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Resveratrolün hepatoselüler karsinom hücreleri üzerindeki apoptotik ve anti-

proliferatif etkileri. 

ÖğrencininAdı: Nadire Kıyak 

Danışmanı: Prof. Dr. Aysel Kükner               Eş Danışmanı: Doç. Dr. Eda Becer 

Anabilim Dalı: Histoloji ve Embriyoloji 

ÖZET 

Amaç: Resveratrol, insan sağlığını olumlu yönde etkileyen etkileyen flavonoid 

olmayan, polifenolik bir bileĢiktir. Resveratrol anti-kanser, anti-inflamatuar ve anti-

mikrobiyal özelliklere sahiptir. Aynı zamanda resveratrolün kanser önleyici ve anti-

kanser özelliklere sahip olduğu gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada, resveratrolün insan 

hepatoselüler karsinom hücre (HepG2) hatlarında hücre canlılığı, apoptoz ve hücresel 

proliferasyonu üzerindeki etkilerini araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

Gereç ve Yöntem: Proje için, insan primer karaciğer kanseri hepatoselüler karsinom 

hücre hattı olan HepG2 (ATCC® HB-8065™) hücreleri kullanılacaktır. Hücre 

çoğalması ve sitotoksisitesi, MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolyum 

bromür) testi ile analiz edildi. HepG2 hücreleri, farklı resveratrol konsantrasyonlarıyla 

(5, 10, 25, 50 ve 100 µM) inkübe edildi. Resveratrolün antikanser ve proapoptotik 

özellikleri kaspaz-3, sitokrom-c, FasLigand ve Ki-67 antikorları kullanılarak 

immünositokimyal olarak ile belirlendi. 

Bulgular: MTT test sonuçlarına göre HepG2 hücre popülasyonunun çoğalmasını inhibe 

eden etkin resveratrol dozu 48 saat sonucunda 100 µM olarak hesaplandı. Resveratrolün 

HepG2 hücrelerinde sitokrom-c immünoreaktivitesini kontrol grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı derecede azalttığı bulundu. Ayrıca resveratrolün HepG2 hücrelerinde Ki-

67 immünoreaktivitesi istatistiksel olarak anlamlı derecede azaldığı tespit edildi. 

Sonuç: Sonuçlarımız, resveratrolün insan hepatosellüler karsinom hücrelerinde 

apoptozu indüklediğini göstermektedir. Resveratrol, insan hepatoselüler karsinom 

hücrelerinde intrinsik apoptotik yolu tetiklemiĢtir. Ayrıca, HepG2 hücreleri üzerinde 

antiproliferatif etki göstererek Ki-67 immünoreaktivitesini önemli ölçüde azaltmıĢtır. 

Anahtar kelimeler: resveratrol, apoptoz, insan hepatosellüler karsinom 
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Apoptotic and antiproliferative effects of resveratrol in hepatocellular carcinoma 

cell line. 

Student’s Name: Nadire Kıyak 

Advisor: Prof. Dr. Aysel Kükner               Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. Eda Becer 

Department: Histology and Embryology 

ABSTRACT 

Objectives: Resveratrol is a polyphenol nonflavonoid compound which positively 

affects human health due to its anti-cancer, anti-inflammatory and anti-microbial 

properties. It had also been shown that resveratrol has role in preventive of cancer and 

anti-cancer properties. In this study, we aimed to investigate the effects of resveratrol on 

cell viability, apoptosis and cellular proliferation in human hepatocellular carcinoma 

cell (HepG2) line. 

Materials and Methods: Cytotoxicity was analyzed via MTT assay on HepG2 cells. 

HepG2 were treated with different resveratrol concentrations (5, 10, 25, 50, and 100 

mM). Anti-cancer and proapoptotic properties of resveratrol were determined by 

immunocytochemistry using antibodies against caspase-3, cytochrome-c, Fas Ligand 

and Ki-67.  

Results: The effective dose for inhibition of cell growth in HepG2 cells was determined 

to be 100 µM resveratrol for 48 hours. The immunoreactivity of cytochrome-c was 

significantly higher in resveratrol-treated HepG2 cells than the control group (p<0.05). 

Also, immunoreactivity of Ki-67 in resveratrol-treated HepG2 cells was significantly 

lower than the control group (p<0.05). 

Conclusions: Our results suggested that resveratrol induced apoptosis in human 

hepatocellular carcinoma cells. Interestingly, resveratrol triggered intrinsic apoptotic 

pathway in human hepatocellular carcinoma cells. Moreover, resveratrol decreased 

significantly Ki-67 immunoreactivity and showed anti-proliferative effects in HepG2 

cells. 

Keywords: resveratrol, apoptosis, human hepatocellular carcinoma 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Kanserler, vücudun diğer bölgelerine istila ve yayılma potansiyeli olan anormal 

hücre büyümesini içeren geniĢ bir hastalık ailesidir. Normal bir hücrenin bir kanser 

hücresine dönüĢmesi için, büyümesini ve farklılaĢmasını düzenleyen genlerin 

değiĢtirilmesi gerekir. Kanserlerin çoğunluğu (% 90-95) çevresel faktörlerin neden 

olduğu genetik mutasyonlardan kaynaklanırken, geri kalan% 5-10 kalıtsal genlerden 

kaynaklanmaktadır (Elshaer ve ark., 2018). 

Karaciğer kanseri, dünyada en sık görülen beĢinci kanser türüdür. Kansere bağlı 

ölüm nedenleri arasında ikinci sıradadır. Hepatoselüler karsinom, primer karaciğer 

kanserlerinin yaklaĢık % 90'ını temsil eder ve önemli bir küresel sağlık problemini 

oluĢturur (Galle ve ark., 2018). Kanser tedavi yöntemlerinde birçok fitokimyasalın 

koruyucu etki gösterdiği bir çok çalıĢmada  görülmüĢtür. Primer karaciğer kanseri olan 

heparoselüler karsinom tedavisinde resveratrol ve kersetin gibi fitokimyasalların hücre 

aktivitesini inhibe edilmesinde rolü olduğu görülmüĢtür (Galinak ve ark., 2019; Andres 

ve ark.,2017). Bazı gıdalar karmaĢık polifenol karıĢımları içermesine rağmen, çeĢitli 

faktörler içeriklerini etkileyebilir. Bu moleküllerin antioksidanlar olarak iyi bilinen 

kapasitelerinin yanı sıra, hücre sinyal yollarıyla, gen ekspresyonunu modüle ederek, 

transkripsiyon faktörlerinin aktivitesini ve mikroRNA'ları modüle edebilirler (Cione ve 

ark., 2020). 

Resveratrol (3,4 5, 5-Trihidroksi-trans-stilben) bakteri ve mantarlar tarafından 

saldırıya uğradığında birkaç bitki tarafından doğal olarak üretilen bir polifenolik 

fitoaleksindir. Fitoaleksinler, patojenlerin neden olduğu enfeksiyonlara karĢı savunma 

için bitkiler tarafından üretilen antibakteriyel ve mantar önleyici kimyasallardır. Güçlü 

antioksidanlardan biri olan resveratrol, kırmızı üzüm, dut ve mavi çilek, yabanmersini 

içinde bulunur, ayrıca okaliptüs, ladin ve zambak gibi diğer bitkilerde ve yer fıstığı gibi 

diğer gıdalarda bulunur (Kim ve ark., 2016; Fu ve ark., 2019; Elshaer ve ark., 2018). 

Anti-oksidan, nöroprotektör, kardiyoprotektör ve anti-kanser ajan olarak hareket ederek 

insan sağlığında faydalı biyolojik aktivitelerin geniĢ spektrumuna sahip bir bileĢiktir (Fu 

ve ark., 2019). Resveratrol, çeĢitli in vitro ve in vivo deney modellerinde anti-glikasyon, 

antioksidan, anti-inflamasyon, nöroprotektif, anti-kanser ve yaĢlanmaya karĢı aktivitesi 

gibi çok çeĢitli biyolojik özellikleri ortaya çıkarır (Galiniak ve ark., 2019). 
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Apoptoz, diğer bir adıyla programlanmıĢ hücre ölümü; hasarlı veya anormal 

hücreleri ortadan kaldırmak için genetik olarak düzenlenmiĢ bir fizyolojik 

mekanizmadır. Embriyonik, fetal ve eriĢkin dokularda fizyolojik büyüme kontrol 

düzenleyicisi ve doku-homeostaz moderatörü olarak da önemlidir. Apoptotik hücreler, 

membran sızması, hücre büzülmesi, nükleer DNA parçalanması, kromatin yoğunlaĢması 

ve apoptotik cisimlerin oluĢumu gibi düzenli biyokimyasal ve morfolojik özellikler ile 

tanımlanabilir. Apoptoz, mitokondri-apoptozom aracılı içsel (intrinsik) yol, ölüm 

reseptörünün indüklediği dıĢsal (ekstrinsik) yol ve T- hücre aracılı yol olmak üzere üç 

ana yol ile aktive edilebilir (Ko ve ark., 2017; Green, 2019). Apoptoza aracılık eden 

birçok faktör, memeli hücrelerindeki kaspaz kaskadındaki anahtar proteazlardan biri 

olarak kabul edilen kritik efektör kaspaz-3'ü aktifleĢtirmek için birleĢir. Kaspaz-3 

sitoplazmada 32 kD  aktif olmayan bir öncü olarak bulunur ve apoptoz sırasında yukarı 

akıĢ kaspaz, kaspaz-9 aktivasyonu ile bölünür ve aktive edilir. Kaspaza bağlı apoptoz, 

mitokondriyal yol, ölüm reseptör yolu ve endoplazmik retikulum yolunu içerir. 

