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ÖZET 

Kahya, Z. (2010). Rosa damescena’nın oksidatif strese kar�ı antioksidan ve antitoksik 

etkilerinin fibroblast hücre kültüründe de�erlendirilmesi. �stanbul Üniversitesi Sa�lık 

Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji ABD. Yüksek Lisans Tezi. �stanbul. 

 

       Son yıllarda yapılan çalı�malar çe�itli gül türlerinin, farmokolojik etkilere sahip 

oldu�unu ortaya çıkarmı�tır. Ülkemizde yeti�tirilen ve kozmetik sanayinde birçok 

kullanım alanı olan Rosa damescena türünün, fibroblast hücreleri üzerine antioksidan 

etkisi ve sitotoksititesine kar�ı koyma etkinli�i ile ilgili çalı�ma bulunmamaktadır. Bu 

çalı�mada, 3T3 ve primer fibroblast hücre kültürlerinde, Rosa damescena ekstraktının 

antioksidan, antitoksik etkisi ayrıca bu etkileri sa�layan en uygun konsantrasyonlar 

ara�tırıldı. Bu amaçla Rosa damescena ekstraktı 2 saat önce ve 24 saat önce çe�itli 

konsantrasyonlar da (2,5-100 µg/ml) inkübe edildi ve 48 saat LD50’ye yakın tert-

bütillenmi� hidroperoksite maruz bırakıldı. Ekstraktın kültür �artlarına 24 saat önce 

verilmesinin incelenen parametreler açısından  hücrelerde daha koruyucu oldu�u 

gösterilmi�tir. Bu inkübasyon �artında tripan mavisi canlılık testi ile de�erlendirilen 

hücre ölümünü %50 baskılayan Rosa damescena’nın IC50 de�erleri 3T3 fibroblast 

hücreleri için 9,6 µg/ml, primer fibroblast hücreleri için ise 6,1 µg/ml olarak 

bulunmu�tur. Rosa damescena ekstraktının 2,5-40 µg/ml arasındaki konsantrasyonları, 

t-BOOH inkübasyonu sonucu azalan mitokondri membran potansiyelini ve ATP 

düzeylerini, sadece t-BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol hücre grubuna göre, 

oldukça düzeltmi�tir. Luminol ba�ımlı kemilüminesans ve DCFH oksidasyon çalı�ması 

için 3T3 ve primer fibroblast hücrelerinde reaktif oksijen tür ve radikal süpürücü Rosa 

damescena’nın IC50 de�erleri yakla�ık olarak sırasıyla 4,2 µg/ml ve 3 µg/ml olarak 

bulunmu�tur. Çalı�mamızın sonucu olarak solvent olarak su ile hazırlanmı� Rosa 

damescena ekstraktları fibroblast hücre kültürlerinde, hidroperoksitlerin olu�turdu�u 

oksidatif stres ve sitotoksik etkiyi dar bir konsantrasyon aralı�ında (2,5-40 µg/ml) 

azalttı�ı, antioksidan ve antisitotoksik bir aktivite gösterdi�i söylenebilir. Ayrıca reaktif 

oksijen türlerinin en yo�un �ekilde meydana geldi�i ve etkiledi�i mitokondri organelini, 

oksidatif hasara kar�ı kısmen korudu�unda söyleyebiliriz. 
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ABSTRACT 

Kahya, Z. (2010). Evaluation of antitoxic and antioxidant effects of Rosa damescena for 

oxidative stress in cell cultured fibroblasts. �stanbul University, Institute of Health 

Science, Department of Medical Biology. Master Thesis. �stanbul. 

 

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 µg/ml and 100 µg/ml was added 

to the fibroblast culture 2 and 24 hours before 48-hour exposition to the tert-buthyl 

hydroperoxide (t-BOOH) in approximately LD50 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 IC50 was 9,6 

µg/ml for 3T3 fibroblast and 6,1 µg/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 µg/ml remarkably recovered low levels of t-BOOH 

induced membrane potentials and ATP levels in mitochondria, comparing to the 

negative control cells incubated with only t-BOOH. Luminol-dependent 

chemiluminesance and DCFH oxidation studies showed that, for the 3T3 and primary 

fibroblasts, IC50 values of Rosa damescena were 4,2 µg/ml and 3 µg/ml, respectively. 

We could conclude that, between short range of concentrations (2,5-40 µg/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 
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1. G�R�� VE AMAÇ 

Oksijen ya�am için temel ihtiyaç olmasına ra�men mitokondrilerdeki oksidatif 

fosforilasyon gibi normal metabolik olaylarda dahi reaktif oksijen türlerine (ROT) 

dönü�ebilmektedir (Steinman 1982; Elnster 1991; Nordberg ve ark. 2001). Endojen 

olarak ortaya çıkmasının yanı sıra, eksojen kaynaklı olarak da vücutta artan ROT’nin ve 

serbest radikallerin inflamasyon, ateroskleroz, iskemi, ilaç toksisitesi, merkezi sinir 

sistemi, böbrek, gastrointestinal sistem hastalıkları, ya�lanma gibi pek çok fizyolojik ve 

patolojik olayda yer aldı�ı bilinmektedir (Carroll 1987; Cros ve ark. 1987; Southorn 

1988; Pitkanen ve ark. 1992; Çavdar ve ark. 1997; Klaunig ve Kamendulis 2004; Altan 

ve ark. 2006). Eksojen kaynaklı ROT olu�turan etkenlere endüstride kullanılan çe�itli 

bile�ikler ve güne� ı�ı�ı örnek verilebilir (Sies 1991; Agrawal ve Kale 2001; Berköz ve 

Yalın 2009). Bu reaktif oksijen türler, hücrenin bile�enlerini olu�turan DNA, protein, 

karbonhidrat, lipid içerikleriyle kolayca reaksiyona girerek normal hücre 

fonksiyonlarını bozabilirler (Halliwell 1991; Kelly ve ark. 1998; Agrawell ve Kale 

2001). 

Derinin ba� dokusunda oldukça fazla miktarda bulunan hücreler olan 

fibroblastlar, ECM proteinlerinin birço�unun yapımından sorumlu olup, doku ve 

organların büyük bölümünde bulunur. Bu hücreler doku hemostazı ve yara 

iyile�mesinde önemli görevlere sahiptirler (McAnulty ve ark. 2006). Fibroblastlar, 

güne� ı�ınlarının ta�ıdı�ı UV ile olu�an oksidatif hasardan etkilenmektedir (McAnulty 

ve ark. 1991). 

Oksidatif strese ba�lı hasarın çok sayıda hastalık patolojisinden sorumlu 

oldu�unun ortaya çıkması, oksidatif hasarı önlemek için do�al antioksidanları içeren 

bitkilere olan ilgiyi arttırmı�tır. Antioksidanlar ilaç olarak kullanıldı�ı gibi çe�itli 

kozmetik ürünlerin içerisinde de bulunur. Kulanılan antioksidanların büyük bir bölümü, 

etkinli�i gösterilmi� N-asetil sistein, E vitamini ve askorbik asit gibi bile�iklerdir (Eri� 

ve ark. 2009). Bunların yanı sıra bazı bitkisel kaynaklardan elde edilen antioksidan 

etkinli�i bildirilmi� bitkisel ekstraktlar da kullanılabilmektedir (Galati ve ark. 2006; 

Hevesi ve ark. 2009; Long ve ark. 2009). Bitkisel ekstraktlar günümüzde endüstride 

yaygın bir kullanım alanı olu�turmaya ba�lamı�tır. 
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Gittikçe yaygınla�an bitkisel ürünlerin kullanımı, internette yer alan bazı ticari 

sitelerde; “zararlı olmaz, yalnızca tedavi eder, sentetikten daha iyidir” gibi ba�lıklarla 

te�vik edilmektedir. Bu açıklamalarında etkisi ile genel olarak toplumda, do�al 

bitkilerden elde edilen ürünlerin güvenilir oldu�una inanılmakta ve farklı sorunların 

tedavisi için bu ürünlerden yararlanılmaktadır. Ancak yapılan çalı�malarda bu ürünlerin 

herzaman zararsız olmadı�ı bulunmu�tur. Örne�in; bitkisel ürünlerin fazla tüketilmesi 

interstisiyel nefrite yol açarak, son dönem böbrek yetmezsizli�i geli�imine neden 

olabilmektedir (Çavdar ve ark. 1997). 

Ülkemizde ve bazı çevre ülkelerde yeti�tirilen Rosaceae ailesinden olan Rosa 

damescena bitkisinin ya�ı, suyu ve ekstraktları çok eskilerden beri koku ve güzellik 

ba�ta olmak üzere birçok amaçla kullanılmı�tır (Maleev ve ark. 1972; Wood ve Bache 

1839; Huang ve ark. 2009). Son yıllarda yapılan çalı�malar çe�itli gül türlerinin, 

antibakteriyel, spazm çözücü ve ya�lanma kar�ıtı etkilerinin oldu�unu ortaya çıkarmı�tır 

(Libster 2002; Basim ve Basim 2003; Özkan ve ark. 2004; Boskabady ve ark. 2006). 

Özellikle Uzakdo�u kaynaklı çalı�malarda farklı gül türlerinin antikanserojen etkilerinin 

yanı sıra antioksidan etkileri de oldu�u gösterilmi�tir (Ng ve ark. 2005; Nagai ve ark. 

2007; Awale ve ark. 2009). �ki çalı�mada da Rosa damescena türünün de antioksidan 

etkinli�i oldu�una dair bulgular bulunmaktadır (Özkan ve ark. 2004; Kumar ve ark. 

2005).  

Ülkemizde ekonomik açıdan birçok kullanım alanı olan bu türün antioksidan etkisi 

ve hücre sitotoksitesine kar�ı koyma etkinli�i ile ilgili yeterli düzeyde çalı�ma 

bulunmamaktadır. Bitkisel ürünlerin tıbbi amaçlı kullanımında önemli katkıları olan 

bilimsel veriler, aynı zamanda bu tür ürünlerin tüketimini de yönlendirebilmektedir. 

Ülkemizde yeti�tirilen bu türün önemli miktarının yurtdı�ındaki kozmetik firmalar 

tarafından alındı�ı hesaba katıldı�ında, konuyla ilgili çalı�malardan elde edilecek 

bulguların, bu ürünün tanıtımına katkıda bulunabilece�ini beklemekteyiz. 

Bu bilgilerin ı�ı�ında, çalı�mamızda in vitro olarak 3T3 ve primer fibroblast 

hücrelerinde oksidatif stres olu�turulmadan 2 saat ve 24 saat önce çe�itli 

konsantrasyonlarda Rosa damescena ekstraktı uygulanarak, ekstraktımızın antioksidan 

özelli�i, antisitotik etkisi ve etkili konsantrasyonları ara�tırıldı. 
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2. GENEL B�LG�LER 

2.1. Rosa damescena 

Ya� gülü (Rosa damascena Mill.), bitkiler aleminin Spermatophyta (tohumlu 

bitkiler) bölümünün, Angiospermae (kapalı tohumlular) alt bölümünden, Rosales 

takımı, Rosaceae (gülgiller) familyası, Rosa cinsindendir. Dünyada yakla�ık 1.350 Rosa 

(gül) türü tanımlanmı�tır. Türkiye florasında 24 gül türü kayıtlı olmasına ra�men gül 

ya�ı elde etmek amacıyla kullanılan tür, kültürü yapılan Rosa damascena Mill'dir. Çok 

yıllık dikenli çalı ya da tırmanıcı bitki türünün ortak adıdır. Rosa damascena bitkileri, 

1,5 - 3 m arasında boylanmaktadır (�ekil 2-1). 

Damask rose ‘’Rosa damescena’’ aynı zamanda �am gülü, Isparta gülü ve ya� 

gülü olarakda adlandırılmaktadır.�Sistematikte Rosa gallica var. damascena Voss., Rosa 

calendarum Borkh gibi bazı sinonimleri de bulunmaktadır (�ekil 2-2). Genellikle güzel 

kokulu gül olarak bilinir. Rosa damescena, Rosa gallica olarak adlandırılan kırmızı 

gülden sonra en iyi bilinen ve en iyi tanınan gül türüdür. Damask rose; Rosa gallica ile 

Rose phoenicia veya Rosa moschata’nın melezidir. �lk melez çiçek birkaç milyon yıl 

önce Anadolu’da yeti�mi�tir. Bu bitkinin çiçekleri geni�, gösteri�li, katmerli, pembe, 

yo�un kokuludur. Rosa damescena’nın toplam çiçeklenme periodu yılın nisan ve mayıs 

ayları boyunca sadece 25-30 gün civarındadır (Altınta� 2009). 

 

�ekil 2-1: Rosa damescena Mill. 
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Rosa damescena yaygın olarak gül ekstraktı ve gül ya�ı kayna�ı olarak kullanılır 

Rosa damescena’da Rosa gallica, Rosa centifolia, Rosa alba ve Rosa rugosa gibi di�er 

Rosa türlerindeki benzer kimyasal bile�enler tanımlanmı�tır ve teröpatik amaçla 

kullanılmaktadırlar (Rangaha 2001, Nagai ve ark. 2007). Rosa türlerinde bulunan 

bile�iklerin büyük bir kısmı polifenoller ve geraniol, sitronellol, nerol gibi gül 

alkolleridir (Jafari 2008). Rosa damescena absolu halinde feniletil alkol, alfa tokoferol, 

beta tokoferol ve beta karoten bulunmaktadır (Ulusoy 2009). 

Rosa damescena karboksilik asit (Buckle 1997), bitkisel esansların ve 

reçinelerin ba�lıca bile�eni olan karbonhidrat yapıdaki terpen, mirisin ve vitamin C 

içermektedir (Libster 2002). Mirisin maddesinin astrenjan etkisi vardır. Astrenjan etki 

ile, deriye ait yaralanmalarda, söz konusu bölgede proteinlerin çökmesini sa�layarak 

doku büzücü ve kalınla�tırıcı etki gösterir. 

 

�ekil 2-2: Rosa damescena Mill. 

