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1. ÖZET 

 

ÇalıĢmamızda doğal polifenolik bileĢikler olan resveratrol ve epigallokateĢin-3-

gallat’ın ayrı ayrı ve bir arada kullanıldıklarında sıçan C6 glioma hücre soyu üzerinedeki 

etkileri hücre kültüründe incelendi. Kültür ortamında iki bileĢiğin etkileri 24, 48 ve 72. 

saatlerde hücre apoptozu ve hücre proliferasyonu açısından değerlendirildi. 

Resveratrol’ün, kontrol grubuna göre, hücre kültüründe hücre apoptozunu arttırıcı 

etki gösterdiği ve hücre proliferasyonunu azalttığı gözlendi. Faz kontrast mikroskobunda 

yapısal değiĢiklikler izlendi ve fotoğraflandı. 

EpigallokateĢin-3-gallat’ın, hücre kültüründe hücre apoptozunu arttırıcı etki 

gösterdiği ve hücre proliferasyonunu durdurduğu gözlendi. Faz kontrast mikroskobunda 

yapısal değiĢiklikler izlendi ve fotoğraflandı. 

Kombinasyon gruplarında, hücre kültüründen elde edilen bulgular resveratrol ve 

epigallokateĢin-3-gallat grubunun tek tek uygulamaları ile elde edilen bulgulardan daha 

kuvvetli olmak üzere, benzerdi. Tüm kombinasyon grupları, hücre apoptozunu arttırıcı ve 

hücre proliferasyonunu durdurucu etki gösterdi. 

Sonuç olarak; resveratrol ve epigallokateĢin-3-gallat kombinasyonunun sıçan C6 

glioma hücre soyu üzerine etkileri hücre kültüründe incelendiğinde, bu maddelerin hücre 

apoptozunu indükledikleri ve hücre proliferasyonunu inhibe ettikleri gözlendi. 
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2. SUMMARY 

 

In this study, the effects were investigated on C6 glioma cell family of  

rats when resveratrol and epigallocatechin-3-gallate which are natural  

polyphenolic composites were used together and seperately. In the culture 

environment the effects of two composites were evaluated from the point of cell 

apoptosis and cell proliferation view in the 24, 48, and 72th hours. 

        Depends on control group the Resveratrol shows the increaser effect on cell  

apoptosis and it shows the detractive effect on cell proliferation.  

Constructional changings were analyzed and photographed under phase contrast  

microscope. 

        In the cell culture the observations were epigallocatechin-3-gallate shows 

the increaser effect on cell apoptosis and also it shows the detractive effect on  

the cell proliferation. Constructional changings were watched and photographed  

under phase contrast microscope. 

In the combination groups, the findings from the cell culture were similar with the 

findings which were obtained by seperate applications of Resveratrol and  

epigallocatechin-3-gallate but cell culture findins were stronger. All of the  

combination groups showed the increaser effect on cell apoptosis and showed the  

inhibitor effect on cell proliferation. 

As a result, when the effects of resveratrol and epigallocatechin-3-gallate 

combination were investigated on C6 glioma cell family of rats then the incentive effect on 

cell apoptosis and the inhibitor effect on cell proliferation were observed.  
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3. GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

Kanser, epigenetik ve genetik birtakım değiĢiklikler sonucu organizmanın belli bir 

bölgesindeki hücrelerin kontrolsüz çoğalması ile karakterize olan neoplazinin kesin 

formlarını tanımlamak için kullanılan bir terimdir (1). Türk Kanser AraĢtırma ve SavaĢ 

Kurumu’na göre, kalp-damar hastalıklarından sonra kanser ve komplikasyonlarından 

dolayı olan ölümler, ikinci sırada yer almaktadır (2).  

Kanser, vücuttaki hücrelerden herhangi birinin anormal çoğalması ile ortaya çıktığı 

için gerek davranıĢ, gerek tedavi yöntemi, gerek de tedaviye yanıt açısından büyük ölçüde 

değiĢiklik gösteren çok sayıda türe sahiptir. 

Primer beyin tümörleri, bütün kanserlere bağlı ölüm oranlarının %2’sini oluĢturur. 

Uygulanan çeĢitli tedavi yöntemlerine rağmen ortalama yaĢam süresi 1 yıldır. Tümörün bu 

kötü prognozu ve beyin tümörlerinde cerrahi ve sitotoksik tedavinin sınırlı baĢarısı 

nedeniyle, toksik olmayan ve beyin tümörü hücrelerinde duyarlılık yaratacak ajanlar yeni 

tedavi yöntemlerinin geliĢtirilmesi için umut kaynağı olmuĢlardır.  

Kanser tedavilerinde kullanılan çeĢitli bitkisel maddeler, hücre proliferasyonunu 

engellemeleri ve buna karĢılık apoptozu tetiklemeleri nedenleriyle kullanılmaktadırlar. 

Günümüzde Federal Almanya’da kullanılan hazır ilaçların %20’si, Rusya’da kullanılan 

ilaçların 1/3’den fazlası bitkisel kökenli ilaçlardır (3). 

EpigallokateĢin-3-gallat (EGCG) yeĢil çayda bulunan en etkin kateĢin olup, 

antioksidan aktivitesi C vitamininden 100 kat, E vitamininden 25 kat fazladır (4). Yapılan 

epidemiyolojik ve deneysel çalıĢmalar ile, çay kateĢinlerinin antimikrobiyal, antioksidan, 

anti-HIV, anti-mutajenik, antikanserojen özellikleri ve kalp-damar hastalıklarını 

engelleyici etkileri gösterilmiĢtir (4, 5, 6). Ulusal Kanser Enstitüsü’ne (NCI) göre, EGCG 

kanser önleyici bir maddedir (4). 

Resveratrol (3,4,5 trihidroksistilben) (RES) üzüm tanelerinde bol miktarda bulunan 

polifenolik yapıdaki doğal bir antioksidandır. Resveratrolün antioksidan, antitümör etkilere 

sahip olduğunu gösteren çalıĢmalar vardır (7, 8). Hücre sinyal kaskadında çeĢitli 

mekanizmalarla kanseri önleyici aktivitesi gösterilmiĢtir (9). 

Bu çalıĢmamızda, epigallokateĢin-3-gallat ve resveratrolün sıçan C6 glioma hücre 

soyunda, hücre canlılığı ve hücre proliferasyonu üzerine in vitro etkilerini doz ve zamana 

bağlı olarak araĢtırmayı amaçladık. 
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4. GENEL BĠLGĠLER  

 

 

4.1. KANSER 

 

Kanser, epigenetik ve genetik birtakım değiĢiklikler sonucu organizmanın belli bir 

bölgesindeki hücrelerin kontrolsüz çoğalması ile karakterize olan neoplazinin kesin 

formlarını tanımlamak için kullanılan hastalıktır (1). Neoplazinin kanser olarak 

tanımlanabilmesi için, hücrelerin fenotiplerinin altı temel özelliği belirtilmiĢtir. Bu 

özellikler; 

1- Apoptozun baskılanması 

2- Sürekli proliferasyon 

3- Büyüme sinyallerine duyarsızlık 

4- Metastaz oluĢumu 

5- Doku invazyonu 

6- Anjiyogenez’dir (10). 

Kanser, genetik orijinli bir hastalık olup, neden olan genler iki temel alt grupta 

incelenebilir (1). 

1- Onkogenler: Normal bir hücrede çoğalma ve farklılaĢma üzerinde etkili olan 

genlere proto-onkogenler denir. Proto-onkogenler, aktive edici nokta mutasyonları, 

regülasyonlar ve gen overekspresyonlarından dolayı olan değiĢimler sonucunda 

onkogenlere dönüĢürler (11). Onkogenlerin, proto-onkogenlerin mutant allelleri olarak 

telomerazları kodlayan veya apoptozisi bloke eden genler olduğu düĢünülmektedir (1). 

Aktive edildiklerinde ya da ekspresyonları arttığında, tek bir mutant allel normal bir 

hücreyi, malign fenotipe dönüĢtürebilir (1). Evrim boyunca iyi korunan onkogenler, 

insanlardan mayalara kadar pek çok canlıda bulunmaktadır (12). Onkogenler; c-myc, L-

myc, N-myc, Ras, erB-1, erB-2, BRCA-1,BRCA-2 olarak sınıflandırılırlar (13).  

2- Tümör baskılayıcı genler: Hücre çoğalmasını kontrol eden genlerdir. Bu genlerin  

ürünleri olan proteinlerin kanser oluĢumundaki rolü, hücre döngüsünü negatif yönde 

düzenlemeleri, yani, herhangi bir hata varsa o hatanın yeni hücrelere aktarımını 

engellemek için mitozu baskılamaları ile olur (14, 15). Tümor supressor genler, normal gen 

iĢlevlerini inaktive edici mutasyonlar, interstisyel delesyonlar ve hipermetilasyon ile 



 

5 
 

kaybederler. Bunlar sonucunda hücre siklusunun inhibisyonu engellenir ve tümör geliĢimi 

görülür (16). Knudson’un iki allellik hedef (double hit) hipotezine göre, tümör supressor 

genlerdeki ekspresyonlar sonucu ortaya çıkan tümörler, bir allelin dominant negatif 

mutasyonu veya her iki allelde görülen fonksiyon kaybıyla ortaya çıkarlar (1, 15, 17). 

Tümör supressor genler; p53, Rb, p16, FHIT, bcl-2 olarak sınıflandırılırlar (13). 

Kontrolsüz hücre çoğalması sonucu meydana gelen ve  bir yüzeyde ĢiĢlik meydana 

getiren hücre topluluklarına tümör adı verilir. Tümörler davranıĢlarının 

değerlendirilmesine göre malign ve benign olmak üzere ikiye ayrılır. 

Malign tümörler; kanser özelliklerini taĢıyan tümörlerdir. Bu tümörlerin hücreleri, 

çevre dokulara kan dolaĢımı, lenf sistemi, vücut boĢlukları ya da yüzeyleri yolu ile 

yayılarak o doku ve organlarda yeni tümörler oluĢtururlar. Buna metastaz denir. Malign 

tümörlerin en çok görülen özelliklerinden biri metastazdır. Malign tümörler anaplastik 

özellik gösterirler ve farklı düzeyde diferansiasyon gösterirler. 

Benign tümörler; baĢlangıç bölgeleriyle sınırlı kalan tümörlerdir. Metastaz görülmez. 