Mitokondri özellikle erken apoptotik süreçte etkilenir ve hücre ölümünün merkezi 

koordinatörü olarak hareket ettiği düĢünülmektedir (Li ve ark., 2012). Tümör nekroz 

faktörü (TNF) reseptörü süper familyasındaki ölüm reseptörlerinin tetiklenmesi, örneğin 

Fas (CD95 / APO-1) veya TNF ile iliĢkili apoptozu indükleyen ligand (TRAIL) 

reseptörleri, baĢlatıcı kaspaz-8'in aktive olmasına neden olur. Apoptoz sinyaline, 

kaspaz-3 gibi akıĢ aĢağı efektör kaspazların doğrudan yarılması yoluyla aracılık 

edebilir. Ġçsel yol, Omi / HtrA2, Smac / DIABLO, sitokrom c, apoptozu indükleyen 

faktörler (AIF'ler), endonükleaz G, kaspaz-2 veya kaspaz-9 gibi apoptojenik faktörlerin 

mitokondriyal intermembran boĢluğundan verilmesi ile tetiklenir. Sitokrom c'nin 

sitozole yayılması, sitokrom c / apoptotik proteaz aktive edici faktör-1 (Apaf-1) / 

kaspaz-9 içeren apoptozom kompleksinin oluĢturulması yoluyla kaspaz-3'ü aktive eder; 

Omi / HtrA2 ve Smac / DIABLO, apoptotik proteinlerin (IAP) inhibitörlerinin etkilerini 

nötralize ederek kaspaz aktivasyonunu teĢvik eder ve apoptozun son basamağını 

baĢlatan apoptozomu tetiklemektedir (Ko ve ark., 2017). T hücre aracılı hücre ölümü, 

CD8+ yani sitotoksik T hücrelerinin antijen taĢıyan hücreyi öldürmesidir. Bu sitotoksik 

T hücreleri genellikle dıĢsal yol ile hücreyi öldürürler. Ayrıca T hücresi doğrudan 

perforin salgılayarak hedef hücrenin membranında kanallar açılmasını sağlar. Perforin 

salgısının ardından proteaz olan granzim A ve granzim B enzimlerini içeren sitoplazmik 



 

 

 

5 

 

granülleri hedef hücrenin içerisine girer. Böylelikle hücrenin ölümü gerçekleĢmiĢ olur 

(Green, 2019; Martinez-Lostao ve ark., 2015) 

Bu çalıĢmada, insan  primer karaciğer kanseri olan hepatoselüler karsinom (HepG2) 

hücrelerinde resveratrolün anti-kanser aktivitelerini belirlemek için MTT testi ve 

immunositokimya boyamaları kullanılmıĢtır. 

Bu çalıĢmanın amacı:  

I. Resveratrolün HepG2 hücrelerinde, antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin 

belirlenmesidir.  

II. Klinik uygulamada resveratrolün etkilerinin belirlenebilmesi için ön verilerin elde 

edilmesidir. Ġn vitro ortamda yapılan bu çalıĢma, in vivo ortamda yapılacak çalıĢmalar 

için ön çalıĢma olma özelliğindedir. 

ÇalıĢma hipotezi Ģu Ģekildedir: Resveratrolün hepatoselüler karsinom hücrelerinde 

antiproliferatif etki gösterecek ve apoptozu indükleyecektir. Aynı zamanda doza bağlı 

olarak kanser hücre canlılığı da azalacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Karaciğer Kanserinin Özellikleri 

 

Karaciğer, insan vücudunun en büyük iç organıdır. Sağ akciğerin hemen altında sağ 

kaburgaların altında bulunur. Ġki bölümü vardır. Karaciğer esas olarak hepatosit adı 

verilen hücrelerden oluĢur. Safra kanalları safrayı karaciğerden safra kesesine veya 

doğrudan bağırsaklara taĢır. Karaciğerdeki farklı hücre tipleri, çeĢitli tiplerde malign 

(kanserli) ve iyi huylu (kanserli olmayan) tümörler oluĢturabilir. Bu tümörlerin farklı 

nedenleri olmakla birlikte, tedavileri de farklı Ģekilde olabilmektedir (American Cancer 

Society, 2018). Kanser en sık teĢhis edilen hastalıklardan biridir ve buna bağlı morbidite 

ve mortalite dünya çapında çok önemli bir sağlık problemidir. Kanser geliĢimi, normal 

hücrelerin genetik yapılarında mutasyonlar aldığı, hücrelerin sürekli olarak büyümesine, 

kolonileĢmesine ve karaciğer, akciğerler, kolon ve beyin gibi diğer organlara metastaz 

yapmasına neden olan bir Ģekilde düzenlenmiĢ bir ilerlemedir (Ko ve ark., 2017). 

Karaciğer kanseri, dünyada en sık görülen beĢinci kanser türüdür. Kansere bağlı 

ölüm nedenleri arasında ikinci sıradadır (Galle ve ark., 2018). Karaciğer kanseri, 

baĢlangıçta karaciğerin dokusunda oluĢan bir tümördür. Kanserli hücre tipine göre farklı 

karaciğer kanseri türleri vardır (Trojan ve ark., 2016). Karaciğer kanseri primer ve 

sekonder olarak iki tipe ayrılır. Primer karaciğer kanseri, karaciğer hücresinden 

kaynaklanır. Sekonder karaciğer kanseri veya karaciğer metastazları olarak bilinen, 

vücudun diğer bölümlerinden yayılan kanser tipidir (Galle ve ark., 2018). Hepatoselüler 

karsinom (HCC), primer karaciğer kanserlerinin yaklaĢık % 90'ını temsil eder ve önemli 

bir küresel sağlık problemini oluĢturur (Galle ve ark., 2018). Hepatoselüler karsinom, 

yetiĢkinlerde en sık görülen karaciğer kanseri türüdür. Hepatoselüler kanserler farklı 

büyüme modellerine sahip olabilmektedir: Bazıları daha büyük büyüyen tek bir tümör 

olarak baĢlar. Hastalığın sadece geç döneminde karaciğerin diğer bölgelerine yayılır. 

Ġkinci bir tip, sadece tek bir tümör değil, karaciğer boyunca çok sayıda küçük kanser 

nodülü ile baĢlar. Bu en sık sirozlu (kronik karaciğer hasarı) kiĢilerde görülmektedir 

(American Cancer Society, 2018). HCC, en sık görülen primer karaciğer kanseri ve 

dünya çapında dördüncü ölümcül neoplazm olarak sıralanan, daha yüksek insidansa 

sahip altıncı tümördür. BaĢlıca hepatit B ve C virüsü (sırasıyla HBV ve HCV) olmak 
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üzere farklı etiyolojik ajanların neden olduğu karaciğer hasarı, yıllardan on yıllara kadar 

sürebilen karaciğer fibrozu ve sirozu aĢamalarında HCC geliĢimine katkıda bulunur 

(Palanca ve Ark., 2019). Hepatoselüler karsinom, karaciğerin ana hücreleri olan 

hepatositlerde baĢlar. HCC, karaciğer sirozunun sık görülen bir komplikasyonudur. 

Dünya çapında hepatoselüler karsinom, insidans artıĢı ile en yaygın kanserlerden biridir. 

HCC riski, altında yatan karaciğer hastalığının etiyolojisi, aktivitesi ve aĢamasından 

etkilenir (Trojan ve ark., 2016). Hepatoselüler karsinom, hepatositlerin kontrolsüz 

büyümesine yol açan çoklu sinyalleme basamaklarını etkileyen genetik değiĢikliklerle 

karakterizedir (Jeon ve ark.,2018). 

Karaciğer sirozu, kronik karaciğer hasarına yanıt olarak geliĢen yoğun bağ doku ile 

çevrili rejeneratif nodüller ile ortaya çıkan fibrozisin ileri bir aĢamasıdır. Alkol tüketimi, 

dünya çapında karaciğer sirozunun yaygın nedenlerinden biridir. Alkolik karaciğer 

sirozu, hepatoselüler karsinomun geliĢmesinden ve ölüm oranının yüksek olmasından 

sorumludur (Shin ve ark., 2020). Hepatit B ve C virüsleri, karaciğer sirozuna ve 

hepatoselüler karsinom’a yol açabilen akut ve kronik enfeksiyonlara neden olan küresel 

bir sağlık sorunudur. Bu enfeksiyonlar dünya çapında HCC'un önde gelen nedenleri 

arasındadır. Yılda 1,3 milyondan fazla ölümün meydana gelmesiyle önemli mortalite ile 

iliĢkilidir. HCC, erkeklere karĢı belirgin bir cinsiyet farklılığı gösterir ve HBV yüzey 

antijeni prevalansı ile korelasyonu olan, az geliĢmiĢ bölgelerde önemli bir kanserdir. 

Yüksek insidansı ve tedaviye direnci nedeniyle, karaciğer kanseri, kansere bağlı ölümün 

ikinci önde gelen nedenidir (Ringehan ve ark., 2017). Hepatit B virüsü (HBV) veya 

hepatit C virüsü (HCV) ile kronik enfeksiyona bağlı karaciğer sirozu olan hastalar en 

yüksek riske sahiptir (Trojan ve Ark., 2016). Hepatoselüler karsinom, klinik çalıĢma ve 

tanıdaki iyileĢmelere rağmen, en sık görülen primer karaciğer kanseri türüdür. Cerrahi 

rezeksiyon sonrası %70 nüks ve akciğer metastazı nedeniyle HCC hala yüksek mortalite 

olmaya devam etmektedir. Tümör metastazı, kanser hücrelerinin, tümörün uzak 

organlara, kaynaklandığı primer bölgeden lenfatik ve kan damarları yoluyla 

yayılmasıdır. Hepatoselüler karsinomun metastazı, yalnızca karaciğer kanseri 

hücrelerinin apoptotik sinyallerden kaçmasını ve immün yanıtlara ev sahipliği 

yapmasını değil, aynı zamanda tümör mikro - ortamında hücreler arası iletiĢimin de 

gerekli olduğu çok adımlı bir süreçtir (Ge ve ark., 2020). 
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Hepatoselüler karsinom, tümörün yıkıcı etkilerini arttıran oksidatif stres ve 

inflamatuar sitokinlerde yükselme ile karakterizedir (El-Far ve ark., 2020). Hücre dıĢı 

matriks; birçok heterojen molekülden oluĢur. Nükleer faktörler, inflamatuar hücreler, 

anjiyogenez destekleyiciler ve birçok biyolojik olarak aktif molekül için bir depo görevi 

görür (Kumar ve Santhi., 2012). Tüm bu makromoleküllerin salınması, hücrelerin 

proliferasyonunu ve tümör hücrelerinin invazyonuna ve metastazına yol açan 

farklılaĢmayı kontrol ederek HCC’nin patogenezine ve ilerlemesine yol açan bu yolları 

aktive eder (Gonzales ve ark., 2012). HCC, yüksek mortalite oranı ile bağlantılıdır  (El-