Gül ya�ında üçyüzden fazla bile�ik bulunmasına ra�men, ayırt edici kokusunu 

veren, gül ketonları ailesinin ß-damescenone, ß-demescone ve ß-ionone üyeleridir. Bu 

bile�iklerin gül ya�ında bulunma oranı ise %1’den daha azdır ve karotenoid 

parçalanması sonucu olu�maktadırlar (Huang ve ark. 2009). 
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2.2. Rosa Cinsinin Ülkemizdeki ve Dünyadaki Yeri 

Ya� gülü olarak da bilinen Rosa damescena Mill. yeti�tiricili�i Türkiye’de ilk 

defa 1890’lı yıllarda yapılmaya ba�lanmı�tır. Aynı yıllarda Isparta’da ya� gülü tarımı 

geli�tirilmi�tir. Yurdumuzda ya� gülü üretiminin %82’si Isparta’da, %8’i Burdur, 

Afyon ve Denizli’de gerçekle�tirilmektedir. Dünyada çok az ülkede yapılan gül tarımı, 

son yıllarda gül ya�ının özellikle parfüm, kozmetik, gıda ve ilaç sanayi dallarında çok 

geni� kullanım alanına sahip olmasıyla büyük önem kazanmı�tır. Ayrıca güzel 

görünümü ve kokusu için de dünyanın bir çok yerinde süs bitkisi amaçlı 

yeti�tirilmektedir. Dünyada ya� gülü üretiminde ülkemiz önde gelmektedir, bunu 

Bulgaristan, Fas, Meksika ve �ran izlemektedir. Bu ülkelerin dı�ında Hindistan, Güney 

Afrika, Suidi Arabistan ve Mısır’da da gül üretimi yapılmaktadır. 

Yurdumuzda üretilen gülya�ı, konkreti (katı gül ya�ı) ve absolunun ihraç 

edilmesi, bu ürünün ülke ekonomisinde önemli bir döviz kayna�ı oldu�unu 

göstermektedir. Distilasyon ile çiçeklerinden % 0,045 oranında esans ya�ı elde edilir. 

Gül ya�ı dünyada ki en pahalı esans ya�lardan biridir (Baydar ve Baydar 2005). Ayrıca 

ya� gülü çiçeklerinden elde edilen gülya�ı kalite bakımından üstün özelliklere sahip 

olu�u nedeniyle dünya piyasasında ilgi görmekte ve ‘’Türk gülya�ı’’ olarak 

bilinmektedir. Ülkemizde gülya�ı, konkret ve gülsuyu üretiminin büyük bir kısmı 

Isparta’da Gülbirlik ‘’Isparta Gül, Gülya�ı ve Ya�lı Tohumlar Tarım Satı� 

Kooperatifleri Birli�i’’ tarafından gerçekle�tirilmektedir. Bunun dı�ında çok az olarak 

da özel firmalar ve �ahıslar tarafından da üretimi yapılmaktadır (Zeki ve ark. 1995). 

Isparta’da 2758 hektarlık alandan yıllık 9940 ton kadar gül çiçe�i toplanmakta ve 5'i 

Gülbirlik olmak üzere toplam 14 uçucu ya� fabrikasında i�lenerek ince gül ya�ı, katı 

gül ya�ı (konkret), gül suyu, absolu gibi ürünlere dönü�türülmektedir (A�ao�lu 2000). 

Türkiye, yıllık 2-2,5 ton ince gül ya�ı ve 4,5-5 ton katı gül ya�ı üretimi ile dünyada 

sırasıyla % 50 ve % 40'lık bir pay almaktadır. 
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2.3. Rosa Cinsinin Tedavideki Yeri 

Rosa damescena’nın güzel kokusundan dolayı rahatlatıcı etkisi bilinmektedir. 

Dünyanın bir çok bölgesinde geleneksel olarak depresyon, kaygı, endi�e ve stresle ilgili 

durumlarda tedavi için gül ya�ı kullanılmaktadır (Boskabady ve ark. 2006). �nsanlarda 

depresyon ve stres sıkıntısını hafifletti�i gösterilmi�tir (Hongratanaworakit 2009). 

Ayrıca gül suyu halk arasında güzel koku özelli�inden dolayı kullanıldı�ı gibi 

sakinle�tirici etkisi ve cilt bakımı içinde kullanılmaktadır. 

Rosa damescena’nın esansiyel ya�ının a�rı kesici, uyutucu, kas gev�etici ve anti-

inflamasyon etkisi bilinmektedir (Libster 2002; Maleev ve ark. 1972). 

Rosa damescena’nın güzel kokusunun etkisinden ba�ka çiçekleri, taç yaprakları, 

tohumları ve çanak kısmı tıbbi amaçlı kullanılmaktadır. Eski tıp kitaplarında bu bitkinin 

kozmetik kullanımının yanı sıra kalbi kuvvetlendirdi�i, karın a�rısı, gö�üs a�rısı, 

(Wood ve Bache 1839), menstrual kanamaları ve sindirim sistemi rahatsızlıklarını 

tedavi etti�i ifade edilmektedir (AveSina 1990). 

Kuzey Amerika kızılderili kabilesinde Rosa damescena bitkisinin kökleri 

kaynatılıp süzülerek elde edilen sıvı, çocukların öksürü�ünü yatı�tırmak için, öksürük 

ilacı olarak kullanılıyordu (Libster 2002). Son zamanlardaki çalı�malar ile bu bitkinin 

öksürük kesici ve a�rı kesici etkisi kanıtlanmı�tır (Hosseini ve ark. 2003; Shafei ve ark. 

2003). Ayrıca bu bitkinin anti-HIV, antibakterial ve antioksidan etkisinin oldu�u 

bulunmu�tur (Mahmood ve ark. 1996; Basim ve Basim 2003; Özkan ve ark. 2004). 

Günümüzde do�al antioksidanlar içeren tıbbi bitkilere, antioksidanların oksidatif 

hasarı engelleme özelli�i oldu�u bilindi�inden dolayı ilgi artmaktadır. Çinlilerin tıbbi 

bitkilerinden biri olan Rosa rugosa yaprakları geleneksel tedavide uzun süredir 

kullanılmaktadır. Bu bitki pek çok ilaç kitabında tanımlanmı�tır ve tedavi edici 

özelliklere sahip oldu�u kanıtlanmı�tır (Ng ve ark. 2005). 

Gül türlerinden biri olan Rosa rugosa ekstraktının içerdi�i bazı polifenollerin, 

reaktif oksijen türlerinin meydana getirdi�i lipid peroksidasyonunu inhibe etti�i 

bilinmektedir. CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerinin aktivasyonlarını ve gen 

ekspresyonlarını arttırdıkları tespit edilmi�tir (Cho ve ark. 2003a; Cho ve ark. 2003b). 

Lipid peroksidasyon düzeyinin dü�mesi, gül ekstraksiyonunun ya�lanma kar�ıtı 

mekanizmasını gösteren bir sonuçtur (Ng ve ark.2005). 
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2.4. Oksijen ve Oksijenin Toksik Etkisi 

Aerobik canlıların temel ya�am kayna�ı  olan oksijen, sekiz (8) atoma sahiptir ve 

do�ada dioksijen (O2) olarak bulunan, kararsız bir elementtir. Bu kararsız konumu, 

enerji düzeylerinde bulunan elektronların yapısı ile ilgilidir. Moleküler oksijen dı� 

orbitallerinde payla�ılmamı� iki elektron içerir. Bu elektronlar, farklı orbitallerde ve 

dönü�leri aynı yönde iken minimum enerji seviyesinde bulunurlar. Oksijenin, tepkimeye 

girebilmesi için, tepkimeye girece�i molekülün de benzer yapıda yani farklı orbitallerde 

ve dönü�leri aynı yönde elektronlara sahip olması gerekir. Fakat atom ve moleküller, 

ba�ta organik moleküller olmak üzere, orbitallerinde elektronlarını antiparalel ve 

e�le�mi� olarak bulundururlar veya payla�ılmamı� elektronları kovalent ba�lara katılmı� 

olarak bulundururlar. Bundan dolayı, oksijenin di�er moleküllere olan reaktivitesi 

(tepkiselli�i) son derece kısıtlanmı�tır. Bu kısıtlamaya “spin (dönü�) kısıtlaması” denir. 

Canlıların oksijeni kullanabilmesi için, dönü� kısıtlamasını a�maları gerekir (Aust ve 

ark. 1985). 

Dönü� kısıtlaması nasıl a�ılır 

1. Oksijene elektron transferi ile; Proteinlere ba�lı metal iyonları aracılı�ıyla 

oksijene bir veya iki elektron aktarımı katalizlenebilir. Oksijene tek elektron transferi 

sonucu süperoksit radikali (O2
-) olu�ur. Dönü� kısıtlaması kalktı�ı için süperoksit, 

oksijene göre daha reaktiftir. �ki elektron transferi ile de peroksi anyonu olu�ur. 

Elektron aktarım i�lemi için canlılar geçi� elementleri olan bazı metal 

iyonlarından yararlanırlar. Geçi� elementlerinden Fe, Cu, Zn, Mn, Co ve Mo vücudun 

gereksinim duydu�u ba�lıca eser elementlerdendir. Bu elementler dı� orbitallerinde bir 

veya daha fazla sayıda payla�ılmamı� elektron içerirler. Canlılarda oksijeni kullanan 

enzimler ya da oksijenle etkile�ime giren proteinler, bu elementlerden en az bir tanesini 

içermek zorundadırlar (Aust ve ark. 1985). 

2. Enerji absorbsiyonu ile; Bu mekanizma ile oksijenin iki uyarılmı� formu 

olu�ur. Singled oksijen diye adlandırılan oksijenin bu formlarında, dı� orbitalde bulunan 

payla�ılmamı� elektronlardan birisinin dönü�ü de�i�mi�tir. Zıt dönü�lü elektronlar aynı 

orbitalde (delta formu) veya ayrı ayrı orbitallerde (sigma formu) bulunabilirler. 
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Canlılar için vazgeçilmez bir element olan oksijen; hidrojen, karbon, nitrojen ve 

kükürt ile birlikte organik moleküllerin, temel yapısal atomlarını olu�turur. Ayrıca 

oksijen, aerobik canlıların enerji metabolizmasındaki rolü nedeniyle, hayati bir öneme 

sahiptir. 

Bilinen bütün canlı türleri, organik moleküllerin içindeki �ekli ile oksijene 

ihtiyaç duysalar da serbest durumdaki moleküler oksijen her canlı türü için aynı anlamı 

ifade etmez. Aerobik canlılar ya�amları için mutlaka moleküler oksijene gereksinim 

duyarken, anaerobik canlılar büyüme ve ço�almaları için oksijene ba�ımlı de�illerdir. 

Anaerobik canlılarda oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijen kaynaklı bazı reaktif 

türlerin, biyolojik molekülleri oksitlemeleri ve bu reaktif türlere kar�ı anaerobik 

canlılarda savunma sisteminin bulunmamasıdır. Oksijen anaerobik türlerin yanı sıra, 

ya�amları için mutlaka moleküler oksijene ba�ımlı olan canlılarda da toksik etkilidir. 

Oksijenin toksik etkileri ba�lıca iki tür mekanizma ile gerçekle�ir. 

�lk kez 1954 yılında, oksijenin biyolojik sistemlerde görülen toksik etkilerinin, 

oksijenin bazı reaktif türlerinden kaynaklanabilece�i öne sürülmü�tür. Günümüzde, 

oksijenin canlılardaki toksik etkisinin “oksijen radikalleri” olarak adlandırılan ve 

oksijenin vücuttaki metabolizması sırasında olu�an reaktif türlerden kaynaklandı�ı 

bilinmektedir. 

Aerobik canlılarda gözlenen oksijen toksisitesinin ba�ka bir açıklaması, 

moleküler oksijenin bazı enzimleri inhibe etti�i �eklindedir. Örne�in, nitrojen 

fiksasyonunu katalizleyen nitrojenaz enzimleri ve CO2 fiksasyonunu katalizleyen 

ribüloz bifosfat karboksilaz, oksijen tarafından kompetetif (yarı�malı) olarak inhibe 

edilirler. Oksijen, glutamat dekarboksilaz enzimini inhibe ederek beyinde GABA 

(gama-aminobütirik asit adlı a.a.) düzeyini dü�ürmektedir. Oksijenin enzim inhibisyonu 

etkisi sınırlı ve çok zayıftır (Uysal 1998). 
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2.5. Radikal Kavramı ve Reaktif Oksijen Türleri 

Atomlar, proton ve nötronlardan olu�an pozitif yüklü bir çekirdek ile çekirde�in 

etrafında hareket eden, partikül ve dalga özelli�ine sahip negatif yüklü elektronlardan 

olu�ur. Çekirdek etrafındaki yerleri tam olarak tarif edilemeyen elektronların, bulunma 

olasılı�ının en yüksek oldu�u yer orbital olarak adlandırılır. Elektronlar belirli enerji 

düzeylerinde, birbirlerine zıt hareketli çiftler halinde bulunma e�ilimiyle, 

çekirdeklerinin etrafında dönerler. En dı� yörüngede bulunan elektron çiftinin dengesi, 

yörüngeye bir elektron girmesi veya çıkması ile bozulursa, hareketin dengesini bozan 

bu tek elektron, ortama yada moleküle yüksek bir aktiflik kazandırır. En dı� yörüngede 

e�le�memi� bir elektronu bulunan molekül gruplarına radikal adı verilir. Molekülün 

kimyasal simgesinin, sa� üst kö�esine konulan nokta veya çizgi ile ifade edilir (R• veya 

R� ) Radikaller negatif yüklü, pozitif yüklü veya yüksüz olarak bulunabilirler (Halliwell 

ve Gutteridge 1984; Southorn ve Powis 1988). Her türden kimyasal ve biyokimyasal 

tepkime daima atomların dı� orbitallerindeki elektronlar seviyesinde gerçekle�ir. Dı� 

orbitallerde payla�ılmamı� elektron bulunması söz konusu kimyasal türün reaktivitesini 

ola�anüstü arttırdı�ı için, radikaller reaktivitesi çok yüksek olan kimyasal türlerdir 

(Cheeseman ve Slater, 1993). 

