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OZET

Kahya, Z. (2010). Rosa damescena’min oksidatif strese karsi antioksidan ve antitoksik
etkilerinin fibroblast hiicre kiiltiiriinde degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Son yillarda yapilan calismalar cesitli giil tiirlerinin, farmokolojik etkilere sahip
oldugunu ortaya cikarmustir. Ulkemizde yetistirilen ve kozmetik sanayinde bir¢ok
kullanim alani olan Rosa damescena turiiniin, fibroblast hiicreleri iizerine antioksidan
etkisi ve sitotoksititesine karsi koyma etkinligi ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, 3T3 ve primer fibroblast hiicre kiiltiirlerinde, Rosa damescena ekstraktinin
antioksidan, antitoksik etkisi ayrica bu etkileri saglayan en uygun konsantrasyonlar
arastirildi. Bu amagla Rosa damescena ekstraktt 2 saat once ve 24 saat Once cesitli
konsantrasyonlar da (2,5-100 pg/ml) inkiibe edildi ve 48 saat LDsy’ye yakin tert-
biitillenmis hidroperoksite maruz birakildi. Ekstraktin kiiltiir sartlarina 24 saat Once
verilmesinin incelenen parametreler agisindan hiicrelerde daha koruyucu oldugu
gosterilmistir. Bu inkiibasyon sartinda tripan mavisi canlilik testi ile degerlendirilen
hiicre oliimiinii %50 baskilayan Rosa damescena’nin ICsy degerleri 3T3 fibroblast
hiicreleri i¢in 9,6 pg/ml, primer fibroblast hiicreleri i¢in ise 6,1 pg/ml olarak
bulunmustur. Rosa damescena ekstraktinin 2,5-40 pg/ml arasindaki konsantrasyonlari,
t-BOOH inkiibasyonu sonucu azalan mitokondri membran potansiyelini ve ATP
diizeylerini, sadece ~-BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol hiicre grubuna gore,
oldukca diizeltmistir. Luminol bagimli kemiliiminesans ve DCFH oksidasyon caligsmasi
icin 3T3 ve primer fibroblast hiicrelerinde reaktif oksijen tiir ve radikal siipiiriicii Rosa
damescena’nin 1Csy degerleri yaklasik olarak sirasiyla 4,2 pg/ml ve 3 pg/ml olarak
bulunmustur. Calismamizin sonucu olarak solvent olarak su ile hazirlanmis Rosa
damescena ekstraktlar1 fibroblast hiicre kiiltiirlerinde, hidroperoksitlerin olusturdugu
oksidatif stres ve sitotoksik etkiyi dar bir konsantrasyon araliginda (2,5-40 pg/ml)
azalttigl, antioksidan ve antisitotoksik bir aktivite gosterdigi soylenebilir. Ayrica reaktif
oksijen tiirlerinin en yogun sekilde meydana geldigi ve etkiledigi mitokondri organelini,
oksidatif hasara kars1 kismen korudugunda sodyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler : Fibroblast hiicre kiiltiirii, Rosa damescena, Oksidatif stres,
Antitoksik, Antioksidan

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3794
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ABSTRACT

Kahya, Z. (2010). Evaluation of antitoxic and antioxidant effects of Rosa damescena for
oxidative stress in cell cultured fibroblasts. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Medical Biology. Master Thesis. Istanbul.

Recent studies show that some species of rose have pharmaceutical properties. Rosa
damescena is widely grown in Turkey and is commonly used in cosmetic industry.
Anti-oxidative and anti-cytotoxic effect of its extract on fibroblasts has never been
reported. In this study, we investigated the presence of anti-oxidative, anti-toxic effects
and also most effective concentrations for these effects in 3T3 and primary fibroblast
cell cultures. The extract between concentrations of 2,5 pg/ml and 100 pg/ml was added
to the fibroblast culture 2 and 24 hours before 48-hour exposition to the fert-buthyl
hydroperoxide (-BOOH) in approximately LDsy concentrations. Regarding parameters
above, the protective effect on cells was higher in those exposed to the extract 24 hours
prior to oxidative agent. Using tripan blue for evaluation of cell death ICsy was 9,6
pug/ml for 3T3 fibroblast and 6,1 pg/ml for primary fibroblasts. These values were the
concentrations of Rosa damescena to supress the death of 50% of all cells.
Concentrations between 2,5-40 pg/ml remarkably recovered low levels of +-BOOH
induced membrane potentials and ATP levels in mitochondria, comparing to the
negative control cells incubated with only #~BOOH. Luminol-dependent
chemiluminesance and DCFH oxidation studies showed that, for the 3T3 and primary
fibroblasts, ICso values of Rosa damescena were 4,2 pg/ml and 3 pg/ml, respectively.
We could conclude that, between short range of concentrations (2,5-40 pg/ml), water-
solved Rosa damescena extracts reduced oxidative stress and cytotoxic effect, and
therefore may have anti-oxidative and anti-cytotoxic activity. We may also conclude
that mitochondria, organelles where reactive oxygen species mostly happen, can be
partially protected by Rosa damescena againts oxidative damage.

Key Words: Fibroblast cell culture, Rosa damescena, Oxidative stress, Antitoksik,
Antioxidant

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Oksijen yasam icin temel ihtiya¢ olmasina ragmen mitokondrilerdeki oksidatif
fosforilasyon gibi normal metabolik olaylarda dahi reaktif oksijen tiirlerine (ROT)
doniisebilmektedir (Steinman 1982; Elnster 1991; Nordberg ve ark. 2001). Endojen
olarak ortaya ¢ikmasinin yan sira, eksojen kaynakli olarak da viicutta artan ROT nin ve
serbest radikallerin inflamasyon, ateroskleroz, iskemi, ila¢ toksisitesi, merkezi sinir
sistemi, bobrek, gastrointestinal sistem hastaliklari, yaslanma gibi pek ¢ok fizyolojik ve
patolojik olayda yer aldig bilinmektedir (Carroll 1987; Cros ve ark. 1987; Southorn
1988; Pitkanen ve ark. 1992; Cavdar ve ark. 1997; Klaunig ve Kamendulis 2004; Altan
ve ark. 2006). Eksojen kaynakli ROT olusturan etkenlere endiistride kullanilan cesitli
bilesikler ve giines 15181 6rnek verilebilir (Sies 1991; Agrawal ve Kale 2001; Berkoz ve
Yalin 2009). Bu reaktif oksijen tiirler, hiicrenin bilesenlerini olusturan DNA, protein,
karbonhidrat, lipid icerikleriyle kolayca reaksiyona girerek normal hiicre
fonksiyonlarin1 bozabilirler (Halliwell 1991; Kelly ve ark. 1998; Agrawell ve Kale
2001).

Derinin bag dokusunda oldukc¢a fazla miktarda bulunan hiicreler olan
fibroblastlar, ECM proteinlerinin bircogunun yapimindan sorumlu olup, doku ve
organlarin biiyilk boliimiinde bulunur. Bu hiicreler doku hemostazi ve yara
iyilesmesinde Onemli gorevlere sahiptirler (McAnulty ve ark. 2006). Fibroblastlar,
giines 1sinlariin tasidig UV ile olusan oksidatif hasardan etkilenmektedir (McAnulty
ve ark. 1991).

Oksidatif strese bagli hasarin ¢ok sayida hastalik patolojisinden sorumlu
oldugunun ortaya c¢ikmasi, oksidatif hasar1 onlemek icin dogal antioksidanlari iceren
bitkilere olan ilgiyi arttirmistir. Antioksidanlar ila¢c olarak kullamildigi gibi cesitli
kozmetik iirtinlerin igerisinde de bulunur. Kulanilan antioksidanlarin biiyiik bir boliimii,
etkinligi gosterilmis N-asetil sistein, E vitamini ve askorbik asit gibi bilesiklerdir (Eris
ve ark. 2009). Bunlarin yani sira bazi bitkisel kaynaklardan elde edilen antioksidan
etkinligi bildirilmis bitkisel ekstraktlar da kullanilabilmektedir (Galati ve ark. 2006;
Hevesi ve ark. 2009; Long ve ark. 2009). Bitkisel ekstraktlar giiniimiizde endiistride

yaygin bir kullanim alan1 olusturmaya baslamistir.



Gittik¢ce yayginlasan bitkisel iiriinlerin kullanimi, internette yer alan bazi ticari
sitelerde; “zararli olmaz, yalnizca tedavi eder, sentetikten daha iyidir” gibi basliklarla
tesvik edilmektedir. Bu acgiklamalarinda etkisi ile genel olarak toplumda, dogal
bitkilerden elde edilen {iiriinlerin giivenilir olduguna inanilmakta ve farkli sorunlarin
tedavisi icin bu iiriinlerden yararlanilmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalarda bu {iiriinlerin
herzaman zararsiz olmadig1 bulunmustur. Ornegin; bitkisel iiriinlerin fazla tiiketilmesi
interstisiyel nefrite yol acarak, son donem bobrek yetmezsizligi gelisimine neden

olabilmektedir (Cavdar ve ark. 1997).

Ulkemizde ve bazi cevre iilkelerde yetistirilen Rosaceae ailesinden olan Rosa
damescena bitkisinin yagi, suyu ve ekstraktlart ¢cok eskilerden beri koku ve giizellik
basta olmak tizere bir¢ok amagla kullamlmistir (Maleev ve ark. 1972; Wood ve Bache
1839; Huang ve ark. 2009). Son yillarda yapilan calismalar cesitli giil tiirlerinin,
antibakteriyel, spazm coziicii ve yaslanma karsit1 etkilerinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir
(Libster 2002; Basim ve Basim 2003; Ozkan ve ark. 2004; Boskabady ve ark. 2006).
Ozellikle Uzakdogu kaynakli ¢calismalarda farkl: giil tiirlerinin antikanserojen etkilerinin
yani sira antioksidan etkileri de oldugu gosterilmistir (Ng ve ark. 2005; Nagai ve ark.
2007; Awale ve ark. 2009). iki calismada da Rosa damescena tiiriiniin de antioksidan
etkinligi olduguna dair bulgular bulunmaktadir (Ozkan ve ark. 2004; Kumar ve ark.
2005).

Ulkemizde ekonomik acidan bir¢ok kullanim alani olan bu tiiriin antioksidan etkisi
ve hiicre sitotoksitesine karsi koyma etkinligi ile ilgili yeterli diizeyde c¢alisma
bulunmamaktadir. Bitkisel iiriinlerin tibbi amag¢h kullannminda 6nemli katkilar1 olan
bilimsel veriler, ayn1 zamanda bu tiir iirlinlerin tiikketimini de yonlendirebilmektedir.
Ulkemizde yetistirilen bu tiiriin ©nemli miktarinin yurtdisindaki kozmetik firmalar
tarafindan alindig1 hesaba katildiginda, konuyla ilgili caligmalardan elde edilecek
bulgularin, bu iiriiniin tanitimina katkida bulunabilecegini beklemekteyiz.

Bu bilgilerin 1s181inda, calismamizda in vitro olarak 3T3 ve primer fibroblast
hiicrelerinde oksidatif stres olusturulmadan 2 saat ve 24 saat Once c¢esitli
konsantrasyonlarda Rosa damescena ekstrakti uygulanarak, ekstraktimizin antioksidan

ozelligi, antisitotik etkisi ve etkili konsantrasyonlar1 arastirildi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Rosa damescena

Yag giilii (Rosa damascena Mill.), bitkiler aleminin Spermatophyta (tohumlu
bitkiler) boliimiiniin, Angiospermae (kapali tohumlular) alt boliimiinden, Rosales
takimi, Rosaceae (giilgiller) familyasi, Rosa cinsindendir. Diinyada yaklasik 1.350 Rosa
(gtl) tiirt tammlanmustir. Tiirkiye florasinda 24 giil tiirii kayith olmasina ragmen giil
yag1 elde etmek amaciyla kullanilan tiir, kiiltiirii yapilan Rosa damascena Mill'dir. Cok
yillik dikenli ¢ali ya da tirmanici bitki tiiriiniin ortak adidir. Rosa damascena bitkileri,

1,5 - 3 m arasinda boylanmaktadir (Sekil 2-1).

Damask rose ‘’Rosa damescena’’ aynm1 zamanda Sam giili, Isparta giilii ve yag
giilii olarakda adlandirilmaktadir. Sistematikte Rosa gallica var. damascena Voss., Rosa
calendarum Borkh gibi bazi sinonimleri de bulunmaktadir (Sekil 2-2). Genellikle giizel
kokulu giil olarak bilinir. Rosa damescena, Rosa gallica olarak adlandirilan kirmizi
giilden sonra en iyi bilinen ve en iyi taninan giil tiiriidiir. Damask rose; Rosa gallica ile
Rose phoenicia veya Rosa moschata’nin melezidir. Ik melez ¢igek birkag milyon yil
once Anadolu’da yetismistir. Bu bitkinin cicekleri genis, gosterisli, katmerli, pembe,
yogun kokuludur. Rosa damescena’nin toplam c¢iceklenme periodu yilin nisan ve mayis

aylar1 boyunca sadece 25-30 giin civarindadir (Altintag 2009).

Sekil 2-1: Rosa damescena Mill.



Rosa damescena yaygin olarak giil ekstrakti ve giil yagi kaynagi olarak kullanilir
Rosa damescena’da Rosa gallica, Rosa centifolia, Rosa alba ve Rosa rugosa gibi diger
Rosa tiirlerindeki benzer kimyasal bilesenler tanimlanmustir ve terOpatik amacla
kullanilmaktadirlar (Rangaha 2001, Nagai ve ark. 2007). Rosa tiirlerinde bulunan
bilesiklerin biiyiikk bir kismu polifenoller ve geraniol, sitronellol, nerol gibi giil
alkolleridir (Jafari 2008). Rosa damescena absolu halinde feniletil alkol, alfa tokoferol,

beta tokoferol ve beta karoten bulunmaktadir (Ulusoy 2009).

Rosa damescena karboksilik asit (Buckle 1997), bitkisel esanslarin ve
recinelerin baslica bileseni olan karbonhidrat yapidaki terpen, mirisin ve vitamin C
icermektedir (Libster 2002). Mirisin maddesinin astrenjan etkisi vardir. Astrenjan etki
ile, deriye ait yaralanmalarda, s6z konusu bolgede proteinlerin ¢okmesini saglayarak

doku biiziicii ve kalinlastirict etki gosterir.

Sekil 2-2: Rosa damescena Mill.

Giil yaginda {i¢yiizden fazla bilesik bulunmasina ragmen, ayirt edici kokusunu
veren, giil ketonlar: ailesinin B-damescenone, B-demescone ve B-ionone iiyeleridir. Bu
bilesiklerin giil yaginda bulunma orani ise %1’den daha azdir ve karotenoid

parcalanmasi sonucu olugmaktadirlar (Huang ve ark. 2009).



2.2. Rosa Cinsinin Ulkemizdeki ve Diinyadaki Yeri

Yag giilii olarak da bilinen Rosa damescena Mill. yetistiriciligi Tiurkiye’de ilk
defa 1890’11 yillarda yapilmaya baslanmistir. Ayni yillarda Isparta’da yag giilii tarim
gelistirilmistir. Yurdumuzda yag giilii tiretiminin %82’si Isparta’da, %8’i Burdur,
Afyon ve Denizli’de gerceklestirilmektedir. Diinyada ¢ok az iilkede yapilan giil tarimi,
son yillarda giil yaginin 6zellikle parfiim, kozmetik, gida ve ila¢ sanayi dallarinda ¢ok
genis kullanim alanma sahip olmasiyla biiyilk 6nem kazanmistir. Ayrica giizel
goriinimii ve kokusu i¢in de diinyanin bir cok yerinde siis bitkisi amach
yetistirilmektedir. Diinyada yag giili iiretiminde iilkemiz Onde gelmektedir, bunu
Bulgaristan, Fas, Meksika ve Iran izlemektedir. Bu iilkelerin disinda Hindistan, Giiney
Afrika, Suidi Arabistan ve Misir’da da giil iretimi yapilmaktadir.

Yurdumuzda iiretilen giilyagi, konkreti (kati giil yagi) ve absolunun ihrag
edilmesi, bu iirliniin {ilke ekonomisinde ©Onemli bir doviz kaynagi oldugunu
gostermektedir. Distilasyon ile ¢iceklerinden % 0,045 oraninda esans yagi elde edilir.
Giil yag1 diinyada ki en pahali esans yaglardan biridir (Baydar ve Baydar 2005). Ayrica
yag giilii ciceklerinden elde edilen giilyag1 kalite bakimindan {iistiin 6zelliklere sahip
olusu nedeniyle diinya piyasasinda ilgi gormekte ve ¢ Tiirk giilyagl’’ olarak
bilinmektedir. Ulkemizde giilyagi, konkret ve giilsuyu iiretiminin biiyiik bir kism
Isparta’da Giilbirlik “Isparta Giil, Giilyagt ve Yaglh Tohumlar Tarim Satis
Kooperatifleri Birligi’’ tarafindan gerceklestirilmektedir. Bunun disinda ¢ok az olarak
da 0zel firmalar ve sahislar tarafindan da iiretimi yapilmaktadir (Zeki ve ark. 1995).
Isparta’da 2758 hektarlik alandan yillik 9940 ton kadar giil ¢igcegi toplanmakta ve 5'1
Giilbirlik olmak iizere toplam 14 ucucu yag fabrikasinda islenerek ince giil yagi, kati
giil yag1 (konkret), giil suyu, absolu gibi iiriinlere doniistiiriillmektedir (Agaoglu 2000).
Tirkiye, yillik 2-2,5 ton ince giil yagi ve 4,5-5 ton kat1 giil yag iiretimi ile diinyada
sirastyla % 50 ve % 40'lik bir pay almaktadir.



2.3. Rosa Cinsinin Tedavideki Yeri

Rosa damescena’nin giizel kokusundan dolayr rahatlatici etkisi bilinmektedir.
Diinyanin bir ¢cok bolgesinde geleneksel olarak depresyon, kaygi, endise ve stresle ilgili
durumlarda tedavi icin giil yag kullanilmaktadir (Boskabady ve ark. 2006). Insanlarda
depresyon ve stres sikintisini hafiflettigi gosterilmistir (Hongratanaworakit 2009).
Ayrica gill suyu halk arasinda giizel koku o6zelliginden dolayr kullanildigr gibi
sakinlestirici etkisi ve cilt bakimi i¢inde kullanilmaktadir.

Rosa damescena’nmin esansiyel yaginin agri kesici, uyutucu, kas gevsetici ve anti-
inflamasyon etkisi bilinmektedir (Libster 2002; Maleev ve ark. 1972).

Rosa damescena’nin giizel kokusunun etkisinden bagka cicekleri, ta¢ yapraklari,
tohumlar1 ve canak kismi tibbi amagl kullanilmaktadir. Eski tip kitaplarinda bu bitkinin
kozmetik kullaniminin yami sira kalbi kuvvetlendirdigi, karin agrisi, gogiis agrist,
(Wood ve Bache 1839), menstrual kanamalar1 ve sindirim sistemi rahatsizliklarim
tedavi ettigi ifade edilmektedir (AveSina 1990).

Kuzey Amerika kizilderili kabilesinde Rosa damescena bitkisinin kokleri
kaynatilip siiziilerek elde edilen sivi, cocuklarin oksiiriigiinii yatistirmak icin, oksiiriik
ilac1 olarak kullaniliyordu (Libster 2002). Son zamanlardaki ¢alismalar ile bu bitkinin
oksiirtik kesici ve agr kesici etkisi kanitlanmistir (Hosseini ve ark. 2003; Shafei ve ark.
2003). Ayrica bu bitkinin anti-HIV, antibakterial ve antioksidan etkisinin oldugu
bulunmustur (Mahmood ve ark. 1996; Basim ve Basim 2003; Ozkan ve ark. 2004).

Giiniimiizde dogal antioksidanlar iceren tibbi bitkilere, antioksidanlarin oksidatif
hasar1 engelleme 6zelligi oldugu bilindiginden dolay: ilgi artmaktadir. Cinlilerin tibbi
bitkilerinden biri olan Rosa rugosa yapraklart geleneksel tedavide uzun siiredir
kullanilmaktadir. Bu bitki pek cok ila¢g kitabinda tanimlanmistir ve tedavi edici
ozelliklere sahip oldugu kanitlanmistir (Ng ve ark. 2005).

Giil tiirlerinden biri olan Rosa rugosa ekstraktinin igcerdigi bazi polifenollerin,
reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi
bilinmektedir. CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerinin aktivasyonlarin1i ve gen
ekspresyonlarinmi arttirdiklart tespit edilmistir (Cho ve ark. 2003a; Cho ve ark. 2003b).
Lipid peroksidasyon diizeyinin diismesi, giil ekstraksiyonunun yaslanma Kkarsiti

mekanizmasini gosteren bir sonugtur (Ng ve ark.2005).



2.4. Oksijen ve Oksijenin Toksik Etkisi

Aerobik canlilarin temel yasam kaynagi olan oksijen, sekiz (8) atoma sahiptir ve
dogada dioksijen (O,) olarak bulunan, kararsiz bir elementtir. Bu kararsiz konumu,
enerji diizeylerinde bulunan elektronlarin yapisi ile ilgilidir. Molekiiler oksijen dis
orbitallerinde paylasilmamis iki elektron igerir. Bu elektronlar, farkli orbitallerde ve
doniisleri ayn1 yonde iken minimum enerji seviyesinde bulunurlar. Oksijenin, tepkimeye
girebilmesi i¢in, tepkimeye girecegi molekiiliin de benzer yapida yani farkli orbitallerde
ve doniisleri ayn1 yonde elektronlara sahip olmasi gerekir. Fakat atom ve molekiiller,
basta organik molekiiller olmak iizere, orbitallerinde elektronlarin1 antiparalel ve
eslesmis olarak bulundururlar veya paylasilmamis elektronlar1 kovalent baglara katilmig
olarak bulundururlar. Bundan dolayi, oksijenin diger molekiillere olan reaktivitesi
(tepkiselligi) son derece kisitlanmistir. Bu kisitlamaya “spin (doniis) kisitlamasi™ denir.
Canlilarin oksijeni kullanabilmesi ic¢in, doniis kisitlamasini agsmalar1 gerekir (Aust ve

ark. 1985).

Doniis kisitlamasi nasil asihir
1. Oksijene elektron transferi ile; Proteinlere bagli metal iyonlar1 araciligiyla
oksijene bir veya iki elektron aktarimi katalizlenebilir. Oksijene tek elektron transferi
sonucu siiperoksit radikali (O;) olusur. Doniis kisitlamas: kalktigr igin siiperoksit,

oksijene gore daha reaktiftir. iki elektron transferi ile de peroksi anyonu olusur.

Elektron aktarim islemi icin canlilar gegis elementleri olan bazi metal
iyonlarindan yararlanirlar. Gegis elementlerinden Fe, Cu, Zn, Mn, Co ve Mo viicudun
gereksinim duydugu baslica eser elementlerdendir. Bu elementler dis orbitallerinde bir
veya daha fazla sayida paylasilmamis elektron icerirler. Canlilarda oksijeni kullanan
enzimler ya da oksijenle etkilesime giren proteinler, bu elementlerden en az bir tanesini

icermek zorundadirlar (Aust ve ark. 1985).

2. Enerji absorbsiyonu ile; Bu mekanizma ile oksijenin iki uyarilmis formu
olusur. Singled oksijen diye adlandirilan oksijenin bu formlarinda, dis orbitalde bulunan
paylasilmamis elektronlardan birisinin doniisii degismistir. Zit doniislii elektronlar ayni

orbitalde (delta formu) veya ayr ayri orbitallerde (sigma formu) bulunabilirler.



Canlilar icin vazgecilmez bir element olan oksijen; hidrojen, karbon, nitrojen ve
kiikiirt ile birlikte organik molekiillerin, temel yapisal atomlarimi olusturur. Ayrica
oksijen, aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle, hayati bir oneme

sahiptir.