Far ve ark., 2020). Oksidatif stres, HCC'nin geliĢiminde ve ilerlemesinde kilit bir 

oyuncudur. Oksidatif stresin hücre proliferasyonunu, apoptozu ve hücre döngüsünü 

etkilediği bildirilmiĢtir (Darweish ve ark., 2014; Marra ve ark., 2011). Oksidatif stres, 

hücre büyümesi ve transformasyonunun düzenlenmesi üzerinde daha sonra etki ederek 

mitojenle aktifleĢtirilen protein kinazları aktive eder. Oksidatif stres hücre dıĢı matriks 

oluĢumunu ve hücre-hücre etkileĢimini etkiler (Finkel ve Holbrook, 2000). HCC 

hastalarının % 90'ından fazlası kronik karaciğer hasarı geliĢtirdiğinden HCC, 

inflamasyon temelli kanserojen bir süreçtir. NFκB, pro-inflamatuar sitokinlere aracılık 

eder ve HCC de dahil olmak üzere birçok kanser türüyle bağlantılıdır. Pro-inflamatuar 

sitokinlerin transkripsiyonunu indükler. Ek olarak, TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6 ve IL-8, 

gibi birçok inflamatuar sitokin, kronik karaciğer iltihabı ile iliĢkilendirilmiĢtir (El-Far ve 

ark., 2020). 

 

2.2. Resveratrol ve Hepatoselüler Karsinom  

 

Resveratrol, (3,5,4'-trans-trihidroksstilben) stilben familyasına ait bir polifenolik 

bileĢikdir (Galinak ve ark., 2019). Resveratrol, bakteri ve mantarlar tarafından saldırıya 

uğradığında birkaç bitki tarafından doğal olarak üretilen bir polifenolik fitoaleksindir. 

Fitoaleksinler, patojenlerin neden olduğu enfeksiyonlara karĢı savunma için bitkiler 

tarafından üretilen antibakteriyel ve mantar önleyici kimyasallardır (Kumar ve ark., 

2009) (Tablo 1). Çoğunlukla üzüm kabuğunda ve tohumlarında oluĢan doğal bir 

bileĢiktir. Aynı zamanda Ģaraplarda ve diğer yer fıstığı, çilek, okaliptüs, ladin, zambak 

ve çay gibi çeĢitli bitkisel gıdalarda bulunur (Galiniak ve ark., 2019) (Tablo 2). 
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Tablo 1. Resveratrol’un fiziksel ve moleküler özellikleri (Kumar ve ark., 2009). 

Moleküler Formül C14H12O3 

Moleküler Ağırlık 228.24 

Erime Noktası 253OC – 257OC 

Çözünürlük 
Suda zayıf çözünür. Kloroform, etanol, asetik asit ve asetonda 

çözünür. 

Görünüm Ġnce Kristal toz 

Renk  Beyaz 

Spesifik Rotasyon [α]: - 77.5
O 

(c=0.2, EtOH) 

 

Resveratrol’un trans- ve cis-izomer formları da bulunur; bununla birlikte, cis-

resveratrol izomeri kararsızdır ve ıĢığa reaksiyona girdiğinde kolaylıkla trans-forma 

dönüĢtürülür. Suda çözünmez ancak etanol ve dimetil sülfoksit gibi polar çözücülerde 

çözünür. Resveratrol suda düĢük çözünürlüğe ve düĢük oral biyoyararlanım ve sistemde 

hızla metabolize olur. Kötü biyoyararlanımı, karaciğerdeki hızlı metabolizmasına 

glukuronidlere ve sülfatlara bağlanır (Abba ve ark., 2015).  

 

 

 

 

Şekil 1. Resveratrolün kimyasal yapısı (Kumar ve ark., 2009). 
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Doğal bir stilben ve flavonoid olmayan bir polifenol olan resveratrol, anti-

oksidan, anti-inflamatuar, kardiyoprotektif ve anti-kanser özelliklerine sahip bir 

fitoöstrojendir. Resveratrol’ün kanser hücrelerinde çoklu ilaç direncini tersine 

çevirebildiği ve klinik olarak kullanılan ilaçlarla birlikte kullanıldığında kanser 

hücrelerini standart kemoterapötik ajanlara duyarlı hale getirebileceği bildirilmiĢtir. 

GeliĢtirilmiĢ anti-kanser aktivitesi, biyoyararlanım ve farmakokinetik profil ile çeĢitli 

yeni resveratrol analogları geliĢtirilmiĢtir (Ko ve ark., 2017). Bu bileĢik, glikasyon, 

oksidatif stres, inflamasyon, nörodejenerasyon, çeĢitli kanser türleri ve yaĢlanmaya karĢı 

aktivite de dahil olmak üzere birçok özelliğe sahiptir. Fakat bu bileĢik düĢük 

biyoyararlanım ve çözünürlük sergiler. Resveratrol, enfeksiyon, stres, yaralanma, 

bakteri veya mantar enfeksiyonlarına ve UV ıĢınlamasına yanıt olarak 70'ten fazla bitki 

türü tarafından sentezlenir. Bu molekülün bitkilerdeki sentezi, flavonoidlerinkine benzer 

bir iĢlemde fenilpropanoid yolundaki resveratrol sentaz ile katalize edilir. Resveratrol, 

bir çift stiren bağı ile birbirine bağlanmıĢ iki fenil halkasına (mono fenol ve fenol) 

sahiptir ve hem cis hem de trans izomerik formlarda bulunur (Galinak ve ark., 2019). 

 

Tablo 2. Bazı besinlerin resveratrol içerikleri  (Xiao ve ark., 2019; Cione ve ark., 2020). 

 Besin Resveratrol Miktarı 

Kırmızı Ģarap 0.27 mg/100ml 

Kırmızı böğürtlen 3.0 mg/100g 

Üzüm kabuğu 50- 100  μg/g 

Yer fıstığı (Çiğ) 0.04 mg/100g 

Yer fıstığı (KaynanmıĢ) 1.8 – 7.1 μg/g 

Itadori yaprağı (Genç) 867 ± 17 μg/g 

Siyah üzüm 0.15 mg/100g 

Yaban mersini 0.67 mg/100g 

Üzüm suyu (siyah) 0.05-0,5 mg/L 

Itadori çayı 974 ± 2  μg/g 
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Ġnsan diyetinde düĢük miktarlarda stilben bulunur ve ana temsilci resveratrol'dür. 

Bu bileĢik ilk önce Veratrum grandiflorum köklerinden izole edilmiĢtir. 1940'ta Loes ve 

daha sonra Polygonum cuspidatum köklerinden izole edilmiĢtir. Patojenler veya çeĢitli 

stres koĢullarına bağlı enfeksiyona yanıt olarak bitkiler tarafından üretilir. Üzüm, çilek 

ve yer fıstığı da dahil olmak üzere 70'ten fazla bitki türünde tespit edilmiĢtir. Birçok 

çalıĢma bu bileĢiğin çok çeĢitli biyolojik aktivitelere sahip olduğunu vurgulamıĢtır 

(Cione ve ark., 2020).  

 

 

Şekil 2. Resveratrolün kanser mekanizmalarına etkisi (Elshaer ve ark., 2018) 

 

Kanser büyümesini baskılama, apoptoz ve otofaji ile kanser hücresi ölümünü 

indükleme, ayrıca metastaz ve anjiyogenezi inhibe etme yeteneği de dahil olmak üzere 

resveratrolün terapötik etkisine çeĢitli mekanizmalar katkıda bulunur (ġekil 2). 

Resveratrol, pro-apoptotik proteinlerin (Bax, NOXA, BUMA) p53'e bağlı aktivasyonu 

yoluyla apoptoz ile kanser hücresi ölümünü indükler. Ayrıca resveratrol, Sirt1 ve 
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AMPK'nın yukarı regülasyonu yoluyla otofaji ile kanser hücresi ölümünü indükler. 

Resveratrol, TGF-β1 / Smads, Wnt / β-katenin, PI3K / Akt / NF-κB ve Gli1 yollarının 

aĢağı regülasyonu yoluyla EMT'nin inhibisyonu yoluyla metastazı inhibe eder. 

Resveratrol, VEGF'nin HIF-la'ya bağımlı inhibisyonu yoluyla anjiyogenezi inhibe eder 

(Elshaer ve ark., 2018). Otofaji, hücresel ortamlara önemli bir yanıttır ve stres, hasar, 

açlık, yaĢlanma ve patojen enfeksiyonu sırasında hayatta kalma veya ölüm için hücresel 

süreçleri olumlu yönde düzenler. Sağlıklı dokularda otofaji, hasarlı, anormal ve uzun 

ömürlü organelleri ve proteinleri temizleme iĢlemidir. Resveratrol, mTOR'un SIRT1 / 

AMPK'ya bağımlı inhibisyonu yoluyla otofajiyi indükler. Resveratrolün çeĢitli 

kanserlerde otofajiyi indükleyerek hücre ölümünü indüklediği gösterilmiĢtir. ÇeĢitli 

hücre hatları, resveratrolün çok çeĢitli kanser hücrelerinde apoptozu indüklediğini, 

ancak altta yatan mekanizmanın farklı kanser hücresi tipleri arasında büyük ölçüde 

farklı olduğunu göstermiĢtir. Metastaz süreci karmaĢıktır ve karsinom hücrelerinin 

primer bölgeden tümör oluĢumu için uzak bölgelere yayılmasını içerir. Epitelyal-

mezenkimal geçiĢ (EMT), metastatik kaskatın ilk adımında önemli bir olaydır. 