Morfolojik ve fonksiyonel olarak normal dokuya benzerler. 

Kanser, vücuttaki hücrelerden herhangi birinin anormal çoğalması ile ortaya çıktığı 

için gerek davranıĢ, gerek tedavi yöntemi, gerek de tedaviye yanıt açısından büyük ölçüde 

değiĢiklik gösteren çok sayıda türe sahiptir. Tıbbi Onkoloji Derneği’ne göre, en yaygın 

görülen kanser türleri; lenfomalar, akciğer, kolon, meme, rahim ve rahim ağzı kanserleridir. 

Genel olarak kanserler üç ana kategoride incelenirler. 

1-Karsinomalar: Epiteliyal orijinli malign tümörlerdirler. Tüm kanserlerin %90’ını 

oluĢtururlar. 

2-Sarkomlar: MezenĢimal orijinli malign tümörlerdir. Tüm kanserlerin %3’ünü 

oluĢtururlar. 

3-Lenfoid maligniteler: Lenfatik sistem ve periferik kan boyunca yayılan 

tümörlerdir. Tüm kanserlerin %7’sini oluĢtururlar. 

Hastalar,  kanser tipine ve geliĢim evrelerine bağlı olarak, cerrahi, radyoterapi ve 

kemoterapi yöntemlerinin tek baĢlarına ya da beraber kullanılmaları ile tedavi edilir (18). 

Klasik tedavilerin yanısıra hastalar tedavi süresince enerji tedavileri, bitkisel tedaviler, 

akupunktur ve meditasyon gibi çeĢitli destekleyici ve alternatif tedavileri de 

denemektedirler. Bunlar arasında dünyada ve ülkemizde en çok baĢvurulan yöntem bitkisel 
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tedavilerdir (19, 20). Bunun nedeni hastaların yararı bilinen, doğal tedavi yöntemlerini 

tercih etmeleridir (21). 

 

4.2. BEYĠN TÜMÖRLERĠ  

 

Beyin tümörleri, beyin hücrelerinin farklılaĢarak kontrolsüz çoğalması ve kitle halini 

almasıyla oluĢur. Tümörün büyümesi ve geliĢmesi sonucunda, beyinin bölgelerine baskı 

yapılır ve kafatası içindeki basıncın artarak Ģiddetli baĢ ağrılarına neden olabileceği gibi, 

birçok organda da olumsuz bulgulara rastlanır. 

Beyin tümörlerinin etiyolojileri  tam olarak bilinmemekle beraber, kimyasal 

faktörlerin, radyasyonun, çevre kirliliğinin, genetik faktörlerin tümör oluĢumu ve geliĢimi 

üzerine etkili oldukları düĢünülmektedir (22).  

Beynin kendisinden (glial tümörler) ve çevresindeki zarından (menengiomalar) 

geliĢenler birincil beyin tümörleri, baĢka organlardan yayılımla (metastazlar) geliĢenler ise 

ikincil beyin tümörü olarak değerlendirilmektedir. Ġkincil tümörler daha sık görülmektedir. 

Bunların dıĢında sinirlerden geliĢenler (nörinom) ve beyin damarlarından geliĢenler de 

( hemangiomlar) vardır. Beyin tümörlerinin %70’ini birincil beyin tümörleri, %30’unu ise 

ikincil beyin tümörleri oluĢturur (23). Bütün kanserlere bağlı ölüm oranlarının %2’sini  

birincil beyin tümörleri oluĢturur (24, 25). 

Primer beyin tümörlerinin %60 kadarı glial tümörler olup, bunların da yaklaĢık 

olarak 2/3’ünü agresif glial tümörler oluĢturmaktadırlar (22, 26). Glial tümörler astrosit ya 

da oligodendrisitlerden kaynaklanırlar (22). Astrositik tümörler; patolojik özelliklerine 

göre, astrositoma, anaplastik astrositoma ve glioblastoma multiforme olarak üçe ayrılırlar. 

Oligodendroglial tümörler ise, oligodendroglioma ve anaplastik oligodendrogliomalar 

olmak üzere ikiye ayrılırlar (22). 

Merkezi sinir sisteminin malign tümörleri arasında en ölümcül seyirli olan ve en sık 

görülen tümör, glioblastoma multiformedir (GBM) (27, 28, 29, 30). Glioblastoma 

multiformenin önemli özellikleri; hızlı çoğalma, beyin dokusuna invazyon, nekroz, 

anjiyogenez, mikrovasküler proliferasyon ve migrasyondur (31). Her yaĢta görülebilen 

GBM en sık 5-9 yaĢ arasında ve 60-69 yaĢları arasında görülür (32). Beyaz ırkta ve 

erkeklerde daha sık görülmektedir (16). GBM tanısı için, mikroskobik olarak nükleer 
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polimorfizm, nekroz, mitotik aktivite, endotelial hiperplazi bulgularının en az üçünün 

olması gerekir (25).  

ÇeĢitli tedavilere rağmen ortalama yaĢam süresinin 1 yıl olması nedeni ile yeni 

tedavi yöntemlerinin bulunması amacıyla son yıllarda yoğun olarak araĢtırılan bir konudur. 

  

4.2.1. C6 Glioma Hücreleri 

 

Malign beyin tümörlerinin oluĢum ve geliĢim evrelerinin anlaĢılmasında ve bunlara 

yönelik tedavi yöntemlerinin belirlenmesinde, tümörün kendisinden elde edilen, sınırsız 

mitotik aktiviteye sahip hayvansal kökenli hücre dizileri vazgeçilmez                

kaynaklardır (16, 33, 34). 

Ġlk olarak 1968 yılında Benda ve arkadaĢları tarafından Wistar-Furth sıçanlarına N-N’ 

nitrozometilüre uygulanmasıyla oluĢturulan C6 glioma tümör hattı, ilaç etkileĢimi 

çalıĢmaları için tüm dünyada yaygın olarak kullanılmaktadır (35, 36, 37). 

Ġntraserebral olarak Wistar-Furth sıçanlarına verilen C6 glioma hücreleri yüksek 

mitotik aktivite, tümör içi kanama, parenkimal indeksiyon, nükleer polimorfizm, tümör 

nekroz odakları gibi çeĢitli malign glioblastoma karakteristiklerini gösterdikleri için GBM 

araĢtırmalarında yaygın olarak kullanılmaktadırlar (16, 33, 35).  
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4.3. EPĠGALLOKATEġĠN-3-GALLAT 

 

 

ġekil 1: EGCG’nin Moleküler Yapısı 

 

Çay, dünyada sudan sonra en çok tüketilen içecektir (38). Günümüzde ticari olarak 

üretilmekte olan üç tip çay vardır. Bunlar; siyah çay (%76), yeĢil çay (%22) ve          

oolong çayı (%2)’dır (39). Bu çayların herbiri Camellia sinensis bitkisinin yapraklarından 

üretilir ve en önemlisi polifenoller olmak üzere çeĢitli bileĢikler içerirler (40). YeĢil çayın 

diğer bileĢenleri, kafein, theanin, vitaminler, organik asitler, polisakkaritler, protein, lignin, 

florid ve mineraller’dir (41). Polifenollerin miktarı; genetik özelliklere bağlı olduğu gibi, 

iklim, ıĢık, yağıĢ miktarı gibi çevresel faktörlere bağlı olarak da değiĢiklik gösterir (42). 

YeĢil çayın kuru ağırlığının %30-42’sini kateĢinler oluĢturur. Çay yapraklarında 

bulunan kateĢinler: EpigallokateĢin-3-gallat (EGCG), EpigallokateĢin (EGC),     

EpikateĢin-3-gallat (ECG) ve EpikateĢin (EC)’dir (40). Çay flavanollerinin farklı 

antioksidan etkileri; hidroksil gruplarının sayısı, bağlandıkları yerler ve galloil parçalarının 

varlığına bağlıdır (43, 44). Buna göre çay yapraklarında bulunan major kateĢinlerin 

antioksidan aktiviteleri epigallokateĢin gallat˃epigallokateĢin˃epikateĢin gallat˃epikateĢin 

olarak sıralanmaktadır.  

Yapılan epidemiyolojik ve deneysel çalıĢmalar  ile, çay kateĢinlerinin antimikrobiyal, 

antioksidan, anti-HIV, antikanserojen özellikleri ve kalp-damar hastalıklarını engelleyici 

etkileri gösterilmiĢtir (4,5,45). 
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Ġn vitro bir çok çalıĢmada, çay kateĢinlerinin, özellikle EGCG’nin, melanoma, 

akciğer kanseri, meme kanseri, kolon kanseri ve lösemiyi de içeren insan tümör hücreleri 

soylarında tümör büyümesini önlediği gösterilmiĢtir (46, 47). C6 glioblastoma multiforme, 

U-87 ve U-373 hücreleri ile yapılan bir çalıĢmada EGCG’nin apoptotik etkileri ve bu 

etkilere sebep olan maddenin de insülin benzeri büyüme faktörü 1  (IGF-1) olduğu 

gösterilmiĢtir (48). EGCG’nin tümör hücrelerinin yayılmasında önem taĢıyan MMP-9 ve 

MMP-2’nin aktivitelerini azalttığı da yapılan çalıĢmalarda tespit edilmiĢtir (49, 50).                           

 

4.4. RESVERATROL  

 

 

ġekil 2: RES’in Moleküler Yapısı 

 

Resveratrol (RES) (3,4’,5-trihidroksi-stilben) bir çok bitki tarafından bakteri ve fungi 

gibi patojenlere, sıcaklık dalgalanmalarına, UV ıĢınlarına ve yaralanmaya karĢı doğal 

olarak üretilen bir fitoaleksindir. Resveratol, ilk olarak 1940 yılında Michio Takaoka 

tarafından Veratrum grandiflorum O.Loes.’in (beyaz helleborus) kök bileĢenlerinde 

tanımlanmıĢtır (51). Daha sonra 1977 yılında Langcake, resveratrolün Vitis vinifera (asma) 

yapraklarında UV ıĢınlarına ve fungal enfeksiyonlara karĢı sentezlendiğini         

göstermiĢtir (52). 