Bilinen biitiin canli tiirleri, organik molekiillerin i¢indeki sekli ile oksijene
ihtiyac duysalar da serbest durumdaki molekiiler oksijen her canli tiirii icin ayni anlami
ifade etmez. Aerobik canlilar yasamlar1 i¢cin mutlaka molekiiler oksijene gereksinim
duyarken, anaerobik canlilar biiylime ve cogalmalar i¢in oksijene bagimli degillerdir.
Anaerobik canlilarda oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijen kaynakli bazi reaktif
tiirlerin, biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu reaktif tiirlere karsi anaerobik
canlilarda savunma sisteminin bulunmamasidir. Oksijen anaerobik tiirlerin yan sira,

yasamlar1 icin mutlaka molekiiler oksijene bagimli olan canlilarda da toksik etkilidir.
Oksijenin toksik etkileri baglica iki tiir mekanizma ile gerceklesir.

Ik kez 1954 yilinda, oksijenin biyolojik sistemlerde goriilen toksik etkilerinin,
oksijenin bazi reaktif tiirlerinden kaynaklanabilecegi One siiriilmiistiir. Giiniimiizde,
oksijenin canlilardaki toksik etkisinin “oksijen radikalleri” olarak adlandirilan ve
oksijenin viicuttaki metabolizmas1 sirasinda olusan reaktif tiirlerden kaynaklandig:

bilinmektedir.

Aerobik canlilarda gozlenen oksijen toksisitesinin baska bir acgiklamasi,
molekiiler oksijenin bazi enzimleri inhibe ettigi seklindedir. Ornegin, nitrojen
fiksasyonunu katalizleyen nitrojenaz enzimleri ve CO, fiksasyonunu katalizleyen
ribiiloz bifosfat karboksilaz, oksijen tarafindan kompetetif (yarigmali) olarak inhibe
edilirler. Oksijen, glutamat dekarboksilaz enzimini inhibe ederek beyinde GABA
(gama-aminobiitirik asit adl1 a.a.) diizeyini diisiirmektedir. Oksijenin enzim inhibisyonu

etkisi sinirli ve ¢ok zayiftir (Uysal 1998).



2.5. Radikal Kavrami ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Atomlar, proton ve notronlardan olusan pozitif yiiklii bir ¢ekirdek ile ¢ekirdegin
etrafinda hareket eden, partikiil ve dalga Ozelligine sahip negatif yiiklii elektronlardan
olusur. Cekirdek etrafindaki yerleri tam olarak tarif edilemeyen elektronlarin, bulunma
olasiliginin en yiiksek oldugu yer orbital olarak adlandirilir. Elektronlar belirli enerji
diizeylerinde, birbirlerine zit hareketli c¢iftler halinde bulunma egilimiyle,
cekirdeklerinin etrafinda donerler. En dis yoriingede bulunan elektron ciftinin dengesi,
yoriingeye bir elektron girmesi veya cikmasit ile bozulursa, hareketin dengesini bozan
bu tek elektron, ortama yada molekiile yiiksek bir aktiflik kazandirir. En dis yoriingede
eslesmemis bir elektronu bulunan molekiil gruplarina radikal adi verilir. Molekiiliin
kimyasal simgesinin, sag iist kosesine konulan nokta veya ¢izgi ile ifade edilir (R veya
R ) Radikaller negatif yiiklii, pozitif yiiklii veya yiiksiiz olarak bulunabilirler (Halliwell
ve Gutteridge 1984; Southorn ve Powis 1988). Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal
tepkime daima atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar seviyesinde gerceklesir. Dis
orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi s6z konusu kimyasal tiiriin reaktivitesini
olaganiistii arttirdig1 icin, radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek olan kimyasal tiirlerdir

(Cheeseman ve Slater, 1993).

2.6. Radikaller Nasil Olusur

Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur:

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile; Yiiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik (500-600 °C) kimyasal baglarin kirilmasina neden olur.
Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayri ayr1 atomlar iizerinde
kaliyorsa, bu tiir kirtlmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom iizerinde de

paylasilmamis elektron kalir.

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile; Radikal 6zelligi bulunmayan
bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa
radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller (E vitamini) gibi
hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken,

kendilerinin radikal formu olusur.

3. Normal bir molekiile elektron transferi ile; Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron olusuyorsa bu

tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek
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elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksidin olusumuna neden olur.
Siiperoksit radikalinin yapimindaki artis da, oksijenin diger radikal tiirlerinin ve diger

atom merkezli radikallerin olusumu i¢in tetik fonksiyonu goriir (Akkus 1995).

Olusan radikaller eslesmemis bir elektrona sahip olduklar i¢in ¢ok kararsizdirlar
ve hizla ortamdan kaybolurlar. Radikaller ortamdan kaybolurken sahip olduklar tek
elektronu ya bir baska molekiile vererek (oksidasyon olusturarak) yada bagka bir
molekiilden elektron alarak (rediiksiyon olusturarak), elektronlart cift olarak
bulundurma egilimine yonelirler. Bu egilim sonucunda etkiledikleri nonradikal
durumdaki yapi, radikal yapiya doniisiir. Bu Ozellikleri nedeni ile reaktif oksijen
molekiilleri, radikaller ve radikal olmayanlar olarak iki grupta incelenebilir (Tablo 2-1)

(Halliwell ve Gutteridge 1984; Halliwell 1991).

Tablo 2-1: Radikal ézellikli olan ve radikal olmayan reaktif oksijen partikiilleri

LRadikaller grlj:;:j;r

Siiperoksit radikal |0, Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil radikal OH’ Lipid hidroperoksit |LOOH
Peroksil radikal ROO’ Singlet oksijen 0,
Alkoksil radikal RO’ Ozon 03
Semikinon radikal |HQ' Azot dioksit N,0;

2.7. Canhlarda Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklar: ve Oksidatif Stres

Icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle devamli bir radikal olusumu vardir. Hiicrelerdeki metabolik olaylar sirasinda
farkli1 tiir ve miktarlarda radikaller olusmaktadir. Hiicrelerde olusabilen oksijen

radikalleri ile oksijen iceren reaktif tiirlerin 6nemli olanlar1 Tablo 2-2’de goriilmektedir.
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Tablo 2-2: Oksijen ve nitrik oksitten olusan bashca reaktif tiirler

Tiir ada Tiir ada
. .. Hidroperoksil
Singlet oksijen |O, cadikali HO,
Siiperoksit 0, Nitrik oksit NO’
Hidroj
tarojen H,0, Azot dioksit | NO,
peroksit
Hidroksil
H Nitril k NO,*
cadikali O itril katyonu 0,
. Peroksinite _
Peroksil radikali [ROO eroxsimtrit = Noo
anyonu
) . Peroksinitrit .
Hidroperoksit |ROOOH o ONOO
radikali
Alkoksik . ) C .
.O S.l RO Diazot trioksit | N,O;
radikali

Oksijen radikalleri dis kaynakli (ekzojen) ve i¢ kaynakli (endojen) olarak
olugmaktadir.

Endojen olarak serbest radikal iiretim kaynaklarina; mitokondriyal elektron
tasima sistemi reaksiyonlari, oksijenaz enzimlerinin reaksiyonlari, antimikrobiyal
aktivite sirasinda olusan solunum patlamasi, fagositer sistemin elemanlar1 olan notrofil,
monosit, makrofaj ve eozinofillerin yaptiklar1 fagositoz sonucu, otooksidasyon
reaksiyonlart gibi normal metabolik olaylar sirasinda ara iiriin olarak olusan serbest
radikaller 6rnek verilebilir (Sies, 1991; Cheeseman ve Slater, 1993). Ayrica hiicre
icinde gergeklesen kiiciik molekiillerin (katekolamin, flavinler) oksidasyonunda, ksantin
oksidaz gibi ¢6ziinebilir enzim ve proteinler, peroksizomlar, endoplazmik retikulum ve
niikleer membran elektron tasima sistemi ile de serbest radikaller olusur (Berkoz ve
Yalin 2009).

Eksojen kaynakli serbest radikal iiretim kaynaklarina; radyoaktivite, ultrason ve
ksenobiyotikler (yabanci kimyasallar) (Sies 1991; Agrawal ve Kale 2001; Kurt 2008),
bir takim kemoterapdtiklerin ve antibiyotiklerin kullanimi, iyonize ve non-iyonize
radyasyona maruz kalma, sicak ve soguga maruziyet, travma, sigara kullanimi,
fizyolojik yaslanma, hava kirliligi, cesitli ¢oziiciiler, anestezi uygulamalar1 ve aromatik

hidrokarbon iceren yiyeceklerin tiiketilmesi, herbisit ve pestisitler, petrokimya iiriinleri,
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giines 1sinlar1, X-1s1nlar1 gibi etkenler ornek verilebilir (Giines 2006; Berkoz ve Yalin
2009).

Bu radikaller belirli seviyenin iizerine ¢iktigi zaman canli icin ciddi tehlikeler
olusturmaktadir. Ancak tamamen istenmeyen yapilar degildirler ve bazi siireclerde
bunlarin varlig1 gerekmektedir.

Viicudumuzda olusabilen radikallerin sayis1 yiizlerce farkl tiir seklinde ifade
edilebilirse de, bu radikaller arasinda siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve
hidroksil radikalinin 6zel yerleri vardir (Kenneth ve Bruce 1998). Hatta bu radikaller
icinde siiperoksit ve nitrik oksit temel radikaller sayilabilir. Ciinkii siiperoksit ve nitrik
oksit enzimatik mekanizmalarla, devamli olarak ve Onemli miktarlarda {retilen
radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde tanidigimiz diger biitiin onemli
radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin olusumunu baslatabilecek
ozelliktedirler. Normal biyokimyasal tepkimeler sirasinda olusan oksijen radikalleri ile
cesitli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek {izere iiretilen nitrik oksidin derisimleri
genellikle c¢ok diisiiktiir. Diisiik derisimdeki reaktif tiirler, hiicrelerin antioksidan
sistemleri tarafindan inaktive edildiklerinden 6nemli toksik etkilere neden olmazlar.
Ancak bu radikallerin yapimlar cesitli patolojik durumlarda artabilir, cogunlukla da her
iki radikal bilesik grubunun olusumu birbiri ile paralel seyreder. Ornegin inflamasyon
durumlarinda aktive olan l6kositler aym1 anda hem oksijen radikallerini hem de nitrik
oksidi yiiksek derisimlerde sentezlerler. Nitrik oksit, oksijen radikalleri ile tepkimeye
girerek veya oksijenli ortamlarda oksitlenerek, kendisinden cok daha reaktif tiirlerin
olusumuna neden olur. Oksijen radikallerinin fazla yapiminin neden oldugu etkilerin
toplam1 “oksidatif stres* diye adlandirilir. Oksidan stresi, nitrik oksidin reaktif
tirlerinden kaynaklanan toksik etkilerden ayirmak miimkiin olmadigindan, “nitrozatif
stres”’den ayirmak imkansizdir. Bu bakimdan, oksidatif hasar, siiperoksitten
kaynaklanan radikaller ile nitrik oksidin reaktif tiirlerinin neden oldugu hasarlarin bir
toplamidir (Liev ve ark. 1990).

Serbest radikaller kontrolsiiz bir davranmis gosterirse hiicrede hasarlara neden
olur. Bilim adamlar1 1954’lerden beri serbest radikallerin yaslanma ve dejeneratif

hastaliklara neden oldugunu bilmektedirler (Halliwell 1992; Giines 2006).
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2.8. Baz1 Reaktif Oksijen Tiirleri

2.8.1. Siiperoksit (Oy")
Siiperoksit radikali (0,7) oksijen molekiiliine bir fazla elektronun eklenmesi
sonucu olusan bir reaktif oksijen metabolitidir. Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal

olan siiperoksit, baglica su mekanizmalarla tiretilmektedir:

Indirgeyici ozellikteki biyomolekiiller, oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken, siiperoksit radikalini olustururlar. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi yiizlerce biyolojik
molekiil, aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar. Basta cesitli
dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak lizere, yiizlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda
siiperoksit radikali bir iiriin olarak olusabilir. Mitokondrideki enerji metabolizmasi
sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen oksijenin % 1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile
sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi
elektron tasiyicilardan oksijene elektron kacaginin olmasidir. Sitokrom oksidaz, Fe: Cu:
Zn: Mg atomlarin1 2:2:1:1 oraninda i¢eren bir protein olup, siiperoksit dismutaz, katalaz
ve peroksidaz aktivitelerine sahiptir. Bu sayede, sitokrom oksidaz iizerinde siiperoksit
veya hidrojen peroksit olussa bile, icerdigi enzimatik aktivite sayesinde hizla ortamdan
temizlenir. Aktive edilen fagositik 16kositler bol miktarda siiperoksit iireterek fagozom
icine ve bulunduklar1 ortama verirler. Antibakteriyel etki icin gerekli olan bu radikal
yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baslatir. Yani radikal yapimi bazi hiicresel

fonksiyonlar i¢in gerekli de olabilir (Steinman 1982).

Hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit, oksitleyici veya indirgeyici olarak
davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom c’ye veya bir radikale verirse
tekrar oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan siiperoksit bir elektron daha

alirsa peroksi anyonuna indirgenir.

O,+e- O, (siiperoksit radikali)

2H+

(0 JyuF Y pENENEENENY § SN H,0; (Ozelgi Kavas 1994).

Bu tepkime biyolojik molekiillerin oksidasyonuna neden oldugundan tercih edilmez.

(Chance ve ark. 1979).
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Aerobik canlilarda siiperoksit radikalinin (0,”) ortadan kaldirilmasi, siiperoksit
dismutaz enziminin (SOD) katalize etti§i dismutasyon reaksiyonu ile gerceklesir.
Dismutasyon reaksiyonu sirasinda, bir siiperoksit radikali oksijene yiikseltgenirken bir
baska siiperoksit radikali ise hidrojen peroksite (H,0,) indirgenir (Ozel¢ci Kavas 1994).

SOD
0202 +2HY H,0; + O, (Dismutasyon Reaksiyonu)

Siiperoksit, 6zellikle hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden dismutasyonla
da H;O;’e cevrilebilir. Yani dismutasyonun hizi, asidik pH degerlerinde hizlanir
(Vander ve ark. 1985; Cros ve ark. 1987). SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi
nedeniyle hiicrelerde siiperoksit birikimine izin verilmez. Ancak c¢esitli patolojik
durumlarda siiperoksit yapiminin artmasiyla siiperokside 0zgii tepkimeler goriilmeye
baglar. Siiperoksit metal iyonlarim indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden salinimina
neden olur. Kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar ve metal iyonlarinin katildigi

hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir.

Siiperoksit, hiicre zarlarimin hidrofobik ortamlarinda daha uzun Omiirli ve
coOziiniirligli daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha
asidiktir ve siiperoksit burada daha kolay bir proton alarak hidroperoksit radikalini
(HO;) olusturur. Bu radikal de c¢ok reaktif olup, hiicre zarlarinda lipid

peroksidasyonunu baslatabilir ve antioksidanlar1 oksitleyebilir.

2.8.2. Hidrojen Peroksit (H>O,)
Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
stiperoksitlerin enzimatik ve non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusan

endojen kaynakli bir molekiildiir.
20, +2¢ +2H" »—»—>—>—— H,0,

Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi tasimaz, reaktif bir
tir degildir. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, Fe, Cu
gibi metal iyonlarmmin varliginda yani enzimatik olmayan reaksiyonlar ile hidroksil
radikalinin Onciilii olarak davranmasidir (Elstner 1991). Hidrojen peroksit 6zellikle
proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon

diizeyindeki ferril [Fe (IV)] ve perferril [Fe(V)] gibi reaktif demir formlarimi olusturur.
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Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 0zelligi nedeniyle,
biyolojik sistemlerde olusan H>O, nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu
gorevi hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri
yerine getirir ve hidrojen peroksiti O, ve H,O’ya parcalar (Chance ve ark. 1979).
Hidrojen peroksit ise, kendi basina hiicreler iizerinde toksik etkilere sahiptir,
clinkii hidrojen peroksit hiicrelerle inkiibe edildiginde DNA harabiyeti, biyolojik zarlari
kolayca gecebilme, membran yikimi ve hiicre icinde kalsiyuma bagimli proteaz ve
niikleazlarin aktivasyonuna yol agan kalsiyum iyon salinimina neden olur (Halliwell ve
Aruoma 1991). Bu harabiyetin bir kismi hidrojen peroksit ile siiperoksit radikali
arasinda demir yada bakir iyonlar1 varhiginda gelisen bir reaksiyon sonucu agiga
cikabilir. S6z konusu reaksiyonun {iiriinlerinden biri ise oldukca yiiksek reaktiviteye

sahip radikallerden hidroksil radikalidir (OH").

Fe ya da Cu iyonlan
02. + H,O, OH + OH + 0,

Gerek hidrojen peroksitin ortadan kaldirilmasinda gerekse hidroksil radikali
olusumunun indirekt olarak onlenmesinde katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri rol

oynar (Chance ve ark.1979).

2.8.3. Hidroksil Radikali (OH")
Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilen hidroksil radikali (OH") canlilarda iki

mekanizma ile olusabilir.

1.) Iyonlastiric1 radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin

iyonlagmasi gergeklesir.
2H,0 »———— H,0" + ¢ + H,O*

Uyarilmis su molekiilii (H,O*) homolitik yikim ile; HyO" ise bir su molekiilii ile
tepkimeye girerek hidroksil radikali olustururlar. Bu tepkimeler cok kisa siirede
gerceklesir ve tretilen OH', radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baslica

kimyasal tiirdiir.

2.) Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile OH yapimi; Viicutta bu radikalin

en onemli kaynagidir. H,O, nin iki elektron ile indirgenmesi ile su olusurken, tek
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elektron ile indirgenmesi ‘OH yapimina neden olur. Bu tiir indirgenme Fe, Cu gibi
metal iyonlar1 tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, siiperoksit gibi indirgeyici
bilesiklerin de bulundugu ortamda oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden

H,0,’den OH" yapimu siirekli bir duruma gelir.

Haber-Weiss Reaksiyonu :
0, + H,0 —Fe" -0, + OH ™~ + OH -

Fenton Reaksiyonu :

Fe ? + H,0, > Fe ® +OH ™ + OH -

Haber-Weiss tepkimesi ya da fenton tepkimesi olarak adlandirilan bu tepkime
ile OH" olusacag: viicutta iiretilen H,O, derisimi ve serbest metal iyonunun varligina
baghdir. Siiperoksit hem H,0;’in Onciili hem de metalleri indirgeyici bir tiir
oldugundan; siiperoksit proteinlere bagli metallerin indirgenip serbest kalmasina da
neden olabildiginden, biyolojik kosullarda siiperoksit olusumunun arttig1 ortamda "OH
tiretimi kaginilmazdir. Fenton tepkimesini katalizleyen en aktif metal iyonlar1 demir ve
bakirdir. Demir; metabolizmasinin her asamasinda mutlaka ya bir proteine bagh
durumda ya da kiicik organik molekiillerle (sitrat, ADP, ATP gibi) kompleks
olusturmus formda bulunur. Metal iyonlarinin proteinlere baglh formda tutulmalari, "OH
yapimini Onlemenin en kuvvetli yoludur. Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir
olan OH", su dahil ortamda rastladigi her biyomolekiille tepkimeye girer. Bu nedenle

107 saniyeden daha kisa bir 6mre sahiptir (Kenneth ve Bruce 1998).

Her tiir biyolojik molekiill OH"’in bir hedefi ise de ozellikle elektronca zengin
bilesikler tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidlerde baslatilan radikalik
tepkimelerde binlerce farkli ara iiriinler olusabilir. DNA ile tepkimesi sonucu baz
modifikasyonlari, baz delesyonlar1, zincir kirilmalar1 gerceklesebilir. Ileri derecedeki

DNA hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre 6liimiine neden olur .

Proteinler iizerinde olusan oksidasyonlar yapi degisimine neden olacagindan
proteinleri proteolitik yikima gotiiriir. Hiicre zar1 su icermediginden ‘OH’in baslica
hedefi yag asididir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve

gecirgenligini artirip yine hiicre 6liimiine neden olabilir. Hidroksil radikali ile olusan en
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iyi tamimlanmis biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal

zincir reaksiyonudur.

Radikalik tepkimeler zincirleme tepkimelerdir. Bir tek 'OH ile baglatilan
tepkime, her seferinde katlanarak yayilma yetenegine sahiptir. Hiicre zarinda
gerceklesebilen bu tiir tepkimelere lipid peroksidasyonu denir. Bir noktada baglatilan
tepkime, ortamda uygun bilesikler varsa yayilmaya devam eder (Boskabady ve ark.

2000).

Doku hasarmin bir¢ok modelinde olusan OH ~ radikali olayin final mediatorii olarak rol

oynamaktadir.

2.8.4. Singlet Oksijen
Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda reaktivite ¢ok yiiksektir. Aldigi
enerjiyi cevreye dalga enerjisi seklinde verip yeniden oksijene donebilir. Baslica su

mekanizmalarla viicutta olusabilir:

a) Pigmentlerin (6rnegin flavin iceren niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda

15181 absorblamasiyla

b) Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde
c¢) Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda

d) Sitokrom p450 tepkimeleri enzimlerinin etkileri sirasinda

Iki tip singlet oksijen iiretilir.

Sigma singlet oksijen : Enerjisi daha fazladir ve c¢ok kisa Omiirliidiir.
Delta singlet oksijen : Daha uzun omiirliidiir ve gozlenen kimyasal reaksiyonlardan esas

sorumlu form oldugu kabul edilmektedir.

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder, ya da
kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon c¢ift baglar1 singlet oksijenin
tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek
peroksi radikalini olusturur ve OH" kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu

baslatabilir (Nordberg ve Arner, 2001).
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2.8.5. Nitrik Oksit

Nitrik oksit, cok onemli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek {iizere iiretilen
nitrojen merkezli bir radikaldir. Paylasilmamis elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise
de, bu elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu iizerinde delokalize olmasi
nedeniyle tam radikal 6zelligi tasimaz. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere gore
reaktivitesi baskilandigindan olduk¢a uzun Omiirlidiir. Viicudumuzda NO' sentezini
saglayan mekanizmalar son derece kisithdir. Viicuda giren nitro bilesiklerinin
metabolize edilmesi sirasinda olusan NO' bir tarafa birakilacak olursa, endojen NO
olusturan tek kaynak nitrik oksit sentaz (NOS) enzimidir. Nitrik oksit NOS enzimi
yardimi ile yar1 esansiyel amino asit olan L-argininden oksidatif deaminasyon

sonucunda sentezlenir (Liev 1990; Richard 1994).

Fizyolojik (diisiik) derisimde iiretilen NO esas olarak oksihemoglobin tarafindan
nitrata (NOs") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir (Butler ve ark. 1995). Oksijen
radikalindeki durumun aksine, nitrik oksiti ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel
enzim yoktur. Aerobik ortamda NO' stabil degildir; derisimin artmasi ile oksidasyon

hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derisimi ile kendi 6mrii arasinda ters bir orant1 vardir.

Radikalik tepkimeler;
¢ Olusan radikallerin antioksidanlar ile indirgenmesi,
e Radikallerin birbirleri ile tepkimeleri, ya da
¢ Ortamda tepkimeye girebilecek bilesik kalmamas1
durumunda sona ererler. Buna gore hiicresel kosullar, olusan radikalin ¢ok erken

safhada indirgenmesi, biyomolekiillerin korunmasi bakimindan hayati 6neme sahiptir

(Liev 1990).