Resveratrolün, EMT'yi düzenleyen ve kanser hücrelerinin hareketliliğinin ve 

invazivliğinin önlenmesine yol açan çeĢitli sinyal yollarına müdahale ettiği 

bulunmuĢtur. Resveratrolün, E-cadherin ekspresyonunu arttıran ve vimentin 

ekspresyonunu baskılayan TGF β1 / Smads yolunu aĢağı regüle ederek CRC'nin 

karaciğer ve akciğer metastazını inhibe ettiği bildirilmiĢtir (Elshaer ve ark., 2018).    Bu 

onkojenik süreçleri modüle eden bileĢikler, klinik uygulamalar için potansiyel anti-

kanser ajanları olarak düĢünülebilir (Ko ve ark., 2017).  

Resveratrol ayrıca hem asetile edilmiĢ substrat hem de NAD (+) için SIRT1'in 

(SIRT1 tarafından kodlanan bir protein olan sirtuin 1 Michaelis sabitini düĢürür ve 

p53'ün SIRT1'e bağlı deasetilasyonunu uyararak hücre sağ kalımını arttırır. Mayada, 

Sir2'yi uyararak, DNA stabilitesini artırarak ve kullanım ömrünü% 70 oranında uzatarak 

kalori kısıtlamasını taklit eder ve siklooksijenaz1 (COX-1) veya siklooksijenaz-2 

(COX-2) gibi enzimleri baskılar. Birçok rapor resveratrolün farklı kanser türlerine karĢı 

çok çeĢitli önleyici ve terapötik seçenekler sunduğunu göstermiĢtir. Ayrıca resveratrol, 

diğer kemoterapötik ilaçlarla kombine edildiğinde antikanser terapisi için potansiyel 

olarak yararlı olarak düĢünülmüĢtür ve insan kanserlerine karĢı kemopreventif bir ajan 

olarak potansiyeline önemli ölçüde dikkat çekmiĢtir. Bu çizgiler boyunca resveratrolün 
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kanser hücrelerine karĢı etkisi diğer araĢtırmaların konusu olmuĢtur (Rauf ve ark., 

2018). Ayrıca kaspaz-3 ve 9'u aktive eder, Bax / Bcl-2 oranını yukarı doğru düzenler ve 

HepG2 hücrelerinde apoptoz yoluyla p53 ekspresyonunu indükler. Ayrıca, resveratrol  

apoptozu indükleyerek, kaspaz-3 ve kaspaz-9'u aktive ederek önemli çoğalmaya karĢı 

etkiler göstermektedir (Ou ve ark., 2014). 

 

2.3.Apoptozis 

 

Çok hücreli bir organizmanın hücreleri oldukça organize bir topluluğun üyeleridir. 

Bu topluluktaki hücre sayısı, hücre bölünme hızı ve hücre ölüm hızı kontrol edilerek 

sıkı bir Ģekilde düzenlenir . Organizma hücrelere artık ihtiyaç duyulmuyorsa, hücre içi 

ölüm programını aktif ederek intihar ederler. Bu nedenle bu iĢleme programlı hücre 

ölümü denir. Daha yaygın olarak bu iĢlem apoptoz olarak adlandırılır. "Apoptoz" terimi 

Yunanca kökenli bir kelimedir ve sonbaharda bir ağacın dalından yaprakların dökülmesi 

gibi ―düĢmek/dökülmek‖ anlamına gelmektedir (Alberts ve ark., 2002).  

Farklı fonksiyonların hücreleri, tüm organizmanın hayatta kalmasını sağlamak için 

birlikte çalıĢır. Bu karmaĢık iĢbirliği ağında, risk oluĢturabilecek iĢlevsiz hücrelerin 

temizlenmesini sağlamak gereklidir. Böylece apoptoz olarak bilinen hücresel intihar 

programını yürütmek için gerekli olan bilgi, genetik olarak her hücreye programlanır 

(Vo ve Letai, 2010). YetiĢkin sağlıklı dokularda hücre ölümü, hücre bölünmesini tam 

olarak dengeler (Alberts ve ark., 2002). Apoptozis, enfekte olan, normal konumlarından 

çıkmıĢ, hasar görmüĢ, gereksiz veya yararlı ömürlerinin sonuna ulaĢmıĢ olan hücrelerin 

temizlenmesinde gerekli olan bir programlı hücre ölümü türüdür (Vo ve Letai, 2010). 

Apoptozun düzensizliği, baĢta kanser olmak üzere birçok patolojik durumun ana 

özelliği olarak kabul edilmiĢtir (Bender ve Martinou, 2013). Apoptoz, fizyolojik ve 

patolojik koĢullarda ortaya çıkan düzenli ve düzenlenmiĢ bir hücresel süreçtir. 

Apoptozisin altında yatan mekanizmanın anlaĢılması, birçok hastalığın patogenezinde 

önemli bir rol oynadığı için önemlidir (Wong, 2011). Apoptozisin düzenlenememesi, 

geliĢimsel bozukluklar, kanser, otoimmün hastalıklar ve nörodejenerasyon gibi 

anormalliklere yol açar (Lee ve ark., 2010). Kanser, çok az apoptozun meydana geldiği 

durumlardan biridir ve ölmeyecek malign hücrelerle sonuçlanır. Apopitosis 
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mekanizması karmaĢıktır ve birçok yolu içerir. Etkilenen hücrelerin malign 

transformasyonuna, tümör metastazına ve anti-kanser ilaçlara karĢı dirence yol açan bu 

yollar boyunca herhangi bir noktada kusurlar meydana gelebilir. Hem çekirdeği hem de 

sitoplazmayı ilgilendiren apoptotik hücre ölümünün morfolojik değiĢiklikleri hücre 

tipleri ve türleri arasında oldukça benzerdir. Hücre ölümünün baĢlamasından, hücresel 

parçalanmaya kadar genellikle birkaç saat gerekir. Ancak, geçen süre hücre tipine, 

uyarana ve apoptotik yola bağlıdır (Wong, 2011).  

Genel olarak programlı hücre öümü sırasında; kaspazların aktivasyonu, DNA ve 

protein parçalanması ve membran değiĢiklikleri ve fagositik hücreler tarafından 

tanınması olmak üzere üç ana tip biyokimyasal değiĢiklik gözlenebilir (Wong, 2011). 

Apoptozun bir baĢka spesifik özelliği, apoptozun uygulayıcıları olarak bilinen, çeĢitli 

hücresel hedefleri parçalayan, morfolojik değiĢikliklere, genomik DNA'nın 

parçalanmasına ve nihayetinde apoptotik hücrenin fagositik olarak çıkarılmasına neden 

olan kaspaz adı verilen bir sistein proteaz ailesidir (Bender ve Martinou, 2013). Aktive 

edilmiĢ kaspazlar birçok hayati hücresel proteini ayırır ve nükleer iskeleti ve hücre 

iskeletini parçalar. Ayrıca DNAaz enzimini aktive etmektedirler (Wong, 2011). 

Kaspazlar, hem baĢlatıcılar hem de uygulayıcılar oldukları için apoptoz mekanizmasının 

merkezindedir. Kaspazların aktive edilebileceği üç yol vardır. Yaygın olarak tarif edilen 

iki baĢlatma yolu, apoptozun içsel (veya mitokondriyel) ve dıĢsal (veya ölüm reseptörü) 

yollarıdır. Her iki yol da sonunda ortak bir yola veya apoptozun yürütme aĢamasına yol 

açar. Daha az bilinen üçüncü bir baĢlangıç yolu, T-hücre aracılı yoldur (Wong, 2011). 

DıĢsal ölüm reseptörü yolu, adından da anlaĢılacağı gibi, ölüm ligandları bir ölüm 

reseptörüne bağlandığında baĢlar. Birkaç ölüm reseptörü tanımlanmıĢ olmasına rağmen, 

en iyi bilinen ölüm reseptörleri tip 1 TNF reseptörü (TNFR1) ve Fas (CD95) olarak 

adlandırılan ilgili bir proteindir ve bunların ligandlarına sırasıyla TNF-α ve Fas ligandı 

(FasL) denir (Wong, 2011). DıĢsal yolda, FasL veya TNF-α gibi ligandların plazma 

membranı üzerindeki bir ölüm reseptörüne bağlanması, baĢlatıcı kaspaz 8'in 

aktivasyonuna yol açar (Bender ve Martinou, 2013). Bu ölüm reseptörleri, TNF 

reseptörü ile iliĢkili ölüm alanı (TRADD) ve Fas ile iliĢkili ölüm alanı (FADD) gibi 

adaptör proteinleri ve kaspaz 8 gibi sistein proteazları içeren hücre içi bir ölüm alanına 

sahiptir. Ölüm ligandının ölüm reseptörüne bağlanması, bir adaptör proteini ve tüm 



 

 

 

15 

 

ligand-reseptör-adaptör protein kompleksi için bir bağlanma yeri oluĢumuyla 

sonuçlanır, ölüm tetikleyici sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinir. DISC daha sonra 

pro-kaspaz 8'in birleĢtirilmesini ve aktivasyonunu baĢlatır. Enzimin aktive edilmiĢ 

formu, kaspaz 8, uygulayıcı kaspazları parçalayarak apoptozu baĢlatan bir baĢlatıcı bir 

kaspazdır (Wong, 2011). 

Ġçsel veya mitokondriyel yol, hücre içinde baĢlatılır. Onarılamaz genetik hasar, 

hipoksi, aĢırı yüksek sitozolik Ca
+2

 konsantrasyonları ve Ģiddetli oksidatif stres gibi iç 

uyaranlar, içsel mitokondriyal yolun baĢlatılmasının bazı tetikleyicileridir (Wong, 

2011). Ġçsel apoptotik yolda, sadece BH3 proteinleri adı verilen BCL-2 ailesi 

proteinlerinin bir alt sınıfı, çeĢitli hücresel stres ipuçlarına yanıt olarak apoptozu 

tetiklemekten sorumludur (Vo ve Letai, 2010). BH3 proteinleri, bir iç stres 

uyarıcısından sonra aktive olur ve mitokondriyal dıĢ zar geçirgenliği adı verilen bir 

iĢlemi düzenledikleri dıĢ mitokondriyal membrana yer değiĢtirir. Bu iĢlemin bir sonucu 

olarak, dıĢ mitokondriyal membranda  gözenekler oluĢur, membran bütünlüğü kaybolur 

ve zarlar arası boĢluğun içeriği sitozole eriĢir. Sitozole hızla salınan moleküllerden biri 

sitokrom c'dir. Normal olarak solunum kompleksleri III ve IV arasında çözünür bir 

elektron taĢıyıcısıdır. Pro-apoptotik sitosolik faktör APAF1 ile birlikte, sitokrom c, 

―apoptozom‖ olarak adlandırılan bir kaspaz aktive edici kompleks haline gelir (Bender 

ve Martinou, 2013). Ölüm iĢaretlerini doğru Ģekilde algılayamamak ve ölüm sinyalini 

iletmemek kanser üzerinde büyük bir etkiye sahip olabilmektedir (Vo ve Letai, 2010). 