2.6. Radikaller Nasıl Olu�ur 

Radikaller ba�lıca 3 temel mekanizma ile olu�ur: 

1. Kovalent ba�ların homolitik kırılması ile; Yüksek enerjili elektromanyetik 

dalgalar ve yüksek sıcaklık (500-600 ºC) kimyasal ba�ların kırılmasına neden olur. 

Kırılma sırasında ba� yapısındaki iki elektronun her biri ayrı ayrı atomlar üzerinde 

kalıyorsa, bu tür kırılmaya homolitik kırılma denir ve her iki atom üzerinde de 

payla�ılmamı� elektron kalır. 

2. Normal bir molekülün elektron kaybetmesi ile; Radikal özelli�i bulunmayan 

bir molekülden elektron kaybı sırasında dı� orbitalinde payla�ılmamı� elektron kalıyorsa 

radikal formu olu�ur. Örne�in askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller (E vitamini) gibi 

hücresel antioksidanlar, radikal türlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, 

kendilerinin radikal formu olu�ur. 

3. Normal bir moleküle elektron transferi ile; Radikal özelli�i ta�ımayan bir 

moleküle tek elektron transferi ile dı� orbitalinde payla�ılmamı� elektron olu�uyorsa bu 

tür indirgenme radikal olu�umuna neden olabilir. Örne�in moleküler oksijenin tek 
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elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan süperoksidin olu�umuna neden olur. 

Süperoksit radikalinin yapımındaki artı� da, oksijenin di�er radikal türlerinin ve di�er 

atom merkezli radikallerin olu�umu için tetik fonksiyonu görür (Akku� 1995). 

Olu�an radikaller e�le�memi� bir elektrona sahip oldukları için çok kararsızdırlar 

ve hızla ortamdan kaybolurlar. Radikaller ortamdan kaybolurken sahip oldukları tek 

elektronu ya bir ba�ka moleküle vererek (oksidasyon olu�turarak) yada ba�ka bir 

molekülden elektron alarak (redüksiyon olu�turarak), elektronları çift olarak 

bulundurma e�ilimine yönelirler. Bu e�ilim sonucunda etkiledikleri nonradikal 

durumdaki yapı, radikal yapıya dönü�ür. Bu özellikleri nedeni ile reaktif oksijen 

molekülleri, radikaller ve radikal olmayanlar olarak iki grupta incelenebilir (Tablo 2-1) 

(Halliwell ve Gutteridge 1984; Halliwell 1991). 

 

Tablo 2-1: Radikal özellikli olan ve radikal olmayan reaktif oksijen partikülleri 

I.Radikaller  
II.Radikal 
olmayanlar 

 

Süperoksit radikal O2
• Hidrojen peroksit H2O2 

Hidroksil radikal OH• Lipid hidroperoksit LOOH 

Peroksil radikal ROO• Singlet oksijen O2 

Alkoksil radikal RO• Ozon O3 

Semikinon radikal HQ• Azot dioksit N2O3 

 

2.7. Canlılarda Reaktif Oksijen Türlerinin Kaynakları ve Oksidatif Stres 

�çinde bulundu�umuz çevrede çe�itli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar 

nedeniyle devamlı bir radikal olu�umu vardır. Hücrelerdeki metabolik olaylar sırasında 

farklı tür ve miktarlarda radikaller olu�maktadır. Hücrelerde olu�abilen oksijen 

radikalleri ile oksijen içeren reaktif türlerin önemli olanları Tablo 2-2’de görülmektedir. 
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Tablo 2-2: Oksijen ve nitrik oksitten olu�an ba�lıca reaktif türler 

Tür adı  Tür adı  

Singlet oksijen O2 
Hidroperoksil 

radikali 
HO2 

Süperoksit O2
- Nitrik oksit NO• 

Hidrojen 

peroksit 
H2O2 Azot dioksit NO2 

Hidroksil 

radikali 
OH• Nitril katyonu NO2

+ 

Peroksil radikali ROO• 
Peroksinitrit 

anyonu 
ONOO- 

Hidroperoksit ROOOH 
Peroksinitrit 

radikali 
ONOO• 

Alkoksik 

radikali 
RO• Diazot trioksit N2O3 

 

Oksijen radikalleri dı� kaynaklı (ekzojen) ve iç kaynaklı (endojen) olarak 

olu�maktadır. 

Endojen olarak serbest radikal üretim kaynaklarına; mitokondriyal elektron 

ta�ıma sistemi reaksiyonları, oksijenaz enzimlerinin reaksiyonları, antimikrobiyal 

aktivite sırasında olu�an solunum patlaması, fagositer sistemin elemanları olan nötrofil, 

monosit, makrofaj ve eozinofillerin yaptıkları fagositoz sonucu, otooksidasyon 

reaksiyonları gibi normal metabolik olaylar sırasında ara ürün olarak olu�an serbest 

radikaller örnek verilebilir (Sies, 1991; Cheeseman ve Slater, 1993). Ayrıca hücre 

içinde gerçekle�en küçük moleküllerin (katekolamin, flavinler) oksidasyonunda, ksantin 

oksidaz gibi çözünebilir enzim ve proteinler, peroksizomlar, endoplazmik retikulum ve 

nükleer membran elektron ta�ıma sistemi ile de serbest radikaller olu�ur (Berköz ve 

Yalın 2009). 

Eksojen kaynaklı serbest radikal üretim kaynaklarına; radyoaktivite, ultrason ve 

ksenobiyotikler (yabancı kimyasallar) (Sies 1991; Agrawal ve Kale 2001; Kurt 2008), 

bir takım kemoterapötiklerin ve antibiyotiklerin kullanımı, iyonize ve non-iyonize 

radyasyona maruz kalma, sıcak ve so�uga maruziyet, travma, sigara kullanımı, 

fizyolojik ya�lanma, hava kirlili�i, çe�itli çözücüler, anestezi uygulamaları ve aromatik 

hidrokarbon içeren yiyeceklerin tüketilmesi, herbisit ve pestisitler, petrokimya ürünleri, 
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güne� ı�ınları, X-ı�ınları gibi etkenler örnek verilebilir (Güne� 2006; Berköz ve Yalın 

2009). 

Bu radikaller belirli seviyenin üzerine çıktı�ı zaman canlı için ciddi tehlikeler 

olu�turmaktadır. Ancak tamamen istenmeyen yapılar de�ildirler ve bazı süreçlerde 

bunların varlı�ı gerekmektedir. 

Vücudumuzda olu�abilen radikallerin sayısı yüzlerce farklı tür �eklinde ifade 

edilebilirse de, bu radikaller arasında süperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve 

hidroksil radikalinin özel yerleri vardır (Kenneth ve Bruce 1998). Hatta bu radikaller 

içinde süperoksit ve nitrik oksit temel radikaller sayılabilir. Çünkü süperoksit ve nitrik 

oksit enzimatik mekanizmalarla, devamlı olarak ve önemli miktarlarda üretilen 

radikallerdir. Ayrıca bu iki radikal, biyolojik sistemlerde tanıdı�ımız di�er bütün önemli 

radikaller ile radikal yapıda olmayan reaktif türlerin olu�umunu ba�latabilecek 

özelliktedirler.  Normal biyokimyasal tepkimeler sırasında olu�an oksijen radikalleri ile 

çe�itli biyolojik fonksiyonları yerine getirmek üzere üretilen nitrik oksidin deri�imleri 

genellikle çok dü�üktür. Dü�ük deri�imdeki reaktif türler, hücrelerin antioksidan 

sistemleri tarafından inaktive edildiklerinden önemli toksik etkilere neden olmazlar. 

Ancak bu radikallerin yapımları çe�itli patolojik durumlarda artabilir, ço�unlukla da her 

iki radikal bile�ik grubunun olu�umu birbiri ile paralel seyreder. Örne�in inflamasyon 

durumlarında aktive olan lökositler aynı anda hem oksijen radikallerini hem de nitrik 

oksidi yüksek deri�imlerde sentezlerler. Nitrik oksit, oksijen radikalleri ile tepkimeye 

girerek veya oksijenli ortamlarda oksitlenerek, kendisinden çok daha reaktif türlerin 

olu�umuna neden olur. Oksijen radikallerinin fazla yapımının neden oldu�u etkilerin 

toplamı “oksidatif stres“ diye adlandırılır. Oksidan stresi, nitrik oksidin reaktif 

türlerinden kaynaklanan toksik etkilerden ayırmak mümkün olmadı�ından, “nitrozatif 

stres”den ayırmak imkansızdır. Bu bakımdan, oksidatif hasar, süperoksitten 

kaynaklanan radikaller ile nitrik oksidin reaktif türlerinin neden oldu�u hasarların bir 

toplamıdır (Lıev ve ark. 1990). 

Serbest radikaller kontrolsüz bir davranı� gösterirse hücrede hasarlara neden 

olur. Bilim adamları 1954’lerden beri serbest radikallerin ya�lanma ve dejeneratif 

hastalıklara neden oldu�unu bilmektedirler (Halliwell 1992; Güne� 2006). 
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2.8. Bazı Reaktif Oksijen Türleri 

2.8.1. Süperoksit (O2�) 

Süperoksit radikali (02�) oksijen molekülüne bir fazla elektronun eklenmesi 

sonucu olu�an bir reaktif oksijen metabolitidir. Canlılarda olu�tu�u ilk gösterilen radikal 

olan süperoksit, ba�lıca �u mekanizmalarla üretilmektedir: 

�ndirgeyici özellikteki biyomoleküller, oksijene tek elektron verip kendileri 

oksitlenirken, süperoksit radikalini olu�tururlar. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, 

katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmi� nükleotidler gibi yüzlerce biyolojik 

molekül, aerobik ortamda oksitlenirken süperoksit yapımına neden olurlar. Ba�ta çe�itli 

dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak üzere, yüzlerce enzimin katalitik etkisi sırasında 

süperoksit radikali bir ürün olarak olu�abilir. Mitokondrideki enerji metabolizması 

sırasında oksijen kullanılırken, tüketilen oksijenin % 1-5 kadarı süperoksit yapımı ile 

sonlanır. Buradaki radikal yapımının nedeni NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi 

elektron ta�ıyıcılardan oksijene elektron kaça�ının olmasıdır. Sitokrom oksidaz, Fe: Cu: 

Zn: Mg atomlarını 2:2:1:1 oranında içeren bir protein olup, süperoksit dismutaz, katalaz 

ve peroksidaz aktivitelerine sahiptir. Bu sayede, sitokrom oksidaz üzerinde süperoksit 

veya hidrojen peroksit olu�sa bile, içerdi�i enzimatik aktivite sayesinde hızla ortamdan 

temizlenir. Aktive edilen fagositik lökositler bol miktarda süperoksit üreterek fagozom 

içine ve bulundukları ortama verirler. Antibakteriyel etki için gerekli olan bu radikal 

yapımı, daha reaktif türlerin olu�umunu da ba�latır. Yani radikal yapımı bazı hücresel 

fonksiyonlar için gerekli de olabilir (Steinman 1982). 

Hücresel ko�ullarda üretilen süperoksit, oksitleyici veya indirgeyici olarak 

davranabilir. Aldı�ı elektronu metal iyonuna, sitokrom c’ye veya bir radikale verirse 

tekrar oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan süperoksit bir elektron daha 

alırsa peroksi anyonuna indirgenir. 

O2 + e�������� O2� (süperoksit radikali) 

 
 
2H+ 

O2 + e ������ O2
�� �� 2��������� H2O2 (Özelçi Kavas 1994). 

 

Bu tepkime biyolojik moleküllerin oksidasyonuna neden oldu�undan tercih edilmez. 

(Chance ve ark. 1979).  
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Aerobik canlılarda süperoksit radikalinin (02�) ortadan kaldırılması, süperoksit 

dismutaz enziminin (SOD) katalize etti�i dismutasyon reaksiyonu ile gerçekle�ir. 

Dismutasyon reaksiyonu sırasında, bir süperoksit radikali oksijene yükseltgenirken bir 

ba�ka süperoksit radikali ise hidrojen peroksite (H202) indirgenir (Özelçi Kavas 1994). 

 
      SOD 

O2�˙ O2�˙ + 2H 
+�����������H2O2 + O2 (Dismutasyon Reaksiyonu) 

 

Süperoksit, özellikle hafif asidik ko�ullarda SOD olmadan kendili�inden dismutasyonla 

da H2O2’e çevrilebilir. Yani dismutasyonun hızı, asidik pH de�erlerinde hızlanır 

(Vander ve ark. 1985; Cros ve ark. 1987). SOD enziminin yüksek katalitik etkisi 

nedeniyle hücrelerde süperoksit birikimine izin verilmez. Ancak çe�itli patolojik 

durumlarda süperoksit yapımının artmasıyla süperokside özgü tepkimeler görülmeye 

ba�lar. Süperoksit metal iyonlarını indirgeyerek ba�lı oldu�u proteinlerden salınımına 

neden olur. Kofaktörlerin oksidasyon düzeylerini bozar ve metal iyonlarının katıldı�ı 

hidroksil radikali yapım tepkimelerini hızlandırır. 

Süperoksit, hücre zarlarının hidrofobik ortamlarında daha uzun ömürlü ve 

çözünürlü�ü daha fazladır. Zar fosfolipidleri nedeniyle hücre zarı yüzeyleri daha 

asidiktir ve süperoksit burada daha kolay bir proton alarak hidroperoksit radikalini 

(HO2
�) olu�turur. Bu radikal de çok reaktif olup, hücre zarlarında lipid 

peroksidasyonunu ba�latabilir ve antioksidanları oksitleyebilir. 

2.8.2. Hidrojen Peroksit (H2O2) 

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da 

süperoksitlerin enzimatik ve non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olu�an 

endojen kaynaklı bir moleküldür. 