2.9. SERBEST RADIKALLERIN BiYOLOJIK ETKILERIi

Serbest radikallerin hiicrede etkiledikleri kisimlar1 ve etkilerini kisaca ozetleyecek

olursak;

2.9.1. Zar lipidlerine etkileri:

Biyolojik zarlarin yapisinda yer alan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglar1 serbest radikallerle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna neden olurlar
(Giines 2006). Reaksiyonlar zincirleme gerceklesir ve doniisiimsiizdiir. Lipid

peroksidasyonu Fe ve Cu gibi yiiksek degerlikli gecis metalleri varlifinda artar ve bu
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metaller tarafindan e transferi ile baslatilabilir. Biyolojik membranlarin yapilarinda
baskin olarak bulunan fosfolipitlerin, esterlesmis doymamis yag asidinin o metilen
grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikmasi peroksidasyonun baslamasina neden olur;
boylece yag asiti zinciri lipid radikali niteligi kazanir. (Be= Baslatic1 radikal, LH=
Doymanus lipid, Le= Lipid alkil radikali- C merkezli radikal)

Be+LH — BH + Le

Radikal dayaniksiz olup, cift baglarin yerini degistirir ve oksijenle reaksiyonu

sonucu lipid peroksil radikaline doniisiir.

Le+0O;— LOOe (lipid peroksil radikali) — yayilma fazi

Lipid peroksil radikalleri diger doymamis yag asitlerine etki ederek yeni
radikalleri olusturur, bir yandan da hidrojen atomlar: alarak hidroperoksitlere doniisiirler

(Halliwell 1996). Bu durumda yayilma fazida baglamis olur.

LOOQOe + LH (doymamis lipid) —»—— Le + LOOH (lipidhidroperoksit)

Hidroperoksitlerin parcalanmasiyla lipid alkoksi radikalleri aciga c¢ikar. Lipid
hidroperoksit radikaller ve alkoksi radikaller, antioksidan reaksiyonlarla, etilen ve
pentan gibi kiiciik hidrokarbon ve aldehitlere parcalanarak lipid peroksidasyonunu
sonlandirirlar ya da devam ederek daha ileriye gider (Mukai ve Goldstein 1976)..

Lipid peroksidasyon iriinleri olarak aciga c¢ikan lipid peroksitleri,
hidroperoksitleri membran yapisina dogrudan, diger hiicre bilesenlerine ise aldehit
tireterek dolayli olarak zarar verir. Bu da pek cok hastaligin ve doku hasarinin
olusmasina neden olur (Ansari ve ark. 1989).

Lipid peroksidasyonu sonucu cesitli lipid peroksitlerin yaninda melondialdehitde
(MDA) olusur. Melondialdehit, zar bilesenlerinde c¢arpraz baglanmalara ve
polimerizasyona yol acar. Bunlar membran fonksiyonunun bozulmasina, membran
akiskanliginin azalmasina, membran reseptor ve enzimlerinin inaktivasyonuna, Ca*™
gibi iyonlara kars1 gecirgenligin artmasina neden olur (Halliwell ve Gutteridge 1984b;

Halliwell 1991). Bunun sonucu; zar yapisinda, iyon tasinmasinda ve enzim
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aktivitelerinde bozulmalar ortaya c¢ikar. Bu bozukluklarda zamanla hiicre ve doku

hasarlarina neden olur (Giines 2006).

2.9.2. Proteinlere etkileri:

Proteinlerin oksidatif strese kars1 en duyarl bolgeleri siilfidril gruplaridir (Sen
ve Packer, 2000). Proteinler ROT’a kars1 lipidlere oranla daha az duyarhdir. Glutatyon
ve tiyollerin oksidasyonu, tiyol ve oksijen radikallerinin olusumuna neden olur. Tiyol
radikalleri siilfiir tasiyan radikallerdir (R-SH) ve reaksiyona girdigi molekiilde disiilfit
bagi olusumuna neden olurlar. Proteinlerde yapilarinda bulunan aminoasit
kompozisyonuna gore serbest radikallerden etkilenirler. Ozellikle triptofan, tirozin,
fenilalenin, histidin, methionin, sistein gibi cift bag ve siilfiir iceren aminoasitlere sahip
proteinlerde kolayca disiilfit baglar1 olusarak proteinin yapisi dolayisiyla aktivitesi
bozulur (Giines 2006). Immiinoglobin G ve albiimin gibi disiilfid bag:1 fazla olan
proteinlerin ise ii¢ boyutlu yapilar1 bozulmaktadir (Kelly ve ark. 1998).

2.9.3. DNA’ya etkileri:

Bir canlinin elektromanyetik, ultraviyole ve X-isinlarina maruz kalmasi sonucu
olusan serbest radikaller, 6zellikle hidroksil radikali, DNA yapisindaki deoksiriboz ve
bazlarla reaksiyona girerek cesitli bozukluklara ve mutasyonlara neden olurlar. Olusan
mutasyonlar, DNA tekrar dizilerinin artist ve yeniden diizenlenmeler hiicre
yaslanmasina neden olan etkenlerdir. Hatta hiicre 6liimiine yol acarlar (Giines 2006).

Hidrojen peroksit ise membranlardan kolayca gecip hiicre cekirdegindeki
DNA’ya ulasir ve hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina hatta Oliimiine yol acar. Bu

nedenlerden dolay1 DNA kolay zarar gorebilen bir molekiildiir (Agrawal ve Kale 2001).

2.9.4. Karbonhidratlara etkileri:

Monosakkaritlerin oksidasyonu sonucu peroksitler ve okzoaldehitler meydana
gelir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanarak, carpraz baglar olusturarak
antimitotik etki gosterirler. Bu sekilde hiicre c¢ogalmasini engelleyerek hiicre

yaslanmasinda 6nemli rol oynarlar (Ceballos ve ark. 1992; Giines 2006).

Ozetle serbest radikaller hiicrenin hedef olarak sectigi farkli bolgelerinde farkli
hasarlara neden olurlar. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri Tablo 2-3’de
gosterilmektedir (Ozdas 2006). Niikleik asit ve bazlar1 hedef aldiklarinda sonug hiicre

dongiisiinde hasar ve cesitli mutasyonlar olurken, doymamis ve tiol iceren aminoasitler
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hedef oldugunda protein denatiirasyonu, carpraz baglarin olusumu, enzim inhibisyonu

ve hiicre membran gecirgenliginde degisiklikler meydana gelir. Eger serbest radikallerin

hedefi DNA ise DNA zincir kiriklar1 ve baz degisiklikleri meydana gelebilmektedir.

Tablo 2-3: Serbest Radikallerin Hiicresel Hedefleri

Hiicresel Hedef Hasarm Sonucu
Proteinler Peptid zincirinde kopma, denatiirasyon
E vitamin ve beta karoten ile katalaz ve
Antioksidanlar SOD enzimlerinin inhibisyonu, GSH Px
aktivitesinde degisiklik
DNA Zincir kopmasi ve baz degisiklikleri

Hyaluronik asit

Sinovyal s1v1 akigkanliginda degisiklik

Doymamis ve tiol iceren aminoasitler

Protein denatiirasyonu, carpraz baglarin
olusumu, enzim inhibisyonu ve buna baglh

hiicre membran ge¢irgenliginde degisiklik

Niikleik asit bazlar1 Hiicre dongiisiinde bozulma, mutasyon
. Hiicre membran reseptor duyarliliginda
Karbonhidratlar
bozulma
Nikotinamid ve flavin iceren kofaktorlerin
Kofaktorler ' o
miktarinda ve aktivitesinde azalma
Serotonin ve epinefrin gibi
Norotransmitterler norotransmitterlerin miktarinda ve

aktivitesinde azalma
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2.10. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (Oksidanlarin) Hastaliklardaki Rolii

Reaktif oksijen metabolitlerinin asir1 miktarlarda {iiretimi, hiicre harabiyeti
olusturabilir. Bunlardan hidrojen peroksit, hizla cevre hiicrelere gecerek hem glikolitik
hem de oksidatif fosforilasyon yollarini etkilerken adenozintrifosfat (ATP) sentezinin
inhibisyonuna da neden olmaktadir. Glikolitik yolda hidrojen peroksitin, gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz (GADPH) iizerine etkisi ve indirekt olarak da GADPH'in kofaktorii
olan nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) konsantrasyonunda azalma olusturmasi
sonucu ATP sentezi bozulmaktadir. Hidrojen peroksitin NAD konsantrasyonunu
azaltma etkisinin, DNA onariminda rol oynayan poliadenozin difosfat riboz polimeraz
enziminin aktivasyonu sonucu gelistigi bildirilmektedir (Schraufstatter ve ark. 1986).
Aktiflesen ADP-riboz-polimeraz enzimi, substrati olan NAD'® bol miktarda kullanarak
konsantrasyonunu azaltir. NAD konsantrasyonunda azalma, pH azalmasi ile birlesince
glikolitik yolun inhibisyonuna neden olur.

Hidrojen peroksitin diisiik konsantrasyonlarin da bile bir¢cok hiicrede DNA
harabiyeti gelisir, bunun sonucunda bir ge¢is metalinin de varligi ile hidroksil radikali
aciga cikar. DNA'da gelisen bu sekildeki harabiyet malign transformasyonlara da yol
acabilir. DNA harabiyetinden sadece hidrojen peroksit degil ama ayrica siiperoksit
radikali ve hidroksil radikali de sorumlu olabilir. Oksidanlara maruz kalan hiicrelerde,
cok kisa zaman birimi icinde DNA harabiyetinin gelistigi ileri siiriilmektedir
(Schraufstatter ve ark. 1986).

Oksijen radikalleri, hem DNA dizilerinde hem de gen ekspresyonunda degisime
neden olabilmelerinden dolayr karsinogenezisde oldukca Onemlidirler. O, ve H,O,,
DNA kirilmas1 ve onkogen aktivasyonuna neden olarak kanser olusumunda tetikleyici
rol iistlenebilirler (Marx 1987; Kil¢iksiz ve Demirel 2008)

Reaktif oksijen metabolitlerinin hiicre harabiyeti olusturucu baslica etkileri
DNA harabiyeti ile yakin iligkidedir. Nitekim, bu metabolitlerin hiicre membraninda
baglattiklar1 lipid peroksidasyonunun {iriinleri de yine DNA harabiyetine yol
acmaktadir. Lipid peroksidasyonu sirasinda poliansatiire yag asitleri hidrojenini
kaybeder ve molekiiler oksijenle reaksiyona girer. Hiicre membraninda bol miktarda
bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, reaktif oksijen metabolitleri ile
reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. A¢iga cikan lipid peroksitler de reaktif
oksijen metabolitlerine benzer sekilde hiicresel komponentler iizerinde toksik etkiler

gosterirler (Ozelci-Kavas 1989). Lipid peroksidasyon iiriinlerinden malondialdehit,
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membran komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol acarak esneklik,
iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey determinantlarinin agregasyonu gibi
intrensik membran 6zelliklerini degistirme yetenegine sahip olmasi yaninda DNA'nin
nitrojen bazlari ile de reaksiyona girebilir, amino gruplart arasinda ¢apraz baglanmalara
yol agabilir, bu 6zellikleri ile malondialdehit mutajenik, kiiltiir hiicreleri i¢in genotoksik
ve karsinojeniktir (Mukai ve Goldstein 1976).

Antioksidan dengenin serbest radikal tarafina kaymasiyla hiicre organelleri ve

membrandaki lipid ve protein yapisi bozulur, hiicre i¢i enzimler inaktiflesir, DNA hasari
olusur, mitokondrilerdeki aerobik solunum bozulur, litik enzimler aktive olur, hiicreden
potasyum (K) kaybi artar, damar gecirgenligi bozulur, ekstraseliiler kollajen doku
komponentleri yikilir, trombosit agregasyonu ve dokulara fagositlerin gogii artar
(Berkdz ve Yalin 2009). Son yillarda yapilan c¢alismalar, artmis serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonun, bir¢cok hastalifin patogenezinde rol aldigini
gostermektedir (Carroll 1987; Southorn 1988; Cavdar ve ark. 1997).
Oksidatif stresin kanser ve ateroskleroz basta olmak iizere pek c¢ok hastaliga yol
acmasinin yaninda pek cok hastalik ve fizyolojik durum da oksidatif strese yol agabilir
(Marx 1987; Robbins 1989; Kenneth ve Bruce 1998; Klauning ve Kamendulis 2004;
Berkoz ve Yalin 2009).

e Hipertansiyon

e Miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar,
e Norolojik hastaliklar,

e Astim,

¢ Diabetes mellitus,

® Romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar,

e Osteoproz ve

e Yaslanma dahil bir¢ok hastaligin oksidatif stres ile iliskisi gosterilmistir (Engin

ve Altan 2000; Yardim-Akaydin ve ark. 2004; Altan ve ark. 2006).

Diabetes mellitus, giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1 tiim diinyada hizla
yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite riski tasiyan bir hastaliktir. Yapilan calismalarda

deneysel olarak diabet olusturulan sicanlarda ve diabetik hastalarda serbest oksijen
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radikallerinin ve lipid peroksidasyonun Onemli derecede arttifi ve oksidatif stresin
diabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Pitkanen ve ark. 1992).
Glukozu da iceren bazi sekerlerin proteinlerle etkilesime girmeleri ile de reaktif oksijen
radikalleri meydana gelir. Dokularin, belli bir siirenin tizerindeki siireclerde yiiksek
konsantrasyonda kan glukozuna maruz kalmalart yani hiperglisemi sebebinden dolay1
oksidatif stres olusabilmektedir. Nitekim, bu durumun o6zellikle Diabetes Mellitus'lu
hastada hiperglisemianin yan etkilerini arttirabilecegi ileri siiriilmektedir (Wollf ve
Dean 1987); ciinkii proteinlerin glikasyonu, sekerle dogrudan reaksiyonun yani sira
serbest radikal reaksiyonlarimi da icermektedir.

Sonug olarak, pek ¢ok hastaligin patogenezinde artan reaktif oksijen tiirlerinin
roliinden soz edilmektedir. Yine aymi sekilde onemli olan bir baska nokta ise hemen
hemen hastaliklarin ¢ogunlugunda reaktif oksijen tiirlerinin olusumundaki artisin bir
epiphenomenon oldugu yani sonu¢ yaratmada bash basina etkisi olmadigi, hastaligin
ilerlemesinde ©nemli katkis1 oldugu halde bunun cok belirgin olmadigidir. Iste bu
noktanin her bir hastalik bakimindan degerlendirmesinin ¢ok iyi yapilmasi gereklidir.
Ciinkii gelecekte, hastaliklarin tedavisinde, antioksidan tedavinin Onemli bir yer
tutacagina inanilmaktadir. Bu tedavinin basarili bir sekilde uygulanabilmesi i¢in ise
reaktif oksijen tiirlerinin herbir hastaliktaki kesin roliiniin ¢ok iyi belirlenmis olmasi

gerekmektedir (Ozelgi-Kavas 1994).

2.11. Oksidatif stres ve yaslanma

Reaktif oksijen metabolitlerinin énemli rolii oldugu bildirilen durumlardan biri ise
yaslanmadir. Viicudumuzun yapitaslari olan hiicreler zamanla yaslanir, gorev yapma ve
cogalma yeteneklerini kaybeder, zamana bagli olarak olusan cesitli bozukluklar ve
sartlar nedeniyle de Oliirler. Hiicrelerin yaslanmasi, organizmanin da yaslanmasina,
bunun sonucu olarak olusan cesitli hastaliklar nedeniyle oliimiine yol acar. Oksidatif
stres sonucu olusan hasar, hiicre yaslanmasina neden olan etkenlerden sadece biridir
(Niwa ve ark. 1993). Yaslanan organizmanin hiicrelerinde reaktif oksijen metabolit
tiretiminde artis olur, bu ise artan lipid peroksidasyonu, lipofuskin yapimi ve membran
harabiyeti ile sonuglanir. Yaslanma ile organizmada lipid peroksidasyonunda goriilen
artisin asagidaki faktorlerin herhangi biri sonucunda gelisebilecegi ileri siiriilmektedir:

(Freeman ve Crapo 1982; Robbins ve ark. 1989; Kenneth ve Bruce 1998).
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1 — Cevresel ajanlar etkisiyle reaktif oksijen metabolit yapiminin siirekli artisi.
2 — Bilinmeyen nedenlerden otiirii antioksidan maddelerin azalmasi.
3 — Toksik oksijen radikallerinin inaktivasyonunu katalize eden baz1 bilesiklerin ya da

enzimlerin, ornegin siiperoksit dismutaz gibi, aktivitelerinde azalma.

2.12. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT’lerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in
viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlara ‘antioksidan savunma
sistemleri’ denir. Bu mekanizmada kullanilan molekiillere ise antioksidanlar
denilmektedir (Berkéz ve Yalin 2009). Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan
molekiil artis1 yine viicutta daima belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidan
molekiiller tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Kisaca saglikli bir organizmada
oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlart etkisizlestirme giicii bir denge i¢indedir.
Oksidanlar belirli diizeyin {izerine ¢ikar veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge
bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller organizmanin yapr elemanlar1 olan protein,
lipid, karbohidrat, niikleik asitler ve yararli enzimlerini bozarak zararli etkilere yol

acarlar (Ozelgi-Kavas 1994, Halliwell 1995; Hevesi ve ark. 2009).

2.13. Antioksidanlarin Kaynaklari
Dogal (Endojen) ve Eksojen kaynakli olabilirler.

2.13.1. Dogal (Endojen) Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar enzimatik veya enzimatik olmayan kaynaga sahip olabilirler.

2.13.1.1. Enzimatik olan Dogal Antioksidanlar;
Stiperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-
S-Transferazlar (GST), mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz gibi

enzimatik antioksidanlardir.

2.13.1.2. Enzimatik olmayan Dogal Antioksidanlar
Melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin,
glutatyon, sistein, metiyonin, laktoferrin, albumin, askorbik asit, iirat, alfa tokoferol ve

beta karotendir.
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2.13.2. Eksojen antioksidanlar ise
Trolox-c, mannitol, barbitiiratlar, demir selatorleri, biitillenmis hidroksi toluen, folik

asit, NADPH oksidaz inhibitorleri ve sitokinler gibi bazi antioksidanlardir.

Antioksidanlar organizmada etkilerini;
1-Oksidanlari tutarak (temizleme), toparlayici etki,
2- Bir hidrojen atarak ve pasifize ederek (baskilama) veya
3- Serbest radikallerin olusturduklar1 hasar1 onararak gosterirler.

Ayrica antioksidanlar, olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem
hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirirler (Nordberg ve Arner 2001).
Hiicre dis1 savunma; albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi cesitli
antioksidan molekiilleri icermektedir.
Hiicre ici serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir.
Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser
elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (Halliwell 1995; Altan ve ark.

2000).

Tablo 2-4: Baz1 Antioksidanlar

P tif
S(.:-av-c.en"ge-l.' reventi Enzimatik Sentetik
(siipiiriicii) (koruyucu) L. L.
L. L. antioksidanlar | antioksidanlar
antioksidanlar | antioksidanlar
1 “Asetil Sistei
Askorbik asit | Transferrin G utat}.lon N-Asetil Sistein
peroksidaz
Alfa- tokoferol | Albumin Katalaz Allopurinol
Tiyoller Seruloplasmin |Paraoksanaz  |Probakol
Sii ksit
Beta- karoten |Ferritin diusrr)zlj(‘zazs(ls OD) Penisilamin
Urik asit Deferoksanin
Flavonoidler Enzimatik Butil
Ko-enzim Q Hidroksitoluen
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2.14. Baz1 Antioksidanlar

2.14.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz 1968 yilinda oksijenli solunum yapan canlilarda
belirlenmistir. Bu enzim, siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistimiinii katalizler. Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzimi aracilifi ile etkisiz hale getirilmektedir (Fridovich, 1983). insanda SOD’nin iki
tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn ihtiva eden izomer
(Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden izomerlerdir (Mn
SOD). Genel olarak hiicrede bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’dir (Niwa ve ark.
1993; Hevesi 2009).

Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikallerinin zararl etkilerine kars1 korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe
eder. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO;
artist ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda
stiperoksit tiretimi olmasina ragmen, bu enzim sayesinde hiicre i¢i siiperoksit diizeyi
disiik tutulur. SOD’nin hiicre dig1 aktivitesi cok diisiiktiir. SOD fagosite edilmis
bakterilerin hiicre i¢inde etkisiz hale getirilmesinde de rol oynar. Bu yiizden SOD,
graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok onemlidir. Lenfositlerde de graniilositlerden daha fazla
miktarda SOD bulunmaktadir. SOD enziminin yiiksek katalitik aktivitesi nedeniyle

hiicrelerde siiperoksit birikimine izin verilmez (Steinman 1982).

2.14.2. Katalaz (CAT)

Katalaz 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Her alt birim ayrica bir
molekiil NADPH icerir. Bu molekiil enzimin kararliliginda rol oynamaktadir. Enzim
sitokrom sistemi iceren tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur. Katalaz esas
olarak peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde yogundur.
Aktivitesi, karaciger, bobrek, miyokard, cizgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir.
Gorevi, hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalamaktir. Peroksidaz aktivitesine sahip
olusuna ek olarak, bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat

olarak, digerini de oksidan veya elektron alicis1 olarak kullanabilir (Akkus, 1995).

CAT
2H,0; —»— 2 H,0 + 0O,
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2.14.3. Glutatyon (GSH)

Diisiik molekiiler agirlikli serbest radikal tutucularinin en onemlilerinden biri de
glutatyondur. Bircok tiiriin hemen hemen biitiin hiicrelerinde bulunan glutatyon,
glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusur. GSH sentezi ATP kullanilan iki

basamakli bir reaksiyon ile hiicre i¢inde gerceklesir.

Gama glutamil sistein sentetaz
Glutamat+Sistein+ATP -»—————————— Gama Glutamil Sistein + ADP + Pi

Glutatyon sentetez

Gama Glutamil Sistein + Glisin + ATP GSH + ADP + Pi

1ndirgenmis GSH, hiicre metabolizmasinin ana iiriinlerinden biri olup, hiicrelerin
oksidatif hasardan korunmasinda olduk¢a Onemli role sahiptir. Serbest bir siilfidril
grubuna sahip olan indirgenmis GSH hemoglobinin sistein gruplarini ve diger hiicre i¢i
proteinlerin tiol gruplarini indirgemis halde tutar. GSH molekiiliiniin aktif kismi sistein
stilthidril grubudur. Gama glutamil kismi hiicre i¢i devamliligi ve peptidazlara karsi
direnci saglar. GSH’nun peroksitlere ve disiilfidlere reaksiyonu sonucu GSSH yani
okside GSH olusur. GSSH konsantrasyonundaki artig, oksidan baskinin gostergesidir.
Glutatyon peroksidaz, rediikte glutatyonun, okside glutatyona doniistiigli reaksiyonda
hidrojen peroksiti kullanir ve boylece hiicre i¢inde hidrojen peroksit birikimine engel

olur (Ozelgi—Kavas 1994).

GSH (indirgenmis) GSSH (Okside olmus)

Glutatyon peroksidaz
2GSH + H,0, GSSG + 2H,0

GSSH tiol iceren proteinlerin konformasyon ve aktivitesi iizerine zararl etkileri
olan bir maddedir. H,O, miktarinin yiikselmesi GSH peroksidaz aktivitesinin artisina
yol acar. Bunun sonucunda da baslica redoks-aktif kofaktorler indirgenmis sekilden

okside olmus sekle doniisiir. GSSH’deki artisa paralel olarak, okside olmus proteine
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bagh tiollerde de GSH ile birlesik disiilfid sekilleri olusur. Bu degisikliklere sitozolik
Ca'™ konsantrasyonunun artisi eslik ederek oksidan baski ile iligkili hiicre yaralanmasina
yol acar (Nordberg ve Arner 2001).

GSH’nun proteinlerdeki siilfthidril gruplarini koruma, koenzim olarak enzim
yapisina katilma, peroksit, serbest radikaller ve reaktif toksik maddelerin
zehirsizlestirilmesi gibi onemli islevleri bulunmaktadir.

Antioksidan savunmanin olusturulmasinda siiperoksit dismutazin disindaki iki
enzimden glutatyon peroksidazin Onemi, katalazin 6neminden daha biiyiik olabilir,
clinkii bu enzim de siiperoksit dismutaz gibi, ayni1 subselliiller kompartimanlarda, yani

sitozol ve mitokondriada yer almaktadir (Ozelci 1989).