Uyaranlardan bağımsız olarak, bu yol artmıĢ mitokondriyal geçirgenliğin ve sitokrom-c 

gibi pro-apoptotik moleküllerin sitoplazmaya salınmasının bir sonucudur. Bu yol, 

baĢlangıçta foliküler Hodgkin olmayan lenfomada 18 ila 14 kromozomunun 

translokasyonunun kromozomal kırılma noktasında gözlemlenen BCL2 geninden sonra 

adlandırılan Bcl-2 ailesine ait bir grup protein tarafından yakından düzenlenir. Bcl-2 

proteinlerinin; pro-apoptotik proteinler (örn. Bax, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk) 

ve anti-apoptotik proteinler (örn. Bcl-2, Bcl-XL L Bcl-W, Bff-1 ve Mcl-1) olmak üzere 

iki ana grubu vardır. Anti-apoptotik proteinler, sitokrom-c'nin mitokondriyal salımını 

bloke ederek apoptozu düzenlerken, pro-apoptotik proteinler bu salımı teĢvik ederek 

hareket eder. Mitokondriyal intermembran boĢluğundan sitoplazmaya salınan diğer 

apoptotik faktörler arasında apoptoz indükleme faktörü (AIF), ikinci mitokondriden 

türetilmiĢ kaspaz (Smac) aktivatörü, DüĢük pI (DIABLO) ile doğrudan IAP Bağlama 



 

 

 

16 

 

proteini ve Omi / yüksek sıcaklık gereksinimli protein bulunur. Sitokrom-c'nin 

sitoplazmik salımı, sitokrom-c, Apaf-1 ve kaspaz 9'dan oluĢan apoptozom olarak bilinen 

bir kompleksin oluĢturulması yoluyla kaspaz 3'ü aktive eder. Diğer yandan, Smac / 

DIABLO veya Omi / HtrA2 apoptoz proteinlerinin (IAP) inhibitörüne bağlanarak 

kaspaz aktivasyonunu teĢvik eder, bu da daha sonra IAP'lerin kaspaz-3 veya -9 ile 

etkileĢimlerinde bozulmaya yol açar (Wong, 2011).  

T hücre aracılı hücre ölümü, CD8+ yani sitotoksik T hücrelerinin antijen taĢıyan 

hücreyi öldürmesidir. Bu sitotoksik T hücreleri genellikle dıĢsal yol ile hücreyi 

öldürürler. Ayrıca T hücresi doğrudan perforin salgılayarak hedef hücrenin 

membranında kanallar açılmasını sağlar. Perforin salgısının ardından proteaz olan 

granzim A ve granzim B enzimlerini içeren sitoplazmik granülleri hedef hücrenin 

içerisine girer. Böylelikle hücrenin ölümü gerçekleĢmiĢ olur (Green, 2019; Martinez-

Lostao ve ark., 2015) 
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Şekil 3. Ġçsel ve dıĢsal apoptozis yolu (Wong, 2011 modifiye edilmiĢtir). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Resveratrolün Hücrelere Uygulanması 

 

Resveratrol (3,4 5, 5-Trihidroksi-trans-stilben, 5- ((E) -2- (4-Hidroksifenil) 

etenil)-1,3-benzendiol;  ≥%99 saflık (HPLC)) (Sigma, R5010), Dimetil Sülfoksit 

(DMSO) (DMSO - Sigma-Aldrich) ile çözülmüĢtür. Resveratrol deney sırasında 

kullanıldığında RPMI 1640 (Capricorn Scientific) ile seyreltilerek kullanılmıĢtır. Etkin 

dozu belirlemek için farklı konsantrasyonlar (5, 10, 25, 50, ve 100 µM) hücrelere 

uygulanmıĢtır. 

 

3.2. Hücre Kültürü ve Hücre Hattı 

 

3.2.1 Hücre açma protokolü 

 

Açılacak olan viyal sayısına göre, her bir viyal için 15 ml’lik falkonlara daha 

önce hazırlanmıĢ olan vasat 2 ml eklenmiĢtir. -80 ℃’de olan hücrelerin içerisinde 

bulunduğu viyal, 37℃’lik su banyosu içerisinde hızlı bir Ģekilde çözdürülmüĢ ve 

falkondaki 2 ml vasat içerisine eklenmiĢtir. Hücreler alt-üst edilerek karıĢtırılmıĢ ve 5 

dk boyunca 1000 rpm’de santrifüj edilmiĢtir. Hücreler santrifüj edilirken 25 cm² flask 

içerisine 3 ml vasat eklenmiĢtir. Santrifüjden alınan hücrelerin üzerindeki süpernatant 

atılmıĢtır ve üzerine 2 ml vasat eklenilerek alt-üst edilerek hücreler homojen olacak 

Ģekilde karıĢtırılarak flaska eklenmiĢtir. Hücreler inkübatör içerisinde 37℃, %5 

karbondiosit (CO2) olan nemli ortamda inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 

3.2.2 Hücre hattı ve vasat hazırlığı 

 

Bu çalıĢma için HepG2 (ATCC® HB-8065™) hücre hattı kullanılmıĢtır. HepG2, 

bir insan karaciğer kanseri hücre dizisidir. HepG2, iyi diferansiye hepatoselüler 

karsinomu olan 15 yaĢındaki bir siyahi Amerikalı erkek çocuğunun karaciğer 
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dokusundan alınmıĢtır. Hücrelerin morfolojileri epitel benzeri olup flaska yapıĢık olarak 

çoğalmaktadır. Proje baĢlangıcında HepG2 hücreleri 6. pasajda bulunmaktaydılar. 

Hücreler için, RPMI 1640 (Capricorn Scientific, RPMI-HA) büyüme ortamına, 

%1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B), %1 L-glutamin (Capricorn 

Scientific, GLN-B), %10 ısı ile inaktive edilmiĢ fetal sığır serumu (Fetal Bovine Serum, 

FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI-11B) ilave edilerek hazırlanan vasat içerisinde 

kültüre edilmiĢtir. 

 

3.2.3 Hücre pasajlama protokolü 

 

Hücreler, flask içerisinde %80 - %90 yoğunluk oranına ulaĢtığında hücre 

pasajlama protokolü uygulanmıĢtır. Flaskın içerisindeki hücrelerin üst vasat 

toplanmıĢtır. Flask içerisine 2.5 ml %0.25 tripsin EDTA (Capricorn Scientific, TRY-

1B) eklenerek 37℃ ve %5 CO2 ortamında 10 dk boyunca inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübatörden alınan hücrelerin üzerine 2 ml vasat eklenerek tripsin etkisi 

sonlandırılmıĢtır. Flaskın içerisinden toplanan hücreler, 15 ml’lik falkona alınarak 5 

dakika boyunca 1000 rpm’de santrifüj edildikten sonra üzerindeki süpernatant atılmıĢtır. 

4 ml vasat eklendikten sonra al-üst edilerek homojenize olan hücreler, içerisinde 3’er ml 

vasat olan flaskların içerisine eklenip, 37℃’de %5 CO2 inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Hücreler 1:2 oranında pasajlanmıĢtır. 

 

3.2.4. Hücre dondurma protokolü 

 

Hücre pasajlama protokolünün santrifüj sonrası dibe çöken hücrelerin 

süpernatantının atılması aĢamasına kadar aynı olan hücre dondurma protokolünde, 

hücreler santrifüj edilirken hücre dondurma vasatı hazırlanmıĢtır. Dondurma vasatı 1:9 

oranında Dimetil sülfoksit (DMSO-Sigma-Aldrich) ve FBS’den (Capricorn Scientific, 

FBS-HI-11B) oluĢmaktadır. Dondurma vasatı her viyal için; 100 µl DMSO ve 900 µl 
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FBS olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. Dondurma vasatı eklenen hücreler hemen -80 ℃’ye 

kaldırılarak dondurulmuĢtur.  

 

3.2.5. Hücre fiksasyon protokolü 

 

Hücrelerin fikse edilmesi, belirlenen bir andaki durumunun yakalanması ve 

görüntülenmesi amacıyla yapılmıĢtır. Hücre fiksasyon protokolü için 100 ml distile su 

içerisinde bir tablet phosphate-buffered saline (PBS) çözdürülmüĢtür. Daha sonra 

paraformaldehit (Sıgma – STBH3693) konsantrasyonu %4 olacak Ģekilde hassas 

terazide tartılıp hazırlanan PBS içerisinde 2 saat boyunca 60℃’de çözdürülmüĢtür. 

Hazırlanan %4’lük paraformaldehit soğuduktan sonra pH 7.2 – 7.4 olacak Ģekilde pH 

metrede pH ölçümü yapılmıĢtır. Hazırlanan PBS ve paraformaldehit +4℃’de muhafaza 

edilmiĢtir. 

Hücreler; 48 saat, 24 gözlü ekim kablarında inkübe edildikten sonra, deske 

çıkartılarak üst vasatları toplanmıĢtır. Daha sonra her göz için 400 µl PBS ile yıkama 

yapılmıĢtır. Eklenen PBS toplanıp atıldıktan sonra, 300 µl %4’lük paraformaldehit 

eklenerek 30 dk boyunca oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon 

sonrasında paraformaldehit atılmıĢtır. Fikse edilen hücreler PBS ile tekrar yıkanarak, 

her göze 400 µl PBS eklenerek 24 gözlü ekim kabı, parafilmlenip +4℃’de muhafaza 

edilmiĢtir. 

