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Resveratrol, Çin ve Japon geleneksel ilaçları arasında bulun-
maktadır. Çok eskiden beri, inflamasyon, allerji ve hiperlipidemi 
gibi hastalıkların tedavisinde kullanılmakta olan bu bileşik, ilk kez 
1963 yılında Polygonum cuspidatum (Polygonaceae, Japon knot-
weed) bitkisinin köklerinin aktif bileşeni olarak belirlenmiştir. Pek 
çok bitki türünde yaralanma, ultraviole ve mantar enfeksiyonları-
na yanıt vermek üzere sentezlenen bu polifenolün, fındık, üzüm ve 
dutun da içinde bulunduğu günlük olarak tüketilen 72 bitki türün-
de ve şarapta bulunduğu gösterilmiştir (1,2).

Resveratrolün, antioksidan, antiproliferatif özelliklerine ek 
olarak kanser önleyici etkisi olduğu bildirilmiştir (3). Özellikle 
karsinogenezin üç ana basamağını bloke edici bir etkisi olduğu 
gösterilmiştir (2). Bununla birlikte, antikarsinojenik etkisine iliş-
kin moleküler mekanizmalar büyük ölçüde bilinmemektedir (2).

Programlanmış hücre ölümü olarak tanımlanan apoptoz, or-
ganizma gelişiminde, dokuların homeostasisinin korunmasında 
ve çok hücreli organizmalarda istenmeyen ya da hasarlı hücrele-
rin ortadan kaldırılmasında önemli bir moleküler mekanizmadır 
(4). Apoptozun başlangıç evresinde hücre küçülmesi, çekirdekte 
kromatinin yoğunlaşması ve hücre zarında kabarmalar (blebbing) 
meydana gelmektedir. Apoptozun geç fazında ise çekirdek birkaç 
parçaya ayrılarak dağılmaktadır. İnternükleozomal DNA parçalan-
masının gösterilmesi, apoptozun saptanmasında kullanılan temel 
metodlardan biridir (5). Bu uygulamada izole edilmiş DNA par-
çalarının agaroz jelinde tipik merdiven basamağı görüntüsü oluş-
turması, DNA fragmantasyonları anlamında değer kazanmaktadır 
(6).

Resveratrolün apoptozu uyardığı, JB6 epidermal hücreleri, 
promiyelosit lösemi hücreleri (HL60), çeşitli kolon kanseri hücre 
serileri, meme kanseri hücre serileri ve prostat kanser hücrelerinin 
de dahil olduğu hücre gruplarında gösterilmiştir (7,8). 

Bu çalışmamızda, insan epidermal larinks karsinoma hücre se-
risinde (HEp-2) resveratrolün apoptozu uyarma etkisinin araştırıl-
ması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Hücre Kültürü 

Hücre kültür besiyeri olarak, ısı ile inaktive edilmiş %10’luk 
fetal dana serumu (FCS), 200 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 
100 μg/ml streptomisin eklenmiş RPMI 1640 kullanılmıştır. Re-
fik Saydam Hıfzısıhha Enstitüsü Viroloji Laboratuvarı’ndan temin 
edilen HEp-2 hücreleri 6’lı kültür kaplarında, her bir kuyu için 
hücre sayısı 1×106’ya ulaşıncaya kadar 37 °C’de %5 CO2’li nem-
lendirilmiş etüv içerisinde inkübe edilmiştir. Resveratrol (R 5010, 
Sigma) son konsantrasyonu 25, 50, 75, 100 ve 150 μM olacak şe-
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kilde kültür ortamına eklenmiş ve hücreler 6, 12, 24 saatlik 
sürelerle inkübe edilmiştir. Negatif kontrol olarak, resveratro-
lün çözünmesinde kullanılan %80’lik etanol kültür kaplarına 
eklenmiştir.

Hücre Morfolojilerinin Değerlendirilmesi  

Resveratrol ile inkübasyon sonrası hücreler lama yayıla-
rak, %70’lik etanolde fikse edilmiştir. Ardından %2’lik giem-
sa boyama sonrasında hücreler ışık mikroskobu ile değerlen-
dirilmiştir. Değerlendirme yapılırken membran kabarmaları, 
yoğun ve piknotik çekirdek apoptozun morfolojik belirleyici-
leri olarak kabul edilmiştir. Değerlendirmeler, her doz ve süre 
için en az 100 hücre sayılması ve bunlar arasında apoptotik 
morfoloji gösteren hücrelerin normal morfoloji gösteren hüc-
reler oranları şeklinde hesaplanmıştır. Hücre canlılığı tripan 
mavisi ile boyanarak belirlenmiştir (9).