2.14.4. N Asetil Sistein (NAS)

Asetil sistein dogal bir aminoasit olan L-Sistein’in N-Asetillenmis tiirevidir.
Yapisinda bulunan siilfidril grubu ile glikoprotein icerisindeki disiilfit baglarini
koparma 06zelligi vardir. Ekzojen kaynakli sentetik bir antioksidan olan N asetil sistein
(NAS) giiclii serbest oksijen radikalleri toplayicisi yani temizleyicisi olup azalmis viicut
glutatyon depolarim1 destekler ve oksidatif streste serbest radikal olusumunu
durdurmada yararlh olabilir (Eris ve ark. 2009).

NAS, GSH’nin baglica kaynag1 olarak sisteini arttirir ve ayrica proteinlerde
disiilfid baglar azaltarak serbest radikalleri ve baglanan metalleri uzaklastirir.
Calismalar NAS’nin ROT kaynakl1 apoptotik siireci ve redoks potansiyel dengesizligini
baskiladigimi gostermektedir. Bu aktivitesi yapisinda bulunan tiyoliin antioksidan ve
niikleofilik 6zelliklerine baglanmaktadir. Radyosyona bagli DNA hasarin1 azaltabildigi
ve kanserden korunmada yeri oldugu gosterilmistir. Ayrica NAS’in radyosyona baglh
genotoksisiteyi azalttigi soylenebilir ve lipid peroksidasyonunu, protein oksidasyonunu
onleyerek hiicre biitiinliiliigiiniin devamina yardim eder (Kil¢iksiz ve Demirel 2008).

N- Asetil Sistein, deneysel ve klinik calismalarda, iskemi periyodunu izleyen
yeniden kanlanma doneminde doku ya da organlarda meydana gelen hasar olarak
tanimlanan reperfiizyon hasarim1 ve oksidatif stresin etkilerini azaltmak amaciyla
kullanilan antioksidan ozellikli ilaglardan birisi olarak kabul edilmektedir (Akkog
2008).
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2.15. Oksidatif Stres Ajam Olan Peroksitler

Peroksit; peroksi grubunu (-O-O-) igeren bilesikler, her biri birbirine ve bir radikal
yada bir elemente baglanan iki oksijen atomundan olusan, zincir seklinde bir yapiya
sahiptir. Hidrojen peroksid giiclii bir oksidan ajandir. Oksidasyon, hidroksilasyon ve
rediiksiyon igslemlerinde kullanilir. Okside edici 6zelligi nedeniyle tekstil maddelerinin,
saclarin ve kagit malzemelerin renk aciminda kullanilir. Ayrica tipta antiseptik olarak
kullanilir. Uygulamasi; organik ya da inorganik altbirimlerin, bir yada birka¢ hidrojenin
yerini aldig1 organik preoksitlerin yaninda perhidrat gibi kimyasallarin olusumunu
icerir. Beyazlatici, deodorizan ve tarimda kontamine toprak ve golleri temizlemek
amaciyla oksijen serbestlestirici kaynak olarak kullanmilir. Plastik sektoriinde
polimerizasyon asamasinda baglattirici, katalizor ve capraz reaksiyon olusturucu ajan,
kimyasal beyazlatict ajan, kurutucu ve temizleyici olarak yaygin kullanima sahiptir.
Organik peroksidler; peroksidikarbonatlar, peroksiketaller, peroksiesterler, keton
peroksidler, hidroperoksidler, dialkil peroksidler, diacil peroksidler olarak siniflandirilir.

Demir ve bakir iyonlari, lipit hidroperoksidler, tersiyer biitil hidroperoksid ve
kiimen hidroperoksid gibi yapay lipit peroksidler hicbir enzimatik aktiviteye gerek
duymadan peroksidasyon reaksiyonlarin1 baslatabilmektedirler (Vander-Zee 1985;

Kanupriya-Prasad ve ark. 2007; Rosa ve ark. 2008).

2.16. Bag Dokusu

Canlida en bol bulunan doku tipidir. Bag dokusu organizmadaki ¢esitli doku ve
organlar1 birbirine baglayan, sekil ve diren¢ kazandiran, doku onariminda, viicudun
savunmasinda ve epitel gibi kan damar1 icermeyen dokularin beslenmesinde gorev alan
mezoderm kokenli bir dokudur. Hiicreler, hiicreler aras1t madde ve liflerden meydana
gelir. Hiicreler aras1 madde ve lifler, ekstraselliiler matriksi (ECM) olusturmaktadir. Bol
miktarda kan damar1 ve sinirler icerir. Hiicreler aras1 madde, renksiz, akiskan olmayan
jel halinde olup, proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar icerir ve difiizyona elverislidir.
Yapisinda fibroblastlar, fagositoz yapan makrofajlar, antikor iireten plazma hiicreleri,
lipositler, heparin ve histamin salgilayan mast hiicreleri ve melanositler bulunur. Bag

dokusunun esas hiicreleri fibroblastlardir.
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2.16.1. Fibroblast

Fibroblastlar bag dokusunun sayica fazla olan ana hiicreleridir. Fibroblastlar 1g
seklinde, yass1 ve uzun hiicrelerdir, ekstraselliiler matriks (ECM) molekiilleri ile birlikte
viicudun organ ve dokularinin biiyiilk kisminda bulunurlar. Gévde kisminda diizensiz
dallanmalar yapan sitoplazmik uzantilari, okromatik fakat nispeten yogun kromatinli ve
oval sekilli cekirdegi, protein sentezi yapan hiicrelere 0zgii gelismis graniillii
endoplazmik retikulumu ve genis golgi kompleksi ile bazofilik sitoplazmasi bu
hiicrelerin tipik 6zellikleridir.

Fibroblastlarin 6nemli fonksiyonlarindan biri, doku ve organlardaki ECM’in
sentezi ve hemostatik dengesidir. Fibroblastlar kollojen, proteoglikan, fibronektin,
tenaskin, laminin ve fibronektin gibi ECM bilesenlerinin ¢ogunu sentezleyen ve
salgilayan metabolik olarak oldukca aktif hiicrelerdir. Bag dokusunda fibroblastlar
tarafindan siirekli sentezlenen ii¢ tip lif vardir. Bunlar kollojen proteininden meydana
gelen, oldukca dayanikli ve saglam, uzun, diiz ve beyaz renkli kollojen lifler, elastin
adli proteinden meydana gelen ince, elastik ve sar1 renkli elastik lifler ve ags1 yapi
olusturan retikiiler liflerdir. Fibroblast hiicrelerinin her biri giinde yaklasik 3,5 milyon
prokollojen sentezlerler (McAnulty ve ark. 1991).

Fibroblastlar, hiicreler arasi s1ivi hacmi ve basincinda, ekstraselliller matriksin
(ECM) diizenlenmesinde ve yara iyilesmesinde kritik rol oynayan metabolik olarak
aktif hiicrelerdir. Fibroblastlar aktif olduklar1 zaman hem kollojen, proteoglikan ve
fibronektinler gibi ECM molekiillerinin salinim1 ve sentezini saglayan ¢ok sayida golgi,
endoplazmik retikulum organellerini hem de ECM’in parcalanmasini saglayan
proteazlar icerirler. Hiicre yiizey integrinleri ile birlikte sitoiskelet proteinleri ve ECM,
doku hemostazinda ve yara iyilesmesinde 6nemli olan kasilma kuvvetlerinin olusumunu
saglar ve hiicre hareketini kolaylastirir (McAnulty 2006).

Fibroblastlarin aktif olmayan yani lif ve ara madde sentezlemeyen inaktif
sekillerine ise fibrosit denmektedir. Fibrositler de uzantili fakat fibroblasta gore cok az
sitoplazmal1 hiicrelerdir. Bu nedenle mikroskopta sadece cekirdekten ibaretmis gibi
goriiliirler. Her iki hiicrenin de sekli fuziform olup birbirlerine doniisebilirler.

Mitotik yetenekleri sinirli olmakla beraber, doku yaralanmalarinda fibroblasta
gereksinim arttigindan boliinerek c¢ogalabilirler. Boylece doku kaybinin tamiri, ara
madde ve lif senteziyle saglanir. Aym sekilde normalde fagositoz yetenegi olmamakla

beraber, siirekli uyarilar sonucu gerektiginde fagositoz yapabilmektedirler. Fibroblastlar
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ihtiyac halinde osteositler gibi diger hiicreler haline doniisebilirler. Son yillarda
gerektiginde intrastoplazmik kontraktil elemanlar ve hiicre membraninda baglanti
kompleksleri kazanarak myofibroblast olarak adlandirilan hiicrelere doniistiikleri
gosterilmistir (Abe ve ark. 2000; McAnulty 2006).

Deri’nin dermis tabakasinda siki bag dokunun diizensiz yapis1 goriilmektedir.
Deri esneme ve genisleme 6zelligi olan bir doku oldugundan kollojen ve elastik fibriller
bakimindan zengindir. Fibriller degisik yonlerde siralanmis halde bulunup, hasir 6rgiisii

goriiniimiindedirler.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda in vitro kosullarda hiicre kiiltiirii yontemleri kullanilarak, Wistar
albino sicandan elde edilen primer fibroblast hiicreleri ve 3T3 fibroblast hiicre soyunda,
Rosa damescena olarak adlandirilan Isparta giiliinden elde edilen ekstraktin antioksidan
ve antisitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda gerceklestirilen 3T3
fibroblast ve primer fibroblast kiiltiirleri; luminol bagimli kemiliiminesans yontemleri
ve hiicre kiiltiirii yontemleri Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji  Anabilim Dali, Protein ve Molekiiller Genetik Labaratuvarinda;
spektrofluorometrik yontemler Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Adli Tip

Anabilim Dali Labaratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Rosa damescena ekstraktinin hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz giiller, Isparta’da yetismistir ve giillerin ¢icek agma
mevsimi olan bahar aylarindan mayis ayinda toplanarak, taze olarak distilasyonu
yapilmistir. Rodeiro ve arkadaslarinin (2007) yontemine uygun olarak, taze olan giil
ciceklerinin yapraklarimin 5 grami, 100 ml. distile suda olacak sekilde 24 saat boyunca
bekletildi. Sonra 4 saat siireyle (refluks ekstraksiyon cihazi) kaynayan heterojen
karistmin buharini yogunlastirmaya yarayan cihazda kaynatildi. Yogunlasan su buhari
sogumaya birakildr ve ekstraktimiz filtre kagidi kullanilarak filtreden gecirildi. En son
asama olarak, elde edilen filtrelenmis ekstraktimiz liyofilizator cihazinda suyu
ucurularak liyofilize edildi. Ekstraktimiz kuru toz halinde kullanilmak {izere +4 °C’de
stoklandi. Calismada kullanilmadan once, ekstrakt 1 mg/ml olacak sekilde besiyeri ile

sulandirilarak stok soliisyon hazirlandi ve 0,22 um membran filtreden geg¢irildi.

3.2. Primer fibroblast Kiiltiiriiniin hazirlanmasi

3.2.1. Primer Fibroblast Hiicresi ve NIH 3T3 Hiicre Soyu Icin Besiyer Hazirlama

Fibroblast hiicrelerinin in vitro ortamda, in vivo ortamda ki gibi cogalma,
biiylime ve farklilasmalarim1 saglamak amaciyla, uygun besiyeri ortami hazirlandi. Bu
amacla; 100 ml Dulbecco Minimal Eagle’s Medium F-12(HAM) (DMEM) besiyerine
(Biochrom), % 10 olacak sekilde 1siyla inaktive edilmis fetal sigir serum (FCS), %1
olacak sekilde L-glutamin amino asiti, %1 olacak sekilde penisilin-streptomisin

antibiyotigi eklendi (Rosa ve ark. 2008).
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3.2.2. Sicandan deri dokusunun hazirlanmasi

Calismamizda primer fibroblast kiiltiiriinde kullanilmak iizere deri dokusu elde
etmek icin, 1.U. Deneysel Tip Arastirmalar Enstitiisii Deney Hayvanlar1 boliimiinden
temin edilen, 170 gr. agirlhiginda, 7 haftalik, disi Wistar albino tiirtinde sican kullanildi.
Sican ketamin hidroklorid (50 mg/kg) kullanilarak uyusturuldu. Sicanmin sirt
bolgesindeki killar dikkatlice tras edildikten sonra bu alan %70 etanolle steril edildi.
% 100 etonelle steril edilmis ve atesten gecirilmis pens yardimiyla si¢an derisi kaldirildi
ve 12 numara bistiiri kullanilarak deriden bir parca kesildi. Sonra sicanimiz 4/0

polipropilen sutiir ile sutiire edildi (Abe ve ark. 2000).

3.2.3. Primer Fibroblast Kiiltiir

Sicandan alinan deri pargasi 35 mm plastik petri kabinda, bistiiri kullanarak 2-3
mm capinda parcalara ayrildi ve 25 cm” lik flaska koyuldu. Sonra flaska, sadece tabani
kaplayacak kadar %10 fetal calf serum ile zenginlestirilmis DMEM eklendi.
Hiicrelerimiz 37 °C’de %95 nem, %35 CO; iceren inkiibatorde, flask kapagi gevsek
olacak sekilde kiiltiire edildi ve 1 hafta boyunca besiyeri tazelenmedi. Bu siire sonunda
flasktaki besiyeri uzaklastirildi, 4 ml besiyeri eklendi ve bu asamadan sonra besiyeri iki
giin ara ile tazelendi. Deri pargaciklart dncelikle tabana tutundu ve 15 — 21 giin sonra
fibroblast hiicreleri yayilmaya basladi. Hiicre yogunlugu invert (ters) mikroskopta takip
edildi ve yaklagik %95 yogunluga ulastig1 zaman %25’lik tripsin/EDTA soliisyonu(Ca*
ve Mg*? icermeyen) kullamlarak pasaji yapildi. ilk pasajda flask tabanindaki deri doku
parcaciklar1 ve tutunamayan hiicreler uzaklastirildi ve tutunan fibroblast hiicreleri

kullanilmak amaciyla cogaltilmaya devam edildi (Abe ve ark. 2000).

3.3. NIH 3T3 fibroblast hiicre soyunun uzun siireli kiiltiirii

Calismamizda kullandigimiz 3T3 fibroblast hiicre soyu I1.U. Istanbul Tip
Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji A.B.D. 6gretim iiyesi Prof. Dr. Ayhan Bilir’'den
temin edildi. Laboratuarimiza kisa siire icinde, agzi sikica kapali flasklar icerisinde
getirilen 3T3 NIH fibroblast hiicrelerinin besiyeri, hemen taze besiyeri ile degistirildi ve
flasklarin agz1 hafifce gevsetilerek nemli ve %5 CO; igceren 37 °C’lik inkiibatore
kaldirildi. Belirli araliklarda flasklar invert mikroskopta incelendi ve hiicre yogunlugu

%90’ a ulastig1 zaman hiicrelerden pasaj alindi.
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3.4. Primer fibroblast ve 3T3 fibroblast hiicrelerinin pasaji

PBS Soliisyonu
e 8,1 gr. NaCl
e 0,2 gr. KCI
e 1,15 gr. Na,HPOy4
[ ]

0,2 gar. KH2P04

hassas terazide tartilarak 100 ml distile suda coziildi. pH 7.2 ye (bazik ¢ikinca HCl ile,
asidik cikinca NaOH ile) ayarlandi. Enjektor kullanilarak c¢ekilen PBS soliisyonu,
enjektoriin ucuna takilan 0,22 uM go6zenekleri olan filtreden gegirilerek steril edildi.

+4 °C’ de muhafaza edildi.

Tripsin/EDTA soliisyonu (Ca*? ve Mg** icermeyen)

100 ml PBS icerisine 0,25 gr tripsin ve 0,2 gr EDTA eklenerek hazirlanan %25 lik
tripsin/EDTA soliisyonu kullanildi. pH 7.2 olacak sekilde (bazik ¢ikinca HCL ile, asidik
cikinca NaOH ile) ayarlandi. Enjektor kullanilarak cekilen tripsin/EDTA soliisyonu,
enjektoriin ucuna takilan 0,22 uM go6zenekleri olan filtreden gecirilerek steril edildi ve

-20 °C’ de muhafaza edildi.

Hiicre pasaj1 calismasinin her asamasi, laminar akim kabini i¢inde yapildi. Flaska
pasaj yapmak icin, yeterli hiicre yogunluguna sahip mi invert mikroskopta bakildiktan
sonra flask icindeki eski besiyeri uzaklastirildi. Flask yiizeyine tutunma ozelligine
sahip, fibroblast hiicrelerini yikamak ve tripsin etkisini yok eden kalan besiyeri
serumunu uzaklastirmak amaciyla 25 cm? lik flask icin 3 ml, 75 cm? lik flask i¢in 6 ml
PBS soliisyonu flaska koyuldu ve uzaklastirildi. Sonra aymi miktarlarda % 25°lik
tripsin/EDTA soliisyonu koyuldu ve 37 °C inkiibatorde ara sira hafifce sallayarak 10
dakika bekletildi. Hiicrelerin birbirlerinden ve tutunma yiizeyinden ayrildigi invert
mikroskopta kontrol edildi. Hiicreler yiizeyden kaldirildiktan sonra, flaska ayni
miktarlarda tripsinin etkisini yok etmek amaciyla, taze serumlu besiyer eklendi.
Flasktaki hiicreler ve medyum steril dereceli pipet ile toplanarak, 14 ml’lik ucu konik
steril falkon tiipiine alindi. 200 xg’de 5 dakika dondiiriilerek cokmeleri saglandi ve
tistsivi atildi. Tripsini iyice uzaklastirmak i¢cin 5 ml besiyer eklenip, pipetaj yapilarak
santrifiij islemi 3 defa tekrarlandi. Santrifiij islemi sonunda, santrifiij tiipiine 1 ml

besiyeri eklendi ve hiicre siispansiyonu elde edildi. Bu hiicre siispansiyonundan, hiicre
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sayis1 ve canlilik oranini tespit etmek i¢in 10 ul ayrildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu,
hiicre sayisina gore her bir yeni pasajda yaklasik 1-2x10° hiicre olacak sekilde yeni
flasklara boliindii. 25 cm? flask i¢in 5 ml, 75 cm? flask i¢in 15 ml taze besiyer eklendi.
Flask kapag: inkiibator havasinin girecegi sekilde aralik birakilarak, nemli, %5 CO,
iceren 37°C’lik inkiibatorde kiiltiire edildi. Yeni ekimden sonraki her 48. saatte,
hiicrelerin besiyer i¢indeki durum ve sayilar1 invert mikroskop ile kontrol edilerek

besiyerleri degistirildi. 48. saatte yeni pasajlar alinarak hiicre koleksiyonu saglandi.

3.5. inkiibasyon Sartlar1

3.5.1. Biitillenmis hidroperoksit uygulanmis 48 saatlik kiiltiir calismasi

3T3 fibroblast hiicre soyu ve primer fibroblast hiicrelerinde oksidatif stres
olusturan --BOOH dozunu belirlemek amaciyla cesitli konsantrasyonlarda (150-5000
uM) -BOOH Kkiiltiire eklendi, 48 saat inkiibe edildi ve hiicre sitotoksititesi {izerine
yaptig1 etki, tripan mavisi hiicre canlilik testiyle degerlendirildi. Doz - 6liim orani
egrileri kullanilarak -BOOH’in 3T3 ve primer fibroblast hiicreleri i¢in 6liimciil doz 50
(LDso) degerleri hesaplandi. Calismanin bundan sonraki asamalarinda, kontrol grubu
haric, biitiin gruplarimiza DMEM ile seyreltilen, LDsy -BOOH eklendi ve sadece LDs
t-BOOH iceren kuyucuk, negatif kontrol olarak kullanildi.

3.5.2. Rosa damescena uygulanms 48 saatlik kiiltiir calismasi

Yeterli hiicre yogunluguna ulagsmis olan flasklardan, hiicre pasaji yontemi ile
hiicreler elde edildikten sonra, 1 ml taze besiyer ile hiicreler siispanse edildi. Tripan
mavi boyast kullanilarak hiicre canliligi kontrol edildi. 12 kuyucuklu flasklara 1
ml’sinde 8x10° hiicre olacak sekilde ekimler yapildi. Her deneyde, sadece besiyeri ve
hiicre bulunan kuyucuk kontrol grubu olarak kullanildi, sadece LDsy t-BOOH iceren
kuyucuk ise negatif kontrol olarak kullanildi. Ayrica hiicrelerimiz 2 saat ve 24 saat 6nce
Rosa damescena ekstraktinin 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100 pug/ml konsantrasyonlari ile 6n
inkiibasyon yapildi1 ve sonra oksidatif stres olusturan LDsy +-BOOH verilerek 48 saat
daha inkiibasyon yapildi. Calismamizda antioksidan 6zelligi daha onceki ¢alismalarla
kanitlanmis N-asetil sistein DMEM besiyeri ile ¢oziilerek, 50 pg/ml dozu pozitif kontrol

olarak kullanildi. Her deney icin Rosa damescena ekstrakt soliisyonu, N-asetil sistein
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soliisyonu ve -BOOH soliisyonu taze olarak hazirlandi ve 0,22 pm membran filtre

kullanilarak steril edildi.

Hiicre inkiibasyonunun 48. saati sonunda, her kuyucuga hiicre pasaji yontemleri
uygulanarak elde edilen hiicreler 1 ml besiyeri ile resiispanse edildi ve 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere alindi. Hiicre canlilik orami icin, tripan mavisiyle boyama yontemi
kullanilarak sayildiktan sonra bu kiiltiir 6rnekleri, luminol bagimli kemiliiminesans
yontemi, luminometrik olarak Olciilen ATP diizeyleri, spektrofluometrik olarak ol¢iilen

DCFH-DA oksidasyon ve mitokondri membran potansiyel yontemleri i¢in kullanildi.

3.6. Hiicre Canhiliginin (Viabilite) Degerlendirilmesi:

48 saatlik kiiltiir 6ncesi ve kiiltiir sonras1 hiicre canliligi, Tripan mavisi boyasi
canlilik testi ile degerlendirildi. Kiiltiir sonrasinda, oksidatif stres olusturulmus
hiicrelere uygulanan, degisik konsantrasyonlardaki Rosa damescena ekstrakt

sollisyonunun hiicre canlilig1 iizerine etkisine bakild.

3.6.1. Tripan mavisi boyasi canlilik testi

Hem hiicre sayisimm1 hem de canli ve Olii hiicre oranmm elde ettigimiz bu
yontemde, 10 ul hiicre siispansiyonu bulunan tiipe, 10 ul %4’liik tripan mavi boyasi
eklendi. Hafifce pipetaj yapilarak ve 5 dakika bekletilerek, boyanin hiicre siispansiyonu
ile karismasi saglandi. Hemositometri yOntemiyle, thoma laminda hiicreler sayildi

(Goslin ve ark. 1998).

Hemositometri ile hiicre sayimi ve % hiicre canlihigi

Hemasitometrinin her iki tarafina aldig1 kadar ve esit miktarda 6rnek koyuldu.
Canlilik icin boyayr alan ve almayan hiicre sayilart tespit edildi. Canli hiicrelerin
membran biitiinliikleri ve gecirgenlikleri bozulmadigi i¢in, boyay1 i¢ine almaz ve
renksiz, parlak olarak goriiniirler. Olii hiicrelerin membran biitiinliigii bozuldugu icin
boyay1 i¢ine alir ve mavi renkli goriiniirler. Toplam hiicre sayis1 asagidaki formiile gore

hesaplandi.

Toplam hiicre sayis1 = Hiicre Sayis1 X 10*/ml X Sulandirma Katsayisi (2)
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Calismamizda her deneyde kontrol grubunun canli hiicre sayisi ile negatif
kontrol, pozitif kontrol ve Rosa damescena ekstraktinin degisik konsantrasyonlari
uygulanmug biitiin gruplarin canli hiicre sayis1 kiyaslanarak hiicre canliligt % olarak

hesaplandi.