2O2
• + 2e� + 2H+ ������ H2O2 

Yapısında payla�ılmamı� elektron içermedi�inden radikal özelli�i ta�ımaz, reaktif bir 

tür de�ildir. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tür olarak bilinmesinin nedeni, Fe, Cu 

gibi metal iyonlarının varlı�ında yani enzimatik olmayan reaksiyonlar ile hidroksil 

radikalinin öncülü olarak davranmasıdır (Elstner 1991). Hidrojen peroksit özellikle 

proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yüksek oksidasyon 

düzeyindeki ferril [Fe (IV)] ve perferril [Fe(V)] gibi reaktif demir formlarını olu�turur. 
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Bu formdaki demir çok güçlü oksitleyici özelliklere sahip olup, hücre zarlarında lipid 

peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri ba�latabilir. Oksitleyici özelli�i nedeniyle, 

biyolojik sistemlerde olu�an H2O2’nin derhal ortamdan uzakla�tırılması gerekir. Bu 

görevi hücrelerdeki önemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri 

yerine getirir ve hidrojen peroksiti O2 ve H2O’ya parçalar (Chance ve ark. 1979). 

Hidrojen peroksit ise, kendi ba�ına hücreler üzerinde toksik etkilere sahiptir, 

çünkü hidrojen peroksit hücrelerle inkübe edildi�inde DNA harabiyeti, biyolojik zarları 

kolayca geçebilme, membran yıkımı ve hücre içinde kalsiyuma ba�ımlı proteaz ve 

nükleazların aktivasyonuna yol açan kalsiyum iyon salınımına neden olur (Halliwell ve 

Aruoma 1991). Bu harabiyetin bir kısmı hidrojen peroksit ile süperoksit radikali 

arasında demir yada bakır iyonları varlı�ında geli�en bir reaksiyon sonucu açı�a 

çıkabilir. Söz konusu reaksiyonun ürünlerinden biri ise oldukça yüksek reaktiviteye 

sahip radikallerden hidroksil radikalidir (OH-). 

 

Fe ya da Cu iyonları 
O2

� + H2O2 ������ ��������OH- + OH- + 02 

 

Gerek hidrojen peroksitin ortadan kaldırılmasında gerekse hidroksil radikali 

olu�umunun indirekt olarak önlenmesinde katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri rol 

oynar (Chance ve ark.1979). 

2.8.3. Hidroksil Radikali (OH-) 

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde üretilen hidroksil radikali (OH-) canlılarda iki 

mekanizma ile olu�abilir. 

1.) �yonla�tırıcı radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su moleküllerinin 

iyonla�ması gerçekle�ir. 

2H2O ����� H2O
+ + e- + H2O* 

Uyarılmı� su molekülü (H2O*) homolitik yıkım ile; H2O
+ ise bir su molekülü ile 

tepkimeye girerek hidroksil radikali olu�tururlar. Bu tepkimeler çok kısa sürede 

gerçekle�ir ve üretilen OH-, radyasyonun canlılardaki toksik etkisinden sorumlu ba�lıca 

kimyasal türdür. 

2.) Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile OH- yapımı; Vücutta bu radikalin 

en önemli kayna�ıdır. H2O2’nin iki elektron ile indirgenmesi ile su olu�urken, tek 
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elektron ile indirgenmesi ˙OH yapımına neden olur. Bu tür indirgenme Fe, Cu gibi 

metal iyonları tarafından katalizlenir. Askorbik asit, süperoksit gibi indirgeyici 

bile�iklerin de bulundu�u ortamda oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendi�inden 

H2O2’den OH- yapımı sürekli bir duruma gelir. 

 

Haber-Weiss Reaksiyonu : 

O2 + H2O �Fe+2 �O2 + OH ¯  + OH ¯  

 

Fenton Reaksiyonu : 

Fe +2 + H2O2 � Fe +3 + OH ¯  + OH ¯  

 

Haber-Weiss tepkimesi ya da fenton tepkimesi olarak adlandırılan bu tepkime 

ile OH˙ olu�aca�ı vücutta üretilen H2O2 deri�imi ve serbest metal iyonunun varlı�ına 

ba�lıdır. Süperoksit hem H2O2’in öncülü hem de metalleri indirgeyici bir tür 

oldu�undan; süperoksit proteinlere ba�lı metallerin indirgenip serbest kalmasına da 

neden olabildi�inden, biyolojik ko�ullarda süperoksit olu�umunun arttı�ı ortamda ˙OH 

üretimi kaçınılmazdır. Fenton tepkimesini katalizleyen en aktif metal iyonları demir ve 

bakırdır. Demir; metabolizmasının her a�amasında mutlaka ya bir proteine ba�lı 

durumda ya da küçük organik moleküllerle (sitrat, ADP, ATP gibi) kompleks 

olu�turmu� formda bulunur. Metal iyonlarının proteinlere ba�lı formda tutulmaları, ˙OH 

yapımını önlemenin en kuvvetli yoludur. Biyolojik sistemlerin tanıdı�ı en reaktif tür 

olan OH˙, su dahil ortamda rastladı�ı her biyomolekülle tepkimeye girer. Bu nedenle 

10–9 saniyeden daha kısa bir ömre sahiptir (Kenneth ve Bruce 1998). 

Her tür biyolojik molekül OH˙’in bir hedefi ise de özellikle elektronca zengin 

bile�ikler tercihli hedeflerdir. Nükleik asitler, proteinler ve lipidlerde ba�latılan radikalik 

tepkimelerde binlerce farklı ara ürünler olu�abilir. DNA ile tepkimesi sonucu baz 

modifikasyonları, baz delesyonları, zincir kırılmaları gerçekle�ebilir. �leri derecedeki 

DNA hasarları tamir edilemedi�inden hücre ölümüne neden olur . 

Proteinler üzerinde olu�an oksidasyonlar yapı de�i�imine neden olaca�ından 

proteinleri proteolitik yıkıma götürür. Hücre zarı su içermedi�inden ˙OH’ın ba�lıca 

hedefi ya� asididir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarın yapısını bozar ve 

geçirgenli�ini artırıp yine hücre ölümüne neden olabilir. Hidroksil radikali ile olu�an en 



 17 

iyi tanımlanmı� biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal 

zincir reaksiyonudur. 

Radikalik tepkimeler zincirleme tepkimelerdir. Bir tek ˙OH ile ba�latılan 

tepkime, her seferinde katlanarak yayılma yetene�ine sahiptir. Hücre zarında 

gerçekle�ebilen bu tür tepkimelere lipid peroksidasyonu denir. Bir noktada ba�latılan 

tepkime, ortamda uygun bile�ikler varsa yayılmaya devam eder (Boskabady ve ark. 

2006). 

Doku hasarının birçok modelinde olusan OH ¯  radikali olayın final mediatörü olarak rol 

oynamaktadır. 

2.8.4. Singlet Oksijen 

Oksijenin enerjetik olarak uyarılan bu formunda reaktivite çok yüksektir. Aldı�ı 

enerjiyi çevreye dalga enerjisi �eklinde verip yeniden oksijene dönebilir. Ba�lıca �u 

mekanizmalarla vücutta olu�abilir: 

a) Pigmentlerin (örne�in flavin içeren nükleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda 

ı�ı�ı absorblamasıyla 

b) Hidroperoksitlerin metaller varlı�ındaki yıkım tepkimelerinde 

c) Kendili�inden dismutasyon tepkimeleri sırasında 

d) Sitokrom p450 tepkimeleri enzimlerinin etkileri sırasında 

�ki tip singlet oksijen üretilir. 

Sigma singlet oksijen : Enerjisi daha fazladır ve çok kısa ömürlüdür.  

Delta singlet oksijen : Daha uzun ömürlüdür ve gözlenen kimyasal reaksiyonlardan esas 

sorumlu form oldu�u kabul edilmektedir. 

Singlet oksijen di�er moleküllerle etkile�ti�inde ya içerdi�i enerjiyi transfer eder, ya da 

kovalent tepkimelere girer. Özellikle karbon-karbon çift ba�ları singlet oksijenin 

tepkimeye girdi�i ba�lardır. Doymamı� ya� asitleri ile de do�rudan tepkimeye girerek 

peroksi radikalini olu�turur ve OH˙ kadar etkin bir �ekilde lipid peroksidasyonunu 

ba�latabilir (Nordberg ve Arner, 2001). 
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2.8.5. Nitrik Oksit 

Nitrik oksit, çok önemli biyolojik fonksiyonları yerine getirmek üzere üretilen 

nitrojen merkezli bir radikaldir. Payla�ılmamı� elektron aslında nitrojen atomuna ait ise 

de, bu elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu üzerinde delokalize olması 

nedeniyle tam radikal özelli�i ta�ımaz. Bunun sonucu, bilinen di�er radikallere göre 

reaktivitesi baskılandı�ından oldukça uzun ömürlüdür. Vücudumuzda NO� sentezini 

sa�layan mekanizmalar son derece kısıtlıdır. Vücuda giren nitro bile�iklerinin 

metabolize edilmesi sırasında olu�an NO� bir tarafa bırakılacak olursa, endojen NO� 

olu�turan tek kaynak nitrik oksit sentaz (NOS) enzimidir. Nitrik oksit NOS enzimi 

yardımı ile yarı esansiyel amino asit olan L-argininden oksidatif deaminasyon 

sonucunda sentezlenir (Lıev 1990; Richard 1994). 

Fizyolojik (dü�ük) deri�imde üretilen NO esas olarak oksihemoglobin tarafından 

nitrata (NO3�) oksitlenerek aktivitesi sonlandırılır (Butler ve ark. 1995). Oksijen 

radikalindeki durumun aksine, nitrik oksiti ortamdan temizleyen herhangi bir özel 

enzim yoktur. Aerobik ortamda NO� stabil de�ildir; deri�imin artması ile oksidasyon 

hızlanır. Bu nedenle ortamdaki deri�imi ile kendi ömrü arasında ters bir orantı vardır. 

Radikalik tepkimeler; 

• Olu�an radikallerin antioksidanlar ile indirgenmesi, 

• Radikallerin birbirleri ile tepkimeleri, ya da 

• Ortamda tepkimeye girebilecek bile�ik kalmaması 

durumunda sona ererler. Buna göre hücresel ko�ullar, olu�an radikalin çok erken 

safhada indirgenmesi, biyomoleküllerin korunması bakımından hayati öneme sahiptir 

(Liev 1990). 

2.9. SERBEST RAD�KALLER�N  B�YOLOJ�K ETK�LER� 

Serbest radikallerin hücrede etkiledikleri kısımları ve etkilerini kısaca özetleyecek 

olursak; 

2.9.1. Zar lipidlerine etkileri: 

Biyolojik zarların yapısında yer alan kolesterol ve ya� asitlerinin doymamı� 

ba�ları serbest radikallerle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna neden olurlar 

(Güne� 2006). Reaksiyonlar zincirleme gerçekle�ir ve dönü�ümsüzdür. Lipid 

peroksidasyonu Fe ve Cu gibi yüksek de�erlikli geçi� metalleri varlı�ında artar ve bu 
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metaller tarafından e- transferi ile ba�latılabilir. Biyolojik membranların yapılarında 

baskın olarak bulunan fosfolipitlerin, esterle�mi� doymamı� ya� asidinin 	 metilen 

grubundan bir hidrojen atomunun çıkması peroksidasyonun ba�lamasına neden olur; 

böylece ya� asiti zinciri lipid radikali niteli�i kazanır. (B•= Ba�latıcı radikal, LH= 

Doymamı� lipid, L•= Lipid alkil radikali- C merkezli radikal) 

 

B• + LH ���������� BH + L• 

 

Radikal dayanıksız olup, çift ba�ların yerini de�i�tirir ve oksijenle reaksiyonu 

sonucu lipid peroksil radikaline dönü�ür. 

 

L• + O2 ���������� LOO• (lipid peroksil radikali) — yayılma fazı 

 

Lipid peroksil radikalleri di�er doymamı� ya� asitlerine etki ederek yeni 

radikalleri olu�turur, bir yandan da hidrojen atomları alarak hidroperoksitlere dönü�ürler 

(Halliwell 1996). Bu durumda yayılma fazıda ba�lamı� olur. 

 

LOO• + LH (doymamı� lipid) ��� L• + LOOH (lipidhidroperoksit)  

 

Hidroperoksitlerin parçalanmasıyla lipid alkoksi radikalleri açı�a çıkar. Lipid 

hidroperoksit radikaller ve alkoksi radikaller, antioksidan reaksiyonlarla, etilen ve 

pentan gibi küçük hidrokarbon ve aldehitlere parçalanarak lipid peroksidasyonunu 

sonlandırırlar ya da devam ederek daha ileriye gider (Mukai ve Goldstein 1976).. 

Lipid peroksidasyon ürünleri olarak açı�a çıkan lipid peroksitleri, 

hidroperoksitleri membran yapısına do�rudan, di�er hücre bile�enlerine ise aldehit 

üreterek dolaylı olarak zarar verir. Bu da pek çok hastalı�ın ve doku hasarının 

olu�masına neden olur (Ansari ve ark. 1989). 

Lipid peroksidasyonu sonucu çe�itli lipid peroksitlerin yanında melondialdehitde 

(MDA) olu�ur. Melondialdehit, zar bile�enlerinde çarpraz ba�lanmalara ve 

polimerizasyona yol açar. Bunlar membran fonksiyonunun bozulmasına, membran 

akı�kanlı�ının azalmasına, membran reseptör ve enzimlerinin  inaktivasyonuna, Ca+2 

gibi iyonlara kar�ı geçirgenli�in artmasına neden olur (Halliwell ve Gutteridge 1984b; 

Halliwell 1991). Bunun sonucu; zar yapısında, iyon ta�ınmasında ve enzim 
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aktivitelerinde bozulmalar ortaya çıkar. Bu bozukluklarda zamanla hücre ve doku 

hasarlarına neden olur (Güne� 2006). 

