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ÖZET
Amaç: Hepatosellüler karsinoma tanısı konulmuş bir hastadan 
izole edilmiş olan  HepG2 hücrelerinin morfolojik özelliklerinde-
ki (sitoplazmik organellerden mitokondri, endoplazmik reti-
kulum ve golgi cisimciği ile hücre iskeletini oluşturan başlıca 
filament tipi olan aktin filamentlerinin miktarının)  değişimin 
kültür süreci ile bağlantılı olarak değişiminin karşılaştırmalı 
olarak değerlendirilmesi amaçlanmıştır.
Gereç ve Yöntem: 37 C’da, %5 CO2 içeren inkübatörlerde, 
%10 Fetal Sığır Serumu (FBS) ile %1 Streptomisin-Penisilin 
içeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) içerisinde 
HepG2 hücrelerinin kültürleri yapıldı. 10 gün boyunca gö-
zlenen bu hücreler; kültür sürecinin üç ayrı döneminde (kültür 
yüzeyinin %30, %60 ve %100’ünü kapladıkları dönemlerde) 
fikse edildi. İndirekt immunofloresan boyama tekniği ile ilg-
ili sitoplazmik yapılar işaretlendi. İşaretli alanlar Zen ve Im-
age J görüntü analiz programları kullanılarak ölçüldü. Sayısal 
sonuçlar grafiksel olarak ve Excel veri çözümleme aracı kul-
lanılarak karşılaştırıldı. Sonuçlar regresyon ve eşleştirilmiş iki 
grup arasında t-testi (farklı varyanslar varsayarak) yöntemi kul-
lanılarak karşılaştırıldı.
Bulgular: Kanser hücrelerinin mitokondri, golgi cisimciği ve 
endoplazmik retikulum içeriğinde anlamlı bir değişiklik gö-
zlenmesine karşılık;  sitoplazmik aktin filament varlığımda be-
lirgin bir farklılık gözlenmemiştir.
Sonuçlar: Karaciğer kanser hücrelerinin sitoplazmik organel 
içeriği klasik kültür ortamında kültür sürecine, ortamdaki hücre 
yoğunluğuna bağlı değişmektedir. Hücre iskeletinde belirgin 
bir değişiklik olmamaktadır.  Deneysel çalışmalarda; “çoğal-
ma” aşamasındaki kültür hücrelerinin morfolojik özelliklerinin 
bu parametreler karşısındaki değişimi deneyelerin sonuçlarını 
etkileyebilir. Bu nedenle, araştırmalarda hücrelerin çoğalma 
aşamasınn hangi devresinde oldukları göz ardı edilmemelidir. 
Anahtar Kelimeler: HepG2 hücreleri, endoplazmik retikulum 
, golgi cisimciği , mitokondri, aktin filament.