Kuyucuktaki toplam canli hiicre sayis1 X 100

Hiicre canhh@ (%) = -----—----- e

Kontrol grubunun toplam hiicre sayisi

3.7. ATP Diizeylerinin Belirlenmesi Yontemi (Bioliiminesans):
Kullanilan ¢ozeltiler:
Lusiferaz
ATP
Tris-EDTA (100 mM. Tris / 4 mM EDTA distile suda hazirlandi, pH:7,8)

ATP ol¢iimii iiretici firmanin tavsiye ettigi yonteme uygun olarak bioliiminesans
deney kiti CLS II (ATP Bioluminescence Assay Kit CLC II) ( Roche ) ile yapildi.

Calismamizda bulunan biitiin gruplara ait fibroblastlarda ATP olciimii, {iretici
firmanin tavsiye ettigi yonteme uygun olarak yapildi. 1 ml.’sinde 10°-107 fibroblast
hiicresi igeren, biitiin hiicre siispansiyonu gruplarindan, 50 pl hacim alindi. Bir hacim
fibroblast siispansiyonuna 9 hacim kaynamis tris-EDTA soliisyonu eklenerek
+100°C’de 2 dk bekletildi. Ornekler 1000 xg.’de 60 sn santrifiij edildi, siipernatan alindi
ve buz icinde kisa siire bekletildi. Orneklerden tiiplere 50 pl aktarildi, sonrasinda
tizerine 50 pl lusiferaz eklenerek 1-10 sn igerisinde kemiliiminesans Ol¢timii yapildi.
Blank(kor) olcimii ise ATP veya hiicre yoklugunda yapildi. ATP standartinin
belirlenmesi maksadi ile 1 pM’den 1 mM’a kadar artan ATP konsantrasyonlari
kullanildi. ATP miktarlar1 cizilen egriden hesaplandi ve sonuglar nmol/mg protein

olarak hesaplandi.
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3.8. Mitokondri Membran Potansiyeli Olciimii

NKC tamponu:

e 342 mM NaCl,
e 1,07 mM KCl,
e 1,08 mM CaCl,

Calismamizda her deney icin 250 ul hiicre siispansiyonu kullanildi. Hiicreler
750ul NKC tamponunda siispanse edildi. Membran potansiyeli Olcliimii igin
konsantrasyonu 2,6 mM olan, DMSO icerisinde ¢6ziinmiis rhodaminl23’den 10ul
kullanildi. 37°C’de 20 dakika inkiibasyon sonrasinda, 1000 xg.’de 6 dk santrifiij edildi.
Ust s1v1 atilarak hiicre pelleti iizerine, hiicreleri yikamak amaciyla 1500 ul NKC eklendi
ve yeniden santifiij edildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi. Pellete 1ml distile su ile
hazirlanan %?2’lik triton-X 100 eklendi ve vortekslendi. 37°C’de 10 dakika inkiibasyon
sonrasinda, 520 nm. eksitasyon ve 590 nm. emisyon dalga boylari, bant araliklar1 5 nm.
kullanilmak suretiyle fluoresans tayinleri yapilarak membran potansiyeli hesaplandi
(Fujihara ve ark. 2007). Veriler Rhd123/hoecht 33258 fluoresans oranlar1 alinmak
suretiyle, hiicrelerdeki DNA miktarina gore diizeltildi.

3.9. Luminol bagimh kemiliiminesans siddet tespiti

Hiicre kiiltiirii sonras1 ornekler, 1/5 oraninda PBS ile seyreltilerek polipropilen
tiipler icerisine alindi. Son konsantrasyonu 0,1 mM olacak sekilde orneklere DMSO
icerisinde ¢Oziinmiis luminol eklendi. 37 °C’deki su banyosunda 5 dakika bekletildi.
Liiminometrenin kuyucuklarina konulan oOrneklerde, 10 sn sonunda, liiminesans
siddetlerinin Ol¢iimii yapildi ve kaydedildi (Faulkner ve Fridovich 1993). Veriler
kontrol grubu 6rneklerine gore normalize edilip, 10° hiicre basina diisen nisbi 151k birimi

(RLU) cinsinden verildi.
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3.10. 2°,7’-DCFH-DA ile Hiicre ici Oksidatif Stresin Spektrofluometrik Analizi
Cesitli radikaller tarafindan oksitlenen 2’°,7’-diklorohidrofluoreskindiasetat
(DCFH-DA) hiicre orneklerimizde olusan ROT iiretimini 6lgmek i¢in kullanildi.
DCFH-DA esterazlar tarafindan deasetillenerek fluoresans 0zelligi olmayan
diklorofluoreskin (2°,7’-DCFH) iiriinii haline doniisiir. DCFH ortamdaki reaktif tiirler
tarafindan, giicli fluoresans 1stma veren DCF (diklorofluoreskein)’e doniisen bir
probdur. Inkiibe edilmis her deney grubundan 250 ul hiicre siispansiyonu, 750 ul PBS
ile santrifiij edildi. Hiicreler iki kez 1 ml PBS ile yikandi. Hiicre soliisyonuna, son
konsantrasyonu 20 uM olacak sekilde, DMSO icerisinde ¢oziilen (2 mM’lik stoktan 10
ul) DCFH-DA eklendi, 37 °C su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi ve ortaya ¢ikan
fluoresans siddeti spektrofluorometrik olarak tespit edildi (Eksitasyon: 480 nm,
Emisyon: 530 nm dalga boylarinda, Bant: 5 nm araliginda) (Ohashi ve ark. 2002).
Veriler DCFH/hoecht 33258 fluoresans oranlar1 alinmak suretiyle, hiicrelerdeki DNA

miktarina gore diizeltildi.

3.11. Orneklerdeki DNA miktarimin spektrofluometrik olarak dlciimii

Hiicre liziz ¢ozeltisi;
e 1mM Tris-EDTA
e 200 mM NaCl
e pH74

Orneklerin DNA icerikleri spektrofluorometrik olarak olgiildii. 1 ml %2’lik
triton X100 ile vortekslenen hiicre siispansiyonlarina 10 pg/ml hoechst 33258 iceren
hiicre liziz ¢ozeltisinden 200 pl eklendi ve 45 dk 37°C su banyosunda bekletildi.
Orneklerin fluoresans siddetleri 365 nm eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga boyunda
bant araliklar1 5 nm olacak sekilde spektrofluorometride olgiildii (Kobayashi ve ark.

2009).

3.12. Istatistiksel Analiz

Deney sonuclarinin istatistiksel analizleri i¢in SPSS 17.0 ve GraphPad Prism 5
programi kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiki karsilagtirmalar One-way ANOVA
testi ile degerlendirildi. P degerleri 0,05’ten kiigiik olan karsilastirmalar icin Post- Hoc

Tukey testi ile yapildi. Veriler ortalama deger + standart sapma olarak aciklandi.



CALISMADA KULLANILAN ARACLAR
Tablo 3.1: Calismada Kullamilan Araclar

Buzdolab1 (Argelik)

Inkiibator (Heraeus HeraCell 240)
35 mm’lik petri kap

Flask (25 cm?, 75 sz)

12 kuyucuklu petri kap

Falkon tiip (50 ml.)

Santrifiij tiipti (14 ml.)

Steril dereceli pipet ucu

Laminar air flow steril kabin (Base Air steril hava kabini)
Otomatik pipet (Gilson)

Kriyotiip

Hemositometre lami (Neubauer)
Bistiiri (12 numara)

Enjektor (10ml- 20 ml) (Roche)
Filtre (0,22 mikrometre)
Sogutmali1 Santrifiij (Hettich)

Sonikator (Sonoreks)
Spektrofluorometre (Shimadzu RF 5000)
Manyetik Karistirict (Janke-Kunkel)

Mini Santrifiij (Hettich)

Hassas Terazi (Chyo tip JL 180)

Vorteks (Jake&Kunkel IKA labor tecnic VF2)

Derin Dondurucu (-20 °C) (Bosch)

Derin Dondurucu (-80 °C) (Heraeus Sepatech)

pH Metre (Microprocessor pH meter pH537WTW tip 50 )
Otoklav (Hirayama)

Ultra Saf Su Cihaz1 (Millipore)

Pipet seti (0,1-1000 mikro litre) (Lab Mate)

Steril pipet ucu (beyaz-sari-mavi)

Isik mikroskobu (Olympus)
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Luminometri (Labsystems)

Liyafilizator (Labconco FreeZone 1)

S1v1 azot tanki (Caryo Diffusion)

Benmary su banyosu (Kotterman labortecnic tip 3047 )

Etiiv ( 37°C ) (Memmert)

CALISMADA KULLANILAN KiMYASAL MADDELER
Tablo 3.2: Kimyasal Maddeler

t-BOOH (tert-butil hidroperoksit) (Merck)

DMEM/F-12 Ham’s (Dulbecco’nun Modifiye edilmis Eagle Medyumu) (Biochrom)
DMSO (Dimetilsiilfoksit) (Sigma-Aldrich)

Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich)

Luminol (Sigma-Aldrich)

NaCl (Sodyum kloriir) (Merck)

NA,HPO, (Merck)

NaH,PO,4 (Merck)

KCI (Potasyum kloriir) (Merck)

CaCl, (Kalsiyum kloriir) (Merck)

N-Asetil Sistein (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 (Merck)

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (Sigma-Aldrich)
L-glutamin (Biochrom)

FCS (Inaktif Fetal Calf Serum) (Biochrom)

Penisilin/Streptomisin (Biochrom)

DCFH-DA (2’, 7’-dichlorohidrofluorescindiasetat) (Sigma-Aldrich)
Rhd-123 (Rhodamin-123) (Sigma-Aldrich)

Tripan Mavisi Boyast %4 (Biochrom)

Izopropil alkol (Merck)

Luciferaz (Sigma-Aldrich)

Tripsin/EDTA (Ca**, Mg** icermeyen PBS’de %0,25/%0,20) (Biochrom)
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4. BULGULAR

4.1. tert-Butil Hidroperoksitin Hiicre Sitotoksitesi Uzerine Etkisi

Calismamizda 3T3 fibroblast hiicre soyu ve sicandan elde edilen primer
fibroblast hiicreleri kullanildi. -BOOH’in ROT olusumunu tetikledigi ve oksidatif stres
meydana getirdigi bilinmektedir. Letal doz, hiicrelerin % 50’sinin 6liimiinii saglayan
stres ajaninin dozudur. Hiicrelerde oksidatif stres olusturmak amaciyla kullandigimiz
-BOOH’in hiicre sitotoksitesi iizerine olas1 etkileri i¢in tripan mavisi hiicre canlilig

testi uygulandi ve doz-6liim oran1 grafiklerinden lethal doz 50 (LLDs) tespit edildi.

4.1.1. t-BOOH ile Oldiiriicii Doz 50’nin (LDsy) Elde Edilmesi

4.1.1.1. NIH-3T3 Fibroblast Hiicre Soyunda /-BOOH ile LDs)’nin Hesaplanmasi

3T3 fibroblast hiicre kiiltiiriine 48 saat siireyle uyguladigimiz t-BOOH’in ¢esitli
konsantrasyonlarinin (150, 300, 450, 600, 750, 850, 1000, 1250, 1500 ve 2000 uM),
hiicre sitotoksititesi {lizerine yaptig1 etki, tripan mavisi hiicre canlilik testiyle
degerlendirildi. Incelenen doz araliklarinda, BOOH’in 1500 uM iistiindeki
konsantrasyonlarda hiicre canliliginin olmadigi goriilmektedir. Yart logoritmik lethal
doz egrilerinden ~-BOOH’in 3T3 fibroblast hiicreleri icin 6liimciil doz 50(LDs) degeri,
850uM olarak hesaplanmistir (Sekil 4-1).

Yari Logoritmik Lethal Doz (LDsg) Egrisi
80

60 -

Oliim Orani (%)
5

204 LD so0 : 850 pM
0 T Y ]
2.0 2.5 3.0 3.5
t-BOOHT ]

Sekil 4-1: --BOOH’in 48 saatlik inkiibasyonu sonucu 3T3 fibroblast hiicrelerinde doza
bagimh hiicre 6liimii grafigi ve LDsy dozu. Sonuclar birbirinden bagimsiz 5 farkli ¢calismadan
elde edilmis, ortalama £SD olarak sunulmustur.
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4.1.1.2. Primer Fibroblast Hiicrelerinde -BOOH ile LDs,’nin Hesaplanmasi

Primer fibroblast hiicre kiiltiirline 48 saat siireyle uyguladigimiz -BOOH’in
cesitli konsantrasyonlarinin (500, 750, 1000, 1250, 1500 ve 2000 pM), hiicre
sitotoksititesi iizerine yaptig1 etki, tripan mavisi hiicre canlilik testiyle degerlendirildi.
Incelenen doz araliklarinda, --BOOH’in 2000 uM iistiindeki konsantrasyonlarinda hiicre
canliliginin olmadig goriilmektedir. Yar1 logoritmik lethal doz egrilerinden +~-BOOH’in
primer fibroblast hiicreleri icin oliimciil doz 50 (LDsp) degeri, 1000 uM olarak
hesaplanmistir (Sekil 4-2).

Yari Logoritmik Lethal Doz (LDsg) Egrisi
150 -

%)

— 1004

50+

Oliim Oran

LD s0: 1000 um

D ! ] 1 ] ] !
2.4 26 28 3.0 3.2 3.4 3.6

Sekil 4-2: t-BOOH’in 48 saatlik inkiibasyonu sonucu primer fibroblast hiicrelerinde doza
bagiml hiicre 6liimii grafigi ve LDs) dozu. Sonuglar birbirinden bagimsiz 5 farkli ¢alismadan
elde edilmis, ortalama £SD olarak sunulmustur.
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42.NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hiicrelerinde -BOOH ile Olusturulmus
Oksidatif Strese Kars1 Rosa damescena Ekstraktimn Hiicre Canlihig1 Uzerine
Etkisi

3T3 ve primer fibroblast hiicrelerinin, 2 saat ve 24 saat Rosa damescena
ekstraktlari ile 6n inkiibasyonu ve ardindan oksidatif stres olusturan LDsy -BOOH ile
48 saat inkiibasyonunun, hiicre canliligi iizerine olan koruyucu etkisi tripan mavisi
canlilik testi ile degerlendirildi. Oksidatif strese karsi, Rosa damescena ekstrakti cesitli
konsantrasyonlarinin (2.5, 5, 10, 20, 40, 100 pg/ml) 2 saat ve 24 saat 6n inkiibasyonu ve
sonrasinda 48 saat +-BOOH inkiibasyonu sonucu olusan hiicre canliligi ve sadece ¢-
BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol grubu hiicrelerinin canlilik seviyeleri, sadece
hiicre iceren kontrol hiicre grubunun hiicre canlilifina oranlanarak hesaplandi ve
canlilk  oranlan %  olarak  degerlendirildi. Rosa  damescena  ekstrakt
konsantrasyonlarinin hiicre 6liimiinii inhibe etme orani, sadece -BOOH ile inkiibe
edilen negatif kontrol hiicre grubunun inhibe etme oraniyla kiyaslanarak hesaplandi.
Hiicre canlilik istatistik hesaplamalarinda One-way ANOVA testi kullanild1 ve gruplar

arasinda ikili karsilastirmalar Post-hoc Tukey testi ile yapildi.

4.2.1.NIH 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Hiicre Canhh$: ve Hiicre Oliim
inhibisyonu

4.2.1.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile inkiib(.e Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Hiicre Oliim Inhibisyonu

Tablo 4.1°de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstraktt 2.5, 5, 10 ve 20 pg/ml
konsantrasyonlarinin, --BOOH uygulanmadan 2 saat 6n inkiibasyonu sonucu % hiicre
Olimiinii, negatif kontrol hiicre grubunun % hiicre 6liimiine gore sirasiyla %14, %20,
%35 ve %9 oranlarinda inhibe ettigi, 40 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin inhibe edici
Ozelliginin bulunmadig1 gozlemlenmistir.

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan N-asetil sisteinin 50 pg/ml
konsantrasyonunun, --BOOH verilmeden 2 saat 6n inkiibasyonu sonucu hiicre 6liimiinii,
negatif kontrol grubunun hiicre Oliimiine gore %23 oraninda inhibe ettigi

gbzlemlenmistir.
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4.2.1.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile Inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Hiicre Canhhig ve Hiicre Oliim
Inhibisyonu

Tablo 4.1°de goruldiigii gibi Rosa damescena ekstrakti 5, 10, 20 ve 40 pg/ml
konsantrasyonlarinin, -BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu % hiicre
Oliimiinii, negatif kontrol grubunun % hiicre 6liimiine gore sirasiyla %23, %51, %30 ve
%20 oranlarinda inhibe ettigi, 2,5 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin inhibe edici
ozelliginin bulunmadig1 gozlemlenmistir.

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan N-asetil sisteinin 50 pg/ml
konsantrasyonunun, +-BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu hiicre
Oliimiinti, negatif kontrol grubunun hiicre oliimiine gére %29 oraninda inhibe ettigi

gozlemlenmistir.

Tablo 4-1: 3T3 fibroblast hiicrelerinde ~-BOOH toksititesine karsi Rosa damescena
ekstraktinin doza bagimh etkisi

313 2 saat once Rosa damescena 24 saat once Rosa damescena
fibroblast A R
hiicresi ekstrakt inkiibasyonu ekstrakt inkiibasyonu
Konsantrasyon @Canhlk(%) ® inhibisyon( %) “Canlihik(%) ® inhibisyon( %)
t-BOOH 1 mM 49+7 49+7
2,5 pg/ml 5745 14 43+5 0
Rosa 5 pg/ml 61+6 20 64+6 23
damescena 10 pg/ml 7616 35 101+13 51
+ 20 pg/ml 5446 9 7045 30
t+-BOOH 40 pg/ml 4045 0 61+5 20
100 pg/ml 3245 0 2042 0
NAS +
50 pug/ml 64+7 23 69+9 29
t-BOOH

Veriler Rosa damescena ekstraktinin t-BOOH verilmeden 2 saat ve 24 saat 6n inkiibasyonunun
sonuglart olup, “kontrol hiicre grubuna gore % canlihk oranlari ve ®hiicre liimiiniin %
inhibisyon degerleridir. Sonuglar birbirinden bagimsiz 5 farkli ¢alismadan elde edilmis olup,
degerler ortalama + SD olarak sunulmustur.
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4.2.1.3. NIH 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Hiicre Oliimiinii inhibe Edici Doz (ICso)

Rosa damescena ekstraktinin, +-BOOH’in indiikledigi hiicre Oliimiinii inhibe
edici oranlar1 kullanilarak yari logoritmik inhibisyon konsantrasyon egrileri cizildi.
Ortamdaki olen hiicrelerin yarisini inhibe eden ekstrakt konsantrasyonu olarak ICsg
degerleri hesaplanmistir. 5-40 pg/ml arasindaki konsantrasyonlar dikkate alinarak
hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (ICsp), 24 saat Rosa damescena ekstrakti
uygulanan, sonra oksidatif hasar meydana getiren ~-BOOH’la inkiibe edilen 3T3

fibroblast hiicreleri i¢in 9,55 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 4-3).

Yari Logoritmik inhibisyon Konsantrasyon (IC) Egrisi

60
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Sekil 4-3: 3T3 fibroblast hiicre kiiltiirlerinde #BOOH sitotoksitesine karsi Rosa
damescena ekstraktinin 24 saat once verilmesinin hiicre 6liimii iizerine koruyucu etkileri
(ICso).

Sonuclar birbirinden bagimsiz 5 farkli tripan mavisi canlilik testi ¢aligmasindan elde edilmis
olup, degerler ortalama + SD olarak sunulmustur.

4.2.2. Primer Fibroblast Hiicrelerinde Hiicre Canlihg ve Hiicre Oliim inhibisyonu

4.2.2.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile Inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde Hiicre Canlihg Ve Hiicre Oliim
Inhibisyonu

Tablo 4.2’de goruldiigii gibi Rosa damescena ekstrakti 2,5 pg/ml
konsantrasyonunun, -BOOH uygulanmadan 2 saat On inkiibasyonu sonucu hiicre
Oliimiinii, negatif kontrol grubunun hiicre 6liimiine gore, sirasiyla %?22 oraninda inhibe
ettigi, 5, 10, 20, 40 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin inhibe edici 6zelliginin
bulunmadig1 gézlemlenmistir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan NAS’in 50 pg/ml

konsantrasyonun, #-BOOH uygulanmadan 2 saat On inkiibasyonu sonucu hiicre
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Olimiinii, negatif kontrol grubunun hiicre 6liimiine gore %26 oraninda inhibe ettigi

gozlemlenmistir.

4.2.2.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakt: ile Inkiibe Edilen ve sonra t-BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde Hiicre Canlihigi Ve Hiicre Oliim
inhibisyonu

Tablo 4.2°de goriildiigli gibi Rosa damescena ekstraktt 2.5, 5, 10 ve 20 pg/ml
konsantrasyonlarinin, t-BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu hiicre
Olimiinii, negatif kontrol grubunun hiicre Oliimiine gore sirasiyla %46, %57, %53 ve
%21 oranlarinda inhibe ettigi, 40 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin inhibe edici
ozelliginin bulunmadig1 gozlemlenmistir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan
NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, +-BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu
sonucu hiicre oliimiinii, negatif kontrol grubunun hiicre 6liimiine gére %50 oraninda

inhibe ettigi gozlemlenmistir.

Tablo 4-2: Primer fibroblast hiicrelerinde --BOOH toksititesine kars1 Rosa damescena
ekstraktinin doza bagimh etkisi

Primer

fibroblast 2 saat once Rosa damescena 24 saat 6nce Rosa damescena
h. ekstrakt inkiibasyonu ekstrakt inkiibasyonu
Konsantrasyon “Canlilik(%) ®inhibisyon(%) ®Canhlik(%) ®inhibisyon(%)
t-BOOH 1 mM 5045 5045
2,5 ug/ml 64+7 22 9246 46
Rosa 5 pg/ml 48+3 0 116+8 57
damescena 10 pg/ml 4745 0 10748 53
+ 20 pg/ml 44+4 0 63+4 21
t-BOOH 40 pg/ml 5045 0 4444 0
100 pg/ml 2342 0 4344 0
NAS +
+BOOH 50 pg/ml 68+7 26 101£7 50

Veriler Rosa damescena ekstraktinin +-BOOH verilmeden 2 saat ve 24 saat 6n inkiibasyonunun sonuglari
olup, “kontrol hiicre grubuna gore % canlilik oranlart ve ®hiicre 6liimiiniin inhibisyon degerleridir.
Sonuglar birbirinden bagimsiz 5 farkli ¢alismadan elde edilmis olup, degerler ortalama + SD olarak
sunulmustur.



49

4.2.2.3. Primer Fibroblast Hiicrelerinde Hiicre Oliimiinii inhibe Edici Doz (ICs)
Rosa damescena ekstraktinin, -BOOH’in indiikledigi hiicre ©6liimiinii inhibe
edici oranlar1 kullanilarak yari logoritmik inhibisyon konsantrasyon egrileri cizildi.
Ortamdaki olen hiicrelerin yarisini inhibe eden ekstrakt konsantrasyonu olarak ICsg
degerleri hesaplanmistir. 2,5-20 pg/ml arasindaki konsantrasyonlar dikkate alinarak
hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (ICsp), 24 saat once Rosa damescena ektrakti
uygulanan, sonra oksidatif hasar meydana getiren -BOOH’la inkiibe edilen primer

fibroblast hiicreleri i¢in 6,095 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 4-4).

Yari Logoritmik inhibisyon Konsantrasyon (IC) Egrisi

60-
®
®

;-\; ] ICs0 : 6,095 pg/ml
~ 40+
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Sekil 4-4: Primer fibroblast hiicre Kiiltiirlerinde ~BOOH sitotoksitesine karsi Rosa
damescena ekstraktinin 24 saat once verilmesinin hiicre 6liimii iizerine koruyucu etkileri
(ICsp). Sonuglar birbirinden bagimsiz 5 farkli tripan mavisi canlilik testi ¢alismasindan elde
edilmis olup, degerler ortalama + SD olarak sunulmustur.
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4.3. NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hiicre ici ATP Diizeyleri
NIH 3T3 ve primer fibroblast hiicrelerimizin 48 saat inkiibasyon sonucundaki

ATP diizeyleri kit kullanilmak suretiyle luminometrik olarak dl¢iildii.