Resveratrol  bu güne kadar yapılan çalıĢmalarda 72 tür, 31 cins ve 12 familyada 

tespit edilmiĢtir (53). Bununla beraber, öncelikle Polygonum cuspidatum (çoban değneği), 

Vitis vinifera (asma), Vaccinium sp. (kızılcık), Veratrum grandiflorum (beyaz çöpleme), 

Arachis hypogea (yer fıstığı)  ve Morus rubra (dut) bitkilerinde bulunur (54). Çin ve Japon 
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geleneksel tedavi yöntemlerinde kullanılan Polygonum cuspidatum bitkisinin kökü en 

zengin trans-resveratrol kaynağı olarak kabul edilir (55). 

Resveratrol; antioksidan, antikanserojen, antiviral, antiinflamatuar, kalp koruyucu ve 

kolesterol düĢürücü özellikleri ile tıp alanında pek çok çalıĢmada kullanılmıĢtır. 

Hayvan modellerinde yapılan ilk çalıĢmalarda resveratrolün kanser riskini tümör 

growth faktörü engelleyerek  ve kanser hücrelerini apoptoza yönlendirerek azalttığı 

görülmüĢtür (56). Laboratuvar ortamında, düĢük konsantrasyonlarda kullanılan 

resveratrolün insan lösemi hücrelerinde apoptozu baĢlattığı görülmüĢtür (57). Laboratuvar 

ortamında yapılan baĢka çalıĢmalarda da resveratrolün meme kanseri hücre soylarında, 

medulloblastoma hücre soylarında ve kolon kanseri hücrelerinde apoptozu baĢlattığı ve 

tümör büyümesini engellediği gösterilmiĢtir (58). Bunun yanısıra, prostat kanserinin 

önlenmesi ve tedavisinde etkilidir (59). Koroner kalp hastalıkları riskini trombosit 

kümeleĢmesini ve LDL oksidasyonunu önleyerek azaltır (60). ÇeĢitli çalıĢmalarla, anti-

proliferatif etkisi de kanıtlanmıĢtır (61). 

 

4.5. APOPTOZ 

 

Apoptoz, organizmadaki hücrelerin fizyolojik olan ya da olmayan sebeplerle komĢu 

hücrelerden ayrılarak bazı değiĢikliklerden sonra yok olmasıdır (62). 

Fizyolojik hücre ölümü 1920’lerden beri bilinmesine rağmen, apoptoz ilk olarak Kerr 

ve ark. tarafından 1972 yılında karaciğer hücrelerinde tespit edilmiĢ ve adlandırılmıĢtır (63, 

64). Kerr’in büzüĢme nekrozu olarak tanımladığı bu olayda, ölen hücrelerin 

çekirdeklerindeki kromatin parçalarının yoğunlaĢtığı gözlemlenmiĢ ve organallerin iyi 

korunduğu fark edilmiĢtir. Wyllie’nin 1980 yılında yaptığı çalıĢma ile, apoptozun ilk 

biyokimyasal kanıtı elde edilmiĢtir. Buna göre; olgunlaĢmamıĢ timus hücreleri, 

glukokortikoidlere maruz bırakılmıĢ ve apoptoz gözlenmiĢtir. Daha sonra apoptotik hücre 

DNA’sına elektroforetik jel ayrımı yapılmıĢ ve hücrede DNA bütünlüğü kalmadığı, 

apoptotik hücrelerde karakteristik olan merdiven Ģeklinde DNA bantlarının olduğu 

gösterilmiĢtir (65). Cohen, yaptığı çalıĢmalar sonucunda apoptozun genetik 

mekanizmalarla kontrol edildiğini göstermiĢtir (66). ÇalıĢmalarında, timus hücreleri 

üzerinde yüksek doz steroid kullanarak, önce hücreleri apoptoza yönlendiren genlerin 
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aktive edildiğini, daha sonra timus hücrelerinin apoptoza yönlendirildiğini ortaya 

çıkarmıĢtır (67). 

 

4.5.1. Apoptozun Temel ĠĢlevleri 

  

Canlılarda embriyo döneminden, ölüme kadar bir çok evrede görev alan apoptoz, 

organizmadaki geliĢim sürecindeki organizasyonun tamamlanması ve organizmanın 

devamlılığının korunmasında bazı hücrelerin ortadan kaldırılması için gereklidir (62). 

Apoptozun görüldüğü olaylar baĢlıca Ģunlardır:  

- Memelilerde intrauterin geliĢimde görülen el ve ayak parmakların aralarında bulunan 

zarların ortadan kaldırılması, böbrek taslaklarının dejenerasyonu, kan damarlarının 

azaltılması (62, 68, 69). 

- Embriyonik dönemin baĢında çok fazla üretilen nöronların azaltılması, dolayısı ile, sinir 

sisteminin normal Ģeklini alması (62). 

- Metamorfoz ile kurbağa larvasının kuyruğunun ortadan kaldırılması (62) 

- EriĢkinde hormona bağımlı involüsyon (kadınlarda menstruasyon ile endometrium 

hücrelerinin yıkılması, menapozda folikül atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra meme 

bezlerinin rejenerasyonu) (62, 70). 

- Kanser hücrelerinin kemoterapi ajanları ile ortadan kaldırılması (62, 66). 

-  Otoimmün hastalıklarda sitotoksik T hücreleri ile oluĢturulan hücre ölümü (66). 

Apoptoz sürecindeki  dengenin bozulması, çeĢitli hastalıkların patogenezine katkıda 

bulunur. Hücre ölümünün hücre proliferasyonundan fazla olduğu durumlarda organizmada, 

nörodejeneratif hastalıklar, arteriyosklerozis, edinilmiĢ bağıĢıklık yetersizliği sendromu 

(Acquired Immune Deficiency Syndrome; AIDS), insüline bağımlı diyabet, hepatit C 

enfeksiyonu, miyokard enfarktüsü gibi hastalıklar görülürken; hücre proliferasyonunun 

hücre ölümünden fazla olduğu durumlarda ise organizmada, kanser ve otoimmun 

hastalıklar görülür (71, 72, 73, 74, 75). 

 

4.5.2. Apoptoz ve Nekroz  

 

Canlı organizmalarda hücre ölümü apoptoz ve nekroz ile gerçekleĢir.  
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Nekroz, klasik hücre ölümü olarak adlandırılır ve fizyolojik Ģartlar altında meydana 

gelir. AĢırı ısı değiĢimi, oksijensiz kalma veya zararlı bir uyarı ile hücrede Ģiddetli bir 

travma meydana gelir ve genellikle hücreleri gruplar halinde etkiler (76). Morfolojik olarak, 

endoplazmik retikulum, golgi kompleksi ve mitokondri gibi organellerde ĢiĢme görülür. 

Plazma membran iyon transportunun bozularak, hücre içine Ca ve su giriĢi gözlenir. Fazla 

Ca giriĢi ile hücrelerde endonükleazlar aktifleĢir ve DNA’da kırıklar oluĢarak, nukleus zarı 

parçalanır. Fazla su giriĢi nedeniyle de, hücreler ĢiĢer ve parçalanır. Hücrelerin 

parçalanması ile hücre içi bileĢenleri ve lizozomal enzimler hücre dıĢı ortama dökülür. Bu 

enzimlerin komĢu hücre ve dokuları zedelemesiyle inflamasyon meydana gelir (62, 76, 77). 

 

 

Resim 1:  Nekroz ve apoptozun elektron mikroskobu görüntüleri 

                 A) Nekroz B) Apoptoz  

  

Apoptoz, birçok özelliği ile nekrozdan farklılık gösteren hem fizyolojik hem de 

patolojik Ģartlar altında meydana gelen bir ölüm Ģeklidir (72). Apoptoz, hücre 

membranınında bleb oluĢumu, hücre hacminde azalma, kromatin kondansasyonu, plazma 

membranının ve hücre organellerinin bütünlüğünün korunması ve DNA’nın nükleus içi 

nükleozom uzunluğundaki (yaklaĢık 200Mb) fragmanlara endonükleotik kesimi ile 

karakterizedir. Apoptotik hücre ölümü, dokuda bir bölgedeki birçok hücreyi etkilemek 

yerine, tek baĢına bir hücreyi etkileyen ve aktif enerji tüketimi gerektiren bir             



 

13 
 

olaydır (68, 79, 80). Apoptozun en önemli özgün yönü, spesifik sistein proteazların 

(kaspazlar) aktivasyonu ile nukleus içinde DNA’nın internukleozomal bölgelerden 

yaklaĢık 180–200 baz çifti veya bunun katları boyutunda DNA parçaları oluĢturacak 

Ģekilde parçalanmasıdır. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven görüntüsünün 

ortaya çıkmasına neden olur. Bununla beraber, bu durum hücre tipine bağlı olarak 

değiĢebilir ya da sadece yaklaĢık 50 kilobaz çifti (kbp) boyutunda bir DNA 

fragmantasyonu da görülebilir (81). Morfolojik olarak görülen ilk değiĢiklik kromatinin 

nukleus zarının altında yoğunlaĢıp kondanse olmasıdır. Kromatin kondansasyonundan 

sonra nukleus küçük parçacıklara ayrılır, hücre büzüĢür ve küçülür. En sonunda da 

çevreleri zar ile sarılmıĢ, apoptotik cisimlere ayrılır. Apoptotik hücrede görülen önemli 

değisikliklerden biri de, normalde hücre zarının iç yüzünde bulunan fosfotidilserin’in erken 

evrede zarın dıĢ yüzüne doğru yer değistirmesidir. Bu mekanizma ile fosfotidilserinler, 

fagositik hücreler için sinyal verirler. Böylelikle apoptoz yolu ile ölen hücreler dokulardan 

temizlenir ve inflamasyon oluĢumu görülmez (77, 82). 

Hem nekroz, hem de apoptozun histolojik ve fizyolojik nedenlerinde büyük 

farklılıklar vardır (83, 84). Nekrozun en yaygın nedeni, oksijen yetersizliği anlamına gelen 

hipoksi’dir. Bununla beraber, arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddeler ve ağır 

metallerin yüksek konsantrasyonları, iskemi, hipertermi, litik viral infeksiyonlar ve Ģiddetli 

oksidatif stres de nekroza neden olan etkenlerdir (4, 85). Bir hücrenin apoptozuna neden 

olan etkenler ise; büyüme faktörü eksikliği, hücre yaĢlanması, HIV, kanser ilaçları, yüksek 

doz glukokortikoid, Fas veya TNFR-1 reseptörlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler, 

ve çok Ģiddetli olmayan oksidatif stres’dir (4, 86). 
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Çizelge : Nekroz ve apoptozun karĢılaĢtırılması (86) 

 

4.5.3. Apoptoz Mekanizmaları 

  

Apoptoz, çeĢitli dıĢ uyaranlar ya da iç sinyaller tarafından aktive edilir (87). 