DNA İzolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

Kontrol hücreleri ve resveratrol uygulanmış HEp-2 hücre-
leri, 40 μl PC tamponu (192 kısım 0.2M Na2HPO4 ve 8 kısım 
0.1M sitrik asit, pH=7.8) eklenerek 30 dk oda ısısında bekle-
tilmiştir. 1600 rpm’de 5 dk santrifüj işleminden sonra süper-
natan alınmış ve 3 μl NP-40 (% 0,25 Nonidet, Sigma)) ve 3 
μl RNaz A eklenerek 37 °C’de 30 dk inkübe edilmiştir. Ardın-
dan 3 μl proteinaz K eklenerek karışım tekrar 37 °C’de 30 dk 
inkübe edilmiş ve eşit hacimlerdeki örnekler alınarak %2’lik 
agaroz jele yüklenmiştir. 100 bç’lik DNA belirteci eşliğinde 
75 V’ta 90 dk süresince yürütülmüştür. UV transilüminatör ile 
fotoğraflar çekilmiştir (9) (Resim 2). 

İstatiksel Hesaplamalarda Kullanılan Yöntemler

Tek yönlü varyans analizi (One way ANOVA) ve t testi 
(Paired Sample t Test) yöntemleri kullanılmıştır.

BULGULAR

Hücre Morfolojilerinin Değerlendirilmesi

Uygulanan tüm resveratrol konsantrasyonları ile 6, 12 ve 
24 saat süre ile inkübe edilmiş Hep-2 hücreleri, kontrol hüc-
releri ile kıyaslandıklarında; hücre küçülmesi, kromatin yo-

ğunlaşması ve zar kabarmaları ve sitoplazmik granülleşme 
göstermişlerdir (Resim 1 ). 

Konsantrasyon ve süre değişkenlerine göre apoptoz oran-
ları

Çalışma kapsamına 6 kuyulu kaplarda çoğaltılan hücreler 
arasından canlılığı %90 ve üzerinde olanlar alınmıştır. Çalış-
ma sonucunda tüm konsantrasyonlar ve zaman dilimlerindeki 
resveratrol uygulamalarının apoptoz oranlarını artırdığı belir-
lenmiştir. Uygulama süreleri göz önüne alındığında süre artı-
şına paralel olarak apoptotik hücre sayısının arttığı gözlenmiş-
tir. Uygulanan tüm konsantrasyonlar karşılaştırıldığında 100 
μM resveratrol konsantrasyonunun apoptozu en çok uyaran 
doz olduğu saptanmıştır. Bu bulgulara paralel olarak 100 μM 
ve 24 saat uygulama süresi tüm deney sistemindeki en yüksek 

Resim 1: 100 μM resveratrol konsantrasyonunda gözlenen HEp-2 hücreleri, (büyütme 10×100)

Resim 2: 24 saat resveratrol uygulaması yapılan HEp-2 ve kontrol 
hücrelerinin  DNA  agaroz jel elektroforezi

1. 25 μM, 2. 50 μM, 3. 75 μM, 4. 100 μM, 5. 150 μM, B = 100 bç’lik 
molekül ağırlık belirteci, K= Negatif kontrol
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apoptoz etki oranını vermiştir (Tablo 1). Hücre canlılıkların-
daki oran, 100 μM konsantrasyonlarda belirgin bir değişiklik 
vermezken, 150 μM konsantrasyonlarda, hücre canlılık oran-
ları azalmıştır.

İstatiksel olarak tek yönlü varyans analizi tablosu kulla-
nılarak sonuçlar değerlendirildiğinde, deneyin tamamı için % 
95 güven aralığında resveratrol konsantrasyonlarının ve uygu-
lama sürelerinin etkili olduğu belirlenmiştir (p<0.05). Kontrol 
hücreleri ve resveratrol uygulaması yapılmış HEp-2 hücrele-
rinde belirlenen apoptoz oranları t-testi ile kıyaslandıklarında, 
resveratrol uygulamasının 0,05 anlamlılık düzeyinde etkili 
olduğu bulunmuştur.