4.3.1. NIH 3T3 Fibroblast Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre Ici ATP Seviyesi

4.3.1.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile inkiibe Edilen ve Sonra ~-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde ATP Seviyesi

Sekil 4.5°de goriildiigii gibi 3T3 fibroblast hiicrelerine --BOOH verildikten 48
saat sonra Olgillen ATP seviyeleri kontrol hiicrelere gore %54 azalmugstir.
Rosa damescena ekstrakti cesitli konsantrasyonlarinin (2,5-100 pg/ml) 2 saat 6n
inkiibasyonu ve sonra 48 saat -BOOH inkiibasyonu sonucu hiicre i¢i ATP seviyeleri,
sadece -BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol grubu hiicrelerinin ATP seviyelerine
gore ve ekstrakt ve kimyasal icermeyen kontrol hiicre grubunun ATP seviyelerine gore
degerlendirildi. Istatistik hesaplamalarinda One-way ANOVA testi kullamldi ve gruplar

arasinda ikili karsilastirmalar Post-hoc Tukey testi ile yapildi.

Kontrol hiicre grubunun ATP seviyesine gore;

Sekil 4.5’de goriildiigi gibi Rosa damescena ekstrakti 2.5-100 pg/ml
konsantrasyonlarinin, ~BOOH uygulanmadan 2 saat on inkiibasyonu ATP seviyeleri,
kontrol hiicrelerin ATP seviyesine gore diisiiktiir. Gruplar arasindaki hiicre i¢ci ATP
seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, t~-BOOH verilmeden 2 saat 6n inkiibasyonu
ATP seviyesi %33 azalmistir. Kontrol grubu ile arasindaki hiicre i¢i ATP seviyesindeki

farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

Sadece -BOOH ile inkiibe edilen hiicre grubunun ATP sevivelerine gore:

Sekil 4.5’ de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt1 2.5, 5, 10 ve 20 ug/ml
konsantrasyonlarinin, --BOOH uygulanmadan 2 saat 6n inkiibasyonunun sonucu ATP
seviyeleri artmistir ancak 40 ve 100 pg/ml Rosa damescena ekstrakti verildigi zaman
ATP seviyeleri azalmistir. Gruplar arasindaki hiicre i¢ci ATP seviyesindeki farklilik 2.5,
20 ve 40 pg/ml konsantrasyonu hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05,
ANOVA). Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, #-

BOOH verilmeden 2 saat 6n inkiibasyonu sonucu ATP seviyesi %34 artmistir. Negatif
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kontrol grubu ile arasindaki hiicre ici ATP seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak

anlamhdir (p<0,05, ANOVA).
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Sekil 4-5: -BOOH ile oksidatif stres olusturulmus 3T3 fibroblast hiicrelerine 2 saat énce
Rosa damescena ekstraktinin verilmesinin ATP seviyeleri iizerine etkisi. Veriler 5 farkli
caligmanin sonucu olup, ortalama +SD degerleridir.

4.3.1.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde ATP Seviyesi

Sekil 4.6’da gortildiigii gibi 3T3 fibroblast hiicrelerine --BOOH verildikten 48
saat sonra Olciilen ATP seviyeleri kontrol hiicre grubuna gore %51 azalmistir.
Rosa damescena ekstrakti cesitli konsantrasyonlarinin (2,5-100 pg/ml) 24 saat 6n
inkiibasyonu ve sonra 48 saat -BOOH inkiibasyonunun hiicre ici ATP seviyeleri,
sadece -BOOH ile inkiibe edilen hiicre grubunun ATP seviyelerine gore ve kontrol
hiicre grubunun ATP seviyelerine gore degerlendirildi. Istatistik hesaplamalarinda One-
way ANOVA testi kullanild1 ve gruplar arasinda ikili karsilagtirmalar Post-hoc Tukey
testi ile yapildi.

Kontrol hiicre grubunun ATP sevivesine gore;

Sekil 4.6’da goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt1 2.5, 5, 10 ve 20 ug/ml
konsantrasyonlarinin, +-BOOH uygulanmadan 24 saat on inkiibasyonu ATP seviyeleri
sirastyla %205, %155, %55 ve %55 artirmistir. Ancak 40 ve 100 pg/ml Rosa

damescena ekstrakti verildigi zaman ATP seviyesi sirasiyla %15 ve %65 azalmistir.
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Gruplar arasindaki hiicre i¢ci ATP seviyesindeki farklilhik 40 pg/ml ekstrakt
konsantrasyonu hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

Pozitif kontrol grubu olarak kullamlan NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun,
t-BOOH verilmeden 24 saat 6n inkiibasyonu ATP seviyesi %85 artmistir. Kontrol grubu
ile arasindaki hiicre i¢ci ATP seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0,05, ANOVA).

Sadece -BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol hiicre grubunun ATP seviyelerine

ore;

Sekil 4.6’da goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt1 2.5, 5, 10, 20 ve 40 pg/ml
konsantrasyonlarinin, --BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu ATP seviyelerini
sirastyla %510, %410, %210, %210 ve % 71 artirmistir. Ancak 100 pg/ml Rosa
damescena ekstrakti verildigi zaman ATP seviyesi %30 azalmistir. Gruplar arasindaki
hiicre i¢i ATP seviyesindeki farklilik 100 pg/ml ekstrakt konsantrasyonu hari¢ (p>0,05)
istatistiksel olarak anlamlhidir (p<0,05, ANOVA).

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun,
t-BOOH verilmeden 24 saat 6n inkiibasyonu ATP seviyesi %271 artmistir. Negatif
kontrol grubu ile arasindaki hiicre ici ATP seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak

anlamhdir (p<0,05, ANOVA).
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Sekil 4-6: t-BOOH ile oksidatif stres olusturulmus 3T3 fibroblast hiicrelerine 24 saat once
Rosa damescena ekstraktinin verilmesinin ATP seviyeleri iizerine etkisi. Veriler 5 farkh
calismanin sonucu olup, ortalama + SD degerleridir.
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4.3.2. Primer Fibroblast Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre i¢ci ATP Seviyesi

4.3.2.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile inkiibe Edilen ve Sonra -BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde ATP Seviyesi

Sekil 4.7°de goriildiigi gibi primer fibroblast hiicrelerine ~-BOOH verildikten 48
saat sonra Olgiilen ATP seviyeleri kontrol hiicre grubuna gore %53 azalmustir.
Rosa damescena ekstrakti cesitli konsantrasyonlarinin (2.5-100 pg/ml) 2 saat 6n
inkiibasyonu ve sonra 48 saat ~-BOOH inkiibasyonunun hiicre ici ATP seviyeleri,
sadece -BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol hiicre grubunun ATP seviyelerine gore
ve kontrol hiicre grubunun ATP seviyelerine gore degerlendirildi. Istatistik
hesaplamalarinda One-way ANOVA testi kullanildi ve gruplar arasinda ikili

karsilastirmalar Post-hoc Tukey testi ile yapildi.

Kontrol hiicre grubunun ATP seviyesine gore;

Sekil 4.7’de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakti 2.5-100 pg/ml
konsantrasyonlarinin, ~BOOH uygulanmadan 2 saat on inkiibasyonu ATP seviyeleri,
kontrol hiicrelerin ATP seviyesine gore diisiiktiir. Gruplar arasindaki hiicre i¢ci ATP
seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, t~-BOOH verilmeden 2 saat 6n inkiibasyonu
ATP seviyesi %38 azalmistir. Kontrol grubu ile arasindaki hiicre i¢i ATP seviyesindeki

farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

Sadece -BOOH ile inkiibe edilen hiicre grubunun ATP sevivelerine gore:

Sekil 4.7°de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt1 2.5, 5, 10 ve 20 ug/ml
konsantrasyonlarinin, --BOOH uygulanmadan 2 saat 6n inkiibasyonunun sonucu ATP
seviyeleri artmistir. Ancak 40 ve 100 ug/ml Rosa damescena ekstrakti verildigi zaman
ATP seviyeleri azalmistir. Gruplar arasindaki hiicre i¢ci ATP seviyesindeki farklilik 2.5,
20 ve 40 pg/ml konsantrasyonu hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05,
ANOVA).

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun,
t-BOOH verilmeden 2 saat 0n inkiibasyonu sonucu ATP seviyesi %34 artmistir. Negatif
kontrol grubu ile arasindaki hiicre ici ATP seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak

anlamhdir (p<0,05, ANOVA).
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Sekil 4-7: t-BOOH ile oksidatif stres olusturulmus primer fibroblast hiicrelerine 2 saat
once Rosa damescena ekstraktmin verilmesinin ATP seviyeleri iizerine etkisi. Veriler 5
farkli calismanin sonucu olup, ortalama + SD degerleridir.

4.3.2.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile Inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde ATP Seviyesi

Sekil 4.8°de goriildiigii gibi primer fibroblast hiicrelerine ~-BOOH verildikten 48
saat sonra Olciillen ATP seviyeleri, kontrol hiicre grubuna gore %50 azalmustir.
Rosa damescena ekstrakti c¢esitli konsantrasyonlarmin (2,5-100 pg/ml) 24 saat on
inkiibasyonu ve sonra 48 saat r~-BOOH inkiibasyonunun hiicre ici ATP seviyeleri,
negatif kontrol hiicre grubu ATP seviyelerine gore ve kontrol hiicre grubu ATP
seviyelerine gore degerlendirildi. Istatistik hesaplamalarinda One-way ANOVA testi

kullanild1 ve gruplar arasinda ikili karsilastirmalar Post-hoc Tukey testi ile yapildi.

Kontrol hiicre grubunun ATP seviyesine gore;

Sekil 4.8’de gortldiigii gibi Rosa damescena ekstrakti 2.5, 5, 10 ve 20 pg/ml
konsantrasyonlarinin, -BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu ATP
seviyeleri sirasiyla %169, %119, %106 ve %3 artmustir fakat 40 ve 100 ug/ml Rosa
damescena ekstraktlar1 verildigi zaman ATP seviyesi sirasiyla %37 ve %50 azalmistir.
Gruplar arasindaki hiicre i¢ci ATP seviyesindeki farklihk 20 upg/ml ekstrakt
konsantrasyonu hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).
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NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, --BOOH verilmeden 24 saat 6n inkiibasyonu
sonucu ATP seviyesi %131 artmistir. Kontrol grubu ile arasindaki hiicre i¢ci ATP

seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

Sadece -BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol hiicre grubunun ATP seviyelerine

ore;

Sekil 4.8’de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakti 2.5, 5, 10, 20 ve 40 pg/ml
konsantrasyonlarinin, ~-BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu ATP
seviyeleri swrastyla %438, %338, %313, %106 ve % 25 gibi ylizde artisi
konsantrasyonla birlikte azalarak artmistir. Fakat 100 pg/ml Rosa damescena ekstrakti
verildigi zaman ATP seviyesi negatif kontrol hiicre grubuna gore degismemistir.
Gruplar arasindaki hiicre i¢ci ATP seviyesindeki farklilik 40 ve 100 pg/ml ekstrakt
konsantrasyonlar1 hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlhidir (p<0,05, ANOVA).

NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, --BOOH verilmeden 24 saat 6n inkiibasyonu
sonucu ATP seviyesi %363 artmustir. Negatif kontrol grubu ile arasindaki hiicre i¢ci ATP
seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).
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Sekil 4-8: --BOOH ile oksidatif stres olusturulmus primer fibroblast hiicrelerine 24 saat
once Rosa damescena ekstraktinin verilmesinin ATP seviyeleri iizerine etkisi. Veriler
birbirinden bagimsiz 5 farkli ¢calismanin sonucu olup, ortalama + SD degerleridir.
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4.4. NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hiicrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel
Diizeyleri

3T3 fibroblast ve primer fibroblast hiicrelerinin kullanildigi calisma
gruplarimizin  mitokondri  aktivasyonu, rodamin 123  kullamilmak suretiyle
spektrofluorometrik  olarak  Olciildii. ~ Rosa  damescena  ekstrakti  cesitli
konsantrasyonlarinin (2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100 pg/ml) 2 saat ve 24 saat 0n inkiibasyonu
ve sonra r-BOOH ile 48 saat inkiibasyonu sonucu hiicrelerde ki mitokondri membran
potansiyel seviyeleri, ekstrakt ve kimyasal icermeyen kontrol hiicre grubunun
mitokondri membran potansiyel seviyelerine gore ve sadece t~-BOOH ile inkiibe edilen
negatif kontrol grubu hiicrelerinin mitokondri membran potansiyel seviyelerine gore
degerlendirildi. Istatistik hesaplamalarinda One-way ANOVA testi kullamld: ve gruplar

arasinda ikili karsilagtirmalar Post-hoc Tukey testi ile yapildi.

4.4.1.NIH 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel
Seviyeleri

4.4.1.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile Inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel
Seviyeleri

Kontrol hiicre grubunun mitokondri membran potansiyel seviyesine gore;

Sekil 4.9°da goriildiigii gibi 3T3 fibroblast hiicrelerine sadece 7-BOOH

verildikten 48 saat sonra Olgiilen mitokondri membran potansiyel seviyeleri kontrol
hiicrelere gore %45 azalmistir. Rosa damescena ekstrakti 2.5, 5 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarinin, --BOOH uygulanmadan 2 saat 6n inkiibasyonu sonucu, hiicrelerin
mitokondri membran potansiyel seviyeleri sirasityla %3, %32 ve %34 artmustir fakat 20,
40 ve 100 pg/ml Rosa damescena ekstrakti verildigi zaman mitokondri membran
potansiyelleri sirasiyla %3, %24 ve %42 azalmistir. Gruplar arasinda, hiicrelerin
mitokondri membran potansiyel seviyesindeki farklihik 2,5 ve 20 pg/ml ekstrakt
konsantrasyonlar1 hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).
NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, t~-BOOH verilmeden 2 saat 6n inkiibasyonu
sonucu 3T3 fibroblast hiicrelerindeki mitokondri membran potansiyel seviyesi % 3
artmistir. Kontrol grubu ile arasindaki mitokondri membran potansiyel seviyesindeki

farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05, ANOVA).
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Sadece t-BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol hiicre erubunun mitokondri membran

potansivel seviyelerine gore;

Sekil 4.9°da goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt1 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100
pg/ml konsantrasyonlarinin, -BOOH uygulanmadan 2 saat on inkiibasyonu sonucu
hiicrelerin mitokondri membran potansiyel seviyeleri sirasityla %86, %138, %142, %76,
%38 ve %5 artmustir. Gruplar arasinda, hiicrelerin mitokondri membran potansiyel
seviyesindeki farklilik 100 pg/ml konsantrasyonu hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05, ANOVA).

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan N-asetil sisteinin 50 pg/ml
konsantrasyonun, t-BOOH verilmeden 2 saat On inkiibasyonu sonucu hiicrelerin
mitokondri membran potansiyeli %86 artmistir. Negatif kontrol grubu ile arasindaki
hiicre i¢ci mitokondri membran potansiyel seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak

anlamhdir (p<0,05, ANOVA).
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Sekil 4-9: t-BOOH ile oksidatif stres olusturulmus 3T3 fibroblast hiicrelerine 2 saat 6nce
Rosa damescena ekstraktinin verilmesinin mitokondri membran potansiyel seviyeleri
iizerine etkisi. Veriler 3 farkli calismanin sonucu olup, ortalama +SD degerleridir.
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4.4.1.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile Inkiibe Edilen Ve Sonra t-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel
Seviyeleri

Kontrol hiicre grubunun mitokondri membran potansiyel seviyesine gore;

Sekil 4.10’da goriildiigti gibi 3T3 fibroblast hiicrelerine sadece #-BOOH

verildikten 48 saat sonra Olciilen mitokondri membran potansiyel seviyeleri, kontrol
hiicre grubuna gore %62 oraninda diismiistiir. Rosa damescena ekstraktinin 2.5 pg/ml
konsantrasyonu, -BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu, hiicrelerin
mitokondri membran potansiyel seviyesi %22 artmistir fakat 5, 10, 20, 40 ve 100 pg/ml
Rosa damescena ekstraktlar1 verildigi zaman mitokondri membran potansiyelleri
sirastyla %8, %19, %30, %38 ve %40 azalmistir. Gruplar arasinda, hiicrelerin
mitokondri membran potansiyel seviyesindeki farklilik 5 pg/ml ekstrakt konsantrasyonu
haric (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, --BOOH verilmeden 24 saat 6n inkiibasyonu
sonucu 3T3 fibroblast hiicrelerindeki mitokondri membran potansiyel seviyesi % 19
artmistir. Kontrol grubu ile arasindaki mitokondri membran potansiyel seviyesindeki

farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05, ANOVA).

Sadece -BOOH ile inkiibe edilen hiicre grubunun mitokondri membran potansiyel

sevivelerine gore;

Sekil 4.10°da goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt1 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100

pg/ml konsantrasyonlarinin, --BOOH uygulanmadan 24 saat on inkiibasyonu sonucu
hiicrelerin mitokondri membran potansiyel seviyeleri sirasiyla %221, %143, %114,
%86, %64 ve %57 artmistir. Gruplar arasinda, hiicrelerin mitokondri membran
potansiyel seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).
Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun,
t-BOOH verilmeden 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu hiicrelerin mitokondri membran
potansiyeli %214 artmistir. Negatif kontrol grubu ile arasindaki hiicre i¢i mitokondri
membran potansiyel seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05,

ANOVA).
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Sekil 4-10: ~BOOH ile oksidatif stres olusturulmus 3T3 fibroblast hiicrelerine 24 saat
once Rosa damescena ekstraktinin verilmesinin mitokondri membran potansiyel seviyeleri
iizerine etkisi. Veriler 3 farkli calismanin sonucu olup, ortalama £SD degerleridir.

4.4.2. Primer Fibroblast Hiicrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel Seviyeleri

4.4.2.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile Inkiibe Edilen ve Sonra -BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel
Seviyeleri

Kontrol hiicre grubunun mitokondri membran potansiyel seviyesine gore;

Sekil 4.11°de goriildiigti gibi primer fibroblast hiicrelerine sadece -BOOH
verildikten 48 saat sonra Olgiilen mitokondri membran potansiyel seviyeleri kontrol
hiicrelere gore %44 azalmistir. Rosa damescena ekstrakti 2.5, 5, 40 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinin, --BOOH uygulanmadan 2 saat 6n inkiibasyonu sonucu, hiicrelerin
mitokondri membran potansiyel seviyeleri sirastyla %38, %19, %9 ve %16 diismiistiir
fakat 10 ve 20 ug/ml Rosa damescena ekstrakti verildigi zaman mitokondri membran
potansiyelleri sirasiyla %31 ve %25 artmistir. Gruplar arasinda, hiicrelerin mitokondri
membran potansiyel seviyesindeki farklilik 40 pg/ml ekstrakt konsantrasyonu haric
(p>0,05) 1istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05, ANOVA). NAS’in 50 pg/ml
konsantrasyonunun, #-BOOH verilmeden 2 saat On inkiibasyonu sonucu primer

fibroblast hiicrelerindeki mitokondri membran potansiyel seviyesi %3 artmistir.
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Kontrol grubu ile arasindaki mitokondri membran potansiyel seviyesindeki farklilik

istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05, ANOVA).

Sadece -BOOH ile inkiibe edilen hiicre grubunun mitokondri membran potansiyel

sevivelerine gore;

Sekil 4.11°de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt1 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100
pg/ml konsantrasyonlarinin, -BOOH uygulanmadan 2 saat on inkiibasyonu sonucu
hiicrelerin mitokondri membran potansiyel seviyeleri sirastyla %11, %44, %133, %122,
%61 ve %50 artmistir. Gruplar arasinda, hiicrelerin mitokondri membran potansiyel
seviyesindeki farklilik 2.5 pg/ml konsantrasyonu hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05, ANOVA).

N-asetil sisteinin 50 pg/ml konsantrasyonunun, ~-BOOH verilmeden 2 saat 6n
inkiibasyonu sonucu hiicrelerin mitokondri membran potansiyeli %83 artmistir. Negatif
kontrol grubu ile arasindaki hiicre i¢i mitokondri membran potansiyel seviyesindeki

farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).
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Sekil 4-11: +~BOOH ile oksidatif stres olusturulmus primer fibroblast hiicrelerine 2 saat
once Rosa damescena ekstraktinin verilmesinin mitokondri membran potansiyel seviyeleri
iizerine etkisi. Veriler 3 farkli calismanin sonucu olup, ortalama +SD degerleridir.
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4.4.2.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile inkiibe Edilen ve Sonra ~-BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel
Seviyeleri

Kontrol hiicre grubunun mitokondri membran potansivel seviyesine gore;

Sekil 4.12°de goriildiigi gibi primer fibroblast hiicrelerine sadece -BOOH
verildikten 48 saat sonra Olciilen mitokondri membran potansiyel seviyeleri kontrol
hiicrelere gore %47 oraninda diigsmiistiir. Rosa damescena ekstraktinin 2.5 ve 5 pg/ml
konsantrasyonlari, --BOOH uygulanmadan 24 saat 0n inkiibasyonu sonucu, hiicrelerin
mitokondri membran potansiyel seviyesi sirasiyla %41 ve %19 artmistir, 10 pg/ml
ekstrakt verildiginde seviyesi degismemis fakat 20, 40 ve 100 ug/ml Rosa damescena
ekstrakt1 verildigi zaman mitokondri membran potansiyelleri sirasiyla %6, %41 ve %47
azalmistir. Gruplar arasinda, hiicrelerin mitokondri membran potansiyel seviyesindeki
farklilik 10 ve 20 pg/ml ekstrakt konsantrasyonlart hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05, ANOVA).

NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, -BOOH verilmeden 24 saat 6n inkiibasyonu
sonucu primer fibroblast hiicrelerindeki mitokondri membran potansiyel seviyesi %25
artmistir. Kontrol grubu ile arasindaki mitokondri membran potansiyel seviyesindeki

farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

Sadece -BOOH ile inkiibe edilen hiicre grubunun mitokondri membran potansiyel

sevivelerine gore;

Sekil 4.12°de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt1 2.5, 5, 10, 20 ve 40

pg/ml konsantrasyonlarinin, ~BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu
hiicrelerin mitokondri membran potansiyel seviyeleri sirasiyla %165, %124, %88, %76
ve %12 artmistir fakat 100 pg/ml ekstrakt verildiginde hiicrelerin mitokondri membran
potansiyel seviyesi degismemistir. Gruplar arasinda, hiicrelerin mitokondri membran
potansiyel seviyesindeki farklilik 40 ve 100 pg/ml ekstrakt konsantrasyonlari hari¢
(p>0,05) istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan N-asetil sisteinin 50 pg/ml
konsantrasyonunun, ~-BOOH verilmeden 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu hiicrelerin
mitokondri membran potansiyeli %135 artmistir. Negatif kontrol grubu ile arasindaki
hiicre i¢i mitokondri membran potansiyel seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak

anlamhdir (p<0,05, ANOVA).
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Sekil 4-12: +-BOOH ile oksidatif stres olusturulmus primer fibroblast hiicrelerine 24 saat
once Rosa damescena ekstraktinin verilmesinin mitokondri membran potansiyel seviyeleri
iizerine etkisi. Veriler 3 farkli calismanin sonucu olup, ortalama £SD degerleridir.

