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Abstract Öz 
Purpose: The aim of this study was to demonstrate the 
antiproliferative effects of Gossypin which has 
antioxidant, anti-inflammatory, analgesic and anti-cancer 
properties on human hepatoma (Hep-3B) cells isolated 
from Hibiscus vitifolius. 
Materials and Methods: Hep-3B Cell Lines American 
Type Culture Collection (ATCC, USA) was provided in 
our study. The cells were exposed to different 
concentrations (5-100 µg/ml) of gossypin and cisplatine 
(50µM) as positive control. Afterwards, viability analysis 
was performed with MTT method on the cells at 24, 48 
and 72 hours. Hoechst fluorescent staining was performed 
for indication of apoptosis in cells. At the same time, RT-
PCR and NFκB, caspase 3 and 9 mRNA expression levels 
were examined. 
Results: Gossypin administration prevented cell 
proliferation due to dose and time. In the first 24 hours, 
only 100µg/ml dose was effective, while in 48 and 72 
hours it was effective depending on the dose. With 
Hoechst fluorescent staining, gossypin showed nearly the 
same effect as the cisplatin group, with doses of 50 and 
100 µg/ml seen to lead the cells to more apoptosis. 
Gossypin, which inhibits dose dependent NFκB mRNA 
expression, has also up regulated dose dependent the 
apoptotic proteins mRNA expression of caspase 3 and 9.  
Conclusion: Gossypin showed a close effect with 
cisplatin on Hep-3B cells depending on the dose. These 
effects were demonstrated by activating apoptosis and 
inhibiting NFκB. Based on this, gossypin may be a 
potential anticancer agent in the future for the treatment 
of liver cancer. 

Amaç: Çalışmamızda Hibiscus vitifolius’dan izole edilen ve 
antioksidan, antienflamatuar, analjezik ve anti kanser 
özelliklere sahip olan gossypinin Hep-3B hücreleri 
üzerindeki antiproliferatif etkilerini göstermeyi amaçladık. 
Gereç ve Yöntem: Çalışmamızda Hep-3B hücre hatları 
American Type Culture Collection (ATCC, USA) temin 
edilmiştir. Hücreler farklı konsantrasyonlarda (5-100 
µg/ml) gossypin ve pozitif kontrol olarak da sisplatine 
(50µM) maruz bırakılmışlardır. Sonrasında 24, 48 ve 72 
saatlerde hücrelere (MTT) yöntemi ile canlılık analizi 
yapılmıştır. Hücrelerdeki apoptozun göstergesi için 
Hoechst floresan boyama yapıldı. Aynı zamanda RT-PCR 
ile Nuklear kappa B (NFκB), kaspaz 3 ve 9 mRNA 
ekspresyon düzeyleri incelendi. 
Bulgular: Çalışmamızda gossypin uygulaması doza ve 
zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunu önlemiştir. İlk 
24 saatte sadece 100µg/ml dozunda etki gösterirken 48 ve 
72. saatlerde ise doza bağlı olarak etkisini göstermiştir. 
Hoechst floresan boyama ile gossypin 50 ve 100 µg/ml 
dozunda hücreleri daha belirgin apoptoza götürdüğü 
görülürken sisplatin grubu ile neredeyse aynı etkiyi ortaya 
koymuştur. NFκB mRNA ekspresyonunu doza bağlı 
inhibe eden gossypin, aynı zamanda apoptotik protein olan 
kaspas 3 ve 9’un mRNA ekspresyonlarını doza bağlı olarak 
indüklemiştir.  
Sonuç: Gossypin doza bağlı olarak Hep-3B hücreleri 
üzerinde sisplatin ile yakın bir etki ortaya koymuştur. Bu 
etkilerini ise apoptozu aktive ederek ve NFκB inhibisyonu 
yaparak ortaya koymuştur. Buradan yola çıkarak karaciğer 
kanserinin tedavisinde gossypinin gelecekte potansiyel bir 
antikanser ajan olabilir.  
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GİRİŞ 
Hepatosellüler karsinom (HCC) karaciğerin en yaygın 
görülen primer maling kanser türüdür1,2. Dünya 
genelinde karaciğer kanserinin görülme sıklığı % 4,7 
iken kansere bağlı ölümler arasında 2. sırada yer 
almaktadır1,2. Hepatit B virüsü (HBV) veya hepatit C 
virüsü (HCV), aflatoksinle kontamine olmuş gıda 
maddeleri, yüksek alkol tüketimi, obezite, sigara 
tüketimi ve tip 2 diyabet ile HCC’nin ilişkisine yönelik 
pek çok çalışmada kanserin görülme sıklığını 
artabileceği ifade edilmiştir3. HCC özellikle 
damarlanma bakımından zengin bir ağa sahip olması, 
agresif büyüme potansiyeli, metastaz sıklığının fazla 
olması ve aynı zamanda heterojen olmasından dolayı 
hastalardaki sağ kalım oranları oldukça düşüktür.  