Hücrelerin apoptoza gitmelerine pozitif ve negatif sinyaller arasındaki dengenin bozulması 

neden olur.  

Pozitif sinyallerin kesilmesi; nöronlar için NGF ve lenfositler için interlökin-2’nin 

kesilmesidir ( 62). 

Negatif sinyallerin alınması; TNF, Fas-ligand ve limfotoksin gibi proteinlerin 

uyarılarının alınmasıdır (62, 88). 
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Apoptozda görülen değiĢikliklerin çoğu, kaspazların aktive olmaları ile gerçekleĢir. 

Apoptozun indüklenmesinde, temel olarak 3 yol vardır. Bunlar; 

1- Mitokondriyal Yol ile Apoptoz 

2- DıĢ sinyaller Yolu ile Apoptoz 

3- Endoplazmik retikulum Aracılı Apoptoz 

 

ġekil 3: Apoptoz sinyal yolları 

 

4.5.3.1. Mitokondriyal Yol ile Apoptoz 

 

Apoptozu baĢlatan yolların kavĢak noktasının mitokondri olduğu belirlenmiĢtir. 

Özellikle mitokondri iç membranında bulunan ve elektron transport zincirinin bir üyesi 

olan sitokrom-c’nin salıverilmesi, apoptozu geri dönülmez bir Ģekilde baĢlatır. Sitokrom-c, 

mitokondriden apoptoz indükleyici faktör (AIF) ile beraber sitoplazmaya salınır. Bunun 

ardından, sitokrom–c sitoplazmik bir protein olan apoptotik proteaz aktive edici faktör  

(APAF–1)’e bağlanır ve onu aktive eder. ATP’nin de katılımıyla “apoptozom” adı verilen 

bir kompleks oluĢur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz–9’un aktif kaspaz–9 haline 

dönüĢmesini sağlar. Aktif kaspaz-9 ise kaspaz-3’ü aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla 
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aktifleĢen deoksiribonükleaz inhibitörü’nü (ICAD, Inhibitor of Caspase–Activated 

Deoxyribonuclease) inaktifleĢtirir. Böylece, ICAD’ın bağlandığı kaspazla aktifleĢen 

deoksiribonukleaz (CAD, Caspase–Activated Deoxyribonuclease) serbestleĢir ve bu da 

apoptozun karakteristik bulgularından biri olan kromatin kondensasyonuna ve 

oligonükleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur (2). 

 

4.5.3.2. DıĢ Sinyaller Yolu ile Apoptoz 

 

Ölüm aktivatörleri olarak bilinen Fas (APO-1,CD95) ve tümör nekroz faktör 

(TNF)’ün hücre yüzeyinde yer alan Fas-L ve TNF-1 reseptörlerine bağlanmasıyla 

sitoplazmaya prokaspaz -8’i aktive eden sinyaller gönderilir. Aktive olan kaspaz-8 de, 

kaspaz kaskadını tetikleyerek apoptoz oluĢturur (89, 90). 

 

4.5.3.3. Endoplazmik Retikulum Aracılı Apoptoz 

 

Endoplazmik retikulum (ER), hücre içi kalsiyum deposu olarak görev alır (91). 

Bunun yanısıra, ER stresinin, hücre ölümünü tetiklediği ve çeĢitli nörodejeneratif 

hastalıkların patogenezi ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (2). Kaspaz-12 ER membranında 

yer alır ve bu yolla oluĢan apoptozda gerekli bir kaspazdır. Hücre içindeki artan kalsiyum 

seviyesi kaspaz-12’nin aktive olmasına neden olur ve kaspaz-9 ile etkileĢerek kaspaz 

kaskadını aktive eder (92, 93). 

 

4.5.4. Apoptozun Düzenlenmesinde Görev Alan Genler 

 

4.5.4.1. Kaspazlar 

 

Kaspazlar, apoptoz olayının en son efektörü olup, proteaz olarak görev yaparlar ve 

hücreyi apoptoza uğratırlar (62, 94). Kaspazlar, normalde hücrede inaktif proenzimler 

olarak sentezlenir. Bir kısmı, kendileri aktifleĢerek görev yaparlarken, bir kısmı da diğer 

kaspazlar tarafından proteolitik parçalanmalarından sonra aktif hale geçerler (62) ve 

hücreyi apoptoza götüren reaksiyonlar baĢlar (94, 95). Kaspazlar, sitoplazmik proteinlerin 
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ya da nüklear DNA’nın kesilmesinde ve kaspaz ailesinden inaktif olan proteinlerin 

aktifleĢmelerinde rol oynarlar (62). 

Memelilerde Ģimdiye kadar 14 kaspaz tespit edilmiĢtir. Kaspazlar, 3 grupta 

sınıflandırılırlar. Bunlar; 

-Grup I (Ġnflamatuar kaspazlar): Kaspaz 1, kaspaz 4, kaspaz 5, kaspaz 11, kaspaz 12, 

kaspaz 13, kaspaz 14. Sitokin sekresyonu ve inflamasyondan sorumludurlar. Ayrıca kaspaz 

1, kaspaz 4 ve kaspaz 5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive olabilmektedirler. 

-Grup II (BaĢlatıcı kaspazlar): Kaspaz 2, kaspaz 8, kaspaz 9, kaspaz 10 

-Grup III (Efektör kaspazlar): Kaspaz 3, kaspaz 6, kaspaz 7 (4, 93, 96, 97). 

Apoptotik etkiden sorumlu olan kaspaz 3, hücrelerde en çok bulunan kaspaz olup, 

etkisi kaspaz 6 ve kaspaz 7 tarafından desteklenmektedir. Kaspaz 3’ün aktif formunun 

ekspresyon seviyesi genellikle apoptozu ortaya çıkarmakta kullanılmaktadır (98). 

Kaspazların düzenlenmesi, apoptoz proteinleri inhibitörleri (IAP) adı verilen ve 

kaspaz ailesini direkt olarak baskılayarak apoptozu engelleyen bir protein ailesi tarafından 

yapılır (4, 94). Günümüzde 5 tanesi tanımlanmıĢ bulunan IAP proteinleri, XIAP (X linked 

inhibitor of apoptosis), c-IAP1, c-IAP2, nöronal IAP ve  survivindir (99). En yaygın ve en 

etkin olanı XIAP olup, c-IAP1 ve c-IAP2 ile beraber direkt olarak kaspaz 3, kaspaz 7 ve 

kaspaz 9’un inhibe edilmesinden sorumludur (99). 

 

4.5.4.2. Bcl-2 Ailesi 

 

Apoptozu mitokondrial seviyede kontrol eden  Bcl-2 ailesi, antiapoptotik ve  

proapoptotik üyelerden oluĢan bir onkogen grubudur (95, 99). Antiapoptotik üyelerden 

Bcl-2 ve Bcl-XL, kaspazların öncü formlarını durdurarak ya da kaspaz akıĢını direkt olarak 

aktive eden sitoplazmadaki apoptoz indükleyici faktör (AIF) ve sitokrom-c gibi apoptotik 

faktörlerin mitokondriden salınımını engellerler (100). Dolayısıyla, hücre apoptoza 

gidemez. Proapoptotik üyelerden Bax ve Bak gibi üyeler de heterodimerizasyon yoluyla 

kaspaz serbestleĢmesini uyarır ve mitokondri zarının geçiĢ porlarının açıklığını değiĢtirerek 

sitokrom-c’nin sitoplazmaya salınmasını sağlarlar. Dolayısıyla kaspaz aktivasyonuna yol  

açarlar (100, 101). 
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Bir hücrenin apoptoza eğilimli oluĢu heterodimer ya da homodimer formundaki Bcl-

2 ailesi genlerinin etkisine bağlıdır (95). Bcl-2 ailesine ait olan tüm proteinlerde homoloji 

ünitesi (BH) bulunur (BH1-BH2-BH3-BH4) (99). 

Bcl-2 protein ailesinin üyeleri yapısal ve fonksiyonel özelliklerine göre üçe ayrılırlar 

(102). 

1- Antiapoptotik üyeler: Bu üyeler en azından BH1 ve BH2 ünitelerini içerirler ve 

hücreyi apoptoza karĢı korurlar. En önemlileri Ģunlardır; Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, AI, 

NR13, Boo/Diva. 

2- Proapoptotik üyeler: Bu üyeler apoptozda rol oynarlar ve BH4 dıĢınndaki diğer 

üniteleri içerirler. En önemlileri Ģunlardır; Bax, Bak, Bok. 

3- Sadece BH3 ünitesi içeren üyeler: Bu üyeler sadece BH3 ünitesi içerirler ve 

proapoptotik rolleri vardır. En önemlileri Ģunlardır; Bid, Bad, Bim, Bik, Bnk, Hrk. 

Antiapoptotik üyelerden Bcl-2 ve Bcl-XL sadece mitokondrinin dıĢ membranında 

bulunurlarken, proapoptotik üyeler sitozolde veya membranda bulunabilirler. 

Bcl–2’nin ayrıca mitokondri ile olan iliĢkisinden dolayı antioksidan bir etkiye sahip 

olduğu ve böylece oksidatif stresin neden olduğu apoptozu baskılayabildiği        

bulunmuĢtur (103, 104). 

 

4.5.4.3. p53 

 

Apoptozun en önemli regülatörü,  DNA hasarı ile düzenlenen p53 tümör supresör 

genidir. Normal p53 hücre siklusunun, G1 fazında duraklamasına neden olmaktadır. 

Böylece DNA hasarının tamiri için gerekli süre sağlanarak mutasyonların oluĢması 

engellenmektedir. Eğer tamir olayı gerçekleĢmezse, p53 apoptozu indüklemektedir (105). 

Günümüzde anti-tümör olarak kullanılan ilaçların birçoğu, p53 proteini seviyesini 

arttırmaya yöneliktir. Bunun sonucunda hasar tamir edilebilir veya apoptoz uyarılabilir 

(106, 107). Apoptozun indüklenmesinde p53’ün önemi, normal p53’e sahip kanserli 

hücrelerin kemoterapiye cevap vermesi, mutant p53’e sahip olanların ise kötü prognozu 

Ģeklinde karĢımıza çıkmaktadır (108, 109).  Memeli hücrelerinde p53 ile aynı iĢlevi yapan 

p63 ve p73 genleri de tespit edilmiĢtir (110). 
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4.5.4.4. Apoptozda Görev Yapan Diğer Proteinler 

 

Mitokondriden salınan apoptoz indükleyici faktör (AIP) ve Endonukleaz G, kaspaz 

aktivasyonu olmadan hücre ölümüne neden olurlar. 