2.9.2. Proteinlere etkileri: 

Proteinlerin oksidatif strese kar�ı en duyarlı bölgeleri sülfidril gruplarıdır (Sen 

ve Packer, 2000). Proteinler ROT’a kar�ı lipidlere oranla daha az duyarlıdır. Glutatyon 

ve tiyollerin oksidasyonu, tiyol ve oksijen radikallerinin olu�umuna neden olur. Tiyol 

radikalleri sülfür ta�ıyan radikallerdir (R-SH) ve reaksiyona girdi�i molekülde disülfit 

ba�ı olu�umuna neden olurlar. Proteinlerde yapılarında bulunan aminoasit 

kompozisyonuna göre serbest radikallerden etkilenirler. Özellikle triptofan, tirozin, 

fenilalenin, histidin, methionin, sistein gibi çift ba� ve sülfür içeren aminoasitlere sahip 

proteinlerde kolayca disülfit ba�ları olu�arak proteinin yapısı dolayısıyla aktivitesi 

bozulur (Güne� 2006). �mmünoglobin G ve albümin gibi disülfid ba�ı fazla olan 

proteinlerin ise üç boyutlu yapıları bozulmaktadır (Kelly ve ark. 1998). 

2.9.3. DNA’ya etkileri: 

Bir canlının elektromanyetik, ultraviyole ve X-ı�ınlarına maruz kalması sonucu 

olu�an serbest radikaller, özellikle hidroksil radikali, DNA yapısındaki deoksiriboz ve 

bazlarla reaksiyona girerek çe�itli bozukluklara ve mutasyonlara neden olurlar. Olu�an 

mutasyonlar, DNA tekrar dizilerinin artı�ı ve yeniden düzenlenmeler hücre 

ya�lanmasına neden olan etkenlerdir. Hatta hücre ölümüne yol açarlar (Güne� 2006). 

Hidrojen peroksit ise membranlardan kolayca geçip hücre çekirde�indeki 

DNA’ya ula�ır ve hücre fonksiyonlarının bozulmasına hatta ölümüne yol açar. Bu 

nedenlerden dolayı DNA kolay zarar görebilen bir moleküldür (Agrawal ve Kale 2001). 

2.9.4. Karbonhidratlara etkileri: 

Monosakkaritlerin oksidasyonu sonucu peroksitler ve okzoaldehitler meydana 

gelir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere ba�lanarak, çarpraz ba�lar olu�turarak 

antimitotik etki gösterirler. Bu �ekilde hücre ço�almasını engelleyerek hücre 

ya�lanmasında önemli rol oynarlar (Ceballos ve ark. 1992; Güne� 2006). 

Özetle serbest radikaller hücrenin hedef olarak seçti�i farklı bölgelerinde farklı 

hasarlara neden olurlar. Serbest radikallerin hücresel hedefleri Tablo 2-3’de 

gösterilmektedir (Özda� 2006). Nükleik asit ve bazları hedef aldıklarında sonuç hücre 

döngüsünde hasar ve çe�itli mutasyonlar olurken, doymamı� ve tiol içeren aminoasitler 
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hedef oldu�unda protein denatürasyonu, çarpraz ba�ların olu�umu, enzim inhibisyonu 

ve hücre membran geçirgenli�inde de�i�iklikler meydana gelir. E�er serbest radikallerin 

hedefi DNA ise DNA zincir kırıkları ve baz de�i�iklikleri meydana gelebilmektedir. 

 

Tablo 2-3: Serbest Radikallerin Hücresel Hedefleri 

Hücresel Hedef Hasarın Sonucu 

Proteinler Peptid zincirinde kopma, denatürasyon 

Antioksidanlar 

E vitamin ve beta karoten ile katalaz ve 

SOD enzimlerinin inhibisyonu, GSH Px 

aktivitesinde de�i�iklik 

DNA Zincir kopması ve baz de�i�iklikleri 

Hyaluronik asit Sinovyal sıvı akı�kanlı�ında de�i�iklik 

Doymamı� ve tiol içeren aminoasitler 

Protein denatürasyonu, çarpraz ba�ların 

olu�umu, enzim inhibisyonu ve buna ba�lı 

hücre membran geçirgenli�inde de�i�iklik 

Nükleik asit bazları Hücre döngüsünde bozulma, mutasyon 

Karbonhidratlar 
Hücre membran reseptör duyarlılı�ında 

bozulma 

Kofaktörler 
Nikotinamid ve flavin içeren kofaktörlerin 

miktarında ve aktivitesinde azalma 

Nörotransmitterler 

Serotonin ve epinefrin gibi 

nörotransmitterlerin miktarında ve 

aktivitesinde azalma 

 



 22 

2.10. Reaktif Oksijen Türlerinin (Oksidanların) Hastalıklardaki Rolü 

Reaktif oksijen metabolitlerinin a�ırı miktarlarda üretimi, hücre harabiyeti 

olu�turabilir. Bunlardan hidrojen peroksit, hızla çevre hücrelere geçerek hem glikolitik 

hem de oksidatif fosforilasyon yollarını etkilerken adenozintrifosfat (ATP) sentezinin 

inhibisyonuna da neden olmaktadır. Glikolitik yolda hidrojen peroksitin, gliseraldehit-3-

fosfat dehidrogenaz (GADPH) üzerine etkisi ve indirekt olarak da GADPH'ın kofaktörü 

olan nikotinamid adenin dinükleotid (NAD) konsantrasyonunda azalma olu�turması 

sonucu ATP sentezi bozulmaktadır. Hidrojen peroksitin NAD konsantrasyonunu 

azaltma etkisinin, DNA onarımında rol oynayan poliadenozin difosfat riboz polimeraz 

enziminin aktivasyonu sonucu geli�ti�i bildirilmektedir (Schraufstatter ve ark. 1986). 

Aktifle�en ADP-riboz-polimeraz enzimi, substratı olan NAD'i bol miktarda kullanarak 

konsantrasyonunu azaltır. NAD konsantrasyonunda azalma, pH azalması ile birle�ince 

glikolitik yolun inhibisyonuna neden olur. 

Hidrojen peroksitin dü�ük konsantrasyonların da bile birçok hücrede DNA 

harabiyeti geli�ir, bunun sonucunda bir geçi� metalinin de varlı�ı ile hidroksil radikali 

açı�a çıkar. DNA'da geli�en bu �ekildeki harabiyet malign transformasyonlara da yol 

açabilir. DNA harabiyetinden sadece hidrojen peroksit de�il ama ayrıca süperoksit 

radikali ve hidroksil radikali de sorumlu olabilir. Oksidanlara maruz kalan hücrelerde, 

çok kısa zaman birimi içinde DNA harabiyetinin geli�ti�i ileri sürülmektedir 

(Schraufstatter ve ark. 1986). 

Oksijen radikalleri, hem DNA dizilerinde hem de gen ekspresyonunda de�i�ime 

neden olabilmelerinden dolayı karsinogenezisde oldukça önemlidirler. O2
� ve H2O2, 

DNA kırılması ve onkogen aktivasyonuna neden olarak kanser olu�umunda tetikleyici 

rol üstlenebilirler (Marx 1987; Kılçıksız ve Demirel 2008) 

Reaktif oksijen metabolitlerinin hücre harabiyeti olu�turucu ba�lıca etkileri 

DNA harabiyeti ile yakın ili�kidedir. Nitekim, bu metabolitlerin hücre membranında 

ba�lattıkları lipid peroksidasyonunun ürünleri de yine DNA harabiyetine yol 

açmaktadır. Lipid peroksidasyonu sırasında poliansatüre ya� asitleri hidrojenini 

kaybeder ve moleküler oksijenle reaksiyona girer. Hücre membranında bol miktarda 

bulunan kolesterol ve ya� asitlerinin doymamı� ba�ları, reaktif oksijen metabolitleri ile 

reaksiyona girerek peroksidasyon olu�tururlar. Açı�a çıkan lipid peroksitler de reaktif 

oksijen metabolitlerine benzer �ekilde hücresel komponentler üzerinde toksik etkiler 

gösterirler (Özelçi-Kavas 1989). Lipid peroksidasyon ürünlerinden malondialdehit, 
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membran komponentlerinde çapraz ba�lanma ve polimerizasyona yol açarak esneklik, 

iyon transportu, enzim aktivitesi ve hücre yüzey determinantlarının agregasyonu gibi 

intrensik membran özelliklerini de�i�tirme yetene�ine sahip olması yanında DNA'nın 

nitrojen bazları ile de reaksiyona girebilir, amino grupları arasında çapraz ba�lanmalara 

yol açabilir, bu özellikleri ile malondialdehit mutajenik, kültür hücreleri için genotoksik 

ve karsinojeniktir (Mukai ve Goldstein 1976). 

Antioksidan dengenin serbest radikal tarafına kaymasıyla hücre organelleri ve 

membrandaki lipid ve protein yapısı bozulur, hücre içi enzimler inaktiflesir, DNA hasarı 

olu�ur, mitokondrilerdeki aerobik solunum bozulur, litik enzimler aktive olur, hücreden 

potasyum (K) kaybı artar, damar geçirgenligi bozulur, ekstraselüler kollajen doku 

komponentleri yıkılır, trombosit agregasyonu ve dokulara fagositlerin göçü artar 

(Berköz ve Yalın 2009). Son yıllarda yapılan çalı�malar, artmı� serbest oksijen 

radikallerinin ve lipid peroksidasyonun, birçok hastalı�ın patogenezinde rol aldı�ını 

göstermektedir (Carroll 1987; Southorn 1988; Çavdar ve ark. 1997). 

Oksidatif stresin kanser ve ateroskleroz ba�ta olmak üzere pek çok hastalı�a yol 

açmasının yanında pek çok hastalık ve fizyolojik durum da oksidatif strese yol açabilir 

(Marx 1987; Robbins 1989; Kenneth ve Bruce 1998; Klauning ve Kamendulis 2004; 

Berköz ve Yalın 2009). 

 

• Hipertansiyon 

• Miyokard enfarktüsü gibi kardiyolojik hastalıklar, 

• Nörolojik hastalıklar, 

• Astım, 

• Diabetes mellitus, 

• Romatoid artrit gibi romatolojik hastalıklar, 

• Osteoproz  ve 

• Ya�lanma dahil birçok hastalı�ın oksidatif stres ile ili�kisi gösterilmi�tir (Engin 

ve Altan 2000; Yardım-Akaydın ve ark. 2004; Altan ve ark. 2006). 

 

Diabetes mellitus, günümüz insanının ya�am �artlarından dolayı tüm dünyada hızla 

yayılan, yüksek mortalite ve morbidite riski ta�ıyan bir hastalıktır. Yapılan çalı�malarda 

deneysel olarak diabet olu�turulan sıçanlarda ve diabetik hastalarda serbest oksijen 
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radikallerinin ve lipid peroksidasyonun önemli derecede arttı�ı ve oksidatif stresin 

diabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolü oldu�u bildirilmi�tir (Pitkanen ve ark. 1992). 

Glukozu da içeren bazı �ekerlerin proteinlerle etkile�ime girmeleri ile de reaktif oksijen 

radikalleri meydana gelir. Dokuların, belli bir sürenin üzerindeki süreçlerde yüksek 

konsantrasyonda kan glukozuna maruz kalmaları yani hiperglisemi sebebinden dolayı 

oksidatif stres olu�abilmektedir. Nitekim, bu durumun özellikle Diabetes Mellitus'lu 

hastada hiperglisemianın yan etkilerini arttırabilece�i ileri sürülmektedir (Wollf ve 

Dean 1987); çünkü proteinlerin glikasyonu, �ekerle do�rudan reaksiyonun yanı sıra 

serbest radikal reaksiyonlarını da içermektedir. 

Sonuç olarak, pek çok hastalı�ın patogenezinde artan reaktif oksijen türlerinin 

rolünden söz edilmektedir. Yine aynı �ekilde önemli olan bir ba�ka nokta ise hemen 

hemen hastalıkların ço�unlu�unda reaktif oksijen türlerinin olu�umundaki artı�ın bir 

epiphenomenon oldu�u yani sonuç yaratmada ba�lı ba�ına etkisi olmadı�ı, hastalı�ın 

ilerlemesinde önemli katkısı oldu�u halde bunun çok belirgin olmadı�ıdır. ��te bu 

noktanın her bir hastalık bakımından de�erlendirmesinin çok iyi yapılması gereklidir. 

Çünkü gelecekte, hastalıkların tedavisinde, antioksidan tedavinin önemli bir yer 

tutaca�ına inanılmaktadır. Bu tedavinin ba�arılı bir �ekilde uygulanabilmesi için ise 

reaktif oksijen türlerinin herbir hastalıktaki kesin rolünün çok iyi belirlenmi� olması 

gerekmektedir (Özelçi-Kavas 1994). 

2.11. Oksidatif stres ve ya�lanma 

Reaktif oksijen metabolitlerinin önemli rolü oldu�u bildirilen durumlardan biri ise 

ya�lanmadır. Vücudumuzun yapıta�ları olan hücreler zamanla ya�lanır, görev yapma ve 

ço�alma yeteneklerini kaybeder, zamana ba�lı olarak olu�an çe�itli bozukluklar ve 

�artlar nedeniyle de ölürler. Hücrelerin ya�lanması, organizmanın da ya�lanmasına, 

bunun sonucu olarak olu�an çe�itli hastalıklar nedeniyle ölümüne yol açar. Oksidatif 

stres sonucu olu�an hasar, hücre ya�lanmasına neden olan etkenlerden sadece biridir 

(Niwa ve ark. 1993). Ya�lanan organizmanın hücrelerinde reaktif oksijen metabolit 

üretiminde artı� olur, bu ise artan lipid peroksidasyonu, lipofuskin yapımı ve membran 

harabiyeti ile sonuçlanır. Ya�lanma ile organizmada lipid peroksidasyonunda görülen 

artı�ın a�a�ıdaki faktörlerin herhangi biri sonucunda geli�ebilece�i ileri sürülmektedir: 

(Freeman ve Crapo 1982; Robbins ve ark. 1989; Kenneth ve Bruce 1998). 
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1 — Çevresel ajanlar etkisiyle reaktif oksijen metabolit yapımının sürekli artı�ı. 

2 — Bilinmeyen nedenlerden ötürü antioksidan maddelerin azalması. 