ABSTRACT
Aim: It was aimed to compare the changes of morphologic 
features (the content of mitochondria, endoplasmic reticu-
lum, golgi apparatus and the actin filaments of the cell) of 
the HepG2 cells, a cell line isolated from a patient having 
hepatocellular carcinoma, with the cultivation period.
Materials And Methods: HepG2 cells were cultured 
in incubators (37 C, 5% CO2) within DMEM (Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium) including 10% Fetal Bovine Se-
rum (FBS) and 1% Streptomycine-Peniciline,. The cells had 
been observed for 10 days and fixed when they covered 
30%, 60% of 100% of the culture surface. Indirect immu-
noflourescence staining method had been used to label si-
toplasmic contents.  The labeled areas were measured by 
Zen and Image J image analysis system. The measurements 
were  graphically visualized.The Excel data analysis tool wass 
used for the statistical analysis. The results were compared by 
using  the regression method and t test.
Results: Mitochondria, endoplasmic reticulum and golgi 
content of the cells changed significantly. However amount 
of the cytoplasmic actin filament in the cells remained similar. 
Conclusions: Cytoplasmic organels of the liver cancer cells 
changes according to the in vitro culture duration and the 
cell density. No dramatic change is seen at the structure of 
the cell cytoskeleton.  Those changes of the cells at “proli-
feration” stages might effect the experiments. The current 
study demonstrates that the stage of the cultured cells du-
ring proliferation might be crucial to determine the results of 
the the studies.
Keywords: HepG2 cells, endoplasmic reticulum, golgi ap-
paratus, mitochondria, actin filament.
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GİRİŞ
Hücreler üzerinde yapılan in vitro çalışmalar; birçok klinik 
çalışmaya ışık tutmakta; kalıtsal hastalıklardan kansere ka-
dar farklı hastalıkların oluşum mekanizmaları ve tedavileri 
konularında çok önemli bilgiere erişilmesini sağlamaktadır. İn 
vitro çalışmaların büyük bir kısmı, hücreler kültür yüzeyinin 
%60-80’ini kaplamadan önce yapılmaktadır. Bunun nedeni; 
kültürlerde hücre sayısının artmasiyla birlikte; hücreler arası 
ilişkinin ve sinyal iletiminin artması, otokrin ve parakrin sin-
yallerin güçlenmesi ve sonucunda  hücrelerin morfolojik ve 
fizyolojik özelliklerinin değişerek farklılaşma sürecinin başla-
masıdır. Hücreler kültür yüzeyini kaplayıp “konfluent” duru-
ma geldiğinde kültür ortamında kontakt inhibisyon adı verilen 
mekanizma devreye girer; hücreler “çoğalma” aşamasından 
“farklılaşma” aşamasına geçerler. Bu bağlamda, çoğalmaya 
ve konfluent durumda diferansiyasyona katılan hücrelerin 
populasyonel profillerinin anlaşılması, hücre yoğunluğunda 
ve geçiş hallerindeki hücre davranışı, hücre büyüme potansi-
yelleri, hücreler arası bağlantılar ve hücre durum belirteçler-
inin gen ifadeleri açısından incelenmesi sonraki deneysel 
çalışmalara ışık tutacaktır. 
HepG2 hücreleri, hepatosellüler karsinoma tanısı konulmuş 
bir hastadan izole edilmiş olan ve karaciğer kanseri üzer-
ine çalışmalarında çok sık kullanılan bir hücre dizisidir. Bu 
çalışmada; HepG2 hücrelerinin çoğalmaları ile birlikte kültür 
yüzeyinin tümünü kaplayıncaya kadar geçirdikleri süreçte 
morfolojik özelliklerindeki değişimin sayısal verilerle karşılaştır-
malı değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla; sitoplazmik 
organellerden mitokondri, endoplazmik retikulum ve golgi 
cisimciği ile hücre iskeletini oluşturan başlıca filament tipi 
olan aktin filamentlerinin miktarının ölçülerek karşılaştırmalı 
değerlendirilmesi hedeflenmiştir.

GEREÇ VE YÖNTEM
Hepatosellüler karsinoma tanısı konulmuş bir hastadan izole 
edilen altıncı pasaj HepG2 hücreleri (American Type Culture 
Collection, USA)  kültür kaplarına homojen dağılacak şekil-
de ekildi. 37º C’ de, % 5 CO2 içeren inkübatörlerde, %10 
Fetal Sığır Serumu (FBS) ile %1 Streptomisin-Penisilin içer-
en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) içerisinde 
HepG2 hücrelerinin kültürleri yapıldı. Hücreler aynı saatte 
gün aşırı beslenerek on gün süre ile gözlemlendi. Kültürle-
nen hücrelerin morfolojisi, çoğalma oranları PrimoVert Invert 
faz kontrast (Zeiss) mikroskobu ile izlendi ve farklı büyütme-
lerde(X40, X100, X200, X400) canlı görüntüleri kaydedildi. 
10 gün boyunca gözlenen  bu hücreler; kültür sürecinin üç 
ayrı döneminde (kültür yüzeyinin %30, %60 ve %100’ünü 
kapladıkları dönemlerde) aseton ile fikse edildi. Bu örnekler; 
indirekt immunofloresan boyama tekniği uygulanarak sito-
plazmik organellere spesifik primer antikorlarla işaretlendi. 
Mitokondrileri görüntülemek için “anti-mitochondria an-
tibody (MTC02, Abcam), golgi cisimciğini görüntülemede 
“anti-trans golgi network 38 (monoclonal antibody, Ther-