Hepatosellüler karsinom tedavisinde Doksurubisin, 
Sisplatin ve 5-Florourasil gibi sitotoksik ajanlar ve 
Sorafenib, Lenvatinib ve Regorafanib gibi molekül 
spesifik antikorlar da kullanılmaktadır4,5. Ancak gerek 
klinik gerekse de preklinik olarak görülmektedir ki 
Hepatosellüler karsinom tedavisinde kullanılan 
kemoterapotikler oldukça fazla yan etkileri ve aynı 
zamanda sağlıklı hücrelere olan sitotoksik etkilerine 
bağlı gelişen organ hasarlarına yol açmaları nedeni ile 
tedaviye yanıtı zorlaştırmaktadır 6. Bu yüzden her 
sene 600,000’den fazla yeni vaka teşhis edilen ve 
henüz tam olarak tedavi edilemeyen karaciğer 
kanserine yönelik yapılan bilimsel çalışmalar oldukça 
önem arz etmektedir. 

Gossypin Hibiscus vitifolius’den elde edilen doğal bir 
flavonoiddir (3,5,8,3′,4′‐pentahydroxy‐7‐O‐glucosyl 
flavone). Geleneksel olarak diyabet tedavisinde, 
inflamasyonun ve ağrının giderilmesinde faydalı 
etkileri olduğu bilinmektedir 7-10. Gossypin hakkında 
literatürde çok az çalışma bulunmaktadır. Önceki 
yapılan çalışmalarda gossypinin güçlü antioksidan ve 
antiinflamatuar etkilerinin olduğu 
gösterilmiştir11,12,13,14. Konumuzla ilgili olarak yapılan 
çalışmalarda gossypinin gastrik kanser, melanoma ve 
gliom gibi kanser türleri üzerindeki antiproliferatif 
etkinliğinin gösterilmesi çalışmamıza ışık tutmuştur.  
Bizde çalışmamızda gossypinin insan hepatosellüler 
karsinom hücre hatları üzerindeki antiproliferatif 
etkisini ortaya koyarak, bu etkisini muhtemel 
mekanizmalar üzerinden açıklamaktır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 
Hep 3B hücre hatları AmericanType Culture 
Collection (ATCC, USA) temin edilmiştir. Hücre 

kültüründe yapmış olduğumuz çalışmamızda hücre 
hattı kullanıldığı için Etik Kurul başvurusu 
gerekmemektedir.  