3 — Toksik oksijen radikallerinin inaktivasyonunu katalize eden bazı bile�iklerin ya da 

enzimlerin, örne�in süperoksit dismutaz gibi, aktivitelerinde azalma. 

2.12. Antioksidan Savunma Sistemleri 

ROT’lerinin olu�umunu ve bunların meydana getirdi�i hasarı önlemek için 

vücutta bazı savunma mekanizmaları geli�tirilmi�tir. Bunlara ‘antioksidan savunma 

sistemleri’ denir. Bu mekanizmada kullanılan moleküllere ise antioksidanlar 

denilmektedir (Berköz ve Yalın 2009). Belirli bir düzeye kadar olabilen oksidan 

molekül artı�ı yine vücutta daima belirli bir düzeyde bulunan do�al antioksidan 

moleküller tarafından etkisiz hale getirilmektedir. Kısaca sa�lıklı bir organizmada 

oksidan düzeyi ve antioksidanların bunları etkisizle�tirme gücü bir denge içindedir. 

Oksidanlar belirli düzeyin üzerine çıkar veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge 

bozulursa söz konusu oksidan moleküller organizmanın yapı elemanları olan protein, 

lipid, karbohidrat, nükleik asitler ve yararlı enzimlerini bozarak zararlı etkilere yol 

açarlar (Özelçi-Kavas 1994; Halliwell 1995; Hevesi ve ark. 2009). 

2.13. Antioksidanların Kaynakları 

Do�al (Endojen) ve Eksojen kaynaklı olabilirler. 

2.13.1. Do�al (Endojen) Antioksidanlar 

Dogal antioksidanlar enzimatik veya enzimatik olmayan kayna�a sahip olabilirler. 

2.13.1.1. Enzimatik olan Do�al Antioksidanlar; 

Süperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-

S-Transferazlar (GST), mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz gibi 

enzimatik antioksidanlardır. 

2.13.1.2. Enzimatik olmayan Do�al Antioksidanlar 

Melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, 

glutatyon, sistein, metiyonin, laktoferrin, albumin, askorbik asit, ürat, alfa tokoferol ve 

beta karotendir. 
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2.13.2. Eksojen antioksidanlar ise 

Trolox-c, mannitol, barbitüratlar, demir �elatörleri, bütillenmi� hidroksi toluen, folik 

asit, NADPH oksidaz inhibitörleri ve sitokinler gibi bazı antioksidanlardır. 

 

Antioksidanlar organizmada etkilerini; 

1-Oksidanları tutarak (temizleme), toparlayıcı etki, 

2- Bir hidrojen atarak ve pasifize ederek (baskılama) veya 

3- Serbest radikallerin olusturdukları hasarı onararak gösterirler. 

Ayrıca antioksidanlar, olu�an oksidan moleküllerin neden oldu�u hasarı hem 

hücre içi hem de hücre dı�ı savunma ile etkisiz hale getirirler (Nordberg ve Arner 2001). 

• Hücre dı�ı savunma; albümin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, ürik asit gibi çe�itli 

antioksidan molekülleri içermektedir. 

• Hücre içi serbest radikal toplayıcı enzimler asıl antioksidan savunmayı sa�lamaktadır. 

Bu enzimler süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, 

glutatyon redüktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdır. Bakır, çinko ve selenyum gibi eser 

elementler ise bu enzimlerin fonksiyonları için gereklidir (Halliwell 1995; Altan ve ark. 

2006)  

 

  Tablo 2-4: Bazı Antioksidanlar 

Scavenger 
(süpürücü) 
antioksidanlar 

Preventif 
(koruyucu) 
antioksidanlar 

Enzimatik 
antioksidanlar 

Sentetik 
antioksidanlar 

Askorbik asit Transferrin 
Glutatyon 

peroksidaz 

N-Asetil Sistein 

 

Alfa- tokoferol Albumin Katalaz Allopurinol 

Tiyoller Seruloplasmin Paraoksanaz Probakol 

Beta- karoten Ferritin 
Süperoksit 

dismutaz(SOD) 
Penisilamin 

Ürik asit   Deferoksanin 

Flavonoidler   Enzimatik Butil 

Ko-enzim Q   Hidroksitoluen 
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2.14. Bazı Antioksidanlar 

2.14.1. Süperoksit dismutaz (SOD) 

Süperoksit dismutaz 1968 yılında oksijenli solunum yapan canlılarda 

belirlenmi�tir. Bu enzim, süperoksitin, hidrojen peroksit ve moleküler oksijene 

dönü�ümünü katalizler. Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz 

enzimi aracılı�ı ile etkisiz hale getirilmektedir (Fridovich, 1983). �nsanda SOD’nin iki 

tipi bulunmaktadır. 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 hücrede bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’dir (Niwa ve ark. 

1993; Hevesi 2009). 

Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hücreleri süperoksit 

radikallerinin zararlı etkilerine kar�ı korumaktır. Böylece lipid peroksidasyonunu inhibe 

eder. SOD aktivitesi, yüksek oksijen kullanımı olan dokularda fazladır ve doku pO2 

artı�ı ile artar. Normal metabolizma sırasında hücreler tarafından yüksek oranda 

süperoksit üretimi olmasına ra�men, bu enzim sayesinde hücre içi süperoksit düzeyi 

dü�ük tutulur. SOD’nin hücre dı�ı aktivitesi çok dü�üktür. SOD fagosite edilmi� 

bakterilerin hücre içinde etkisiz hale getirilmesinde de rol oynar. Bu yüzden SOD, 

granülosit fonksiyonu için çok önemlidir. Lenfositlerde de granülositlerden daha fazla 

miktarda SOD bulunmaktadır. SOD enziminin yüksek katalitik aktivitesi nedeniyle 

hücrelerde süperoksit birikimine izin verilmez (Steinman 1982). 

2.14.2. Katalaz (CAT) 

Katalaz 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Her alt birim ayrıca bir 

molekül NADPH içerir. Bu molekül enzimin kararlılı�ında rol oynamaktadır. Enzim 

sitokrom sistemi içeren tüm oksijenli solunum yapan hücrelerde mevcuttur. Katalaz esas 

olarak peroksizomlarda olmak üzere endoplazmik retikulum ve sitozolde yo�undur. 

Aktivitesi, karaci�er, böbrek, miyokard, çizgili kaslar ve eritrositlerde yüksektir. 

Görevi, hidrojen peroksiti oksijen ve suya parçalamaktır. Peroksidaz aktivitesine sahip 

olu�una ek olarak, bu enzim bir molekül hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat 

olarak, di�erini de oksidan veya elektron alıcısı olarak kullanabilir (Akku�, 1995). 

 

       CAT 
2H2O2 �������2 H2O + O2 
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2.14.3. Glutatyon (GSH) 

Dü�ük moleküler a�ırlıklı serbest radikal tutucularının en önemlilerinden biri de 

glutatyondur. Birçok türün hemen hemen bütün hücrelerinde bulunan glutatyon, 

glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olu�ur. GSH sentezi ATP kullanılan iki 

basamaklı bir reaksiyon ile hücre içinde gerçekle�ir. 

 

 
    Gama glutamil sistein sentetaz 

Glutamat+Sistein+ATP ����������� Gama Glutamil Sistein + ADP + Pi 
 

 
 
Glutatyon sentetez 

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

 

�ndirgenmi� GSH, hücre metabolizmasının ana ürünlerinden biri olup, hücrelerin 

oksidatif hasardan korunmasında oldukça önemli role sahiptir. Serbest bir sülfidril 

grubuna sahip olan indirgenmi� GSH hemoglobinin sistein gruplarını ve di�er hücre içi 

proteinlerin tiol gruplarını indirgemi� halde tutar. GSH molekülünün aktif kısmı sistein 

sülfhidril grubudur. Gama glutamil kısmı hücre içi devamlılı�ı ve peptidazlara kar�ı 

direnci sa�lar. GSH’nun peroksitlere ve disülfidlere reaksiyonu sonucu GSSH yani 

okside GSH olu�ur. GSSH konsantrasyonundaki artı�, oksidan baskının göstergesidir. 

Glutatyon peroksidaz, redükte glutatyonun, okside glutatyona dönü�tü�ü reaksiyonda 

hidrojen peroksiti kullanır ve böylece hücre içinde hidrojen peroksit birikimine engel 

olur (Özelçi-Kavas 1994). 

 

GSH (indirgenmi�) ��������� GSSH (Okside olmu�) 

 
              
                               Glutatyon peroksidaz 
2GSH + H2O2 ������������ GSSG + 2H2O 

 

 

GSSH tiol içeren proteinlerin konformasyon ve aktivitesi üzerine zararlı etkileri 

olan bir maddedir. H2O2 miktarının yükselmesi GSH peroksidaz aktivitesinin artı�ına 

yol açar. Bunun sonucunda da ba�lıca redoks-aktif kofaktörler indirgenmi� �ekilden 

okside olmu� �ekle dönü�ür. GSSH’deki artı�a paralel olarak, okside olmu� proteine 
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ba�lı tiollerde de GSH ile birle�ik disülfid �ekilleri olu�ur. Bu de�i�ikliklere sitozolik 

Ca+2 konsantrasyonunun artı�ı e�lik ederek oksidan baskı ile ili�kili hücre yaralanmasına 

yol açar (Nordberg ve Arner 2001). 

GSH’nun proteinlerdeki sülfhidril gruplarını koruma, koenzim olarak enzim 

yapısına katılma, peroksit, serbest radikaller ve reaktif toksik maddelerin 

zehirsizle�tirilmesi gibi önemli i�levleri bulunmaktadır. 

Antioksidan savunmanın olu�turulmasında süperoksit dismutazın dı�ındaki iki 

enzimden glutatyon peroksidazın önemi, katalazın öneminden daha büyük olabilir, 

çünkü bu enzim de süperoksit dismutaz gibi, aynı subsellüler kompartımanlarda, yani 

sitozol ve mitokondriada yer almaktadır (Özelçi 1989). 

2.14.4. N Asetil Sistein (NAS) 

Asetil sistein do�al bir aminoasit olan L-Sistein’in N-Asetillenmi� türevidir. 

Yapısında bulunan sülfidril grubu ile glikoprotein içerisindeki disülfit ba�larını 

koparma özelli�i vardır. Ekzojen kaynaklı sentetik bir antioksidan olan N asetil sistein 

(NAS) güçlü serbest oksijen radikalleri toplayıcısı yani temizleyicisi olup azalmı� vücut 

glutatyon depolarını destekler ve oksidatif streste serbest radikal olu�umunu 

durdurmada yararlı olabilir (Eri� ve ark. 2009). 

NAS, GSH’nın ba�lıca kayna�ı olarak sisteini arttırır ve ayrıca proteinlerde 

disülfid ba�ları azaltarak serbest radikalleri ve ba�lanan metalleri uzakla�tırır. 

Çalı�malar NAS’nin ROT kaynaklı apoptotik süreci ve redoks potansiyel dengesizli�ini 

baskıladı�ını göstermektedir. Bu aktivitesi yapısında bulunan tiyolün antioksidan ve 

nükleofilik özelliklerine ba�lanmaktadır. Radyosyona ba�lı DNA hasarını azaltabildi�i 

ve kanserden korunmada yeri oldu�u gösterilmi�tir. Ayrıca NAS’in radyosyona ba�lı 

genotoksisiteyi azalttı�ı söylenebilir ve lipid peroksidasyonunu, protein oksidasyonunu 

önleyerek hücre bütünlülü�ünün devamına yardım eder (Kılçıksız ve Demirel 2008). 

N- Asetil Sistein, deneysel ve klinik çalı�malarda, iskemi periyodunu izleyen 

yeniden kanlanma döneminde doku ya da organlarda meydana gelen hasar olarak 

tanımlanan reperfüzyon hasarını ve oksidatif stresin etkilerini azaltmak amacıyla 

kullanılan antioksidan özellikli ilaçlardan birisi olarak kabul edilmektedir (Akkoç 

2008). 
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2.15. Oksidatif Stres Ajanı Olan Peroksitler 

Peroksit; peroksi grubunu (-O-O-) içeren bile�ikler, her biri birbirine ve bir radikal 

yada bir elemente ba�lanan iki oksijen atomundan olu�an, zincir �eklinde bir yapıya 

sahiptir. Hidrojen peroksid güçlü bir oksidan ajandır. Oksidasyon, hidroksilasyon ve 

redüksiyon i�lemlerinde kullanılır. Okside edici özelli�i nedeniyle tekstil maddelerinin, 

saçların ve ka�ıt malzemelerin renk açımında kullanılır. Ayrıca tıpta antiseptik olarak 

kullanılır. Uygulaması; organik ya da inorganik altbirimlerin, bir yada birkaç hidrojenin 

yerini aldı�ı organik preoksitlerin yanında perhidrat gibi kimyasalların olu�umunu 

içerir. Beyazlatıcı, deodorizan ve tarımda kontamine toprak ve gölleri temizlemek 

amacıyla oksijen serbestle�tirici kaynak olarak kullanılır. Plastik sektöründe 

polimerizasyon a�amasında ba�lattırıcı, katalizör ve çapraz reaksiyon olu�turucu ajan, 

kimyasal beyazlatıcı ajan, kurutucu ve temizleyici olarak yaygın kullanıma sahiptir. 

Organik peroksidler; peroksidikarbonatlar, peroksiketaller, peroksiesterler, keton 

peroksidler, hidroperoksidler, dialkil peroksidler, diacil peroksidler olarak sınıflandırılır. 

Demir ve bakır iyonları, lipit hidroperoksidler, tersiyer bütil hidroperoksid ve 

kümen hidroperoksid gibi yapay lipit peroksidler hiçbir enzimatik aktiviteye gerek 

duymadan peroksidasyon reaksiyonlarını ba�latabilmektedirler (Vander-Zee 1985; 

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

2.16. Ba� Dokusu 

Canlıda en bol bulunan doku tipidir. Ba� dokusu organizmadaki çe�itli doku ve 

organları birbirine ba�layan, �ekil ve direnç kazandıran, doku onarımında, vücudun 

savunmasında ve epitel gibi kan damarı içermeyen dokuların beslenmesinde görev alan 

mezoderm kökenli bir dokudur. Hücreler, hücreler arası madde ve liflerden meydana 

gelir. Hücreler arası madde ve lifler, ekstrasellüler matriksi (ECM) olu�turmaktadır. Bol 

miktarda kan damarı ve sinirler içerir. Hücreler arası madde, renksiz, akı�kan olmayan 

jel halinde olup, proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar içerir ve difüzyona elveri�lidir.  