moscientific) ve endoplazmik retikulum görüntülenmesinde 
de “anti-ERp29 (polyclonal antibody, Thermo scientific) 
kullanıldı. Sekonder antikor olarak; primer antikora uygun 
olan Dylight (Abcam)  ya da Alexafluor (Abcam) antikorları 
kullanıldı. Aktin filamentlerinin görüntülenmesi için sitoplaz-
ma aktin filamentlerini gösteren FITC-Phalloidin (Thermo-Sci-
entific) kullanılarak direkt immunohistokimyasal boyama 
yapıldı. Hücre çekirdeklerinin boyanmasında ise DAPI kul-
lanıldı. 
Boyanmış tüm örnekler; her gruptan 10 ayrı bölgeden ol-
mak üzere, 200 kez büyütülerek konfokal mikroskop altın-
da fotoğrafları çekildi. Çekilen fotoğraflar Zen ve Image J 
görüntü analiz programları altında incelenerek, boyalı alan-
ların ölçümü ve çekirdek sayımı yapıldı. Her bir alandaki boy-
anmış alan miktarı o alana özgü toplam hücre sayısına bölü-
nerek hücre başına düşen her bir organel için boyanmış alan 
bulundu. Grupların istatistiksel işlemleri için Excel veri çözüm-
leme aracı kullanıldı. Sonuçlar regresyon ve eşleştirilmiş iki 
grup arasında t-testi (farklı varyanslar varsayarak) yöntemi 
kullanılarak karşılaştırıldı.

BULGULAR
Mitokondriye, golgi cisimciğine, endoplazmik retikuluma ve 
aktin filamanlarına spesifik antikorlarla boyanmiş örneklerden 
fotoğraflar çekilerek karşılıklı değerlendirildi (Resim 1,2,3).

Resim 1.  Mitokondri+DAPI X600.

Resim 2. Endoplazmik Retikulum+DAPİ/ X600.
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Resim 3.  Golgi Cisimciği +Dapi /X600

Resim 4. Aktin Flamentleri+DAPI,  X600.
Atdından fotoğraflar üzerinde Image J görüntü analiz pro-
gramı kullanılarak işaretli alanların ölçümleri yapıldı. Ölçüm-
lerin sonuçları grafik 1,2,3 ve 4 de özetlenmiştir.

Grafik  1.  Üç ayrı deney grubunda hücrelerde mitokondri-
ye spesifik işaretlenmiş alanların Image J analiz programında 
ölçümü sonucu elde edilen sonuçlar.

Grafik 2. Üç ayrı deney grubunda hücrelerde endoplazmik 
retikuluma spesifik işaretlenmiş alanların Image J analiz pro-
gramında ölçümü sonucu elde edilen sonuçlar.

Grafik 3. Üç ayrı deney grubunda hücrelerde golgi cisi-
mciğine spesifik işaretlenmiş alanların Image J analiz pro-
gramında ölçümü sonucu elde edilen sonuçlar.

Grafik 4.  Üç ayrı deney grubunda hücrelerde aktin fila-
mentlerine spesifik işaretlenmiş alanların Image J analiz pro-
gramında ölçümü sonucu elde edilen sonuçlar.

Sonuçları istatistiksel olarak değerlendirmek amacıyla Excel 
veri çözümleme aracı kullanıldı ve yüzeyin hücrelerle farklı or-
anlarda (%30 ve %100) kaplandığı durumlarda çekirdek başı-
na düşen işaretli alan miktarının eşit olup olmadığı araştırıldı. 
Mitokondri, golgi ve aktin için %30 ve %100 büyüme oran-
larında her iki popülasyonun hücre başına düşen işaretlenmiş 
alanın eşit olup olmadığı test edildi. 
Bu amaçla öncelikle f-testi ile varyansların eşit olup olmadığı 
incelendi. Hipotezler aşağıdaki şekilde belirlendi:
H0:σ1 =σ2  (H0 hipotezi %30 ve %100 kaplama altında var-
yanslar eşittir)
H1: σ1 ≠ σ2