Sıvı nitrojen tankında Cryotube de bulunan hücre 
hatları tanktan çıkartılarak su banyosunda 37° C de 
kısa bir süre çözünmesi için bekletildiler. Çözünen 
hücreleri T75 cm2 olan flasklara alındı. 48 saat sonra 
Hep 3B hücreleri % 10 FBS içeren DMEM'de 2x105 
hücre/kuyucuk olacak şekilde sayım yapılıp (Cedex 
hücre sayım cihazında miktarı belirlendikten sonra) 
96 kuyucuklu plakalara ekilerek % 5 CO2 içeren nemli 
bir atmosferde 37°C'de inkübe edilmişlerdir. 24 saat 
sonra, hücreler farklı konsantrasyonlarda (5-100 
µg/ml) gosyypine (Sigma Aldrichten saf olarak temin 
edilmiştir.) ve pozitif kontrol olarak da sisplatine 
(50µM) maruz bırakılmışlardır. Sonrasında 24, 48 ve 
72 saatlerde hücrelere 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole MTT 
yöntemi uygulandıktan sonra mikroplak okuyucu 
spektrofotometre (Epoch Micro plate 
Spectrophotometer, BioTek, USA) ile 570 nm 
absorbans değerinde ölçümleri 3 tekrarlı olarak 
yapıldı. Canlılık oranları kontrol kuyucukları ile 
karşılaştırılarak analiz edilmiştir.  

İşlem 
Gen ekspresyonlarının belirlenmesi 

Hücreler 6-kuyucuklu plaklara 2x105 hücre/kuyucuk 
olacak şekilde ekildi ve 37°C de % 5 CO2 içeren nemli 
ortamda inkübe edildi. İlaç uygulaması yapıldıktan 6 
saat sonra hücreler tripsinizasyon yöntemi ile 6’lı 
kuyucuklu plaklardan kaldırılarak TissueLyser II 
(Qiagen) cihazında ((1*105 hücreye 350 μl RLT 
buffer koyularak) homojenize edildi ve QIAcube 
RNA izolasyon cihazında RNA ekstraksiyonu üretici 
firmanın tavsiye ettiği şekilde sürdürüldü. 

Revers transkriptaz reaksiyonu ve cDNA sentezi 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
enzimi kullanımı ile total RNA’dan cDNA sentezi 
yapıldı. Her reaksiyon 10 μl RNA ile gerçekleştirilerek 
cDNA sentezi aşağıdaki sıcaklık değerlerine göre 
Veriti 96 WellThermalCycler (AppliedBiosystem) ile 
sağlandı. cDNA miktarı nanodropspektrofotometri 
(EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile ölçüm belirlendi ve 
-20˚C’de saklandı. 

cDNA sentez reaksiyonu: 

total RNA    10 μl 

10 X RT Buffer   2 μl 
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25 X dNTPs mix    0.8μl 

10 X RT RandomPrimers  2 μl 

MultiScribeReverseTranscriptase 1 μl 

DEPC-H2O    4.2μl 

Real time PCR ile mRNA ekspresyonlarının 
kantitatif olarak belirlenmesi 

Caspas-3 (Hs00234387_m1) (F: TGTA GAAA 
TGAT GATG TGGA AGAAC R: GCAG TTAA 
GTCA TCCG TGTA TATC), Caspase-9 
(Hs00962278_m1) (F: CCAG TGAC AGAC AGGC 
TCTTA R: GCAA TCCA CGGC ATTC ATCT) ve 
NF-kB (Hs01042014_m1) (F: GTAA CTGC TGGA 
CCCA AGGA R: CCTC TGTC ATTC GTGC 
TTCC) mRNA ekspresyonu, Taq Man Gene 
Expression Master Mix kiti kullanılarak kantifiye 
edildi. Amplifikasyon ve kantifikasyon işlemi 
StepOne Plus Real Time PCR System 
(AppliedBiosystems) cihazında yapıldı. Referans gen 
olarak β-actin (Hs01060665_g1) kullanıldı. 200 ng 
cDNA için tablo halinde aşağıda verilen TaqMan® 
Gene Expression Assays’ler yine aşağıda gösterildiği 
gibi pipetlendi ve 40 siklus yürütüldü. Ct değerleri 
cihazda otomatik olarak delta-delta Ct’ye çevrildi ve 
çalışmalarımız sonucunda elde edilen bulgular 
istatistiksel olarak IBM SPSS 20.0 paket programında 
değerlendirildi.  

Pipetleme: 

cDNA (200 ng)   X μl 

TaqMan Master Mix  10 μl 

Assay    1 μl 

RNasefree H2O ile 20 μl’e tamamlandı.  