4.5. Rosa damescena Ekstraktinin NIH 3T3 ve Priq}er Fibroblast Hiicre
Kiiltiiriinde £-BOOH ile Olusturulan Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Rosa damescena ekstrakti cesitli konsantrasyonlarinin (2.5, 5, 10, 20, 40, 100
pg/ml) 2 saat ve 24 saat On inkiibasyonu ve sonra t~-BOOH ile 48 saat inkiibasyonu
sonucu hiicrelerde ki luminol bagimli kemiliiminesans siddeti ve DCF fluoresans
siddeti, eksrakt ve kimyasal icermeyen kontrol grubu hiicrelerinin luminol bagimli
kemiliimenesans siddetine ve DCF fluoresans siddetine gore hesaplanarak elde edildi.
Rosa damescena ekstraktlart uygulanmis hiicre gruplarinin sonuglari, sadece t~-BOOH
ile inkiibe edilen negatif kontrol hiicre grubunun luminol bagimli kemiliimenesans
siddetine ve DCF fluoresans siddetine gore oranlanarak, hiicre oliimiinii inhibe etme
yiizdeleri bulundu. Istatistik hesaplamalarinda One-way ANOVA testi kullanildi ve

gruplar arasinda ikili karsilastirmalar Post-hoc Tukey testi ile yapildi.
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4.5.1. NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hiicre Kiiltiirlerinde Luminol Bagimh
Kemiliiminesans Siddeti

Cesitli konsantrasyonlardaki Rosa damescena ekstrakti (2.5-100 pg/ml) ile
2 saat ve 24 saat inkiibe edilen 3T3 ve primer fibroblast hiicrelerine, daha sonra
oksidatif stres olusturmak i¢in lethal doz -BOOH uyguland1 ve 48 saat inkiibasyon
sonunda, oksidatif stres gostergesi, luminol varliginda oksidan olusumunu gosteren
kemiliiminesans siddetindeki degisikliklerle incelendi. Luminol eklenmis 6rneklerin 10.

saniyede kemiliiminesans siddeti analiz edildiginde;

4.5.1.1. NIH 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Luminol Bagimhi Kemiliiminesans
Siddeti

4.5.1.1.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstrakt: ile Inkiibe Edilen ve Sonra t~-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Luminol Bagimh Kemiliiminesans Siddeti

Tablo 4.3’de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt 2.5, 5, 10 ve 20 pg/ml
konsantrasyonlarinin, ~-BOOH verilmeden 2 saat On inkiibasyonu sonucu luminol
bagimli kemiliiminesans siddetini, sadece ~-BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol
hiicre grubunun luminol bagimli kemiliiminesans siddetine gore sirasiyla % 23, %19,
%13 ve %5 oranlarinda inhibe ettigi, 40 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin inhibe edici
ozelliginin bulunmadigr goézlemlendi. Gruplar arasinda, kemiliiminesans siddeti
inhibisyon seviyesindeki farklilik 2,5, 5 ve 10 pg/ml ekstrakt konsantrasyonu harig
(p<0,05) istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05, ANOVA).

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonunun,
t-BOOH uygulanmadan 2 saat Onceki inkiibasyonu sonucu luminol bagimh
kemiliiminesans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun luminol bagimlh
kemiliiminesans siddetine gore %22 oraninda inhibe ettigi gozlemlendi. Gruplar
arasindaki % inhibisyon seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05,

ANOVA).
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4.5.1.1.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile Inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Luminol Bagimh Kemiliiminesans Siddeti

Tablo 4.3’de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakti 2.5-100 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlarinin, -BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu olugan
luminol bagimli kemiliiminesans siddetinin, negatif kontrol hiicre grubunun luminol
bagimli kemiliiminesans siddetine gore sirasiyla %32, %43, %82, %99, %94 ve %92
oranlarinda inhibe ettigi gozlemlendi. Gruplar arasindaki % inhibisyon seviyesindeki
farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonunun,
t-BOOH uygulanmadan 24 saat On inkiibasyonu sonucu olusan luminol bagiml
kemiliiminesans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun luminol bagimlh
kemiliiminesans siddetine gore %53 oraninda inhibe ettigi gozlemlendi. Gruplar
arasindaki % inhibisyon seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05,
ANOVA).

Tablo 4-3: 3T3 fibroblast hiicre Kkiiltiirlerinde ~-BOOH sitotoksitesine karsi Rosa
damescena ekstraktinin uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan kemiliiminesans siddeti

313

2 saat once giil ekimi 24 saat once giil ekimi
fibroblast h.
Konsantrasyon Kemiliiminesans e Kemiliiminesans ; . . .
siddeti Inhibisyon(%) siddeti Inhibisyon(%)
t-BOOH 850 uM 717 £61 1091 = 86
2,5 ug/ml 554 £ 44 23 738 £61 32
Rosa 5 pg/ml 582 +51 19 617 +49 43
damescena 10 pg/ml 626 £ 44 13 191 + 15 82
+ 20 pg/ml 680 £ 49 5 51 99
t-BOOH 40 pg/ml 1236 £ 90 0 66 + 12 94
100 pg/ml 2540 + 183 0 82+7 92
50 pg/ml
NAS + 50 pg/ml 562 £47 22 513 £48 53
-BOOH

Sonuglar birbirinden bagimsiz 4 farkli calismadan elde edilmis degerlerin, 10° hiicre basina,
kontrol hiicrelere gore nisbi kemiliiminesans siddet degerlerinin (RLU) ortalama + SD’leridir,
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4.5.1.1.2.1. 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde Kemiliiminesans Siddetini inhibe Edici
Doz (IC50)
Rosa damescena ekstraktinin, --BOOH’in indiikledigi kemiliiminesans siddetini

inhibe edici oranlar1 kullanilarak yar1 logoritmik inhibisyon konsantrasyon egrileri
cizildi. Ortamdaki serbest radikal konsantrasyonunun yarisini inhibe eden ekstrakt
konsantrasyonu olan ICsy degeri hesaplandi. 2,5-100 pg/ml arasindaki konsantrasyonlar
dikkate alinarak hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (ICsp), 24 saat Rosa damescena
ekstrakti ile 6n inkiibasyon yapilan ve sonra oksidatif hasar meydana getiren t-BOOH’la
48 saat inkiibe edilen 3T3 fibroblast hiicreleri i¢in 4,169 pg/ml olarak bulundu (Sekil
4.13).

Yari Logaritmik inhibisyon Konsantrasyon (IC) Egrisi
100- °

Q

e 604

5 ICsp : 4,169

& 404

0

c  20-
c ] ] L ] ]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

Log [ug/ml]

Sekil 4-13: 3T3 fibroblast hiicre Kiiltiirlerinde ~BOOH sitotoksitesine kars1 Rosa
damescena ekstraktinin 24 saat once verilmesinin kemiliiminesans siddet olusumu iizerine
koruyucu etkileri (ICsg). Sonuglar birbirinden bagimsiz 5 farkli calismadan elde edilmis olup,
degerler ortalama + SD olarak sunulmustur.
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4.5.1.2. Primer Fibroblast Hiicrelerinde Luminol Bagimh Kemiliiminesans Siddeti

4.5.1.2.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde Luminol Bagimh Kemiliiminesans
Siddeti

Tablo 4.4’de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakti 2,5 ug/ml

konsantrasyonu, --BOOH uygulanmadan 2 saat 6n inkiibasyonu sonucu luminol bagimli
kemiliiminesans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun Iluminol bagiml
kemiliiminesans siddetine gore %12 inhibe ettigi, 5, 10, 20, 40 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinin inhibe edici 0Ozelliginin bulunmadigr gozlemlendi. Gruplar
arasinda, kemiliiminesans siddeti inhibisyon seviyesindeki farklilik 2,5 pg/ml ekstrakt
konsantrasyonu hari¢ (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05, ANOVA).
NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonunun, -BOOH uygulanmadan 2 saat onceki
inkiibasyonu sonucu luminol bagimli kemiliiminesans siddetini, negatif kontrol hiicre
grubunun luminol bagimli kemiliiminesans siddetine gore %18 oraninda inhibe ettigi
gozlemlendi. Gruplar arasindaki % inhibisyon seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak

anlamhdir (p<0,05, ANOVA).

4.5.1.2.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile Inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde Luminol Bagimh Kemiliiminesans
Siddeti

Tablo 4.4’de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstraktt 2.5, 5, 10 ve 20 pg/ml

arasindaki konsantrasyonlarinin, -BOOH uygulanmadan 24 saat On inkiibasyonu
sonucu luminol bagimli kemiliiminesans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun
luminol bagimli kemiliiminesans siddetine gore sirasiyla %41, %74, %98 ve %10
oraninda inhibe ettigi, 40 ve 100 pug/ml konsantrasyonlarinin inhibe edici 6zelliginin
bulunmadigr gozlemlendi. Gruplar arasinda, kemiliiminesans siddeti inhibisyon
seviyesindeki farklilik 40 ve 100 ug/ml ekstrakt konsantrasyonlari hari¢ (p>0,05)
istatistiksel olarak anlamlhidir (p<0,05, ANOVA).

NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonunun, -BOOH uygulanmadan 24 saat on
inkiibasyonu sonucu luminol bagimli kemiliiminesans siddetini, negatif kontrol hiicre
grubunun luminol bagimli kemiliiminesans siddetine gore %48 oraninda inhibe ettigi
gozlemlendi. Gruplar arasindaki % inhibisyon seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak

anlamhdir (p<0,05, ANOVA).
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Tablo 4-4: Primer fibroblast hiicre Kiiltiirlerinde ~-BOOH sitotoksitesine karsi Rosa
damescena ekstraktinin uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan kemiliiminesans siddeti

E:)ill'l(:le);ast 2 saat once giil ekimi 24 saat once giil ekimi
Konsantrasyon [LCUmInesans 4  cvon(%) omiliminesans ;. on(%)
siddeti siddeti
t-BOOH 850 uM 604 + 66 976 =99
2,5 pg/ml 533 +43 12 577 £ 68 41
Rosa 5 pg/ml 757 £ 60 0 258 +32 74
damescena 10 pg/ml 757 £70 0 17+4 98
+ 20 pg/ml 609 + 48 0 877 +£63 10
t-BOOH 40 pg/ml 731 £ 61 0 1147 £ 105 0
100 pg/ml 764 + 46 0 1172 £ 96 0
50 pg/ml
NAS + 50 pg/ml 496 + 45 18 508 +£52 48
t-BOOH

Sonuglar birbirinden bagimsiz 4 farkli calismadan elde edilmis degerlerin, 10° hiicre basina,
kontrol hiicrelere gore nisbi kemiliiminesans siddet degerlerinin (RLU) ortalama + SD’leridir.

4.5.1.2.2.1. Primer Fibroblast Hiicrelerinde Kemiliiminesans Siddetini Inhibe
Edici Doz (ICsy)

Rosa damescena ekstraktinin, -BOOH’in indiikledigi luminol bagiml
kemiliiminesans siddetini inhibe edici oranlar1 kullanilarak yari logoritmik inhibisyon
konsantrasyon egrileri ¢izildi. Ortamdaki serbest radikallerin konsantrasyonunun
yarisint inhibe eden ekstrakt konsantrasyonu olan ICsy degerleri hesaplanmistir.
2.5-10 pg/ml arasindaki konsantrasyonlar dikkate alinarak hesaplanan inhibe edici
konsantrasyon (ICsg), 24 saat Rosa damescena ektrakti uygulanan, sonra oksidatif hasar
meydana getiren LDsp --BOOH’1a inkiibe edilen primer fibroblast hiicreleri i¢in 3,020
pg/ml olarak bulundu (Sekil 4-14).
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Yari Logoritmik inhibisyon Konsantrasyon (IC) Egrisi
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Sekil 4-14 : Primer fibroblast hiicre kiiltiirlerinde t~-BOOH sitotoksitesine karsi Rosa
damescena ekstraktinin 24 saat once verilmesinin kemiliiminesans olusumu iizerine
koruyucu etkileri (ICsy). Sonuglar birbirinden bagimsiz 5 farkli ¢alismadan elde edilmis olup,
degerler ortalama £SD olarak sunulan ICs, degerleridir.

4.5.2. NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre ici DCFH-DA
Oksidasyonu

4.5.2.1. NIH 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde DCF Fluoresans Siddeti

4.5.2.1.1. 2 saat Rosa damescena Ekstrakti ile inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde DCF Fluoresans Siddeti

Tablo 4.5’de goriildiigi gibi Rosa damescena ekstrakti 2.5, 5 ve 20 upg/ml
konsantrasyonlarinin, +-BOOH uygulanmadan 2 saat on inkiibasyonu sonucu DCF
fluoresans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun DCF fluoresans siddetine gore
sirastyla %33, %19 ve %13 oranlarinda inhibe ettigi, 20, 40 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinin inhibe edici 0Ozelliginin bulunmadigr gozlemlendi. Gruplar
arasinda, kemiliiminesans siddeti inhibisyon seviyesindeki farklilik 20, 40 ve 100 pg/ml
ekstrakt konsantrasyonlar1 hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05,
ANOVA).NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonun, -BOOH uygulanmadan 2 saat 6n

inkiibasyonu sonucu DCF fluoresans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun
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fluoresans siddetine gore %22 oraninda inhibe ettigi gozlemlendi. Gruplar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

4.5.2.1.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde DCF Fluoresans Siddeti
Tablo 4.5’ de goriildiigii gibi Rosa damescena ekstrakt1 2.5-100 pg/ml arasindaki

konsantrasyonlarinin, -BOOH uygulanmadan 24 saat 6n inkiibasyonu sonucu DCF
fluoresans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun DCF fluoresans siddetine gore
strastyla %32, %43, %82, %99, %100 ve %93 oranlarinda inhibe ettigi gbézlemlendi.
Gruplar arasindaki % inhibisyon seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05, ANOVA). NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonunun, -BOOH uygulanmadan 24
saat 6n inkiibasyonu sonucu DCF fluoresans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun
DCF fluoresans siddetine gore %53 oraninda inhibe ettigi gozlemlendi. Gruplar
arasindaki % inhibisyon seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05,

ANOVA).

Tablo 4-5: 3T3 fibroblast hiicre Kkiiltiirlerinde ~-BOOH sitotoksitesine karsi Rosa
damescena ekstraktinin uygulanmasi sonucu meydana gelen fluoresans siddeti

3T3

fibroblast h. 2 saat once giil ekimi 24 saat once giil ekimi
Konsantrasyon ;)ig‘fetl;‘luoresans inhibisyon(%) 3§(itl<i“lu0rosans inhibisyon(%)

-BOOH 850 uM 22,6 £2,1 28+2,2
2,5 ug/ml 174 + 1 33 19,1 +£1,6 32
Rosa 5 ug/ml 184 +1 19 159+1,2 43
damescena 10 pug/ml 19,7+1,2 13 49 +0,5 82
+ 20 pg/ml 23,7+2 0 0,130 99,5
t-BOOH 40 pg/ml 39+£3,1 0 1,7+£0,2 100
100 pg/ml 80,7+ 64 0 2,1 +£0,2 93
tI\]IS%SO-;I 50 pg/ml 17,7+£1,3 22 13,2+1,17 53

Veriler DCFH/hoecht 33258 fluoresans oranlari alinmak suretiyle, hiicrelerdeki DNA miktarina
gore nisbi fluoresans siddeti (RFU) ve yiizde inhibisyon degerleri olup, birbirinden bagimsiz 4
farkli calismadan elde edilmis ortalama + SD’leridir.
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4.5.2.1.2.1. 3T3 Fibroblast Hiicrelerinde DCF Fluoresans Siddetini inhibe Edici
Doz (ICs)

Rosa damescena ekstraktinin, --BOOH’in indiikledigi DCF fluoresans siddetini
inhibe edici oranlart kullanilarak yari logoritmik inhibisyon konsantrasyon egrileri
cizildi. Ortamdaki serbest radikal konsantrasyonunun yarisini inhibe eden ekstrakt
konsantrasyonu olan ICsy degerleri hesaplanmistir. 2.5-100 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlar dikkate alinarak hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (ICsp), 24 saat
Rosa damescena ekstrakti uygulanan, sonra oksidatif hasar meydana getiren r~-BOOH ile

inkiibe edilen 3T3 fibroblast hiicreleri i¢in 4,467 pg/ml olarak bulundu (Sekil 4.15).

Yari Logoritmik inhibisyon Konsantrasyon (IC) Egrisi

150+
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Sekil 4-15: 3T3 fibroblast hiicre kiiltiirlerinde #-BOOH sitotoksitesine karsi Rosa
damescena ekstraktinin 24 saat oOnce verilmesinin DCF fluoresans siddeti iizerine
koruyucu etkileri (ICsg). Sonuglar birbirinden bagimsiz 5 farkli calismadan elde edilmis olup,
degerler ortalama +SD olarak sunulan ICs, degerleridir.



71

4.5.2.2. Primer Fibroblast Hiicrelerinde DCF Fluoresans Siddeti
4.5.2.2.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstrakt: ile inkiibe Edilen ve Sonra t~-BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde DCF Fluoresans Siddeti

Tablo 4.6’da goriildiigi gibi Rosa damescena ekstraktt 2.5 ve 5 ug/ml
konsantrasyonlarinin, --BOOH uygulanmadan 2 saat 6nceki inkiibasyonu sonucu DCF
fluoresans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun DCF fluoresans siddetine gore
sirastyla %8 ve %3 oranlarinda inhibe ettigi, 10, 20, 40 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinin ~ inhibe = edici  6zelliginin ~ bulunmadigr  gdzlemlendi.
Gruplar arasinda, kemiliiminesans siddeti inhibisyon seviyesindeki farklilik 2.5 pg/ml
ekstrakt konsantrasyonu hari¢ (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05,
ANOVA).

Pozitif kontrol grubunun ~-BOOH uygulanmadan 2 saat 6n inkiibasyonu sonucu
DCF fluoresans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun DCF fluoresans siddetine gore
%23 oraninda inhibe ettigi gozlemlendi. Gruplar arasindaki %inhibisyon seviyesindeki

farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05, ANOVA).

4.5.2.2.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstrakti ile inkiibe Edilen ve Sonra t-BOOH
Uygulanan Primer Fibroblast Hiicrelerinde DCF Fluoresans Siddeti

Tablo 4.6’da goriildiigii gibi Rosa damescena ekstraktt 2.5, 5, 10 ve 20 pg/ml
arasindaki konsantrasyonlarinin, -BOOH uygulanmadan 24 saat On inkiibasyonu
sonucu DCF fluoresans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun DCF fluoresans
siddetine gore sirasiyla %46, %70, %94 ve %20 oranlarinda inhibe ettigi, 40 ve 100
png/ml konsantrasyonlarinin inhibe edici 6zelliginin bulunmadigr gozlemlendi. Gruplar
arasinda, kemiliiminesans siddeti inhibisyon seviyesindeki farklilik 40 ve 100 pg/ml
ekstrakt konsantrasyonlar1 hari¢ (p>0,05) istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05,
ANOVA).

NAS’in 50 pg/ml konsantrasyonunun, -BOOH uygulanmadan 24 saat 6n
inkiibasyonu sonucu DCF fluoresans siddetini, negatif kontrol hiicre grubunun DCF
fluoresans siddetine gore %53 oraninda inhibe ettigi gozlemlendi. Gruplar arasindaki

% inhibisyon seviyesindeki farklilik istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05, ANOVA).



72

Tablo 4-6: Primer fibroblast hiicre Kiiltiirlerinde ~-BOOH sitotoksitesine Kkarst Rosa
damescena ekstraktimin uygulanmasi sonucu meydana gelen fluoresans siddeti

Primer
fibroblast 2 saat once giil ekimi 24 saat once giil ekimi
h.
DCF DCF
Konsantrasyon Fluoresans Inhibisyon(%) Fluorosans Inhibisyon(%)
siddeti siddeti
t-BOOH 850 uM 25,16 3,2 30,23 +£3.6
2,5 ug/ml 23,10 2,6 8 16,32 £ 1,6 46
Rosa 5 ug/ml 24,36 + 2,5 3 9,07 +1,2 70
damescena 10 pug/ml 25,41 +1,7 0 1,81 +1,5 94
+ 20 pg/ml 25,57 +2,7 0 242 +3 20
t-BOOH 40 pg/ml 30,503 0 3552+32 0
100 pg/ml 31,82+34 0 37,1 £42 0
NAS +
+ +
- BOOH 50 pg/ml 194 +£2 23 1421+1,9 53

Veriler DCFH/hoecht 33258 fluoresans oranlar1 alinmak suretiyle, hiicrelerdeki DNA miktarina
gore nisbi fluoresans siddeti (RFU) ve yiizde inhibisyon degerleri olup, birbirinden bagimsiz 4
farkli calismadan elde edilmis ortalama + SD’leridir.

4.5.2.2.2.1. Primer Fibroblast Hiicrelerinde ICs,

Rosa damescena ekstraktinin, --BOOH’in indiikledigi DCF fluoresans siddetini
inhibe edici oranlar1 kullanilarak yar1 logoritmik inhibisyon konsantrasyon egrileri
cizildi. Ortamdaki serbest radikal konsantrasyonunun yarisini inhibe eden ekstrakt
konsantrasyonu olan ICsyp degeri hesaplanmistir. 2.5-10 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlar dikkate alinarak hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (ICsp), 24 saat
once Rosa damescena ektrakti uygulanan, sonra oksidatif hasar meydana getiren
t-BOOH’la inkiibe edilen primer fibroblast hiicreleri i¢in 2,818 pg/ml olarak
bulunmustur (Sekil 4-16).
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Yari Logoritmik inhibisyon Konsantrasyon (IC) Egrisi
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Sekil 4-16: Primer fibroblast hiicre kiiltiirlerinde --BOOH sitotoksitesine kars1 Rosa damescena
ekstraktinin 24 saat once verilmesinin DCF fluoresans siddeti iizerine koruyucu etkileri (ICs).
Sonuglar birbirinden bagimsiz 5 farkli ¢alismadan elde edilmis olup, degerler ortalama + SD olarak
sunulan ICs, degerleridir.

4.6. Hiicre Kiiltiirlerinde Gozlemlenen Morfolojik Bulgu

Calismamizda sadece t-BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol grubu
kuyucuklarinda, normalde ig sekilli yapiya sahip olan fibroblast hiicrelerinin bu
ozelligini kaybedip yuvarlak, elips gibi 0zel bir yapisi olmayan hiicre sekline
doniistiikleri invert mikroskop kullanilarak goézlemlendi. Ayrica kuyucuklar gorsel
olarak izlendiginde hiicrelerin normalde tabana yayilarak olusturdugu homojen
goriintiiniin bozuldugu, hiicrelerin tutunma ozelligini kaybedip kiimelesme egilimine
girdikleri ve kiimelenmis hiicre toplulugu olusturdugu gozlemlenmistir. Fakat cesitli
konsantrasyonlardaki Rosa damescena ekstraktinin 2 saat ve 24 saat 6n inkiibasyonu ve
sonradan 7-BOOH verilmesi sonucunda ise bu durumu artan dar etki aralik
konsantrasyonlariyla orantili bir sekilde kismen engelledigi, fibroblastlarin ig seklini ve

homojen goriintiisiinii kismen korudugu gézlemlenmistir.
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5. TARTISMA

Ulkemizde Rosa damescena, ihra¢ edildigi gibi cesitli iilkelerin kozmetik
firmalar1 ham iiriinii belli bir agsamaya kadar ililkemizde isleyerek, kendi tilkelerinde cesitli
iriinler haline dondiirdiikleri, endiistriyel 6nemi olan bir bitkidir. Giinlimiizde bilimsel
arastirmalardan elde edilen bulgular, bu tiir endiistriyel bitkilerin tiiketimini olduk¢a fazla
yonlendirebilmektedir. Rosaceae cinsine ait diger tiirlerin icerdikleri maddeler,
ekstraktlariin biyolojik Ozellikleri ile ilgili olarak o6zellikle Uzakdogu kaynakli ¢ok
sayida calisma yayimlanmistir. Bu calismalarin ¢ogu Rosaceae cinsine ait tiirlerin
antioksidan, antitiimoral, yaglanma karsiti (anti aging) ve antibakteriyel etkileri iizerine
yogunlagsmistir (Ng ve ark. 2005; Nagai ve ark. 2007; Altiner ve Kiliggiin 2008; Awale ve
ark. 2009). Ulkemiz ile birlikte birka¢ komsu iilkede iiretilen Rosa damescena tiirii ile
ilgili Pubmed veri tabami kullanilarak, 2009 Nisan ayi itibari ile yaptigimiz literatiir
incelemelerine gore 46 makale goze carpmaktadir. Bu calismalarda, ozellikle Rosa
damescena’nin yag1 ve ekstraktlarinin igeriklerinin ne olduguna yonelik bulgular yer
almaktadir (Basim ve Basim 2003; Ulusoy ve ark. 2009). Rosa damescena cok sayida
bilesik icermekle birlikte, bunlarin icersinde antioksidan 6zelligi iyi bilinen vitamin C’nin
de (askorbik asit) bulunmasi bu bitkinin, antioksidan 6zellige sahip bitkilerden biri olma
olasiligim giiclendirmektedir (Nagai ve ark. 2007; Ulusoy ve ark. 2009). Her ne kadar in
vitro caligmalarda ethanol, etil asetat ve eter kullanilarak hazirlanan giil ekstraktlarinin
antisolar etkisi (Tabrizi ve ark. 2003), giil yaginin antibakteriyel etkisi (Basim ve Basim
2003) ile ilgili bulgular bildirilmisse de, sadece iki calismada methanol solventi ile
hazirlanmmis Rosa damescena ekstraktinin farkli teknikler kullanilarak serbest radikal
tutucu 6zelligine sahip oldugu bildirilmistir (Ozkan 2004; Kumar 2005). Ustelik literatiir
incelemesinin bu donemine kadar Rosa damescena’nin hiicreler iizerine etkilerini
arastiran ve hiicrelerin oksidan etkiden korunmasinda bu tiiriin etkilerini arastiran bir
calisma goze carpmamaktadir. Bununla birlikte antioksidan o6zellikteki bilesiklerin
konsantrasyonlar1 ve bunlarin beraber bulunduklart komponentlerin igerikleri, biyolojik
molekiiller iizerinde ¢ok farkli etkiler gosterebilmektedir. Ornegin antioksidan olarak
tanimlanan bir bilesik, belli bir konsantrasyonda veya konsantrasyondan sonra oksidan
etki ortaya cikarabilmektedir (Roomi ve ark. 2005) Ornegin 400 IU/giin E vitamini
kullanilmasinin yash diyabetlilerde 6liim riskini arttirdigi bilinmektedir (Levy ve ark.