Resveratrol etkisi ile uyarılan hücrelerde belirlenen mor-
folojik değişikliklerin yanı sıra apoptotik yolun aktivasyonu 
ile ilişkilendirilen internükleosomal DNA parçaları, agoraz 
jelde belirlenmiştir. Kontrol Hep-2 hücrelerinde düşük mole-
kül ağırlıklı DNA parçaları gözlenmezken, denenmiş olan tüm 
süre ve konsantrasyon değerlerinde, resveratrol ile muamele 
edilen Hep-2 hücrelerinde düşük molekül ağırlıklı interkro-
mozomal DNA parçaları agaroz jelde belirlenmiştir (Resim 
2). 

TARTIŞMA 

Resveratrolün birçok kanser hücre serilerinde apoptotik 
hücre ölümünü başlattığı bildirilmiştir (10). Ancak resverat-
rolün epidermal kanser olgularındaki etkisi henüz anlaşıla-
mamıştır. Bu çalışma, resveratrolün insan epidermal larinks 

karsinoma hücre serilerinde etkisini göstermeyi amaçlamakta-
dır. Sonuçlar, resveratrolün doz ve süreye bağlı olarak HEp-2 
hücrelerinde apoptozu uyardığını göstermiştir. Kuşkusuz res-
veratrol etkisiyle gelişen apoptozda, kaspaz’3 ve 9’ un akti-
vasyonları, sitokrom-C salımı gibi diğer apoptotik göstergele-
rinde incelenmesi gereklidir. Bu anlamda, yine resveratrolün 
birçok kanser hücre serilerinde gösterilmiş olan Bcl-2 protein 
ailesinin ekspresyonundaki değişiklikler ve mitokondri zar 
potansiyelindeki azalma (10), HEp-2 hücre serilerinde de 
gösterilmelidir. Bununla birlikte sonuçlarımız, diğer model 
sistemlerde gösterilmiş olan resveratrol-etkili apoptotik hüc-
re ölüm mekanizmalarıyla uyumlu olup, resveratrol belki de 
Hep-2 hücrelerini de içeren çok farklı kanser hücre serilerinde 
ortak apoptotik sinyalleme yollarını kullanmaktadır. 

 Resveratrolün apoptozu uyarıcı etki gösterdiği konsantras-
yon değerleri, farklı hücre serilerinde farklılık göstermektedir. 
Bu çalışmada, daha önceki çalışma sonuçları değerlendirilerek 
hücrelere uygulanacak resveratrol konsantrasyonları, 25-150 
μM olarak belirlenmiştir (11,12). Apoptozun biyokimyasal 
bir özelliği olan, internükleozomal DNA parçalarının agaroz 
jelde oluşturduğu DNA merdiven basamağı modeli, pekçok 
çalışmada apoptozu belirlemekte kulllanılan metodlardan bi-
ridir. Niles ve arkadaşları, melanoma SK-mel ve A375 hücre 
serileri için bu modeli kullanarak 48 saat ve 50 μM resveratrol 
uygulaması ile en yüksek apoptotik etkiyi göstermişlerdir (7).

Çalışmamızda resveratrol, tüm inkübasyon süreleri ve kon-
santrasyon değerlerine bağlı olarak apoptotik hücre oranlarını 
artırdığı görülmüştür (Tablo 1). Pozo-Guisado ve arkadaşları 
meme kanseri hücre serisi MCF 7’de yaptıkları bir çalışmada, 

Tablo 1. Süre ve Konsantrasyon Etkenlerinin Apoptotik Oranlar ile İlişkisi*

Resveratrol’le muamele 
süresi (saat)

Konsantrasyon
 (μM) Apoptotik hücrelerin oranı 

(%)
Canlılık 

(%)

6

25 8,59 94,93
50 10,28 89,27
75 17,13 80,18
100 21,26 76,08
150 13,49 48,09

Negatif kontrol 2,00 99,50

12

25 8,87 89,64
50 14,96 90,02
75 17,61 79,32
100 24,63 75,11
150 15,23 43,34

Negatif kontrol 2,00 99,00

24

25 14,73 88,69
50 20,64 86,47
75 28,04 72,92
100 31,33 70,19
150 24,52 39,60

Negatif kontrol 3,00 98,00

*Tabloda verilen tüm değerler kontrol grubuna gore p<0.05 aralığındadır
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resveratrolün artan konsantrasyonlarının apoptotik hücre ora-
nını arttırdığını göstermişlerdir (13) Çalışmamızda resverat-
rolün 100 μM konsantrasyonun tüm konsantrasyonlar içinde 
apoptozu en çok uyaran doz olduğu belirlenmiştir (Tablo 1). 
Bu sonuç Ferry-Dumazet ve arkadaşlarının sonuçları ile de 
uygunluk göstermektedir (14). Tüm süreler göz önüne alındı-
ğında, yine 100 μM konsantrasyon için 24 saatlik uygulamada 
apoptotik oranın en yüksek olduğu gözlenmiştir (Tablo 1). 