Florasan boyama (Hoechst 33342) 

Tripsin yardımı ile 75 cm2‘lik flasktan hücreler 
kaldırılarak sayımı yapıldı. Her bir kuyucukta 5000 
hücre olacak şekilde hesaplama yapıldı. 96 kuyucuklu 
pleytlere 24 saat için 3 tekrar olacak şekilde ekimleri 
yapıldı. 24 saat sonra gossypin ve sisplatin uygulandı. 
Hoechst boyası hazırlandı. Hoechst ana stoktan 5 
µg/ml olacak şekilde hesaplanarak uygulama için 
hazırlandı. Uygulamadan 48 saat sonra kuyucukların 
medyumları çekildi ve PBS ile kuyucuklar yıkandı. 
Hoechst (5 µg/ml) boyası uygulandı.30 dk karanlıkta 
inkübe edildi. Florasan mikroskobu (Leica, DMIL 
LED) ile görüntülendi.  

İstatistiksel analiz 
İstatistiksel analiz için tüm veriler IBM SPSS 25.00 
programı kullanılarak analiz edilmiştir.  Elde edilen 
sonuçlar ortalama±standart sapma olarak gösterildi. 
Verilerin normal dağılıma uyduğu kolmogorov-
simirnov testi ile gösterilmiştir (p>0,05). 
Çalışmamızdaki gruplar bağımsız örnekler olduğu 
için ve normal dağılıma uyduğu için gruplar arasındaki 
anlamlılığı değerlendirmek için tek yönlü varyans 
analizi (One Way Anova) testi kullanıldı, post hoc test 
olarak ise Dunnett testi ile yapıldı. (Bağımsız örnekler; 
Çalışmanın grupları, Değişkenler; çalışmamızda elde 
ettiğimiz veriler Kaspaz 3, Kaspaz 9, NFkB, MTT 
analizleri) P<0.05 önemli olarak kabul edildi. * 
kontrole göre kıyaslama (*p<0,05 **p<0,01 
***p<0,001) 

BULGULAR 

HEP3B hücre hattı üzerinde Gossypinin 
antiproliferatif etkinliğinin göstermek için 24, 48 ve 
72. saatlerde gossypin ve sisplatin uygulanan hücreler 
MTT hücre canlılığı analizi ile değerlendirilmiştir. 
Farklı konsantrasyonlarda uygulanan gossypin ilk 24 
saat içerisinde sadece 100 µg/ml dozunda anlamlı bir 
sitotoksik etki gösterirken sisplatin aynı etki ortaya 
koymuştur (Şekil 1). 

 

 
Şekil 1. Gossypin'in hücre canlılığı üzerine etkisi. 
Hep-3B hücreleri 24,saat boyunca farklı konsantrasyonlarda 
gossypin (5-100 µg/ml) ile muamele edildi ve hücre canlılığı 
MTT analizleriyle tespit edilerek sonuçlar, nispi hücre canlılığı 
(%) olarak rapor edildi. Tüm veriler % 100 olarak kabul edilen 
kontrol grubuna göre normalleştirildi. * kontrole göre 
kıyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001) 
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48.saat ölçümlerinde ise gossypin 25, 50, 75 ve 100 
µg/ml dozlarında kontrol grubuna göre kıyasla 
anlamlı bir antiproliferatif etki ortaya koymuştur. Bu 
etki doza bağlı olarak artmaktadır (Şekil 2).  72.saat 
ölçümlerinde ise 100 µg/ml gossypin ve sisplatin % 
90 üzerinde bir sitotoksik etki gösterirken, 10, 25, 50 
ve 75 µg/ml dozlarında da artan bir antiproliferatif 
etki görülmektedir (Şekil 3).   

 
Şekil 2. Gossypin'in hücre canlılığı üzerine etkisi. 
Hep-3B hücreleri 48 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda 
gossypin (5-100 µg/ml) ile muamele edildi ve hücre canlılığı 
MTT analizleriyle tespit edilerek sonuçlar, nispi hücre canlılığı 
(%) olarak rapor edildi. Tüm veriler % 100 olarak kabul edilen 
kontrol grubuna göre normalleştirildi. * kontrole göre 
kıyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001). 