 

3.3. Hücre Canlılığı ve Büyümesi Analizi  

 

MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2ly)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Glentham 

Life Sciences 471OVO) testi, sitotoksisite analizi için yapılmıĢtır. Resveratrol (Sigma, 

R5010) konsantrasyonu 100 mM olacak Ģekilde DMSO içerisinde çözdürülmüĢtür. 

Resveratrol vasat ile seri sulandırma yapılarak beĢ farklı konsantrasyon (5, 10, 25, 50, 

100 µM) hazırlanmıĢtır. 
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Hücreler, 96 gözlü kapların içerisine her bir kuyucukta 5x10
3
 hücre olacak 

Ģekilde bir gün önceden ekilmiĢtir. 4 göz negatif kontrol, 4 göz pozitif kontrol 

ekilmiĢtir. Negatif kontrol grubunda sadece vasat, pozitif kontrol grubunda ise sadece 

hepatoselüler karsinom hücreleri mevcuttur. Hücre ekimi yapıldıktan sonra ilk gün 48 

saat uygulanacak olan resveratrol, ikinci gün ise 24 saat uygulanacak olan resveratol 

inkübasyonları yapılmıĢtır. 

MTT solüsyonu, 1:9 oranında thiazolyl blue tetrazolium ve PBS karıĢtırılıp 

hazırlanmıĢtır. Daha sonra her bir göze 1:9 oranı olacak Ģekilde vasat ile 

sulandırılmıĢtır. Hücrelerin üst vasatları toplanıp atılmıĢtır. Her göze 10 µl MTT 

solüsyonu, 90 µl vasat olacak Ģekilde toplam 100 µl eklenmiĢtir ve 4 saat boyunca 

37℃’de bekletilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonrasında, hücrelerin üzerindeki üst vasat toplanıp atılmıĢtır. 

Formazon kristallerinin açığa çıkması amacı ile 50 µl DMSO eklenerek, absorbans 

sinyali 540nm’de spektrofotometre (VersaMax, Molecular Device, Sunnyvale, USA)  

ile ölçülmüĢtür. Tüm deneyler üç kez tekrar edilmiĢtir. 

 

3.4. İmmunohistokimya Protokolü 

 

Paraformaldehit (%4) ile fikse edilen HepG2 hücreleri, immunohistokimya 

protokolü uygulanacağı güne kadar 24 gözlü ekim kapları ile PBS içerisinde +4℃’de 

saklanmıĢtır. Uygulama günü, hücrelerin üzerindeki PBS toplanarak atılmıĢtır. Hücre 

membranında delikler açılması amacıyla permeabilizasyon iĢlemi yapılmıĢtır. Bu iĢlem 

için %0.1 Triton X-100 (Sigma-Aldrich, T8532) PBS ile 1:1000 ml oranında dilüe 

edilerek hazırlanıp hücrelere eklenmiĢtir ve 15 dakika boyunca buz üzerinde 

inkübasyonu yapılmıĢtır. Permeabilizasyon iĢlemi sonrasında Triton X-100 atılarak PBS 

ile 3’er defa 5’er dakika boyunca yıkanmıĢtır. Daha sonra %3 hidrojen peroksit (H2O2) 

(Riedel-de Haen, 70570) ile 10 dakika boyunca oda sıcaklığında endojen hücre 

peroksidaz aktivitesini inhibe etmek için inkübe edilmiĢtir. Bu iĢlem sonrasında hücreler 

3 kez 5 dakika boyunca PBS ile yıkanmıĢtır. Yıkama iĢleminden sonra ortamdaki 

proteinlerin bloke edilerek primer antikorun istenilen antijene bağlanması için bloke 
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edici solüsyon ( Blocking Solution) (Histostain - Plus Kit HRP,859043, Thermo Fisher) 

ile 1 saat boyunca oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıĢtır. Bloklama iĢleminden 

sonra hücrelere PBS ile yıkama iĢlemi yapılmayarak lamellerin etrafı immunositokimya 

kalemi (Elite PAP Pen – K039) ile çizilmiĢtir. Daha sonra kontrol grubuna sadece PBS 

diğer gruplara ise uygulanacak olan primer antikorlar PBS ile dilüe edilerek primer 

antikor uygulaması yapılmıĢtır. Primer antikorlar; kaspaz-3, Fas-L, sitokrom-c ve Ki67 

toplam 100 µl olacak Ģekilde PBS ile dilüe edilerek eklenmiĢ ve 24 gözlü ekim kapları 

nemli ortamda 4℃’de 1 gece inkübasyona alınmıĢtır. Bir gece buzdolabında 

bekletildikten sonra primer antikorlar atılmıĢ ve 3x5 dakika boyunca PBS yıkaması 

yapılmıĢtır. BiyotinlenmiĢ sekonder antikor (Protein Novex Life Technologies, 

1666262A) eklenerek 30 dakika boyunca inkübasyona bırakılmıĢtır ve daha sonra 3x5 

dakika PBS ile yıkanmıĢtır. Yıkama iĢleminden sonra (HRP)-Streptavidin enzim 

kompleksi (Protein Novex Life Technologies, 1666262A) ile tekrar 30 dakika boyunca 

oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. PBS ile tekrar 3x5 dakika boyunca yıkanan hücrelere, 

immunositokimyasal reaksiyonun görünürlüğünü saptamak için Diaminobenzidin 

(DAB) (ScyTek Laboratories ACK125) eklenerek 45 saniye bekletilmiĢtir. Kahverengi 

renk kaybolana kadar iyice distile su (dH2O) ile yıkanan hücrelerin üzerine çekirdeği 

görmek amacıyla Mayer’s hematoksilen (Merck Millipore, 109249) ile boyama 

yapılmıĢtır. 30 saniyelik inkübasyon sonrasında hücreler dH2O ile iyice yıkanmıĢtır. 

Son olarak, 24 gözlü ekim kapları içerinde bulunan yuvarlak lameller mounting medium 

(ScyTek- AML030) ile lam üzerinde ters kapatılarak tüm örnekler ıĢık mikroskobu 

(Olympus BX46, Tokyo, Japonya) ile incenmiĢtir. Fas-L, sitokrom-c, kaspaz-3 ve Ki-67 

boyanmaları, yarı kantitatif Histolojik-Skor (H-SKOR) kullanılarak derecelendirilmiĢtir. 

H-SKOR=∑л (i+1) denklemine göre hesaplama yapılmıĢtır. Denklemdeki i, 

boyanmanın yoğunluğunu göstermektedir. i: 1, 2 ve 3 (sırasıyla, zayıf, orta ve güçlü) 

değerlerini alabilmektedir. л ise, %0 ile %100 arasında değiĢen yoğunlukta boyanmıĢ 

hücrelerin yüzdesini göstermektedir. 
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 3.5. Araştırma Türü ve Araştırma Yeri 

Bu tez çalıĢması deneysel araĢtırma türü kullanılarak yapılmıĢtır. ÇalıĢmanın 

laboratuvar uygulamaları Yakın Doğu Üniversitesi- Deneysel Sağlık Bilimleri 

AraĢtırma Merkezi (DESAM) Hücre Kültürü Laboratuvarı’nda yapılmıĢtır.  

 

3.6. İstatistiksel Analiz 

 

Veriler, ortalama ± Standart Sapma (Standard Deviation, SD) olarak ifade 

edilmiĢtir. AraĢtırmada verilerin istatistiksel analizi için GraphPad Prism 7 yazılımı 

kullanılarak analiz edilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Hücre Canlılığı ve Sitotoksisitesi 

 

BeĢ farklı konsantrasyonlardaki (5, 10, 25, 50 ve 100 µM) resveratrol, HepG2 

hücrelerine 24 ve 48 saat boyunca uygulanmıĢtır. Hücre canlılığı, MTT testi 

kullanılarak değerlendirilmiĢtir. Diğer dozlara kıyasla 48 saat boyunca uygulanan 100 

µM dozunun %50 oranında proliferasyonu azalttığı ve hücreler üzerinde daha etkili 

olduğu saptanmıĢtır. 
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Şekil 4. Resveratrolün hücre canlılığı-konsantrasyon sütunları. Hücre canlılığı, MTT 

testi ile ölçülmüĢtür. HepG2 hücrelerine 24 ve 48 saat boyunca farklı 

konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 ve 100 µM) resveratrol uygulanmıĢtır. 
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4.2. Hücre Morfolojisi 

 

Primer karaciğer kanseri olan HepG2 hücreleri epitelyal morfolojiye sahiptir. Tek 

tabakalı yapıĢma özelliklerine sahip ortamda kültüre edilir. Resveratrol ile inkübe edilen 

hücrelerin morfolojik yapıları ovalleĢme ve kenarlarında tırtıklanmalar gözlemlenmiĢtir. 

(ġekil 5). 

 

 

Şekil 5. Ġnverted mikroskopta görüntülenen HepG2 hücrelerin farklı büyüklüklerde 

morfolojik görüntüleri (A-B) ve resveratrol uygulandıktan sonra HepG2 hücreleri (C-

D). Ölçek: A-C 200 µm ve B-D 100 µm 
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4.3. İmmunohistokimyasal Değerlendirme 

 

Resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde Fas-L immünoboyamasının yoğunluğu 

güçlü-orta derece olarak gösterilmiĢtir. Konrol grubunun immunoboyanması orta derece 

bulunmuĢtur (ġekil 5 B, ġekil 5 A, Tablo 4). Fas-L’nin H-SKOR değerleri;  282.9±47.4 

ve 238.6±22.08 olarak belirlenmiĢtir (sırasıyla, resveratrol uygulanan HepG2 hücreler 

ve HepG2 kontrol). Resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde  Fas-L’nin H-SKOR’u, 

kontrol grubuna göre yüksek ama aralarında anlamlı fark tespit edilmemiĢtir (p>0.05, 

Tablo 3). 

Resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde sitokrom-c immünoboyaması yoğunluğu 

güçlü olarak bulunmuĢtur. Kontrol grubundaki immunobayama ise orta-zayıf olarak 

görülmüĢtür (ġekil 5 D, ġekil 5 C, Tablo 4). Sitokrom-c için H-SKOR değerleri; 

310.3±31.67 ve 244.5±20.64 olarak belirlenmiĢtir (sırasıyla, resveratrol uygulanan 

HepG2 hücreler ve HepG2 kontrol). Resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde 

sitokrom-c’nin H-SKOR’u kontol grubuna göre karĢılaĢtırıldığında anlamlı olarak daha 

fazla bulunmuĢtur (p<0.05, Tablo 3). 

Resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde kaspaz-3 immünoboyaması zayıf olarak 

bulunmuĢtur. Kontrol grubunda ise boyanma görülmemiĢtir (ġekil 5 F, ġekil 5 E, Tablo 

4). Kaspaz-3 için H-SKOR değerleri; 120.5±5.4 ve 106.6±8.36 olarak bulunmuĢtur 

(sırasıyla resveratrol uygulanan HepG2 hücreler ve HepG2 kontrol). Resveratrol 

uygulanan HepG2 hücrelerinde kaspaz-3 H-SKOR’u kontrol grubundan daha fazla 

bulunmuĢ fakat aralarında anlamlı fark tespit edilememiĢtir (p>0.05 Tablo 3). 

Resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde Ki-67 immünoboyaması zayıf olarak 

bulunmuĢtur. Kontrol grubunun immunoboyaması ise güçlü olarak belirlenmiĢtir  (ġekil 

5 H, ġekil 5 G, Tablo 4). Ki-67’nin H-SKOR değerleri; 120.4±17.44 ve 319.5±27.18 

olarak belirlenmiĢtir (sırasıyla resveratrol uygulanan HepG2 hücreler ve HepG2 

kontrol). Resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde Ki-67 H-SKOR’u kontrol grubuna 

göre anlamlı derecede azaldığı tespit edilmiĢtir (p<0.05, Tablo 3).  
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Tablo 3. 100 µM  resveratrol ile 48 saat inkübe edilmiĢ HepG2 hücrelerinde Fas-L, 

sitokrom-c, kaspaz-3 ve Ki-67 H-SKOR değerleri 

* p<0.05                

 

 

 

Tablo 4. 100 µM resveratrol (48 saat) uygulanan HepG2 hücrelerinde Fas-L, sitokrom-

c, kaspaz-3 ve Ki-67 immünoboyamaları. (+): zayıf, (++): orta, (+++): güçlü 

 

 

 

 

 

 

 Fas-L Sitokrom-c Kaspaz-3 Ki-67 

HepG2 

Resveratrol 

 

282.9±47.4 

 

310.3±31.67* 

 

120.5±5.4 

 

120.4±17.44 

HepG2 

Kontrol 

 

238.6±22.08 

 

244.5±20.64 

 

106.6±8.36 

 

319.5±27.18* 

 Fas-L Sitokrom-c Kaspaz-3 Ki-67 

HepG2 

Resveratrol 

 

+++/++ 

 

+++ 

 

+/- 

 

+/- 

HepG2 

Kontrol 

 

++ 

 

++/+ 

 

- 
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Şekil 6. Standart kültür Ģartlarında ve 100 µM resveratrol ile 48 saat kültüre edilen 

HepG2 hücrelerinde Kaspaz-3, Fas-L, Ki-67 ve sitokrom-c  immunoreaktiviteleri (A-H, 

Ölçek: 40µm).              
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5. TARTIŞMA 

Resveratrolün, miyeloid, lenfoid, meme, deri, serviks, yumurtalık, mide, prostat, 

kolon, karaciğer, pankreas ve tiroid karsinom hücreleri olmak üzere çok çeĢitli insan 

tümör hücrelerine karĢı anti-proliferatif ve apoptotik etkilere sahip olduğu birçok 

çalıĢma tarafından gösterilmiĢtir (Ko ve ark., 2017; Cione ve ark., 2020; Galinak ve 

ark., 2019). Doğal olarak oluĢan bir fitokimyasal olan resveratrolün, güçlü antioksidan 

ve anti-inflamatuar özelliklere sahip olup kullanılması, HCC'yi önlemek ve kontrol 

etmek için yeni bir yaklaĢımı ortaya çıkarmıĢtır (Bishayee ve ark., 2010). 

Yaptığımız çalıĢma kapsamında, MTT sonuçlarına bakılarak HepG2 hücrelerinde 

yüksek doz resveratrolün daha fazla etkili olduğu görülmüĢtür. Konsantrasyonlar ve 

inkübasyon süreleri arasında kıyaslama yapıldığında 48 saatteki 100 µM resveratrol 

dozunda, hücre canlılığı diğer dozlara göre %50 oranında azalmasından dolayı 

immunohistokimyasal analizler 100 µM resveratrol ve 48 saat sonucunda 

değerlendirilmiĢtir. Bu tercih yapılırken 100 µM konsantrasyonundan az olan dozların 

kanser hücrelerinde apoptozu indükleyemeyceği göz önünde bulundurulmuĢtur. HepG2 

hücrelerinde resveratrolün sitotoksisite, hücre proliferasyon aktivitesi ve apoptoz 

üzerindeki etkilerinin konsantrasyona ve zamana bağlı incelendiği bir baĢka çalıĢmada 

ise, sitotoksisite 48 saatten uzun inkübasyonda, 50 µM ve 100 µM resveratrol 

konsantrasyonlarında görülmüĢtür. Hücre döngüsü analizi, düĢük resveratrol 

konsantrasyonlarında (10–50 µM) S-fazı hücrelerinde artıĢ ve yüksek 

konsantrasyonlarda (100–200 µM) azalma göstermiĢtir. (Kocsis ve ark., 2005). 

Apoptoz, diğer bir adıyla programlanmıĢ hücre ölümü; hasarlı veya anormal 

hücreleri ortadan kaldırmak için genetik olarak düzenlenmiĢ bir fizyolojik 

mekanizmadır. Apoptoz, mitokondri-apoptozom aracılı içsel (intrinsik) yol, ölüm 

reseptörünün indüklediği dıĢsal yol ve T-hücre aracılı yol olmak üzere üç ana yol ile 

aktive edilebilir (Ko ve ark., 2017; Green, 2019).  

DıĢsal ölüm reseptörü yolu, adından da anlaĢılacağı gibi, ölüm ligandları bir ölüm 

reseptörüne bağlandığında baĢlar. Birkaç ölüm reseptörü tanımlanmıĢ olmasına rağmen, 

en iyi bilinen ölüm reseptörleri tip 1 TNF reseptörü (TNFR1) ve Fas (CD95) olarak 

adlandırılan ilgili bir proteindir ve bunların ligandlarına sırasıyla TNF-α ve Fas ligandı 

(FasL) denir (Wong, 2011). DıĢsal yolda, FasL veya TNF-α gibi ligandların plazma 
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membranı üzerindeki bir ölüm reseptörüne bağlanması, baĢlatıcı kaspaz 8'in 

aktivasyonuna yol açar (Bender ve Martinou, 2013). 

Yapılan bir çok çalıĢmaya göre, resveratrol kanser hücreleri üzerinde Fas ve Fas-L 

seviyelerinde sağlamıĢ olduğu değiĢiklikler ile sinyal iletim yollarında hücre ölümünü 

destekleyen modülasyonlar yapmaktadır (Ko ve ark., 2017; Delmas ve ark., 2003). 

Örneğin, HL-60 hücreleri üzerinde yapılan bir çalıĢmada resveratrolün Fas-L 

ekspresyonunu artırdığı ve Fas sinyaline bağlı olan dıĢsal yol ile apoptozu indüklediğini 

saptanmıĢtır (Ko ve ark., 2017). Buna ek olarak, paklitaksel ve resveratrol 

kombinasyonu ile HepG2 hücrelerinde hücre ölümünü tetiklemeyi amaçlayan bir baĢka 

çalıĢma, yalnız paklitaksel tedavisi ile artmıĢ olan Fas ve Fas-L mRNA ve protein 

ekspresyonlarının, ortama resveratrol eklenmesi sonucunda dikkate değer Ģekilde daha 

da arttığını belirtmiĢtir (Jiang ve ark., 2017). Buna rağmen kolon karsinom hücrelerinde 

resveratrolün etkilerini araĢtıran bir baĢka çalıĢmada ise Fas-L ve Fas arasındaki hiçbir 

etkileĢimin resveratrol kaynaklı hücre ölümüne dahil olmadığı bildirilmiĢtir. Sadece 

Fas'ın kolon karsinom hücrelerinde translokasyon ve membran geçiĢine kapatılması 

yoluyla resveratrol kaynaklı hücre ölümüne katkıda bulunduğu bildirilmiĢtir. (Delmas 

ve ark., 2003). Yapılan bu çalıĢmada, resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde 

FasL’nin immunoreaktivitesi kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında yüksek ama anlamlı 

bulunmamıĢtır (p>0.05). Bu sonuçlara göre resveratrolün HepG2 hücrelerinde dıĢsal yol 

ile apoptozu yeterince indükleyemediği sonucuna varılmıĢtır. Bu sebeple, bu çalıĢma 

daha önce elde edilen sonuçlarla uyuĢmazlık göstermekte ve gelecek çalıĢmalar bu 

alandaki boĢluğu anlamlandırmak için önemli yer tutmaktadır. 

Mitokondriyal yol, hücre içinde baĢlatılır. Bu yol artmıĢ mitokondriyal geçirgenliğin 

ve sitokrom-c gibi pro-apoptotik moleküllerin sitoplazmaya salınmasının bir sonucudur. 

Sitokrom-c'nin sitoplazmik salımı, sitokrom-c, Apaf-1 ve kaspaz 9'dan oluĢan 

apoptozom olarak bilinen bir kompleksin oluĢturulması yoluyla kaspaz 3'ü aktive eder. 

Bu da apoptozun mitokondriyal yol ile indüklenmesini sağlamaktadır (Wong, 2011). 