Hücre canlılıkları incelendiğinde, 25-100 μM konsantras-
yon aralığında resveratrol, canlılıklarda az da olsa bir azaltma 
göstertmektedir (Tablo 1). Bu düşüş kanser hücreleri kadar 
normal hücreler için de geçerli olacaktır. Bununla beraber 
konsantrasyon 150 μM’a ulaştığında canlılıkta görülen belir-
gin azalmanın apoptotik süreçten farklı, başka bir etkinin so-
nucu da olabilir. Bu konsantrasyon değerinin hücrelere toksik 
etki göstererek, apoptozdan çok, nekroza neden olduğu düşü-
nülebilir. Yüz μM resveratrol konsantrasyonunun apoptozu en 
çok artıran doz olmakla birlikte hücre canlılık oranlarını çok 
az da olsa düşürmesi etkin doz olduğu konusunda şüphe uyan-
dırmaktadır. Yetmiş beş μM dozun apoptoz ve canlılığa olan 
etkileri incelendiğinde; apoptozda anlamlı bir artış sağlarken, 
hücre canlılıklarına olan etkisi 100 μM konsantrasyona göre 
daha azdır. Deneydeki tüm süreler göz önüne alındığında bu 
bulgu daha net ortaya çıkmaktadır. Dolayısıyla bu dozun daha 
sonra planlanacak olan in vivo çalışmalar için etkin doz he-
saplaması yapılırken dikkate alınması önerilebilir.

Çalışmamızda öne çıkan bir diğer sonuç, inkübasyon süre-
lerinin artışına bağlı olarak apoptotik oranlarda da bir artışın 
gözlenmiş olmasıdır. Bu bulgu Clément ve arkadaşlarının (15) 
HL60 hücrelerini kullanarak yaptıkları çalışma ile uyumludur. 
Bu çalışmada 24 ve 48 saat inkübasyon süreleri için, resverat-
rolün artan konsantrasyonlarına bağlı olarak apoptotik hücre 
ölüm oranlarının arttığı ve resveratrol uygulama sürelerinin 
apoptoz oranında etkili olduğu bildirilmiştir. Bizim çalışma-
mızda da resveratrole maruz kalma süresi arttıkça hücrelerin 
apoptoz oranlarında artış belirlenmiştir. Tüm sonuçlar ince-
lendiğinde 24 saat resveratrol uygulamasının 6 ve 12 saatlik 
uygulamalara göre daha yüksek apoptoz oranları sağladığı 
görülmüştür (Tablo 1). 

Öte yandan 6-12 saat uygulamalarda, uygulanan konsant-
rasyonlar için hücre canlılıkları, yaklaşık benzer oranlardadır. 
Ancak 24 saatlik uygulamada tüm konsantrasyonların hücre 
canlılıklarını diğer sürelere göre biraz azalttığı da görülmekte-
dir. Resveratrol için hazırlanacak olan in vivo deney sistemleri 
için bu bulgunun da dikkate alınması önerilebir. .

Birçok doğal besin maddesinde bulunan resveratrolün umut 
veren kanser önleyici ve tedavi edici özelliklerinin, daha ileri 
bilimsel çalışmalarla kanıtlanması gerekmektedir. Sonuçların 
çeşitli kanserler türleri için korunma ve tedavi stratejilerindeki 
uygulamalara yardımcı olacağı düşünülmektedir. Hep-2 hüc-
re serilerinde resveratrol-etkili apoptotik hücre ölümlerinden 
sorumlu sinyal yollarının belirlenmesi ve in vivo tümör en-
gelleyici etkisinin daha ileri çalışmalarla kanıtlanması ile bu 
bileşiğin bilimsel anlamda olumlu etkisi kesinleşecektir. 
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