 

 

 
Şekil 3. Gossypin'in hücre canlılığı üzerine etkisi. 
Hep-3B hücreleri 72 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda 
gossypin (5-100 µg/ml) ile muamele edildi ve hücre canlılığı 
MTT analizleriyle tespit edilerek sonuçlar, nispi hücre 
canlılığı (%) olarak rapor edildi. Tüm veriler % 100 olarak 
kabul edilen kontrol grubuna göre normalleştirildi. * kontrole 
göre kıyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001) 

Gossypin 5 µg/ml dozunda herhangi bir sitotoksik 
etki göstermemiştir. Gossypin doz ve zamana bağlı 
olarak istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde sitotoksik 
etki göstermiştir. Bu durumda çalışmamızın floresan 
ve moleküler analizleri için gossypinin 25, 50 ve 100 
µg/ml dozları kullanılmıştır. 

Çalışmamızda gossypinin ortaya koyduğu 
antiproliferatif etkinin mekanizmasını göstermeye 
yönelik gerçekleştirdiğimiz Hoecahst floresan 
boyama ile apoptotik hücrelerin varlığı gösterilmiştir 
(Şekil 4). Kontrol grubunda apoptotik hücrelere 
rastlanmazken sisplatin uygulanan gruplarda 
apoptotik hücre yoğunluğu görülmektedir (Şekil 4 
a,b). Gossypin uygulanan gruplarda ise doza bağlı 
olarak apoptotik hücre yoğunluğunun arttığı 
görülmektedir (Şekil 4 c,d,e). 

 

 
Şekil 4. Hücre ölümünü / apoptozu doğrulamak 
için floresan görüntüleme.  
Hücreler, 48 saat boyunca 25, 50 ve 100 ug/mL gossypin ve 
50µM sisplatin ile muamele edildi ve daha sonra Hoechst 33342 
boyası ile boyandı, ardından floresan mikroskobu kullanılarak 
görselleştirildi. Resimler Hoechst 33342 boya lekelemesini 
göstermektedir. Büyütme 100 ×.  

Çalışmamızda gossypinin HEP3B hepatosellüler 
karsinom hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisini 
hangi mekanizmalar ile ortaya koyduğunu göstermek 
için kanser hücrelerinin proliferasyonunda önemli 
rolleri olan genleri ekpresyon düzeyinde inceledik. 
NFκB mRNA ekspresyonu sisplatin uygulanan 
gruplarda kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma 
göstermiştir (Şekil 5). Farklı dozlarda uyguladığımız 
Gossypinin NFκB mRNA üzerindeki etkisi ise doza 
bağlı olarak inhibe etmektedir (Şekil 5). Hücre 
canlılığını artıran önemli genlerden NFκB 
ekspresyonunun gossypin uygulamasına bağlı 
azalması gossypinin sitotoksik etkisini açıklamaktadır. 
Apoptik genler olan kaspaz 3 ve 9 mRNA 
ekspresyonları incelendiğinde gossypin doza bağlı 
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olarak hem kaspaz 3 hem de kaspaz 9 mRNA 
ekspresyonlarında artışa yol açarak antiproliferatif 
etki ortaya koymaktadır (Şekil 6,7). Aynı zamanda 100 
µg/ml dozundaki artış ile sisplatin aynı etkiye sahiptir 
(Şekil 6,7). 

 
Şekil 5. Tüm deney gruplarının 6 saatlik NFκB 
mRNA ekspresyon seviyeleri.  
Hep 3B hücreleri 6 saat boyunca gossypin (0, 25, 50 ve 100 
μg/ml) ve sisplatin 50 μM ile muamele edildi. * kontrole göre 
kıyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001). 