Yapısında fibroblastlar, fagositoz yapan makrofajlar, antikor üreten plazma hücreleri, 

lipositler, heparin ve histamin salgılayan mast hücreleri ve melanositler bulunur. Ba� 

dokusunun esas hücreleri fibroblastlardır. 
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2.16.1. Fibroblast 

Fibroblastlar ba� dokusunun sayıca fazla olan ana hücreleridir. Fibroblastlar i� 

�eklinde, yassı ve uzun hücrelerdir, ekstrasellüler matriks (ECM) molekülleri ile birlikte 

vücudun organ ve dokularının büyük kısmında bulunurlar. Gövde kısmında düzensiz 

dallanmalar yapan sitoplazmik uzantıları, ökromatik fakat nispeten yo�un kromatinli ve 

oval �ekilli çekirde�i, protein sentezi yapan hücrelere özgü geli�mi� granüllü 

endoplazmik retikulumu ve geni� golgi kompleksi ile bazofilik sitoplazması bu 

hücrelerin tipik özellikleridir. 

Fibroblastların önemli fonksiyonlarından biri, doku ve organlardaki ECM’in 

sentezi ve hemostatik dengesidir.  Fibroblastlar kollojen, proteoglikan, fibronektin, 

tenaskin, laminin ve fibronektin gibi ECM bile�enlerinin ço�unu sentezleyen ve 

salgılayan metabolik olarak oldukça aktif hücrelerdir. Ba� dokusunda fibroblastlar 

tarafından sürekli sentezlenen üç tip lif vardır. Bunlar kollojen proteininden meydana 

gelen, oldukça dayanıklı ve sa�lam, uzun, düz ve beyaz renkli  kollojen lifler,  elastin 

adlı proteinden meydana gelen ince, elastik ve sarı renkli elastik lifler ve a�sı yapı 

olu�turan retiküler liflerdir. Fibroblast hücrelerinin her biri günde yakla�ık 3,5 milyon 

prokollojen sentezlerler (McAnulty ve ark. 1991). 

Fibroblastlar, hücreler arası sıvı hacmi ve basıncında, ekstrasellüler matriksin 

(ECM) düzenlenmesinde ve yara iyile�mesinde kritik rol oynayan metabolik olarak 

aktif hücrelerdir. Fibroblastlar aktif oldukları zaman hem kollojen, proteoglikan ve 

fibronektinler gibi ECM moleküllerinin salınımı ve sentezini sa�layan çok sayıda golgi, 

endoplazmik retikulum organellerini hem de ECM’in parçalanmasını sa�layan 

proteazları içerirler. Hücre yüzey integrinleri ile birlikte sitoiskelet proteinleri ve ECM, 

doku hemostazında ve yara iyile�mesinde önemli olan kasılma kuvvetlerinin olu�umunu 

sa�lar ve hücre hareketini kolayla�tırır (McAnulty 2006). 

Fibroblastların aktif olmayan yani lif ve ara madde sentezlemeyen inaktif 

�ekillerine ise fibrosit denmektedir. Fibrositler de uzantılı fakat fibroblasta göre çok az 

sitoplazmalı hücrelerdir. Bu nedenle mikroskopta sadece çekirdekten ibaretmi� gibi 

görülürler. Her iki hücrenin de �ekli fuziform olup birbirlerine dönü�ebilirler. 

Mitotik yetenekleri sınırlı olmakla beraber, doku yaralanmalarında fibroblasta 

gereksinim arttı�ından bölünerek ço�alabilirler. Böylece doku kaybının tamiri, ara 

madde ve lif senteziyle sa�lanır. Aynı �ekilde normalde fagositoz yetene�i olmamakla 

beraber, sürekli uyarılar sonucu gerekti�inde fagositoz yapabilmektedirler. Fibroblastlar 
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ihtiyaç halinde osteositler gibi di�er hücreler haline dönü�ebilirler. Son yıllarda 

gerekti�inde intrastoplazmik kontraktil elemanlar ve hücre membranında ba�lantı 

kompleksleri kazanarak myofibroblast olarak adlandırılan hücrelere dönü�tükleri 

gösterilmi�tir (Abe ve ark. 2000; McAnulty 2006). 

Deri’nin dermis tabakasında sıkı ba� dokunun düzensiz yapısı görülmektedir. 

Deri esneme ve geni�leme özelli�i olan bir doku oldu�undan kollojen ve elastik fibriller 

bakımından zengindir. Fibriller de�i�ik yönlerde sıralanmı� halde bulunup, hasır örgüsü 

görünümündedirler. 



 33 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalı�mamızda in vitro ko�ullarda hücre kültürü yöntemleri kullanılarak, Wistar 

albino sıçandan elde edilen primer fibroblast hücreleri ve 3T3 fibroblast hücre soyunda, 

Rosa damescena olarak adlandırılan Isparta gülünden elde edilen ekstraktın antioksidan 

ve antisitotoksik etkileri de�erlendirilmi�tir. Çalı�ma kapsamında gerçekle�tirilen 3T3 

fibroblast ve primer fibroblast kültürleri; luminol ba�ımlı kemilüminesans yöntemleri 

ve hücre kültürü yöntemleri �stanbul Üniversitesi Cerrahpa�a Tıp Fakültesi, Tıbbi 

Biyoloji Anabilim Dalı, Protein ve Moleküler Genetik Labaratuvarında; 

spektrofluorometrik yöntemler �stanbul Üniversitesi �stanbul Tıp Fakültesi, Adli Tıp 

Anabilim Dalı Labaratuvarında gerçekle�tirilmi�tir. 

3.1. Rosa damescena ekstraktının hazırlanması 

Çalı�mamızda kullandı�ımız güller, Isparta’da yeti�mi�tir ve güllerin çiçek açma 

mevsimi olan bahar aylarından mayıs ayında toplanarak, taze olarak distilasyonu 

yapılmı�tır. Rodeiro ve arkada�larının (2007) yöntemine uygun olarak, taze olan gül 

çiçeklerinin yapraklarının 5 gramı, 100 ml. distile suda olacak �ekilde 24 saat boyunca 

bekletildi. Sonra 4 saat süreyle (refluks ekstraksiyon cihazı) kaynayan heterojen 

karı�ımın buharını yo�unla�tırmaya yarayan cihazda kaynatıldı. Yo�unla�an su buharı 

so�umaya bırakıldı ve ekstraktımız filtre ka�ıdı kullanılarak filtreden geçirildi. En son 

a�ama olarak, elde edilen filtrelenmi� ekstraktımız liyofilizatör cihazında suyu 

uçurularak liyofilize edildi. Ekstraktımız kuru toz halinde kullanılmak üzere +4 ºC’de 

stoklandı. Çalı�mada kullanılmadan önce, ekstrakt 1 mg/ml olacak �ekilde besiyeri ile 

sulandırılarak stok solüsyon hazırlandı ve 0,22 µm membran filtreden geçirildi. 

3.2. Primer fibroblast kültürünün hazırlanması 

3.2.1. Primer Fibroblast Hücresi ve NIH 3T3 Hücre Soyu �çin Besiyer Hazırlama 

Fibroblast hücrelerinin in vitro ortamda, in vivo ortamda ki gibi ço�alma, 

büyüme ve farklıla�malarını sa�lamak amacıyla, uygun besiyeri ortamı hazırlandı. Bu 

amaçla; 100 ml Dulbecco Minimal Eagle’s Medium F-12(HAM) (DMEM) besiyerine 

(Biochrom), % 10 olacak �ekilde ısıyla inaktive edilmi� fetal sı�ır serum (FCS), %1 

olacak �ekilde L-glutamin amino asiti, %1 olacak �ekilde penisilin-streptomisin 

antibiyoti�i eklendi (Rosa ve ark. 2008). 
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3.2.2. Sıçandan deri dokusunun hazırlanması 

Çalı�mamızda primer fibroblast kültüründe kullanılmak üzere deri dokusu elde 

etmek için, �.Ü. Deneysel Tıp Ara�tırmalar Enstitüsü Deney Hayvanları bölümünden 

temin edilen, 170 gr. a�ırlı�ında, 7 haftalık, di�i Wistar albino türünde sıçan kullanıldı. 

Sıçan ketamin hidroklorid (50 mg/kg) kullanılarak uyu�turuldu. Sıçanın sırt 

bölgesindeki kıllar dikkatlice tra� edildikten sonra bu alan %70 etanolle steril edildi.    

% 100 etonelle steril edilmi� ve ate�ten geçirilmi� pens yardımıyla sıçan derisi kaldırıldı 

ve 12 numara bistüri kullanılarak deriden bir parça kesildi. Sonra sıçanımız 4/0 

polipropilen sutür ile sutüre edildi (Abe ve ark. 2000). 

3.2.3. Primer Fibroblast Kültür 

Sıçandan alınan deri parçası 35 mm plastik petri kabında, bistüri kullanarak 2-3 

mm çapında parçalara ayrıldı ve 25 cm2’lik flaska koyuldu. Sonra flaska, sadece tabanı 

kaplayacak kadar %10 fetal calf serum ile zenginle�tirilmi� DMEM eklendi. 

Hücrelerimiz 37 ºC’de %95 nem, %5 CO2 içeren inkübatörde, flask kapa�ı gev�ek 

olacak �ekilde kültüre edildi ve 1 hafta boyunca besiyeri tazelenmedi. Bu süre sonunda 

flasktaki besiyeri uzakla�tırıldı, 4 ml besiyeri eklendi ve bu a�amadan sonra besiyeri iki 

gün ara ile tazelendi. Deri parçacıkları öncelikle tabana tutundu ve 15 – 21 gün sonra 

fibroblast hücreleri yayılmaya ba�ladı. Hücre yo�unlu�u invert (ters) mikroskopta takip 

edildi ve yakla�ık %95 yo�unlu�a ula�tı�ı zaman %25’lik tripsin/EDTA solüsyonu(Ca+2 

ve Mg+2 içermeyen) kullanılarak pasajı yapıldı. �lk pasajda flask tabanındaki deri doku 

parçacıkları ve tutunamayan hücreler uzakla�tırıldı ve tutunan fibroblast hücreleri 

kullanılmak amacıyla ço�altılmaya devam edildi  (Abe ve ark. 2000). 

3.3. NIH 3T3 fibroblast hücre soyunun uzun süreli kültürü 

Çalı�mamızda kullandı�ımız 3T3 fibroblast hücre soyu �.Ü. �stanbul Tıp 

Fakültesi, Histoloji ve Embriyoloji A.B.D. ö�retim üyesi Prof. Dr. Ayhan Bilir’den 

temin edildi. Laboratuarımıza kısa süre içinde, a�zı sıkıca kapalı flasklar içerisinde 

getirilen 3T3 NIH fibroblast hücrelerinin besiyeri, hemen taze besiyeri ile de�i�tirildi ve 

flaskların a�zı hafifce gev�etilerek nemli ve %5 CO2 içeren 37 ºC’lik inkübatöre 

kaldırıldı. Belirli aralıklarda flasklar invert mikroskopta incelendi ve hücre yo�unlu�u 

%90’a ula�tı�ı zaman hücrelerden pasaj alındı. 
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3.4. Primer fibroblast ve 3T3 fibroblast hücrelerinin pasajı 

PBS Solüsyonu 

• 8,1 gr. NaCl 
• 0,2 gr. KCl 
• 1,15 gr. Na2HPO4 
• 0,2 gr. KH2PO4 

hassas terazide tartılarak 100 ml distile suda  çözüldü. pH 7.2 ye (bazik çıkınca HCl ile, 

asidik çıkınca NaOH ile) ayarlandı. Enjektör kullanılarak çekilen PBS solüsyonu, 

enjektörün ucuna takılan 0,22 µM gözenekleri olan filtreden geçirilerek steril edildi.    

+4 °C’ de muhafaza edildi. 

Tripsin/EDTA solüsyonu (Ca+2 ve Mg+2 içermeyen) 

100 ml PBS içerisine 0,25 gr tripsin ve 0,2 gr EDTA eklenerek hazırlanan %25 lik 

tripsin/EDTA solüsyonu kullanıldı. pH 7.2 olacak �ekilde (bazik çıkınca HCL ile, asidik 

çıkınca NaOH ile) ayarlandı. Enjektör kullanılarak çekilen tripsin/EDTA solüsyonu, 

enjektörün ucuna takılan 0,22 µM gözenekleri olan filtreden geçirilerek steril edildi ve  

-20 °C’ de muhafaza edildi. 

Hücre pasajı çalı�masının her a�aması, laminar akım kabini içinde yapıldı. Flaska 

pasaj yapmak için, yeterli hücre yo�unlu�una sahip mi invert mikroskopta bakıldıktan 

sonra flask içindeki eski besiyeri uzakla�tırıldı. Flask yüzeyine tutunma özelli�ine 

sahip, fibroblast hücrelerini yıkamak ve tripsin etkisini yok eden kalan besiyeri 

serumunu uzakla�tırmak amacıyla 25 cm2 lik flask için 3 ml, 75 cm2 lik flask için 6 ml 

PBS solüsyonu flaska koyuldu ve uzakla�tırıldı. Sonra aynı miktarlarda % 25’lik 

tripsin/EDTA solüsyonu koyuldu ve 37 °C inkübatörde ara sıra hafifçe sallayarak  10 

dakika bekletildi. Hücrelerin birbirlerinden ve tutunma yüzeyinden ayrıldı�ı invert 

mikroskopta kontrol edildi. Hücreler yüzeyden kaldırıldıktan sonra, flaska aynı 

miktarlarda tripsinin etkisini yok etmek amacıyla, taze serumlu besiyer eklendi. 