2004). Bununla birlikte antioksidan 6zellikteki bir bilesigin beraber bulundugu baska bir
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bilesik tarafindan etkisinin arttirilmasi ya da ortadan kaldirilmasinin s6z konusu oldugunu
bildiren ¢esitli ¢calismalar mevcuttur (Farah ve Begum 2003; Hermann ve ark. 2007).
Sozii edilen bu son bilgiler, bir bilesigin antioksidan ajan olarak kullanilmak
istenildiginde kullanilacak dozun ¢ok titizlikle secilmesi gerektiginin Onemini ortaya
koymaktadir.

Periferal insan lenfositleriyle daha once yaptigimiz in vitro calismalarda bir
hidroperoksit olan kiimen hidroperoksitlere karsi, belirli dozlarda Rosa damescena
ekstraktinin koruyucu 6zelliginin oldugunu ortaya ¢ikarmistik (Kanigiir ve ark. 2009).
Ancak giil tiirlerinden elde edilen yag, giil suyu ve ekstraktlar gibi iiriinlerin daha cok
kozmetik {iriinler olarak ciltte kullanilmasi nedeniyle, calismamizda in vitro olarak
fibroblast hiicrelerinde, olusturulan oksidatif strese karsi Rosa damascena ekstraktinin
anti-oksidan ve antisitotoksik etkilerini, bu giil ekstraktinin etkili konsantrasyonlarini
arastirmak istedik. Neden fibroblast hiicrelerini sectik? Fibroblastlar ekstraselliiler
matriks proteinlerinin yapimindan sorumlu olan hiicrelerdir ve ECM ile desteklenmis
cesitli doku ve organlarin biiyiik boliimiinde bulunur. Derinin bag dokusunda en fazla
miktarda bulunan hiicreler olan fibroblastlarin doku hemostazi ve yara iyilesmesinde
onemli rolleri vardir (McAnulty 2006). Giines 1sinlarinin tasidigi ultraviolet (UV)
1sinlarinin olusturdugu oksidatif hasar, giinese direkt maruz kalan derinin fibroblast
hiicrelerini etkilemektedir (Pacheco-Palencia ve ark. 2008). Calismamizda hem sican
deri bag dokusundan elde ettigimiz primer fibroblast hiicresi hemde fare embriyonik
fibroblast hiicre soyu olan NIH 3T3 fibroblast hiicresi kullanilarak Rosa damescena’nin
ongordiigiimiiz olasi etkilerini aragtirmak istedik.

Giliniimiiz diinyasinda sa¢ ve duvar boyalar1 gibi 6nemli endiistriyel iiriinlerin bir
kisminda hidroperoksitler kullanilmaktadir. Hidroperoksitlerin reaktif ozellikleri ile
canli organizmalarda oksidatif stres ve buna baglh hasar olusturduguna dair ¢ok sayida
bulgu bulunmaktadir (Rosa ve ark. 2008). Peroksitlerin hasarlayici etkileri ve bunla
ilgili  mekanizmalart agiklamak i¢in ¢esitli  hidroperoksitler model olarak
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda tfert-buthyl hidroperoksit, hiicre membranindan
gecebilmesi ve katalaz tarafindan yikilamamasi 6zelliginden dolayi tercih edilen bir
kimyasal bilesiktir (Vander-Zee ve ark. 1985; Kanupriya-Prasad ve ark. 2007; Rosa ve
ark. 2008). Bu bilesigin ROT olusumunu tetikledigi ve oksidatif stres meydana
getirdigi bilinmektedir (Rodeiro ve ark. 2007). Bu bilesik ayn1 zamanda endiistride bir



76

radikal polimerizasyonu baglaticis1 olarak kullanilir. Bu nedenle calismamizda model
oksidatif stres etkeni olarak bu bilesik tercih edildi.

Calismamizda -BOOH’1n olusturdugu sitotoksik etki, hiicre canlilig1 tripan mavisi
testi ile degerlendirilirken, antioksidan oOzelligi luminol bagimli kemiliiminesans
yontemi ve 2°7’-DCFH-DA oksidasyon yontemi ile degerlendirildi. Luminol aralarinda
0,, H,0,, singlet oksijen gibi ¢esitli reaktif oksijen tiirlerinin bulundugu ortamlarda
oksitlendiklerinde liiminesans cikaran bilesiklerdir. Ote yandan 2’,7° DCFH-DA
oksidasyonuna neden olan cesitli reaktif oksijen tiirleri bildirilmistir. Bunlar arasinda
OH' spesifik olmakla birlikte ONOO’, O,, ROO’, NO radikalleri bulunmaktadir
(Halliwell ve Whiteman 2004). DCFH molekiilii peroksil, alkoksil, NO,, karbonat
(CO7%) gibi reaktif tiirlere duyarli bir fluorometrik bir probdur (Lebel ve ark. 1992;
Ohashi ve ark. 2002). Giintimiizde bu bilesik oksidatif stresin etkilerini aragtirmak i¢in
hem spektrofluometri hem de akis sitometrisi yontemlerinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir.

Antioksidanlarin hiicreler lizerine olan etkilerinin arastirildigi calismalarin bir
kisminda, hiicre dig1 ortamda kalim siiresi, hiicre i¢ine giris orani, burda kalis siiresi ve
metabolizmasina bagl olarak etkilerinin kisa siirede ortaya ¢ikmasinin yaninda, uzun
siirede de ortaya cikabildigi gosterilmistir (Song ve ark. 2008). Calismamizda bu
bulgular dikkate alinarak, ekstraktimiz primer ve NIH 3T3 fibroblast hiicrelerinde
oksidatif stres olusturulmadan 2 saat 6nce ve 24 saat Once inkiibe edilecek sekilde iki
farkli tarzda uygulanmistir. Calismamizda ilk Once tert-biitillenmis hidroperoksitin,
hiicrelerde %50 oliime neden olan Oldiiriicii dozu belirlendi ve Rosa damescena
ekstraktinin antioksidan etkisinin arastirildigi ilerleyen boliimiinde bu doz kullanildi.
Calismalarimizin ~ bulgulari, -BOOH’in 48 saat inkiibasyonu sonucu, LDsj
konsantrasyonunun 3T3 fibroblastlar i¢in 0,85 mM, primer fibroblast i¢cin 1 mM
oldugunu ortaya ¢ikarmustir.

Rosa damescena ve lenfositlerle yaptigimiz calismalarin tecriibelerinden
yararlanarak, calisilacak Rosa damescena konsantrasyonlarini belirli bir sinir araliginda
(2,5-100 pg/ml) calistik (Kanigiir ve ark. 2009).

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan ve antioksidan ozelligiyle ilag
sektoriinde ©Onemli bir yeri olan N-asetil sisteinin, lenfositlerle yapilan Onceki
calismamiz dikkate almarak, 50 pg/ml’lik konsantrasyonu kullanildi (Kanigiir ve ark.

2009).
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Kemiliiminesans oOl¢iimii ve DCFH oksidasyon sonuclarimiz  birlikte
degerlendirildiginde, Rosa damescena’nin ¢esitli konsantrasyonlarinin -BOOH
uygulanmadan 2 saat Once verilmesinin, olusan oksidatif stres {lizerine diisiik
konsantrasyonlar hari¢ onemli bir etkisi olmadig1 goriilmektedir. Ayn1 deney sistemi
icerisinde N-asetil sisteinin 50 pg/ml’lik konsantrasyonu 3T3 ve primer fibroblast
hiicrelerine uygulandiginda oksidatif stresin yaklasik %22 diistiigii gozlemlenmistir.
Bununla birlikte, Rosa damescena’nin su ile hazirlanmms ekstraktinin oksidatif stres
tehdidinden 24 saat 6nce hiicre besiyerine eklenmesinin pg seviyesi baz alindiginda dar
bir aralikta hem kemiliiminesans olusumunu hem de DCFH oksidasyonunu diisiirdiigii
gozlemlenmistir. Ayni deney sistemi icerisinde N-asetil sisteinin 50 pg/ml’lik
konsantrasyonu, 3T3 ve primer fibroblast hiicrelerine uygulandiginda oksidatif stresin
yaklasik %353 diistiigi gbzlemlenmistir. Bu ¢alismalarimizdan elde edilen bulgularimiz
ile -BOOH’1n olusturdugu kemiliiminesans siddeti ve DCFH fluoresans degerlerini
yariya diisiiren Rosa damescena konsantrasyonu hesaplanmistir. Bunu ifade eden ICs
degeri, bu tiir bilesiklerin etki degerini karsilastirmak i¢cin onemli bir parametre olarak
kullanilmaktadir. 3T3 fibroblast hiicrelerinde ve primer fibroblast hiicrelerinde luminol
bagimli kemiliiminesans ¢alismamiz i¢in Rosa damescena’nin 1Csy degerleri sirasiyla
4,169 pg/ml ve 3,020 pg/ml olarak bulunmustur. DCFH fluoresans ¢alismasi icinde
pg/ml seviyesinde yakin ICsy degerleri bulunmustur. Daha Once belirttigimiz gibi
literatiirde bizim kullandigimiz tarzda in vitro hiicre Kkiiltiirii sisteminde Rosa
damescena’nin antioksidan etkinligini arastiran bir calisma olmadigindan bulunan ICs
degerlerini karsilastirmak miimkiin olmamistir. Kumar ve arkadaglar1 (2009), DPPH
(1,1-Diphenyl-2-picryl hydrazyl) yontemini kullanarak, methanolle hazirlanmis Rosa
damescena ekstraktlarinin etkili radikal siipiiriicii konsantrasyonunun 100 pg/ml
oldugunu bulmuslardir. Bununla birlikte Ozkan ve arkadaslar1 (2004), yine methanolde
hazirlanmis Rosa damescena ekstraktlarinin etkili radikal siipiiriicii konsantrasyonunun
ayn1 yontemle 100 ppm (100 pg/ul) oldugunu bulmuslardir. Bununla birlikte yetiskin
Dropsophilalarla yapilan bir in vivo ¢alismada 1 mg/ml’lik dozun mortalite hizini
azalttigin1 gostermislerdir (Jafari 2008). Hizli yaslanan farelerde yapilan bir calismada
Rosa c¢icek ekstraktlarimin 80 mg/kg dozu oksidatif hasar {riinii olan lipid
peroksidasyonunu azalttigi ve c¢esitli antioksidan enzim diizeylerinin seviyelerini

arttirdiginmi gostermistir (Ng 2005).
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Daha 6nce belirttigimiz gibi luminol bagimli kemiliiminesans ve DCF fluoresans siddet
olusumunun c¢esitli reaktif oksijen tiirler ve radikaller tarafindan etkilendigi
bilindiginden, Rosa damescena’nin hangi radikallere ve hangi mekanizma ile etkili
oldugu sorusu akla gelebilir. Ancak bizim c¢alisma protokoliimiizde Rosa
damescena’nin hangi reaktif oksijen tiirlerini ve serbest radikal olusumunu etkiledigini
sOylemek miimkiin degildir.

Her ne kadar oksidatif strese bagli hasarlarin hemen hemen tiim hiicresel
komponentlerin ve organellerin iizerinde etkileri oldugu bilinmekle birlikte, mitokondri
izerine olan etkisinin ayr1 bir énemi bulunmaktadir. Cesitli ¢calismalar oksidatif stresin
mitokondri membranina ait olan proteinleri ve mitokondri DNA’sin1 etkilemek
suretiyle, ATP iiretimini etkiledigini gostermistir (Klauning ve Kamendulis 2004).
Mitokondride ATP iiretimi sirasinda devamli olarak reaktif oksijen tiirleri iiretilmekte,
aynt zamanda mitokondrinin kompleks 1 ve kompleks 3’te yer alan antioksidan
savunma sistemleri tarafindan yok edilmektedir (Birch-Machin 2006). Ancak
antioksidan savunma sisteminin yetersiz oldugu durumlarda, mitokondri hasarlariyla
birlikte ATP iiretimi diisebilmektedir (Mandavilli ve ark. 2002). Calismalarda aralarinda
farkli bitkilerden elde edilmis ekstraktlarinda bulundugu, cesitli 6zellikteki bilesiklerin
verilmesi ile oksidatif stresin olusturdugu hasarlayici etkileri azalttigi hatta
onleyebildigi bilinmektedir (Long ve ark. 2009). Bu nedenle calismamizda Rosa
damescena’nin mitokondri tizerindeki olas1 koruyucu etkilerini de arastirmak istedik.
Bu amacla caligmamizda mitokondri tizerindeki etkiler, membran potansiyeli ve ATP
seviyeleri ile degerlendirildi. Mitokondri membran potansiyeli icin Rodamin 123 probu,
ATP seviyeleri ise luminometrik olarak tespit edildi. Calismamizin sonuglarini
inceledigimizde, 3T3 ve primer fibroblast hiicrelerinde oksidatif stres olusturmadan 2
saat once Rosa damescena ekstraktlar1 verildiginde ATP seviyeleri, negatif kontroliin
ATP seviyesine gore, 3T3 fibroblast ve primer fibroblast hiicrelerinde ise dar bir alanda
maksimum artis gOstermistir. Rosa damescena ekstraktlarimizin oksidatif stres
olusturulmadan 24 saat Once verilmesi ile ATP seviyeleri, negatif kontrolin ATP
seviyesine gore, belli bir konsantrasyona kadar konsantrasyonun artmasiyla birlikte artis
gostermis fakat yiiksek konsantrasyonlarda azalmistir. Membran potansiyeli bulgulari
da ATP seviyeleri ile genel olarak uyum igerisindedir. Pubmed veri bulgularina gore
herhangi bir Rosa cinsine ait ekstrakt veya iiriiniin, mitokondri {izerindeki koruyucu

etkilerinin arastirildig: bir calisma goze ¢carpmamaktadir.
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Oksidatif stres ile hiicre oOliimii arasinda iliskiyi gosteren ¢ok sayida makale
bulunmaktadir (Chance ve ark. 1979; Halliwell ve Gutteridge 1984a; Schraufstatter
1986; Halliwell ve Aruoma 1991; Sies 1991; Feng ve ark. 2010). Antioksidan savunma
sistemlerinin yetersiz kaldigr durumlarda cesitli mekanizmalar hiicreyi Oliime
gotiirebilmektedir. Literatiirde cok sayida bitkisel ekstraktin ve bilesigin, oksidatif strese
kars1 hiicreyi sitotoksik etkiden koruduguna dair bulgular yer almaktadir (Farah ve
Begum, 2003; Hevesi ve ark. 2009; Long ve ark. 2009; Occhiuto ve ark. 2009). Hiicre
Olumiiniin cesitli tetkiklerle degerlendirilmesi, arastirmasi yapilan bilesigin daha iyi
yorumlanmasina olanak verebilmektedir. Bu nedenle c¢alismamizda BOOH ile
oksidatif stres olusturulmus fibroblastlar {izerindeki sitotoksik etkinin, cesitli Rosa
damescena ekstraktlarinin verilmis olmasiyla ne kadar engelledigini tripan mavisi
canlilik testiyle degerlendirdik. Ayn1 zamanda ¢esitli makalelerde hiicre 6liim orani
ATP diizeyiyle degerlendirebildiginden, bizim ATP bulgularimiz bu yoOnde
yorumlanabilir (Galati ve ark. 2006). Bulgularimiz Rosa damescena’nin 2 saatlik 6n
inkiibasyonu, hiicre 6liimiiniin baskilanmasi yoniinde kismen bir etkisi oldugunu, 24
saatlik On inkiibasyonda ise hiicre Oliimiinti 3T3 fibroblast hiicreleri i¢in maksimum
%51, primer fibroblast hiicreleri icin ise maksimum %357 oraninda ve dar aralikli bir
konsantrasyonda inhibe ettigini gostermektedir. Bu veri ekstraktin antisitotoksik
etkisinin dar bir konsantrasyon araliginda oldugunu gostermektedir. 3T3 fibroblast
calismasinda bu araligin 5-40 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda (ICsy:9,55), primer
fibroblast hiicrelerinde ise 2,5-40 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda (ICsy:5,623)
oldugu goriilmektedir. Bu bulgulardan elde edilen 1Csy degerlerini, diger bulgulardan
elde edilen ICsy degerleriyle karsilastirirsak oldukca yakinlik tagimaktadir.
Calismalarimizin  mikroskop asamasindaki hiicre morfolojisi ile ilgili
gozlemlerimiz, diger calismalardan elde ettigimiz bulgular1 destekler niteliktedir.
Sadece +-BOOH ile inkiibe edilen negatif kontrol grubunda fibroblast hiicrelerin ig
seklini ve homojen goriintiisiinii kaybettigi, yiizeye tutunma Ozelligini kaybedip
kiimelesme egilimi gosterdikleri fakat Rosa damescena ekstraktinin onikiibasyonu
sonucunda ise ekstrakt konsantrasyonlarinin dar etki araligi ile orantili bir sekilde,
fibroblastlarin ig seklini ve homojen goriintiisiinii kismen korudugu gézlemlenmistir.
Rosaceae cinsinin bir tiirii ile fibroblast hiicreleri iizerinde yapilan, ilk ¢alisma olma
ozelligi ile elde ettigimiz bulgularimiz1 biitiiniiyle degerlendirirsek; Rosa

damescena’nin olduk¢a dar bir konsantrasyon araliginda, bizim inceledigimiz
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parametrelerde terapotik etkisini ortaya cikardigi goriilmektedir. Calismamizin
sonuglari, bizim deney kosullarimiz altinda oksidatif stres olusturulmadan 24 saat 6nce
Rosa damescena ekstrakti uygulanmasinin daha etkili oldugunu da gostermektedir.
Bunun i¢in bazi olasiliklardan soz edilebilir. Bunlardan biri; --BOOH aracili olusturulan
ani oksidatif strese karsi, hiicrelerde olusan radikalleri antioksidan 6zelligi sayesinde
azaltmasi ve serbest radikal olusum esik degerini yiikseltmesi olabilir. Ng ve
arkadaglarinin  (2005) calismasinda, hizli yaslanan farelerde Rosa rugosa c¢igek
ekstraktlarmin 80 mg/kg dozu oksidatif hasar iiriinii olan lipid peroksidasyonunu
azaltti@1 ve cesitli antioksidan enzim seviyelerini arttirdigini gostermistir. Bu bulgular
goz Oniine alindiginda diger bir olasilik, Rosa damescena ekstraktinin 24 saat onceki
inkiibasyonu ile antioksidan enzim diizeylerinin artis1 yani antioksidan savunma
sisteminin koruyucu giiciiniin artis1 sonucu olabilir.

Bununla birlikte on calismalarimizda ki bulgular, Rosa damescena’nin 100
pg/ml iistiindeki konsantrasyonlarinin fibroblast hiicrelerinde, terapotigin otesinde bir
pro-oksidan gibi davrandigin1 gostermistir. Rosa damescena’nin 100 pg/ml istiindeki
konsantrasyonlarinin fibroblastlarin ig seklinde olan morfolojik 6zelliklerini bozdugunu
ve kuyucuklardaki homojen goriintiiniin kayboldugunu gosteren mikroskobik
caligmalarimiz da bu gozlemlerimizi kanitlar niteliktedir. Calismalarimizin
bulgularindan giil ekstraktlarinin neden bir prooksidan Ozellik ortaya cikarttigina bir
yorum yapmak miimkiin degildir. Literatiirde bazi bilesiklerin konsantrasyona,
bulundugu cevreye ve sartlara bagli olarak bazen antioksidan bazen de prooksidan
olarak davrandigina dair bulgular bildirilmistir (Roomi ve ark. 2005; Nagai ve ark.
2007; Rodeiro ve ark. 2007; Hevesi ve ark. 2009) Literatiir bulgulari ve bizim
bulgularimizi beraber yorumlarsak, Rosa damescena’nin antioksidan ydnden
degerlendirilmeleri ile ilgili ileriki ¢aligmalarin planlanmasinda, gozlemlenen dar

araliktaki etki konsantrasyonlarinin dikkate alinmasinin yararl olacagi kanaatindeyiz.
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Calismamizin sonuglarim1 degerlendirirken, asagida belirtilen yonlerinin de dikkate

alinmasi, ileriye doniik caligmalara yol gosterici olabilir.

1. Cesitli sekillerde hazirlanmis ekstraktlarin  farkli etki gosterdigi literatiirde
belirtildiginden, calismamizda kullandigimiz Rosa damescena cigeklerinin methanol,
ethanol, eter, aseton gibi su disindaki solventler ile hazirlanmig ekstraktlarinin, biyolojik
etkilerinin incelenmesi,

2. Calismanin ayni deney sistemi igersinde diger giil cesitlerinin ekstraktlar1 ile
karsilastirilmasi,

3. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan N-asetil sisteinin  degisik
konsantrasyonlarinin ¢alisilmasi, daha yiiksek konsantrasyonlarinin olas1 toksik
etkilerinin farkli yontemlerle ortaya ¢ikarilmasi,

4. r-biitil hidroperoksitin olusturdugu radikal hasariyla diger oksidatif stres
kaynaklarinin hasar olusturma mekanizmalari farkli olabildiginden calismanin, UV gibi
diger oksidatif stres kaynaklari ile caligmast,

5. In vitro calismalarla in vivo ¢alismalar arasindaki sonug farkliliklar: dikkate alinarak,

etkilerin in vivo deney hayvanlari ile ¢caligsmast,

Calismalarimizdan elde ettigimiz tiim bulgularin 1s1g1nda sonug olarak;

Solvent olarak su ile hazirlanmis Rosa damescena ekstraktlar1 fibroblast hiicre
kiiltiirlerinde, hidroperoksitlerin olusturdugu oksidatif stres ve sitotoksik etkiyi dar bir
konsantrasyon araliginda azalttigi, antioksidan ve antisitotoksik bir aktivite gosterdigi
sOylenebilir. Ayrica reaktif oksijen tiirlerinin en yogun sekilde meydana geldigi ve
etkilendigi mitokondri organelini, oksidatif hasara karst kismen korudugunu da

sOyleyebiliriz.
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