AIF (Apoptoz indükleyici faktör); mitokondride görev yapan bir flavoprotein olup, 

apoptoz uyarısının alınmasını takiben nukleusa geçer. DNA’nın parçalanmasında ve 

nukleusta kromatin yoğunlaĢmasında görev alır (76). 

Endonukleaz G; kuvvetli nukleaz aktivite gösterir. Mitokondrideki görevi; 

transkripsiyon esnasında RNA-DNA hibritlerinin ayrılmasında etkili olmaktır. Apoptoz 

uyarısının alınmasını takiben nukleusa geçerek DNA’nın parçacıklara ayrılmasına neden 

olur (76). 

 

4.5.5. Apoptozun Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler 

 

Apoptozu belirlemek için birçok yöntem kullanılmaktadır. Bu yöntemler; morfolojik, 

immünohistokimyasal, biyokimyasal ve immünolojik yöntemlerdir. Biz de çalıĢmamızda 

apoptozun saptanmasında en çok kullanılan histokimyasal yöntemlerden biri olan terminal 

deoksinükleotidil transferaz (TdT)-aracılı dUTP-biotin çentik-uç etiketleme (TdT-mediated 

dUTP-FITC nick end-labeling, TUNEL) yöntemini kullandık. 

 Hücrede apoptozu belirleme yöntemlerini Ģu Ģekilde sınıflandırabiliriz; (2)  

1. Morfolojik görüntüleme yöntemleri 

- IĢık mikroskobu ile : Giemsa ve Hematoksilen ile boyama 

- Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanımı ile : Hoechst boyası, DAPI, 

propidium iyodür ile boyama 

- Elektron mikroskobu ile  

- Faz kontrast mikroskobu ile 

2. Ġmmünohistokimyasal yöntemler 

- Anneksin V Yöntemi 

- Tunel Yöntemi 

- M30 Yöntemi 

- Kaspaz–3 Yöntemi 

3. Biyokimyasal yöntemler 
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- Agaroz Jel Elektroforezi 

- Western Blotting 

- Akım Sitometri 

4. Ġmmünolojik yöntemler 

- Enzim ilintili immün test (ELISA) 

- Florimetrik yöntem 

5. Moleküler biyoloji yöntemleri . 

 

4.5.5.1. Tunel Yöntemi 

 

Apoptozun en önemli karakteristik özellklerinden biri, DNA üzerinde kırıklar 

meydana gelmesidir. Tunel yönteminde, DNA kırıklarının serbest 3’OH kısmı biotin, 

digoxigenin ya da florescein gibi modifiye edilmiĢ enzimatik etiketlerin bağlanması ile 

belirlenir (111). Apoptoz çalıĢmalarında yaygın kullanılan metodlardan biri olan Tunel, ilk 

kez 1992’de Gavrieli ve arkadaĢları tarafından tanımlanmıĢtır (112). 

ĠĢaretlenen hücreler, flow sitometri ya da immünohistokimyasal yöntemlerle 

incelenebilir (4). 

Tunel metodu uygulanan doku kesitleri, hematoksilen ile zıt boyama yapıldıktan 

sonra incelenir. Parafinle bloklanan kesitler ise, sırayla deparafine ve dehidrate edildikten 

sonra, çeĢitli tamponların ve çözeltilerin kullanıldığı iĢlemlerden geçirilir (95). 
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5. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

5.1. KULLANILAN KĠMYASALLAR VE ÇÖZELTĠLER 

 

1)NaCl, Atabay AT091-950 

2) Na2HPO4, Riedel-de Häen 81890 

3) DMEM, Sigma D5546 

4) Nutrient mixture F-12, Sigma N6658 

5) L-Glutamin, Biological Industries 03-020-IC 

6) Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C 

7) Fetal Sığır Serumu, Seromed S0115 

8) Metanol, Riedel-DC-Haen 24229 

9) Tripsin EDTA, Biological Industries 243338 

10) DMSO, Sigma D 2650 

11) Apoptag plus peroxidase kit, Chemicon, S7101 millipore 

12) Hematoksilen eosin 

13) Epigallocatechin gallate, ≥95, 50 mg, Sigma aldrich E4143 

14) Resveratrol, >99%, 100 mg, Sigma aldrich R5010 

15) BrdU antikoru, Neomarker MS-1058-P 

16) 5-Bromo-2-deoksiuridin, Sigma B-5002 

17) AEC Substrat Kit, In vitrogen 85-9943 

18) Histostain plus kit, In vitrogen 85-9043 

 

5.1.1. EGCG Ġçin Kimyasal Data 

 

Sinonim:(−)-cis-2-(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol 3-

gallate, (−)-cis-3,3′,4′,5,5′,7-Hexahydroxy-flavane-3-gallate, EGCG 

Moleküler Formül: C22H18O11 

Moleküler Ağırlık: 458,37 

Katalog No: 989-51-5 (64).  
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5.1.2. Resveratrol Ġçin Kimyasal Data 

 

Sinonim: 3,4′,5-Trihydroxy-trans-stilbene, 5-[(1E)-2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl]-1,3-

benzenediol 

Moleküler Formül: C14H12O3 

Moleküler Ağırlık: 228.24 

Katalog No: 501-36-0  

 

5.2. KULLANILAN YÖNTEMLER 

 

5.2.1. Glioblastoma Multiforme Hücre Hattı 

 

Bu araĢtırmada Amerikan Hayvan Hücre Kültür Koleksiyonu (American Type 

Culture Collection, ATCC, Rockville, Marryland, USA) hücre bankasından sağlanan CCL-

107 kodlu sıçan C6 hücre soyu kullanıldı. Ġstanbul Bilim Üniversitesi Hücre Kültürü 

laboratuvarında pasajlamalar yapıldı. 

 

5.2.2. Hücre Kültürü 

 

ÇalıĢmamızda kullandığımız, C6 glioma hücreleri için besi ortamı; inaktive 

edilmiĢ %10 fetal sığır serumu (FCS) ve 0,2mM glutamin, 100 ünite/ml penisilin ve 100 

g/ml streptomisin antibiyotikleri içeren Dulbecco’nun Modifiye EdilmiĢ Eagle Medyumu 

(DMEM-F12) ve besleyici karıĢım Ham’s F12 medyumudur. C6 glioma hücreleri DMEM-

F12 besiyeri içerinde, iç ortamı %5 CO2, %95 nem içeren ve 37ºC olan inkübatörde 

büyütüldü. Haftada 2 kez rutin pasaj yapılarak üretildi. EGCG distile su içerisinde 

hazırlandı. Resveratrol, 1:1 oranında dimetil sülfoksit (DMSO) ve distile su içinde 

hazırlandı. 

RES’in etkilerini belirlemek için oluĢturulan deney grubuna 12,5 μg/ml 

konsantrasyonunda RES eklendi. 

EGCG’nin etkilerini belirlemek için oluĢturulan deney gruplarına 50 μg/ml ve      

100 μg/ml konsantrasyonlarında EGCG eklendi. 
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RES ve EGCG’nin etkilerinin birlikte inceleneceği deney gruplarına; 12,5 μg/ml 

RES ve 50 μg/mg EGCG, 12,5μg/ml RES ve 100 μg/mg EGCG, 25 μg/ml RES ve 50 

μg/mg EGCG, 50 μg/ml RES ve 100 μg/mg EGCG  birlikte uygulandı.Tüm çalıĢma 

gruplarında 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyonlar sonrasında deney sonlandırıldı.  

 

5.3. HÜCRE APOPTOZUNUN BELĠRLENMESĠ 

 

5.3.1. TUNEL Yöntemi 

 

Tunel yöntemi, apoptotik hücreleri saptamaya yarayan, en duyarlı ve en hızlı metod 

olup, nükleer DNA fragmantasyonunu saptamaya dayanan biyokimsayal bir indikatördür. 

Bu yöntem temelinde apoptotik hücrelerdeki DNA sarmal kırıklarını serbest 3`-OH 

uçlarında enzimatik bir reaksiyon ile tespit etmeye dayanır,apoptoza giden hücrelerin 

görüntülenmesini sağlar (113). Kromojen diamino benzidin (DAB) ile görünür hale 

getirilir. 

 

TUNEL  

 

Deney gruplarına ait hücreler, %5 CO2 inkübatörde 24saat, 48 saat ve 72 saat olacak 

Ģekilde inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrası hücreler 1xfosfat tampon çözeltisi (PBS) 

ile 5 dakika yıkandı. Sonra, metanol ile -20 derecede 5 dakika fikse edildi. Metanol 

uygulaması sonrası hücreler, 1xPBS`te 5 dakika bekletildi. Equilibrasyon tamponu 5 

dakika oda ısısında hücrelere uygulandı. Bu aĢamada her lamel için 57 μl TdT tamponu 3 

μl TdT enzimi ile karıĢtırıldı ve hücrelere 1 saat 37 °C’de uygulandı. Ġnkübasyon sonrası 

PBS ile 3x1 yıkama yapıldı. Anti-digoksigenin konjugatı lamellere oda ısısında 30 dakika 

uygulandı. 2x4 1xPBS ile yıkama sonrasında hücreler 1x3 distile su ile yıkandı. PBS 

yıkamalarından sonra, DAB peroksidaz substratı eklendi ve 5 dakika hematoksilen eozin 

ile zıt boyama yapıldı. Hücrelerin fotoğrafı  Olympus BX-50 ıĢık  mikroskobu ile çekildi.  
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5.4. HÜCRE PROLĠFERASYONUNUN BELĠRLENMESĠ 

 

5.4.1. BrdU Yöntemi 

 

5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU); DNA’daki nükleik asitlerin bazlarından biri olan 

timin (T)deki metil grubu yerine bromin atomu içerir. BrdU, kültür ortamında T ile yer 

değiĢtirir ve replikasyon sırasında DNA zincirine girer. Anti- BrdU monoklonal antikoru 

ile boyanarak sayım yapılabilir veya ELISA ile ölçülebilir (114). 