Mitokondri, golgi ve aktin için yapılan f-testi sonuçlarına gore 
varyansların eşit olduğu hipotezi reddedilememiştir (Tablo 
1-3).
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F-Test Varyanslar için İki Örneklem – Mi-
tokondri

 30 100
Ortalama 4546,452 1910,871
Varyans 3109902 1309110
Gözlemler 2 9
Df 1 8
F 2,375585
P(F<=f) tek-uçlu 0,161815
F Kritik tek-uçlu 5,317655  

Tablo 1. Mitokondri için hücrelerin %30 ve %100 büyüme 
altında varyanslarını karşılaştıran f-testi sonuçlarını özetleme-
ktedir. F < F Kritik olduğu için H0 hipotezi reddedilememiştir. 
Her iki popülasyon için varyans eşit kabul edilecektir.

F-Test Varyanslar için İki Örneklem
Aktin

 100 30
Ortalama 25237,53 9590,606
Varyans 2,4E+08 5175872
Gözlemler 9 2
Df 8 1
F 46,33985
P(F<=f) tek-uçlu 0,113155
F Kritik tek-uçlu 238,8827  

Tablo 2. Aktin için hücrelerin %30 ve %100 büyüme altında 
varyanslarını karşılaştıran f-testi sonuçlarını özetlemektedir. F 
< F Kritik olduğu için H0 hipotezi reddedilememiştir. Her iki 
popülasyon için varyans eşit kabul edilecektir.

F-Test Varyanslar için İki Örneklem
Golgi

 100 30
Ortalama 7503,376 11934,2
Varyans 10065243 2989425
Gözlemler 13 3
Df 12 2
F 3,36695
P(F<=f) tek-uçlu 0,251652
F Kritik tek-uçlu 19,41251  

Tablo 3. Golgi için hücrelerin %30 ve %100 büyüme altında 
varyanslarını karşılaştıran f-testi sonuçlarını özetlemektedir. F 
< F Kritik olduğu için H0 hipotezi reddedilememiştir. Her iki 
popülasyon için varyans eşit kabul edilecektir.

Tablo 1-3’ten görüldüğü üzere varyanslar eşittir. Dolayısıyla 
aynı varyansa sahip iki ornekleme icin t testleri yapıldı. Hipo-
tezler aşağıdaki şekilde belirlendi:
H0: μ1 - μ2 = 0 (H0 hipotezi %30 ve %100 kaplama altında 
ortalamalar eşittir)
H1: μ1 - μ2 ≠ 0

t-Test: Eşit Varyanslar Varsayarak İki 
Örneklem Mitokondri
 30 100
Ortalama 4546,452 1910,871
Varyans 3109902 1309110
Gözlemler 2 9
Havuzlanmış 
Varyans

1509198

Öngörülen 
Ortalama 
Farkı
Fark 0
Df 9
t Stat 2,744372
P(T<=t) 
tek-uçlu

0,011342

t Kritik 
tek-uçlu

1,833113

P(T<=t) 
çift-uçlu

0,022685

t Kritik 
çift-uçlu

2,262157  

Tablo 4. Mitokondri için hücrelerin %30 ve %100 büyüme 
altında ortalamalarını karşılaştıran t-testi sonuçlarını özetle-
mektedir. t Stat > t Kritik çift-uçlu olduğu için H0 hipote-
zi reddedilmiştir. Her iki popülasyonun ortalaması arasında 
istatiksel olarak anlamlı bir fark (p<0.012) gözlemlenmiştir.

t-Test: Eşit Varyanslar Varsayarak İki Örnek
Aktin
 30 100
Ortalama 25237,53 9590,606
Varyans 2,4E+08 5175872
Gözlemler 9 2
Havuzlanmış 
Varyans

2,14E+08

Öngörülen 
Ortalama 
Farkı
Fark 0
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Df 9
t Stat 1,368961
P(T<=t) 
tek-uçlu

0,102101

t Kritik 
tek-uçlu

1,833113

P(T<=t) 
çift-uçlu

0,204203

t Kritik 
çift-uçlu

2,262157  

Tablo 5. Aktin için hücrelerin %30 ve %100 büyüme altında 
ortalamalarını karşılaştıran t-testi sonuçlarını özetlemektedir. 
t STat < t Kritik çift-uçlu olduğu için H0 hipotezi reddedile-
memiştir. Her iki popülasyonun ortalaması arasında istatiksel 
olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır.