 

 
Şekil 6. Tüm deney gruplarının 6 saatlik kaspaz 3 
mRNA ekspresyon seviyeleri.  
Hep 3B  hücreleri 6 saat boyunca gossypin (0, 25, 50 ve 100 
μg/ml) ve sisplatin 50 μM ile muamele edildi. * kontrole göre 
kıyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001). 

TARTIŞMA 

Çalışmamızda gossypinin doza ve zamana bağlı 
olarak insan hepatosellüler karsinom hücreleri 
üzerindeki antiproliferatif etkisini gösterdik. Aynı 
zamanda gossypinin Hep3B hücrelerinde apopotozisi 

indükleyerek bu etkisini ortaya koyduğunu gösterdik. 
Dünya Sağlık Örgütü kanseri ölüme neden olan 
hastalıklar arasında birinci sırada göstermiştir. Aşırı 
hızlı bir şekilde yayılan kanserin tedavisi de oldukça 
zordur. Agresif bir yayılım gösteren HCC, 2019 
yılında yapılan çalışmalar sonucunda dünyada ki 
kanser türleri arasında en sık tanı konan altıncı kanser 
türü olup kanserlere bağlı gelişen ölümlerde ise ikinci 
sırada yer almaktadır1,2. 

 
Şekil 7. Tüm deney gruplarının 6 saatlik kazpaz 9 
mRNA ekspresyon seviyeleri.  
Hep 3B hücreleri 6 saat boyunca gossypin (0, 25, 50 ve 100 
μg/ml) ve sisplatin 50 μM ile muamele edildi. * kontrole göre 
kıyaslama (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001). 

Kemoterapi kanserin standart tedavisi olup bunula 
birlikte radyoterapi ve cerrahi olarak kanserli 
dokunun alınması ve ayrıca keser aşıları, ve gen 
terapileri de giderek yaygınlaşmaya başlamıştır. 
Kanser tedavi stratejilerindeki ortak amaç tümörün 
büyümesini kontrol altına alarak yok edilmesini 
sağlamaktır. Ancak bu süreçte uygulanan tedavi 
stratejileri aynı zamanda yan etkileri ve diğer organ 
hasarlarını da beraberinde getirmektedir15,16. Bu 
yüzden günümüzde kanserin tedavisinde alternatif 
olarak bitkisel kaynaklı bileşiklerin tedavi yaklaşımları 
araştırılmaktadır. 

Henüz yeni bir flavoid olmasına rağmen potensi 
oldukça güçlü olan gossypin, yapılan çalışmalar ile 
bazı kanserli hücreler üzerinde antiproliferatif etkinlik 
göstermiştir17-19. Çalışmamızda gossypinin ilk kez 
Hep3B hepatosellüler karsinom hücreleri üzerindeki 
antiproliferatif etkisini, hücre proliferasyonu ve 
sitotoksite çalışmalarının en yaygın göstergesi olan 
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl 
tetrazolium bromide) analizi ile gerçekleştirdik15,16. 
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MTT ölçümünde tetrazolium kristalleri canlı 
hücrelerin mitokondrial redüktaz enzimi ile 
indirgenerek formazan kristallerine dönüşmektedir20-

22.  

Hücre canlılığını takip etmek için 24, 48 ve 72 saat 
boyunca gossypinin farklı dozlarına maruz kalan 
Hep3B hücrelerinde zamana ve doza bağlı olarak 
hücre proliferasyonunda azalma görülmüştür. En 
güçlü etki 100 µg/ml dozunda görülürken 5µg/ml 
dozunda herhangi bir etki görülmemiştir. Ancak 100 
µg/ml dozunda sisplatin ile aynı etkiye sahip olan 
gossypin neredeyse tüm hücreler üzerinde sitotoksik 
etki göstermiştir. Gossypinin 25, 50 ve 75 µg/ml 
dozlarında da oldukça güçlü antiprolifreatif etki 
ortaya koymuştur. Yeh ve ark. yapmış oldukları bir 
çalışmada 17 farklı flavonoidin antiproliferatif 
etkinliği değerlendirilmiştir23. Bu çalışmada 
gossypinin sadece 100 µM dozunda uygulanarak 
antiproliferatif etkisi gösterilmiş. Ancak bu çalışmada 
gossypin farklı dozlardaki etkisi ve bu etkisinin 
mekanizmasına yönelik herhangi bir çalışma 
yapılmamıştır. Wang ve arkadaşlarının ortaya 
koyduğu bir çalışmada gossypinin gastrik kanser 
hücrelerinde oldukça güçlü antiproliferatif etki 
koyduğu görülmektedir19. Yine Shi ve arkadaşlarının 
yapmış olduğu bir çalışmada gossypinin insan maling 
gliom hücreleri üzerinde antiproliferatif etki 
gösterdiği kaydedilmiştir18. Her iki çalışmada da 
gossypin artan doz ve zamana bağlı olarak daha güçlü 
antiproliferatif etki göstermiştir.  