 

Bromodeoksiuridin (BrdU) Ġmmünositokimyası 

 

Deney gruplarına ait hücreler, proliferasyon oranlarının belirlenmesi amacı ile, hücre 

siklusunun S fazına özgü olan olan bromodeoksiüridin (BrdU) iĢaretleyicisinden 1mM 

eklenerek 1 saat süre ile 37°C’de inkübe edildi. Sonra, metanol ile fikse edilen hücrelerin 

DNA’sı 2N HCl ile 37ºC’de 30 dakika boyunca denatüre edildi ve borat tampon ile (pH:8) 

nötralize edildi. PBS ile yıkanan hücrelere, spesifik olmayan reaksiyonları engellemek 

amacı ile, non-immun serumla 20 dakika bloklama iĢlemi uygulandı. Anti-BrdU fare 

monoklonal antikoru (Mouse monoclonal- NeoMarkers) ile 0.5/100 dilüsyonda, 1 saat oda 

ısısında bırakıldı. Primer antikor uygulamasından sonra hücreler PBS ile yıkanarak, sırayla; 

biyotin-HRP bağlı ve streptavidin peroksidaz sekonder antikorları (Histostain Plus Kit, 

Zymed) 20’Ģer dakika uygulandı. Spesifik renk reaksiyonunu görüntüleyebilmek için 

amino etil karbazol (AEC) kromojeni uygulandı. 

 

5.5. MĠKROSKOBĠK DEĞERLENDĠRME 

 

Kültüre edilen hücrelerin inceleme ve değerlendirmeleri Olympus X70 invert 

mikroskopta gerçekleĢtirildi. Ġmmünositokimyasal olarak boyanan hücrelerin inceleme, 

değerlendirme ve fotoğraflandırma iĢlemleri ise Olympus BX 50 mikroskobu kullanılarak 

gerçekleĢtirildi.  
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6. BULGULAR 

 

6.1. APOPTOZ VERĠLERĠNĠN MĠKROSKOBĠK ANALĠZĠ 

 

 

      Resim 2: 24 saatlik kontrol grubu hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü,   

                      x100 

 

Resim 3: 24 saatlik 12,5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz 

                          kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 4: 24 saatlik 50 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz  

                      kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 5: 24 saatlik 100 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz  

                     kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 6: 24 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 12.5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                    hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 7: 24 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 12.5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma  

                   hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 8: 24 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 25 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                     hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 9: 24 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 50 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                    hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Apoptotik verilerimizi zamana göre değerlendirdiğimizde, 24 saatlik zaman aralığında; 

-Kontrol grubu hücrelerinde morfolojik bir değiĢiklik gözlenmedi. Hücreler, sağlıklı hücre 

morfolojisine sahipti (Resim 2). 

-12,5 μg/ml RES ile etkileĢime sokulmuĢ C6 glioma hücrelerinde 24.saatin sonunda az da 

olsa, apoptoza uğramıĢ hücrelere rastlandı (Resim 3). 

-50 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerde düĢük doz ve uygulama süresinin 

kısalığına bağlı olarak hücrelerde az miktarda apoptoz görüldü (Resim 4). 

-100 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerde, konsantrasyondaki artıĢa bağlı olarak 

apoptoza uğramıĢ hücrelerde artıĢ görüldü (Resim 5). 

-12,5 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubunda, apoptoza uğramamıĢ C6 glioma 

hücrelerinde azalma görüldü (Resim 6). 

-12,5 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubunda, apoptoza uğramamıĢ C6 glioma 

hücrelerinde azalma görüldü (Resim 7). 

-25 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubunda, apoptoza uğramamıĢ C6 glioma hücrelerinde 

azalma görüldü (Resim 8). 

-50 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubunda, apoptoza uğramayan çok az  C6 glioma 

hücresi gözlenmiĢtir (Resim 9). 
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Resim 10: 48 saatlik kontrol grubu hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, 

                    x100 

 

Resim 11: 48 saatlik 12,5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz 

                       kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 12: 48 saatlik 50 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz 

                      kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 13: 48 saatlik 100 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz 

                      kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 14: 48 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 12.5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                    hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 15: 48 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 12.5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                   hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 16: 48 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 25 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                     hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 17: 48 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 50 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                    hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Apoptotik verilerimizi zamana göre değerlendirdiğimizde, 48 saatlik zaman aralığında; 

-Kontrol grubu hücrelerinde morfolojik bir değiĢiklik gözlenmedi. Hücreler,sağlıklı hücre 

morfolojisine sahipti.24 saatlik kontrol grubuna göre,hücre sayısında artıĢ meydana geldi 

(Resim 10). 

-12,5 μg/ml RES ile etkileĢime sokulmuĢ C6 glioma hücrelerinde 48.saatin sonunda 24 

saatlik 12,5 μg/ml RES grubuna göre, apoptoza uğramıĢ hücrelerde artıĢ                   

gözlendi (Resim 11). 

-50 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerde 24 saatlik 50 μg/ml EGCG grubuna 

benzer Ģekilde apoptoza uğramıĢ hücreler gözlendi (Resim 12). 

-100 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerde, 48.saatin sonunda 24 saatlik 100 μg/ml 

EGCG grubuna göre apoptoza uğramıĢ hücrelerde artıĢ gözlendi (Resim 13). 

-12,5 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubunda, 24 saatlik 12,5 μg/ml RES ve 50 μg/ml 

EGCG grubuna göre apoptoza uğrayan C6 glioma hücrelerinde artıĢ                   

gözlemlendi (Resim 14). 

-12,5 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubunda, hücrelerin büyük bir kısmının apoptoza 

uğradığı gözlemlendi (Resim 15). 

-25 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubunda, hücrelerin büyük bir kısmının apoptoza 

uğradığı gözlemlenmiĢtir (Resim 16). 

-50 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubunda, hücrelerin çoğunluğunun apoptoza uğradığı 

gözlemlenmiĢtir (Resim 17). 
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Resim 18: 72 saatlik kontrol grubu hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, 

                  x100 

 

 

Resim 19: 72 saatlik 12,5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz  

                      kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 20: 72 saatlik 50 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz 

                      kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 21: 72 saatlik 100 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz 

                      kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 22: 72 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 12.5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                    hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 23: 72 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 12.5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                   hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 24: 72 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 25 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                     hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

Resim 25: 72 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 50 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                    hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Apoptotik verilerimizi zamana göre değerlendirdiğimizde, 72 saatlik zaman aralığında; 

-Kontrol grubu hücrelerinde morfolojik bir değiĢiklik gözlenmedi. Hücreler,sağlıklı hücre 

morfolojisine sahipti.24 ve 48 saatlik kontrol gruplarına göre,hücre sayısında artıĢ 

meydana geldi (Resim 18). 

-12,5 μg/ml RES ile etkileĢime sokulmuĢ C6 glioma hücrelerinde 72.saatin sonunda hücre 

sayısının azaldığı belirlenirken, tüm hücrelerde apoptoz görüldü (Resim 19). 

-50 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerde 24 ve 48 saatlik 50 μg/ml EGCG 

gruplarına göre, apoptoza uğramıĢ hücrelerde artıĢ gözlendi (Resim 20). 

-100 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerin, 24 ve 48 saatlik 100 μg/ml EGCG 

gruplarına göre, en fazla bu doz ve sürede apoptoza uğradıkları görülmüĢtür (Resim 21). 

-12,5 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubunda, az miktarda apoptoza uğramamıĢ hücre 

gözlemlendi (Resim 22). 

-12,5 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubunda, hücrelerin tümünde apoptoz gözlemlendi 

(Resim 23). 

-25 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubunda, 72 saatin bu doz için en fazla hücrenin 

apoptoza uğradığı süre olduğu gözlendi (Resim 24). 

-50 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubunda, hücrelerin tamamının apoptoza uğradığı 

gözlemlendi (Resim 25). 
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6.2. PROLĠFERASYON VERĠLERĠNĠN MĠKROSKOBĠK ANALĠZĠ 

 

 

     Resim 26: 24 saatlik kontrol grubu hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki 

                             görüntüsü, x100 

 

 

             Resim 27: 24 saatlik 12.5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin 

                              faz  kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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    Resim 28: 24 saatlik 50 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz 

                      kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

     Resim 29: 24 saatlik 100 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin 

           faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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    Resim 30: 24 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 12.5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                      hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

     Resim 31: 24 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 12.5 μg/ml RES ile muamele edilen C6  

           glioma hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 32: 24 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 25 μg/ml RES ile muamele edilen C6 

     glioma hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

   Resim 33: 24 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 50 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma  

                      hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Proliferasyon verilerimizi zamana göre değerlendirdiğimizde, 24 saatlik zaman aralığında; 

-Kontrol grubunda hücre siklusunun erken fazında olduğunu düĢündüğümüz hücrelerde 

BrdU ile iĢaretlenme az miktarda gerçekleĢti (Resim 26). 

-12,5 μg/ml RES ile etkileĢime sokulmuĢ C6 glioma hücrelerinde iĢaretlenme gözlendi 

(Resim 27). 

-50 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerin BrdU ile iĢaretlenmediği gözlendi  

(Resim 28). 

-100 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerin, BrdU ile iĢaretlenmediği gözlendi 

(Resim 29). 

-12,5 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubundaki hücrelerin, BrdU ile iĢaretlenmediği 

gözlendi (Resim 30). 

-12,5 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubundaki hücrelerin, hücr BrdU ile 

iĢaretlenmediği gözlendi (Resim 31). 

-25 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubundaki hücrelerin, BrdU ile iĢaretlenmediği 

gözlendi (Resim 32). 

-50 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubunda hücrelerin BrdU ile iĢaretlenmediği 

gözlendi (Resim 33). 
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          Resim 34: 48 saatlik kontrol grubu hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki 

                                görüntüsü, x100 

           

             Resim 35: 48 saatlik 12,5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin 

                                 faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 36: 48 saatlik 50 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin 

                   faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 37: 48 saatlik 100 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin 

                   faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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      Resim 38: 48 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 12,5 μg/ml RES ile muamele edilen C6  

                        glioma hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

     Resim 39: 48 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 12,5 μg/ml RES ile muamele edilen C6  

           glioma hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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         Resim 40: 48 saatlik 50 μg/ml EGCG ve 25 μg/ml RES ile muamele edilen C6  

                             glioma hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

 

Resim 41: 48 saatlik 100 μg/ml EGCG ve 50 μg/ml RES ile muamele edilen C6 

                    glioma hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Proliferasyon verilerimizi zamana göre değerlendirdiğimizde, 48 saatlik zaman aralığında; 

-Kontrol grubunda hücre kültüründe çok sayıda C6 glioma hücresinin BrdU ile 

iĢaretlendiği gözlendi (Resim 34). 