t-Test: Eşit Varyanslar Varsayarak İki Örnek
Golgi
 30 100
Ortalama 11934,2 7503,376
Varyans 2989425 10065243
Gözlemler 3 13
Havuzlanmış 
Varyans

9054412

Öngörülen 
Ortalama 
Farkı
Fark 0
Df 14
t Stat 2,298932
P(T<=t) 
tek-uçlu

0,018713

t Kritik one-
tail

1,76131

P(T<=t) 
çift-uçlu

0,037426

t Kritik 
çift-uçlu

2,144787  

Tablo 6. Golgi için hücrelerin %30 ve %100 büyüme altında 
ortalamalarını karşılaştıran t-testi sonuçlarını özetlemektedir. t 
STat > t Kritik çift-uçlu olduğu için H0 hipotezi reddedilmiştir. 
Her iki popülasyonun ortalaması arasında istatiksel olarak an-
lamlı bir fark (p< 0.019) gözlemlenmiştir.

TARTIŞMA
Farklı hücre tiplerinin in vitro koşullardaki kültürleri sürecinde 
kültür yüzeylerinin tümünü kapladıklarında, yani “konfluent” 
olduklarında davranışlarının ve morfolojilerinin değiştiği ve de 
“farklılaşma” aşamasının başladığı bilinmektedir. Ancak bun-
dan önceki “proliferasyon” aşamasında kültür süreci uzadıkça 
ve ortamdaki iletişime geçebilecek, otokrin ve parakrin sal-
gılarıyla komşu hücreleri etkileyebilecek hücre sayısı arttığında 
ne gibi değişiklikler ortaya çıktığı konusundaki veriler kısıtlıdır. 
Kim ve ark. tarafından 2014 yılında yapılan çalışmada; konflu-
ent MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerin Epithelial-Mes-
enchymal Transition (EMT) üzerinde farklı glukoz konsantra-
syonunda kültür gen araştırmaları yapılmıştır (1). EMT geçiren 
kanser hücrelerinin kök hücre benzeri özelliklere sahip olduk-
ları ve anti-kanser ajanlara dirençli oldukları gösterilmiştir (2). 
Kök hücre benzeri özellikli kanser hücrelerinin yüksek konsan-
trasyonda konfluent hücrelerde  glukoz kültüründe önem-
li ölçüde artığı gösterilmiştir(3). Meme kanser hücrelerinin 
gen ekspresyonunun yanı sıra konfluent olarak bulundukları 
koşullara göre önemli derecede farklılaştığı görülmektedir (3).
Chowdhury ve ark, 2009 yılında yaptıkları çalışmada; miyo-
blast kültürlerindeki hücresel değişimi araştırmak için; P130, 
Myf5, myogenin ve MYH2’nin mRNA ekspresyonlarını ana-
liz etmişlerdir. P130’ un ekspresyonu konfluent hücrelerde, 
konfluent olmayanlarla karşılaştırıldığında ifade seviyesi 
daha yüksek bulmuştur. Myf5’in ekspresyon seviyesinde bir 
değişiklik gözlemlememişlerdir(5). Miyoblastları ayırt etmede 
kullanılan  miyogenin ekspresyonu ise, hücre yoğunluğunda 
kültürde geçen zamanla artmış 36 kat daha fazla olmuş-
tur. Miyoblastın fenotipik farklılaşması için bir gösterge olan 
MYH2 ifadesi de azalmıştır (6).  Bu çalışma, hücre temasına 
bağlı indüksiyon farklılaşma sürecinde miyoblastların pop-
ulasyonel profilini tarif etmiştir. Kültürü konfluent duruma 
getiren fenotipik farklılaşmayı teşvik ederek MYH2’nin Myf5 
ve myogenin  miktarlarında düzenlenmeye neden olmuştur. 
Bir diğer araştırmada da, miyoblastların konfluensi halinin il-
erlemesiyle birlikte hücreler arası ilişkinin artmasının farklılaş-
ma sürecinin indüksiyonuna neden olduğu bildirilmiştir (7). 
Theil ve ark. da(8), hücrelerin tüm kültür yüzeyini kaplamaları, 