Gossypinin ortaya koyduğu bu etkinin 
mekanizmasını anlamak için kanser gelişiminde rol 
alan apoptotik ve anti-apoptotik yolakların iyi 
anlaşılması gerekmektedir. Çünkü kanserler, kendi 
kontrol mekanizması bozulmuş, apoptotik yolakları 
inaktive olmuş kontrolsüzce çoğalan hücrelerdir24. Bu 
yüzden kanser tedavisinde kullanılan ilaçlar ya 
doğrudan sitotoksik etki ile ya da hücrenin moleküler 
olarak aktive olan veya inaktive olan genlerini 
uyararak etki göstermektedir. Apoptozis hücrenin 
kendini bakteri, virüs veya kanser gibi hastalıklardan 
organizmanın devamlılığını sağlamak için ortaya 
koyduğu proglamlanmış bir şekilde öldürmesidir25,26. 
Hem içsel hem de dışsal apoptozisde temel olarak 
aktive olan son ürün kaspaz 3 proteini nükleaz 
inhibitörlerinin inaktivasyonuna yol açar bu sayede 
aktive olan nükleasz DNA’yı degrade ederek 
hücrenin kontrollü bir şekilde ölümüne yol açar27-29. 

Çalışmamızda gossypin uygulamasına bağlı olarak 
Hep3B hücrelerinde kaspaz 3 ve kaspaz 9 genlerinin 
ekspresyonları incelendiğinde doza bağlı olarak hem 

kaspaz 3 hem de kaspaz 9 gen ekspresyonlarının 
anlamlı şekilde arttığı görülmektedir. İçsel apotoziz 
mekanizmasında temel olarak p53 aktivasyonu 
sonucu mitokondri membranında por açılmasına yol 
açan BAX proteinleri aktive olur. Bu sayede 
mitokondrilerdeki sitokrom enzimleri sitoplazmaya 
geçerek kaspaz 9’u aktive eder, kaspaz 9 ise kaspaz 3 
aktive ederek hücre ölümü için sinyal verilmiş olur 30, 

31. Çalışmamızda görüldüğü üzere gossypin hem 
kaspaz 3 hem de kaspaz 9 mRNA ekspresyonlarını 
anlamlı şekilde artırmıştır. Wang ve arkadaşlarının 
yapmış oldukları çalışmada, gastrik kanserli hücreler 
üzerinde gossypin hem kaspaz 9 hem de kaspaz 3 
proteinlerini artırarak apoptozisi indüklediği 
gösterilmiştir 19. Aynı zamanda gossypin bu etkisini 
doza bağlı olarak artırdığı da gösterilmiştir.  