-12,5 μg/ml RES ile etkileĢime sokulmuĢ C6 glioma hücrelerinde iĢaretlenme gözlendi 

(Resim 35). 

-50 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerin BrdU ile iĢaretlenmediği gözlendi (Resim 

36). 

-100 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerin, BrdU ile iĢaretlenmediği gözlendi 

(Resim 37). 

-12,5 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubundaki hücrelerin, BrdU ile iĢaretlenmediği 

gözlendi (Resim 38). 

-12,5 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubundaki hücrelerin, hücr BrdU ile 

iĢaretlenmediği gözlendi (Resim 39). 

-25 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubundaki hücrelerin, BrdU ile iĢaretlenmediği 

gözlendi (Resim 40). 

-50 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubunda hücrelerin BrdU ile iĢaretlenmediği 

gözlendi (Resim 41). 
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         Resim 42: 72 saatlik kontrol grubu hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki 

                                görüntüsü, x100 

 

 

           Resim 43: 72 saatlik 50 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin  

                                 faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 44: 100 μg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hücrelerinin faz 

                   kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

 

Resim 45: 50 μg/ml EGCG ve 12,5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                      hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Resim 46: 100 μg/ml EGCG ve 12,5 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma 

                     hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 

 

 

Resim 47: 50 μg/ml EGCG ve 25 μg/ml RES ile muamele edilen C6 glioma  

                   hücrelerinin faz kontrast mikroskobundaki görüntüsü, x100 
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Proliferasyon verilerimizi zamana göre değerlendirdiğimizde, 48 saatlik zaman aralığında; 

-Kontrol grubunda hücre kültüründe çok sayıda C6 glioma hücresinin BrdU ile 

iĢaretlendiği gözlendi (Resim 42). 

-12,5 μg/ml RES grubunda, 72. saatte hücre görülmedi.  

-50 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerin BrdU ile iĢaretlenmediği gözlendi (Resim 

43). 

-100 μg/ml EGCG ile muamele edilmiĢ hücrelerin, BrdU ile iĢaretlenmediği gözlendi 

(Resim 44). 

-12,5 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubundaki hücrelerin, BrdU ile iĢaretlenmediği 

gözlendi (Resim 45). 

-12,5 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubundaki hücrelerin, hücr BrdU ile 

iĢaretlenmediği gözlendi (Resim 46). 

-25 μg/ml RES ve 50 μg/ml EGCG grubundaki hücrelerin, BrdU ile iĢaretlenmediği 

gözlendi (Resim 47). 

-50 μg/ml RES ve 100 μg/ml EGCG grubunda 72. saatte hücre görülmedi. 
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7. TARTIġMA 

 

Kanser, vücuttaki hücrelerden herhangi birinin anormal çoğalması ile ortaya 

çıkabileceği için gerek davranıĢ, gerek tedavi yöntemi, gerek de tedaviye yanıt açısından 

büyük ölçüde değiĢiklik gösteren çok sayıda türe sahiptir. Hastalar,  kanser tipine ve 

geliĢim evrelerine bağlı olarak; cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yöntemlerinin tek 

baĢlarına ya da beraber kullanılmaları ile tedavi edilir (18). Klasik tedavi yöntemlerinin 

kanser tedavisindeki önemi tartıĢılmazdır. Bununla beraber, kanser vakalarının sayılarının 

artıĢı ve kullanılan ilaçlara karĢı oluĢan direnç ile yeni tedavi yöntemlerine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Günümüzde doğal beslenme ve çevreye olan ilgi her geçen gün biraz daha 

artmakta ve bunun sonucu olarak, tıbbi ve aromatik bitkilerin önemi ön plana      

çıkmaktadır (115). Bunun nedeni hastaların konvansiyonel uygulamalarla birlikte yararı 

bilinen, doğal tedavi yöntemlerini tercih etmeleridir (21). 

Çin ve Tayvan gibi bazı Asya ülkelerinin çayı 3000 yıldır sağlık amacıyla 

kullandıkları bilinmektedir. Geleneksel Çin ve Hindistan tıbbında yeĢil çay idrar söktürücü, 

vücut yaralarını ve kalp rahatsızlıklarını iyileĢtirici amaçlar için kullanılmıĢtır. Günümüzde 

ise yeĢil çayın insan sağlığı üzerine etkileriyle ilgili hücre kültürlerinde ve hayvan 

modellerinde önemli bilimsel çalıĢmalar yürütülmektedir (3).  

EGCG, yeĢil çayda bulunan fenolik yapıdaki kateĢinlerin en önemlilerinden biridir. 

YeĢil çayın farmakolojik aktivitelerinden sorumlu olan ve en fazla oranda bulunan 

kateĢindir (115). 

YeĢil çayda bulunan saf  kateĢinlerin ve fenolik asitlerin, bir in vitro lipoprotein 

oksidasyon modelinde antioksidan vitaminler olan C, E ve β-karotenden daha güçlü 

antioksidan aktiviteye sahip olduğu ileri sürülmüĢtür (116). 

EGCG’nin kansere karĢı koruyucu etkisi ilk kez 1987’de yapılan bir çalıĢmada 

gösterilmiĢtir (117). 1992 yılında da yeĢil çay kanser önleyici ajan olarak         

onaylanmıĢtır (118). 

Yapılan çalıĢmalarda, yeĢil çayın kanseri önleme mekanizmaları; mutajeniteyi ve 

genotoksisiteyi önleme, tümör baĢlama ve ilerlemesini geciktirme, detoksifikasyon 

enzimlerini etkinleĢtirme, karsinojenlerin aktifleĢmiĢ mekanizmalarını tuzağa düĢürme ve 

serbest radikal temizleme aktivitesi gösterme olarak belirlenmiĢtir (119, 120). 
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YeĢil çayın, hücre proliferasyonunun ve transformasyonunun inhibisyonuna yol açan 

sinyal transdüksiyon yolaklarını düzenlediği, preneoplastik ve neoplastik hücre 

apoptozisini indüklediği, tümör invazyonu ve anjiyojenezisini inhibe ettiği belirtilmektedir 

(121,122). EGCG neoplastik hücrelerin yayılmasına ve metastazına neden olan proteolitik 

aktiviteye sahip ürokinaz enzimi üzerinde inhibitör etki göstermektedir (118).  

Hayvan çalıĢmaları yeĢil çayın deri, akciğer, oral kavite, özofagus, karaciğer, mide, 

böbrek ve diğer organ kanserlerini inhibe ettiğini göstermiĢtir (120, 122, 123, 124, 125). 

Apoptozis hasarlı veya anormal hücreleri yok etmeye yarayan bir mekanizmadır. 

EGCG’nin oksidatif strese karsı koruyuculuğunda apoptik yolakları etkilediği 

gösterilmiĢtir (126). EGCG apoptozisi; G0/G1 fazı hücre döngüsü arresti yaparak NFkB 

(127) ve Tümör nekroze faktör  (TNF) gen ekspresyonu ve salımının inhibisyonu (128), 

mitokondrial depolarizasyon (129), büyüme faktörlerinin sinyalizasyonunun (130),   

kaspaz-8 (131) ve kaspaz-3 (132) aktivasyonunun önlenmesi gibi mekanizmalarla indükler. 

EGCG`nin kanserli hücrelerin hücre siklusunu duraklattığını ve apoptoza 

yönlendirdiği, bunu yaparken normal hücrelere ya etki etmediği ya da etkisinin az olduğu 

gözlemlenmiĢtir (133). Buna göre EGCG bir çok tümör hücresini apoptoza yönlendirebilir. 

Bu seçimli apoptotik potansiyeliyle EGCG, üzerinde durulması gereken bir anti-neoplastik 

ajandır (4). 

TNF, tümör oluĢumunda esansiyel bir sitokindir. AP1 ve NFkB ekstraselüler 

sinyallere hızlıca cevap veren transkripsiyon faktörleridir. EGCG, AP1 ve NFkB 

aktivasyonunu baskılayarak TNF gen ekspresyonunu inhibe eder (134, 135). Yapılan bir 

çalıĢmada,farelere içme suyu ile verilen %0.1 yeĢil çay ekstresi TNF düzeyini     

azaltmıĢtır (117). 

Fujiki H. ve arkadaĢları toksik olmayan kimyasal kanser önleyici ajanlar geliĢtirmek 

amacıyla fare derisi üzerinde tümör geliĢimi prosesini inhibe eden ajanlarla yapmıĢ 

oldukları çalıĢmanın sonucunda Japon yeĢil çayının ana bileĢeni olan EGCG`nin günlük 

hayatta kullanılabilecek pratik kanser önleyici etkisinin olduğunu bulmuĢlardır (136).  

YeĢil çay kateĢinlerinin, insan mide kanseri KA-TO III hücrelerinin, insan lösemi 

MOLT-4B hücrelerinin, DU 145 insan prostat hücrelerinin apoptozunu indükledikleri ve 

doku kültüründe hücre büyümelerini inhibe ettikleri saptanmıĢtır (137).  
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Hirose ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada yeĢil çay kateĢinlerinin ince barsakta 

kanser oluĢumunu karsinojenle birlikte veya kanser oluĢtuktan sonra verilse dahi 

baskıladıklarını göstermiĢlerdir (138). 

Birçok tümör hücre serisinde EGCG, tümörün büyümesini inhibe eder. EGCG`nin 

normal W138 hücreleri ve kanser hücreleri olan W138VA ile normal insan fibroblastları 

üzerine etkisi de incelenmiĢtir. 40 μM konsantrasyonlarda EGCG normal hücreler üzerine 

etki göstermezken; kanser hücrelerinin büyümesini inhibe eder. Aynı hücreler 200 μM 

dozda EGCG`ye 8 saat maruz bırakıldıklarında, kanser hücrelerinin %50`den fazlası 

apoptoza yönlenirken, normal hücrelerin sadece %1`den azı apoptoza gitmiĢtir (139).  