 Ma ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmada 100- 200 μM  resveratrolün 24 

saatte HepG2 hücrelerinde sitokrom-c salınımı sonucunda mitokondriyal hücre ölümünü 

indüklediği sonucuna varılmıĢtır (Ma ve ark., 2007). Benzer olarak, Tinhofer ve 

arkadaĢları akut lenfoblastik lösemi hücrelerin (T-ALL hücre kültüründe) de resveratrol 
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tedavisi sonucunda  mitokondriyal yol ile apoptozis gerçekleĢtiği sonucuna varmıĢtır 

(Tinhofer ve ark., 2001). 

Fakat, MCF-7 hücrelerinin resveratrol ile 100 ve 150 μM konsantrayonlarda 36 saat 

tedavi edilidiği bir baĢka çalıĢma da ise, sitokrom-c salınımında bir değiĢiklik olmadığı 

belirtilmiĢtir (Benitez ve ark., 2007). Bu anlamda, resveratrolün mitokondriyal yol ile 

apoptozu sağlayabildiği fakat farklı hücrelerde ve farklı dozlara bağlı olarak sonuçların 

değiĢiklik gösterdiği öngörülebilmektedir (de Oliveira ve ark., 2016). 

Bu çalıĢmada, resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde sitokrom-c’nin 

immunoreaktivitesinin kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı derecede artıĢ 

gösterdiği saptanmıĢtır (p<0,05). Bu sonuca göre HepG2 hücrelerinde sitokrom-c artıĢı 

ile bağdaĢtırabileceğimiz intrinsik yolağı indüklemiĢtir. Bu sonuç resveratrolün 

mitokondriyal aktivite ile apoptozu indüklemek için bir aracı olabileceğini gösterebilir. 

Bu sonuç, bu alanda yapılan bazı çalıĢmaları destekler niteliktedir. Resveratrolün 

sitokrom-c ve mitokondriyal yol ile indüklenen apoptoz üzerindeki etkilerinin daha iyi 

anlaĢılabilmesi için gelecek çalıĢmalar önemli yer tutmaktadır. 

Apoptozun ilerlemesi, belirli koĢullar altında bir dizi sinyal kaskadıyla düzenli bir 

Ģekilde gerçekleĢir. Kaspaz-kaskad sistemi, hücre içi apoptotik sinyallerin 

indüksiyonunda, transdüksiyonunda ve amplifikasyonunda önemli  rol oynamaktadır. 

Apoptoz ile yakından iliĢkili kaspazlar, aspartata özgü sistein proteazları ve interlökin-1 

beta dönüĢtürücü enzim ailesinin üyeleridir (Fan ve ark., 2005). Kaspazlar, apoptozu 

dıĢsal yol veya mitokondriyal yol ile tetikleyerek aktive edilebilmektedir (Fulda ve ark., 

2006).  

Yapılan bir çalıĢmada ise resveratrolün HepG2 hücrelerinde kaspaz-3 ve kaspaz-9’u 

aktive ederek hücre içerisinde apoptozda önemli rolü olan Bax/Bcl-2 oranını artırdığı ve 

apoptozu indüklediği görülmüĢtür. Ayrıca aynı çalıĢmada p53 ekspresyonunun da 

apoptoz indüklenmesinden dolayı arttığı saptanmıĢtır (Ou ve ark., 2014). Bir baĢka 

çalıĢmada ise, SW480 kolon karsinom hücreleri resveratrol varlığında kültürlendiğinde, 

doza ve zamana bağlı bir Ģekilde kaspaz aracılı apoptozu indüklediği tespit edilmiĢtir. 

Ayrıca aynı çalıĢmada resveratrolün mitokondriden sitokrom-c salımını da indüklediği 

sonucuna varılmıĢtır. SW620, HT29 ve HCT116 olmak üzere diğer üç kolon karsinom 

hücresinde de benzer gözlemler yapılmıĢtır (Delmas ve ark., 2003). 
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Bu çalıĢmada, resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde kaspaz-3’ün 

immunoreaktivitesi kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında yüksek ama anlamlı 

bulunmamıĢtır (p>0.05). Sonuç olarak resveratrolün HepG2 hücrelerinde kaspaz-3 

immunoreaktivitesi üzerine etkisi olduğu ancak yeterli olmadığı saptanmıĢtır. 

Hücrelerin resveratrol ile inkübasyon süresi artırılırsa daha etkili olabileceği sonucuna 

varılmıĢtır. 

Ki-67, aktif olarak bölünen hücrelerde yalnızca hücrenin DNA'sının çoğunun 

bulunduğu çekirdekte yer alan bir proteindir. AraĢtırmacılar, kanser hastalarından alınan 

doku örneklerinde hangi hücrelerin aktif olarak bölündüğünü belirlemek için sıklıkla 

Ki-67'yi bir belirteç olarak kullanırlar ve önceki çalıĢmalarda, hücrelerin bölünmesi için 

Ki-67'nin gerekli olduğunu gösterilmiĢtir (Sobecki ve ark., 2016). Ki-67'nin, GO fazı 

hariç, hücre döngüsünün tüm fazları üzerinde önemli bir etkiye sahip olduğu iyi 

bilinmektedir ve genellikle hücresel proliferasyonun bir iĢareti olarak kabul 

edilmektedir. ÇeĢitli araĢtırmalar, hepatositlerdeki büyüme fraksiyonundaki artıĢın, 

hepatokarsinom üzerinde önemli bir etki yapabileceğini ve Ki-67 pozitif hücresel 

indeksinin, HCC'de en yüksek, ancak normal karaciğer dokusunda en düĢük olduğunu 

göstermiĢtir (Li ve ark., 2018). 

Aziz ve arkadaĢları, resveratrol tedavisinin, doza bağlı bir Ģekilde HCC hücre 

dizilerinde hücre çoğalmasını önemli ölçüde engellediğini sonucuna varmıĢtır (Aziz ve 

ark., 2004). Resveratrolün insan hepatom hücre hattı olan Huh-7 hücreleri üzerindeki 

anti-proliferatif özelliklerinin ve moleküler etki mekanizmalarının incelendiği bir baĢka 

çalıĢmada da resveratrolün Huh-7 hücre proliferasyonunu önemli ölçüde inhibe ettiği, 

etkili bir Ģekilde hücre döngüsünü durdurduğu ve apoptozu indüklediği saptanmıĢtır 

(Liao ve ark., 2010). 

Kuo ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada ise, resveratrolün iki insan 

karaciğer kanseri hücrelerinde, HepG2 ve Hep3B, anti-proliferatif etkileri incelenmiĢ ve 

resveratrolün HepG2 hücrelerinde hücre büyümesini inhibe ettiğini göstermiĢtir. Ayrıca, 

resveratrol ile indüklenen apoptoza, HepG2 hücrelerinde p53'e bağlı yol aracılık ettiği 

bulunmuĢtur. Sonuç olarak bu çalıĢma da, resveratrolün hücre büyümesini etkili bir 

Ģekilde inhibe ettiğini ve hepatoma hücrelerinde moleküler bazda programlanmıĢ hücre 

ölümünü indüklediği sonucuna varılmıĢtır (Kuo ve ark., 2002). 
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Ayrı bir çalıĢmada, resveratrolün H 22 hepatom hücrelerinin büyümesini doza ve 

zamana bağlı bir Ģekilde inhibe ettiği MTT yöntemi ile bulunmuĢtur. Resveratrolün, H 

22 hücrelerinin in vitro büyümesini baskılayabildiği, anti-tümör aktivitesi apoptozun 

indüksiyonu ile ortaya çıkabildiği tespit edilmiĢtir  (Sun ve ark., 2002). 

Bu çalıĢmada, resveratrol uygulanan HepG2 hücrelerinde Ki-67’nin 

immunoreaktivitesinin kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı derecede azalma 

gösterdiği saptanmıĢtır (p<0,05). Bu sonuca göre resveratrolün hücrelerin 

proliferasyonunu durdurduğu öngörülmüĢtür. Bu alanda yapılan birçok çalıĢma bu 

çalıĢmanın sonucu desteklemektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Karaciğer kanseri, diğer kanser türlerine göre minimum sağkalımı ve mortalitesi 

yüksek olan bir kanser türüdür. Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar doğrultusunda 

birçok fitokimyasalın kanser hücrelerinin aktivitesini baskılayarak koruyucu etki 

gösterdiği ileri sürülmüĢtür. Kemoterapiye destek olarak, daha az hasar verici bitkisel 

ilaçlar ile tedaviye yaklaĢım fikri son dönemlerde öne çıkmaktadır. Yapılan bu tez 

çalıĢmasında resveratrolün HepG2 hücreleri üzerindeki antiproliferatif ve pro-apoptotik 

etkileri in vitro olarak belirlemek için  MTT testi ve immunohistokimya boyaması 

kullanılmıĢtır. Resveratrolün, HepG2 hücrelerinde 100 µM konsantrasyonunda 

apoptozu indüklediği görülmüĢtür. Sonuç olarak resveratrolün HepG2 hücrelerinde 

apoptoza neden olduğu saptanmıĢtır. Bu çalıĢma resveratrolün anti-kanser etkilerine ve 

hepatoselüler karsinom karaciğer kanseri tedavisine destek olarak kullanılma olasılığına 

sahip olabileceğini göstermektedir. Farklı hücrelerde, resveratrolün farklı etkileri 

olabilir. Resveratrol, hücre canlılığı ve dolayısıyla hücre morfolojisinde değiĢikliklere 

neden olabilir. Yapılan bu tez çalıĢması, resveratrolün apoptotik etkileri farklı kanser 

hücre hatları ve in vivo çalıĢmalarla desteklenmelidir. 

Yapılan tez çalıĢmasının sonuçları doğrultusunda belirlenen öneriler aĢağıda 

verilmiĢtir: 

- Resveratrolüün hepatoselüler karsinom karaciğer kanseri üzerindeki etkilerini in vivo 

ortamda araĢtırmak 

- Resveratrolün hepatoselüler karsinom karaciğer kanseri hücrelerindeki etkilerini klinik 

uygulamalar kapsamında araĢtırmak 

- Resveratrolün apoptotik etkilerinin farklı hücre hatları ve farklı yollar üzerindeki 

etkilerini araĢtırmak 

- MTT ve immunohistokimya testleri için resveratrolün farklı inkübasyon sürelerinde 

uygulamak 
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