NF-κB, inflamasyon ve kanser arasındaki bağlantıyı 
sağlayan önemli mediyatörler arasındadır. Kanserli 
dokularda NF-κB aktivitesi, proinflamatuar 
sitokinlerin ortamda birikmesine yol açarak kanser 
gelişimine katkı sağlamaktadır. Aynı zamanda NF-κB 
antiapoptotik proteinler olan FLIP, c-IAP1/2, XIAP 
ve Bcl2’nin gen ekspresyonlarını indükleyerek 
kanserin apoptozise uğramasını önlemektedir. Aktive 
olan bu anti-apoptotik proteinler, kaspaz proteinlerini 
inhibe ederek etki göstermektedir. Çalışmamızda 
Hep3B hücrelerinde son olarak NF-κB gen 
ekspresyonlarını incelediğimizde, gossypin 25,50 ve 
100 µg/ml dozlarında daha fazla inhibisyona yol 
açmıştır. Aynı zamanda sisplatin uygulanan grup ile 
100 µg/ml dozunda uygulanan gossypin aynı oranda 
inhibisyona yol açmıştır. Kunnumakkara ve 
arkadaşlarının yapmış oldukları bir çalışmada farklı 
kanser hücrelerinde (kronik myeloid lökomi, 
embriyonik böbrek kanseri, akciğer adeno karsinomu, 
multiple myelom, mesane kanseri, pankreas kanseri) 
gossypinin antiproliferatif etkinliği araştırılmıştır 32. 
Bu çalışmada özellikle gossypinin NF-κB inhibisyonu 
yaparak anti apoptotik proteinlerin aktive olmasını 
önlediği ve tümör proliferasyonunu önlediği 
gösterilmiştir. Çalışmamızda artan apoptotik ve 
azalan anti-apoptotik mRNA ekspresyonlarını aynı 
zamanda apoptozisin gerçekleştiğini gösteren 
Hoecahst floresan boyama ile ortaya koyduk. 
Hoechst 33342 ile boyama, hücreleri sağlıklı mı, 
nekrotik mi yoksa apoptotik mi olduğunu anlamak 
için kullanılan ideal bir yöntemdir33. Bilindiği üzere 
nekrozdan farklı olarak apoptozis sırasında DNA ve 
nukleus fragmanları oluşmaktadır. İşte Hoechst 
33342 bu yoğunlaşmış DNA ve fragmanlaşmış 
nukleus parçalarına bağlanarak görünür hale 
getirmektedir34,35. Hui ve arkadaşlarının yapmış 



Cilt/Volume 45 Yıl/Year 2020       Gossypinin insan hepatom hücreleri üzerinde anti-proliferatif etkisi 
 

 1171 

oldukları bir çalışmada Alpinia oxyphylla bitkisinin 
HEP3B hücreleri üzerindeki antiproliferatif etkilerini 
göstermişlerdir36. Bu çalışmada Hoechst 33342 
boyama kullanılarak apoptozisin varlığı gösterilmiştir. 
Çalışmamızın Hoechst 33342 boyama sonuçları 
incelendiğinde kontrol grubunda boyama 
görülmezken gossypin 25,50 ve 100 µg/ml uygulanan 
dozlarda anlamlı bir artış görülmektedir. Aynı 
zamanda sisplatin uygulanan grup ve 100 µg/ml 
dozunda uygulanan gossypinin apoptozise daha fazla 
yol açtığı görülmektedir. 

Çalışmamız herhangi bir proje desteği olmadığı için 
daha ileri analizler gerçekleştirilememiştir. 
Çalışmamızın diğer bir kısıtlılığı deney hayvanlarında 
kanser çalışmaları için yeterli donanıma sahip 
olamadığımız için sadece tek bir hücre üzerinde 
kültür ortamında bir etki ortaya koyduk ancak canlı 
organ ve sistemler düzeyinde incelemeler yapıldığında 
daha farklı sonuçlar ortaya çıkabilmektedir. 

Sonuç olarak çalışmamızda, güçlü antioksidan ve 
antiinflamatuar etkinliği olan ve aynı zamanda 
antikanser etkinliğe sahip olan gossypinin insan 
hepatosellüler karsinom hücreleri üzerinde 
antiproliferatif etkisini farklı moleküler mekanizmalar 
ile ortaya koyduk. Çalışmamız daha detaylı preklinik 
ve klinik çalışmalar ile desteklendiği takdirde gossypin 
gelecekte umut vaad edici bir antikanser ajan olarak 
kullanılabilir.  
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