Telomeraz bölünmeleri sırasında kanser hücrelerinin kromozomlarının uçlarını 

korur ve onların proliferasyon kapasitesi için esansiyeldir. EGCG’nin, hücre ekstraktında 

ve canlı hücrelerde telomerazı inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Çayın antikanser özelliğinin 

açıklanmasında, ana mekanizmalardan biri telomerazın inhibisyonu olabileceği 

belirtilmiĢtir (140). 

Ġnsan meme epiteli 184-B5 hücrelerinde benzopirenin (BP) indüklediği hatalı 

proliferasyonu EGCG inhibe eder.KateĢin bunu p53 bağımlı apoptozu indükleyerek ve 

hücre siklusunu düzenleyerek yapmaktadır (141). 

KateĢinler ayrıca apoptozisi proapoptotik ve antiapoptotik gen ekspresyonunu 

değiĢtirerek etkilemiĢlerdir (126). 

Ayrıca bir çok çalıĢma, çay katesinlerinin antimutajenik aktivitesi oldugunu 

göstermiĢtir (142, 143). Ġnsan lökositlerinde çay kateĢinlerinin mitokondrial DNA’da 

(mtDNA) mtDNA4977 delesyon mutasyonunu baskılayabileceği gösterilmiĢtir. 10 sağlıklı 

kadına 5 hafta boyunca 350 ml, kateĢinden zengin çay içirilmiĢ, 5 haftanın önce ve 

sonrasında deneklerden ikiĢer kez kan örneği toplanmıĢ,  mtDNA’da delesyonlar polimeraz 

zincir reaksiyonu kullanılarak analiz edilmiĢtir. 9 kiside çay içmeden önce mtDNA 4977 

delesyonu görülmüĢ, bu delesyon çay içen pek çok kiĢide bulunmamıĢtır (144). 

EGCG, tümor promotörü olan okadaik asit etkisi ile indüklenen 

BALB/3T3hücrelerinde TNF-α (Tümör nekrozis faktör) salınımını inhibe eder. Bundan 

yola çıkarak EGCG`nin m-RNA ekspresyonunu, salınımını ve tümör promotörün 

hücrelerle etkileĢimini engelleyerek inhibe ettiği ileri sürülmektedir (145). 
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Resveratrol baĢlıca üzüm meyvesinde bulunan, kırmızı Ģarapta önemli 

konsantrasyonlarda varlığı bilinen, lösemi, prostat, meme kanseri ve diger epitelyal 

kanserlerde hücre çoğalmasını engelleyen doğal bir bileĢiktir (146, 147). 

Resveratrol çok yönlü moleküler ve biyokimyasal özellikleri olan bir bileĢik 

olmasıyla birlikte, en çok bilinen ve araĢtırılan özellikleri arasında antimitotik, 

antineoplastik, antioksidan, antiproliferatif ve antiinflamatuar etkileri sayılabilir (148). 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalar ile, öncelikli olarak siyah üzüm çekirdeğinde ve 

kabuğunda bol miktarda bulunan ve antioksidan özelliği iyi bilinen resveratrol gibi 

maddelerin kanserden koruyucu etkisinin olduğu ortaya koyulmuĢtur (149). Bazı 

yayınlarda kanser hücre soylarında resveratrolün apoptozise neden olabileceği ve bu etkisi 

ile kanser hücrelerinin proliferasyon oranını düĢürebileceği gösterilmiĢtir (150, 151). 

Jang ve arkadaĢları resveratrolün, kanserin üç önemli evresi olan baĢlatma, 

yükseltme ve ilerleme evreleri ile ilgili olayların inhibisyonuna neden olduğunu yaptıkları 

çalıĢmalarda göstermiĢlerdir. Bunun yanısıra, in vitro olarak birçok farklı kanser hücre 

tipinde resveratrolün apoptotik hücre ölümüne neden olduğunu ve hücre proliferasyonunu 

inhibe ettiğini tanımlamıĢlardır (152). 

Literatürlerde 1-100 μM resveratrolün hematopoetik ve solid organ tümor hücre 

dizilerinde, sitotoksik ve apoptozisi indükleyici özellikleri olabileceğine dair yayınlar 

bulunmaktadır (151). 

Aggarwal ve arkadaĢlarının yaptığı calıĢmada, resveratrolün kanser tedavisinde 

moleküler hedefi olan COX-1, COX-2 ve NfkB inhibisyonunu gercekleĢtirirken, p53, bax 

ve kaspaz aktivitelerinde de artıĢa neden olduğu gösterilmiĢtir (9). NfkB hücre içi 

transkripsiyon faktörüdür ve çeĢitli uyarıların ardından çekirdeğe geçip, DNA’ya 

bağlanarak uyarının gerektirdiği spesifik genleri aktifleyip, protein sentezini gerçekleĢtirir. 

Ayrıca kanser hücrelerini sürekli aktif tutarak hücre fonksiyonunu bir anlamda kötüye 

kullanır. Hücre çoğalmasını uyarıcı, ya da hücre ölümünü engelleyici fonksiyonlarının yanı 

sıra, hücrenin yüzeye tutunmasını da uyarır (153, 154). 

Resveratrolun, NfkB aktivasyonunu baskıladığı, epitelyal (HeLa), lenfoid (Jurkat), 

myeloid (U937) gibi bir çok kanser hücre soyunda gözlenmiĢtir (8, 155, 156, 157, 158).  

        Omay ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada,resveratrolün tek baĢına kullanılması 

durumunda, epitelyal ve hematolojik tümör hücre dizilerinde sitotoksik olduğu 

görülmüĢtür (151).  
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Resveratrol’ün antiproliferatif etkisi siklin E, siklin A, cdc2 ve Rb ekspresyonlarında 

meydana getirdiği değiĢiklikler ve buna bağlı olarak da hücre devrinin G2-S geçiĢinde 

tutulmaya sebep olmasıyla iliĢkilidir (147, 159, 160, 161). 

Literatürde çalıĢmamızda kullandığımız antioksidan maddeler ile ilgili bir çok yayın 

bulunduğu halde, her iki maddenin kombine olarak C6 glioma hücreleri ile ilgili bir 

çalıĢmada kullanımlarına rastlanmadı. 

Bulgularımızı değerlendirdiğimizde, EGCG’nin yalnız kullanıldığı ve RES ile 

EGCG’nin kombine kullanıldığı deney gruplarımızda apoptozun indüklendiği ve 

proliferasyonun inhibe edildiği gözlenmiĢtir. RES 12,5mg/ml’lik dozun da diğer gruplar 

gibi apoptozu indüklediği,ancak erken zaman aralığında proliferasyonu inhibe etmediği 

gözlendi. 

ÇalıĢmamıza yakın araĢtırmalardan biri olan Lauren ve ark.’nın bulguları C6 glioma 

hücrelerinde resveratrolün tümör hücrelerini apoptoza yönlendirerek, anti-tümör etkisi 

olduğunu göstermiĢtir (162). Young ve ark.yaptığı çalıĢmada, resveratrolün 20mg/ml’ye 

kadar dozlarında ve yalnız kullanıldığı gruplarda C6 glima hücreleri üzerine sitotoksik bir 

etkisi olmadığını göstermiĢlerdir (163). 

Sonuçlarımızı destekleyen Shunichi ve ark. (164), Ahmad ve ark. (165),Watanabe ve 

ark. (166) çalıĢmalarında, EGCG’nin apoptozisi uyararak, tümör büyümesini engellediğini 

gözlemlemiĢlerdir. 

Ġleriki çalıĢmalarda iki veya üç boyutlu tümör modelleri de kullanılarak, RES ve 

EGCG’nin tümör invazyonu, damar oluĢumuna etkileri ve genel kanser tedavileri ile 

birlikte klinik kullanımına yönelik yeni değerlendirmelerin yapılmasında çalıĢmamızın 

önemli bir kaynak olacağı düĢünülmektedir. 
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8. SONUÇ 

 

Ġncelenen çalıĢmalarda, EGCG ve RES’in savunduğumuz Ģekilde apoptozu 

indükledikleri ve proliferasyonu inhibe ettikleri kaydedilmiĢtir. Biz de yaptığımız 

deneylerde RES ve EGCG’nin etkilerini ayrı ayrı (RES:12,5 mg/ml, EGCG:50 mg/ml ve 

100 mg/ml) ve kombine gruplarda(EGCG+RES: 50 mg/ml+12,5 mg/ml, EGCG+RES: 100 

mg/ml+12,5 mg/ml , EGCG+RES: 50 mg/ml+25 mg/ml , EGCG+RES: 100 mg/ml+50 

mg/ml) farklı zaman aralıklarında(24, 48, 72 saat), sıçan C6 glioma hücrelerinde 

oluĢturduğumuz modelde inceledik. Apoptozu belirlemek için hücreleri TUNEL yöntemi 

ile, proliferasyonu belirlemek için ise, hücreleri BrdU yöntemi ile iĢaretleyip görünür hale 

getirdik. Yaptığımız mikroskobik gözlemlerden sonra, Ģu çıkarımlarda bulunduk: 

RES’in  12,5 mg/ml’lik dozda tüm zaman aralıklarında zamanla artan bir apoptotik 

etkisi olduğu saptandı. 

RES’in 12,5 mg/ml’lik dozda 24. ve 48. saatlerde proliferasyonu azalttığı saptandı. 

EGCG’nin 50 mg/ml ve 100 mg/ml’lik dozlarının mikroskobik görüntülerinde iki 

dozda da zamanla apoptotik etkinin arttığı saptandı. Ġncelenen preparatlarda 72. saatin 

sonunda 100 mg/ml’lik dozun 50 mg/ml’lik doza göre daha etkin olduğu gözlemlendi. 

EGCG’nin 50 mg/ml ve 100 mg/ml’lik dozlarının mikroskobik görüntülerinde       

proliferasyonu durdurduğu belirlendi. Zamanla hücre sayısında azalma olduğunu 

gözlemlendi. 

EGCG+RES kombinasyonunda tüm grupların, hücre apoptozu üzerinde arttırıcı 

etkisi olduğu saptandı. 

EGCG+RES kombinasyonlarının hücre proliferasyonunu durdurduğu, incelediğimiz 

preparatlarda gözlendi. EGCG ve RES kombinasyonlarının bütün dozlarda ve zaman 

aralıklarında BrdU ile iĢaretlenme göstermediği mikroskobik olarak gözlendi. 
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