen özellikle DNA hasarı durumunda 

uyarılan p53 geni çoğu tümör hücresinde mutant olarak sentezlenir ve hem DNA hasarının 

tamirini hem de apoptozun uyarılmasını yerine getirememektedir. Oysa resveratrol 

uygulamasının vahşi tip p53 ekpresyon miktarını arttrdığı belirlenmiştir. Bu yolla DNA 

hasarı oluşmuş kontrolsüz çoğalan kanser hücrelerinde, hücre siklusunun kontrolü ve 

apoptozisin uyarılmasını sağlayabileceği düşünülebilir.  
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Sonuç olarak, östrojen pozitif meme kanser hücrelerinin çeşitli dozlarda ve sürelerde 

resveratrol uygulaması neticesinde hücresel total antioksidan madde miktarının artışı, total 

oksidan madde miktarının değişmemediği belirlenirken p53 gen ekpresyonundaki artış 

yapılan RT-PCR ve immunsitokimyasal analizler sonucunda tespit edilmiştir. Ayrıca pro-

apoptotik proteinlerden Bax aktivitesinin artışı tespit edilmiştir. Resveratrol uygulamasının 

bu etkilerine bakıldığında, meme kanseri tedavisinde koruyucu ve tedavi amaçlı olarak 

kullanılabilecek bir ajan olabileceği sonucuna varılabilmektedir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmadan elde edilen sonuçları özetleyecek olursak;  

1- Resveratrol maddesi sitotoksitite analizleri yapılarak çalışmamız için en etkili 

dozlar belirlenirken resveratrolün baskılayıcı konsantrasyon (IC50) değerleri (24 saat için; 

87.5 µM ve 48 saat için 85.5 µM) belirlendi.  

2- Antioksidan bir madde olan resveratrolün hızlı çoğalan tümör hücreleri ile 

muamelesinde antioksidan ve oksidan seviyelerinde oluşan değişim belirlenirken bunların 

hücre çoğalımı ile olan etkileşimi korrele edildi.  

3-  Çalışmada tümör süpresör gen olarak bilinen p53 geni ekpresyonu hem 

immunsitokimyasal hem de RT-PCR metotları ile belirlendi. 

4- Resverarolün MCF-7 hücre hattı üzerindeki apoptotik değer artışı Bax 

immunfloresan boyaması ile tespit edildi. 

5- Çalışmadan elde edilen bulguların değerlendirilmesi, yeni ilaç tedavi stratejilerinin 

ya da yeni tedavi ajanlarının geliştirilmesine katkıda bulunabilecektir. Özellikle meme 

kanserli hastalarda tedavide başarısızlıklar sık rastlanan bir durumdur. Bu tür durumların 

önlenmesi amacıyla güçlü antioksidan ve antikanserojen ilaçların kullanımının önemi tekrar 

edilmiş oldu.    

Çalışmamızda elde edilebilecek çıkarımları özetlediğimizde ise; 

Son yıllarda kanser tedavisi için dünyada birçok yeni stratejileri çalışılmaktadır. 

Kanser tedavilerinde kullanılan kemoteropatiklerin hedef hücrelerden başka özellikle 

karaciğer ve böbrek gibi hayati organlar üzerinde de oldukca toksik etkileri bulunmaktadır. 

Bu etkiler göz önüne alındığında, antikanserojen özellik taşıyan maddelerin farmakolojik 

ajanlar ile kombine kullanımının öenmi ortaya çıkmaktadır.   

Bunlara ek olarak, kanser tedavisinde kullanılan ilaçlar ROT artışı ile hücre 

ölümünün tetiklendiği bilinmektedir. Bu durumda, hedef hücrelerde daha fazla DNA hasarı 
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ve mutasyon oluşumu tetiklenebilmektedir. Bu durumda hücrelerde proliferasyonu arttıran 

bir diğer faktör gelişebilmektedir.  

Bizim çalışmamız, kanser tedavisinde etkinliğin arttırılması, DNA hasarlarının 

önlenmesi ve birtakım ilaç dirençlerinin gelişiminin engellenmesinde etkili olabilecek 

redoks dengesi tabanlı yeni terapotik ajanların geliştirilmesine katkıda bulunabilecektir. 

Ayrıca, tümör hücrelerinin seçici ölümünün uyarılması için yeni bir bakış açısı sağlayarak, 

yapılacak olan daha detaylı moleküler çalışmalara kaynak teşkil edecektir.  
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