yani “konfluent” olamaları durumunda farklılaşma sürecinin 
başladığını bildirmişlerdir (8).
İlaç keşfinde hücre kültürlerinin en büyük kısıtlamalarından 
birisi; hepatositlerin kültürde benzer işlev ve metabolik ye-
teneklerinin değiştirilmiş olmasıdır. İlaç metabolizmasında 
en önemli oyuncusu P450 enzim sistemidir. P450 enzim sis-
teminin ekspresyonunu sıkı bir kontrol altında olduğu bilin-
mektedir (9).PXR, Hepatik Nükleer Faktör(HNF)-4 ve CYP3A 
genlerinin regülasyon da diğer önemli modülatörlerdir.  Lou-
ise Sivertsson ve ark (2010) da yaptıkları çalışmada; Konfluent 
Huh7 hücre kültürünün 5 haftalık büyümesinde ilaç metabo-
lize eden genin ve özellikle CYP3A4(CYP3A4 seviyesi için Afla-
toksin B1 ile ölçülmüştür) ifadesinin kademeli olarak arttığını 
gözlemişlerdir (10).
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Çalışmada Huh7 hücrelerinin sağlıklı karaciğer dokusu gibi 
konfluent olmadan önce diferensiyasyonu ifade eden  fonk-
siyonların ekspresyonu fazla iken, konfluent olduktan sonra 
bu fonksiyonların ekspresyonunun azaldığını; transkripsiyon 
faktörleri, metabolik enzimlerin ve albümin gibi karaciğere 
özgü olan genlerin ise daha yüksek seviyede ekspresyonunun 
gerçekleştiğini göstermişlerdir. HepG2 hücrelerinde ise ben-
zer bir değişim gözlemleyememişlerdir (11, 12).
Bu araştırmada ise;  ilk kez HepG2 hücrelerinin üç farklı si-
toplazmik organelinin ve yine hücre iskeletinin en önemli 
filamentlerinden olan aktin filamentlerin hücre yoğunluğu 
ve kültür süreci ile birlikteki değişiminin değerlendirilm-
esi amaçlanmıştır. Bu amaçla hücreler kültür yüzeyinin % 
30’unu, %60’ını ve de %100’ünü kapladıkları aşamalar-
da, yani proliferasyon aşaması boyunca nasıl davrandıkları 
değerlendirilmiştir. Mikroskopik değerlendirme sırasında; ilk 
gözlemler hücrelerde mitokondri ve golgi miktarında azal-
ma, endoplazmik retikulum ve aktin ffilamanları miktarında 
ise artma yönünde olmuştur. Ancak bu sonuçlar istatistiksel 
olarak değerlendirildiğinde; mitokondri ve golgiye spesifik 
işaretlenmede anlamlı bir değişiklik saptanırken, endoplaz-
mik retikulum ve aktin içeriğinde bu değişikliğin anlamlı old-
uğu ispatlanamamıştır. 
SONUÇ
Karaciğer kanserli bir hastadan izole edilen bir hücre dizisi 
olan HepG2 hücrelerinin klasik invitro kültür ortamında; kon-
fluent olmaya başlamaları ile birlikte  mitokondri ve golgi 
içeriklerinde belirgin bir değişiklik ortaya çıkmaktadır. Endo-
plazmik retikulum içeriği ve aktin iskeletinde ise bu dönemde  
anlamlı bir farklılık oluşmamaktadır. “Çoğalma” periyodunda 
ortaya çıkan morfolojik değişiklikler bu çalışmada gösterilm-
iştir.   Yeni yapılacak çalışmalarla kültür sürecinin uzaması 
ve farklılaşma periyodunun başlaması ile beraber hücreler-
in bu özelliklerinin değişiminin ne yönde ilerlediğinin ortaya 
çıkarılması; karaciğer kanser hücrelerinin farklılaşma sürecinin 
patofizyolojik özelliklerinin belirlenmesi açısından önem taşı-
maktadır.
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