Flasktaki hücreler ve medyum steril dereceli pipet ile toplanarak, 14 ml’lik ucu konik 

steril falkon tüpüne alındı. 200 xg’de 5 dakika döndürülerek çökmeleri sa�landı ve 

üstsıvı atıldı. Tripsini iyice uzakla�tırmak için 5 ml besiyer eklenip, pipetaj yapılarak 

santrifüj i�lemi 3 defa tekrarlandı. Santrifüj i�lemi sonunda, santrifüj tüpüne 1 ml 

besiyeri eklendi ve hücre süspansiyonu elde edildi. Bu hücre süspansiyonundan, hücre 
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sayısı ve canlılık oranını tespit etmek için 10 µl ayrıldı. Elde edilen hücre süspansiyonu, 

hücre sayısına göre her bir yeni pasajda yakla�ık 1-2x105 hücre olacak �ekilde yeni 

flasklara bölündü. 25 cm² flask için 5 ml, 75 cm² flask için 15 ml taze besiyer eklendi. 

Flask kapa�ı inkübatör havasının girece�i �ekilde aralık bırakılarak, nemli, %5 CO2 

içeren 37°C’lik inkübatörde kültüre edildi. Yeni ekimden sonraki her 48. saatte, 

hücrelerin besiyer içindeki durum ve sayıları invert mikroskop ile kontrol edilerek 

besiyerleri de�i�tirildi. 48. saatte yeni pasajlar alınarak hücre koleksiyonu sa�landı. 

3.5. �nkübasyon �artları 

3.5.1. Bütillenmi� hidroperoksit uygulanmı� 48 saatlik kültür çalı�ması 

3T3 fibroblast hücre soyu ve primer fibroblast hücrelerinde oksidatif stres 

olu�turan t-BOOH dozunu belirlemek amacıyla çe�itli konsantrasyonlarda (150-5000 

µM) t-BOOH kültüre eklendi, 48 saat inkübe edildi ve hücre sitotoksititesi üzerine 

yaptı�ı etki, tripan mavisi hücre canlılık testiyle de�erlendirildi. Doz - ölüm oranı 

e�rileri kullanılarak t-BOOH’in 3T3 ve primer fibroblast hücreleri için ölümcül doz 50 

(LD50)  de�erleri hesaplandı. Çalı�manın bundan sonraki a�amalarında, kontrol grubu 

hariç, bütün gruplarımıza DMEM ile seyreltilen, LD50 t-BOOH eklendi ve sadece LD50  

t-BOOH içeren kuyucuk, negatif kontrol olarak kullanıldı. 

3.5.2. Rosa damescena uygulanmı� 48 saatlik kültür çalı�ması 

Yeterli hücre yo�unlu�una ula�mı� olan flasklardan, hücre pasajı yöntemi ile 

hücreler elde edildikten sonra, 1 ml taze besiyer ile hücreler süspanse edildi. Tripan 

mavi boyası kullanılarak hücre canlılı�ı kontrol edildi. 12 kuyucuklu flasklara 1 

ml’sinde 8x105 hücre olacak �ekilde ekimler yapıldı. Her deneyde, sadece besiyeri ve 

hücre bulunan kuyucuk kontrol grubu olarak kullanıldı, sadece LD50  t-BOOH içeren 

kuyucuk ise negatif kontrol olarak kullanıldı. Ayrıca hücrelerimiz 2 saat ve 24 saat önce 

Rosa damescena ekstraktının 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100 µg/ml konsantrasyonları ile ön 

inkübasyon yapıldı ve sonra oksidatif stres olu�turan LD50 t-BOOH verilerek 48 saat 

daha inkübasyon yapıldı. Çalı�mamızda antioksidan özelli�i daha önceki çalı�malarla 

kanıtlanmı� N-asetil sistein DMEM besiyeri ile çözülerek, 50 µg/ml dozu pozitif kontrol 

olarak kullanıldı. Her deney için Rosa damescena ekstrakt solüsyonu, N-asetil sistein 
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solüsyonu ve t-BOOH solüsyonu taze olarak hazırlandı ve 0,22 µm membran filtre 

kullanılarak steril edildi. 

Hücre inkübasyonunun 48. saati sonunda, her kuyucu�a hücre pasajı yöntemleri 

uygulanarak elde edilen hücreler 1 ml besiyeri ile resüspanse edildi ve 1,5 ml’lik 

ependorf tüplere alındı. Hücre canlılık oranı için, tripan mavisiyle boyama yöntemi 

kullanılarak sayıldıktan sonra bu kültür örnekleri, luminol ba�ımlı kemilüminesans 

yöntemi, luminometrik olarak ölçülen ATP düzeyleri, spektrofluometrik olarak ölçülen 

DCFH-DA oksidasyon ve mitokondri membran potansiyel yöntemleri için kullanıldı. 

3.6. Hücre Canlılı�ının (Viabilite) De�erlendirilmesi: 

48 saatlik kültür öncesi ve kültür sonrası hücre canlılı�ı, Tripan mavisi boyası 

canlılık testi ile de�erlendirildi. Kültür sonrasında, oksidatif stres olu�turulmu� 

hücrelere uygulanan, de�i�ik konsantrasyonlardaki Rosa damescena ekstrakt 

solüsyonunun hücre canlılı�ı üzerine etkisine bakıldı. 

3.6.1. Tripan mavisi boyası canlılık testi 

Hem hücre sayısını hem de canlı ve ölü hücre oranını elde etti�imiz bu 

yöntemde, 10 µl hücre süspansiyonu bulunan tüpe, 10 µl %4’lük tripan mavi boyası 

eklendi. Hafifçe pipetaj yapılarak ve 5 dakika bekletilerek, boyanın hücre süspansiyonu 

ile karı�ması sa�landı. Hemositometri yöntemiyle, thoma lamında hücreler sayıldı 

(Goslin ve ark. 1998). 

Hemositometri ile hücre sayımı ve % hücre canlılı�ı 

Hemasitometrinin her iki tarafına aldı�ı kadar ve e�it miktarda örnek koyuldu. 

Canlılık için boyayı alan ve almayan hücre sayıları tespit edildi. Canlı hücrelerin 

membran bütünlükleri ve geçirgenlikleri bozulmadı�ı için, boyayı içine almaz ve 

renksiz, parlak olarak görünürler. Ölü hücrelerin membran bütünlü�ü bozuldu�u için 

boyayı içine alır ve mavi renkli görünürler. Toplam hücre sayısı a�a�ıdaki formüle göre 

hesaplandı. 

 

Toplam hücre sayısı = Hücre Sayısı X 104/ml X Sulandırma Katsayısı (2) 
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Çalı�mamızda her deneyde kontrol grubunun canlı hücre sayısı ile negatif 

kontrol, pozitif kontrol ve Rosa damescena ekstraktının de�i�ik konsantrasyonları 

uygulanmı� bütün grupların canlı hücre sayısı kıyaslanarak hücre canlılı�ı % olarak 

hesaplandı. 

 

           Kuyucuktaki toplam canlı hücre sayısı X 100 

Hücre canlılı�ı (%)  =  -------------------------------------------------------------------------- 

                                               Kontrol grubunun toplam hücre sayısı 

 

 

3.7. ATP Düzeylerinin Belirlenmesi Yöntemi (Biolüminesans): 

Kullanılan çözeltiler: 

Lusiferaz 

ATP 

Tris-EDTA (100 mM. Tris / 4 mM EDTA distile suda hazırlandı, pH:7,8) 

 

ATP ölçümü üretici firmanın tavsiye etti�i yönteme uygun olarak biolüminesans 

deney kiti CLS II (ATP Bioluminescence Assay Kit CLC II) ( Roche ) ile yapıldı. 

Çalı�mamızda bulunan bütün gruplara ait fibroblastlarda ATP ölçümü, üretici 

firmanın tavsiye etti�i yönteme uygun olarak yapıldı. 1 ml.’sinde 105-107 fibroblast 

hücresi içeren, bütün hücre süspansiyonu gruplarından, 50 µl hacim alındı. Bir hacim 

fibroblast süspansiyonuna 9 hacim kaynamı� tris-EDTA solüsyonu eklenerek 

+100ºC’de 2 dk bekletildi. Örnekler 1000 xg.’de 60 sn santrifüj edildi, süpernatan alındı 

ve buz içinde kısa süre bekletildi. Örneklerden tüplere 50 µl aktarıldı, sonrasında 

üzerine 50 µl lusiferaz eklenerek 1-10 sn içerisinde kemilüminesans ölçümü yapıldı. 

Blank(kör) ölçümü ise ATP veya hücre yoklu�unda yapıldı. ATP standartının 

belirlenmesi maksadı ile 1 pM’den 1 mM’a kadar artan ATP konsantrasyonları 

kullanıldı. ATP miktarları çizilen e�riden hesaplandı ve sonuçlar  nmol/mg protein 

olarak hesaplandı. 
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3.8. Mitokondri Membran Potansiyeli Ölçümü 

NKC tamponu: 

• 34,2 mM NaCl, 

• 1,07 mM KCl, 

• 1,08 mM CaCl2 

Çalı�mamızda her deney için 250 µl hücre süspansiyonu kullanıldı. Hücreler 

750µl NKC tamponunda süspanse edildi. Membran potansiyeli ölçümü için 

konsantrasyonu 2,6 mM olan, DMSO içerisinde çözünmü� rhodamin123’den 10µl 

kullanıldı. 37ºC’de 20 dakika inkübasyon sonrasında, 1000 xg.’de 6 dk santrifüj edildi. 

Üst sıvı atılarak hücre pelleti üzerine, hücreleri yıkamak amacıyla 1500 µl NKC eklendi 

ve yeniden santifüj edildi. Bu i�lem 3 kez tekrar edildi. Pellete 1ml distile su ile 

hazırlanan %2’lik triton-X 100 eklendi ve vortekslendi. 37ºC’de 10 dakika inkübasyon 

sonrasında, 520 nm. eksitasyon ve 590 nm. emisyon dalga boyları, bant aralıkları 5 nm. 

kullanılmak suretiyle fluoresans tayinleri yapılarak membran potansiyeli hesaplandı 

(Fujihara ve ark. 2007). Veriler Rhd123/hoecht 33258 fluoresans oranları alınmak 

suretiyle, hücrelerdeki DNA miktarına göre düzeltildi. 

3.9. Luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddet tespiti 

Hücre kültürü sonrası örnekler, 1/5 oranında PBS ile seyreltilerek polipropilen 

tüpler içerisine alındı. Son konsantrasyonu 0,1 mM olacak �ekilde örneklere DMSO 

içerisinde çözünmü� luminol eklendi. 37 ºC’deki su banyosunda 5 dakika bekletildi. 

Lüminometrenin kuyucuklarına konulan örneklerde, 10 sn sonunda, lüminesans 

�iddetlerinin ölçümü yapıldı ve kaydedildi (Faulkner ve Fridovich 1993). Veriler 

kontrol grubu örneklerine göre normalize edilip, 106 hücre ba�ına dü�en nisbi ı�ık birimi 

(RLU) cinsinden verildi. 
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3.10. 2’,7’-DCFH-DA ile Hücre �çi Oksidatif Stresin Spektrofluometrik Analizi 

Çe�itli radikaller tarafından oksitlenen 2’,7’-diklorohidrofluoreskindiasetat 

(DCFH-DA) hücre örneklerimizde olu�an ROT üretimini ölçmek için kullanıldı.  

DCFH-DA esterazlar tarafından deasetillenerek fluoresans özelli�i olmayan 

diklorofluoreskin (2’,7’-DCFH) ürünü haline dönü�ür. DCFH ortamdaki reaktif türler 

tarafından, güçlü fluoresans ı�ıma veren DCF (diklorofluoreskein)’e dönü�en bir 

probdur. �nkübe edilmi� her deney grubundan 250 µl hücre süspansiyonu, 750 µl PBS 

ile santrifüj edildi. Hücreler iki kez 1 ml PBS ile yıkandı. Hücre solüsyonuna, son 

konsantrasyonu 20 µM olacak �ekilde, DMSO içerisinde çözülen (2 mM’lık stoktan 10 

µl) DCFH-DA eklendi, 37 ºC su banyosunda 30 dakika inkübe edildi ve ortaya çıkan 

fluoresans �iddeti spektrofluorometrik olarak tespit edildi (Eksitasyon: 480 nm, 

Emisyon: 530 nm dalga boylarında, Bant: 5 nm aralı�ında) (Ohashi ve ark. 2002). 

Veriler DCFH/hoecht 33258 fluoresans oranları alınmak suretiyle, hücrelerdeki DNA 

miktarına göre düzeltildi. 

3.11. Örneklerdeki DNA miktarının spektrofluometrik olarak ölçümü 

Hücre liziz çözeltisi; 

• 1mM Tris-EDTA 

• 200 mM NaCl 

• pH 7,4 

Örneklerin DNA içerikleri spektrofluorometrik olarak ölçüldü. 1 ml %2’lik 

triton X100 ile vortekslenen hücre süspansiyonlarına 10 µg/ml hoechst 33258 içeren 

hücre liziz çözeltisinden 200 µl eklendi ve 45 dk 37oC su banyosunda bekletildi. 

Örneklerin fluoresans �iddetleri 365 nm eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga boyunda 

bant aralıkları 5 nm olacak �ekilde spektrofluorometride ölçüldü (Kobayashi ve ark. 

2009). 

3.12. �statistiksel Analiz 

Deney sonuçlarının istatistiksel analizleri için SPSS 17.0 ve GraphPad Prism 5 

programı kullanıldı. Gruplar arasındaki istatistiki kar�ıla�tırmalar One-way ANOVA 

testi ile de�erlendirildi. P de�erleri 0,05’ten küçük olan kar�ıla�tırmalar için Post- Hoc 

Tukey testi ile yapıldı. Veriler ortalama de�er ± standart sapma olarak açıklandı.  
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ÇALI�MADA KULLANILAN ARAÇLAR 

Tablo 3.1: Çalı�mada Kullanılan Araçlar 

Buzdolabı (Arçelik) 

�nkübatör (Heraeus HeraCell 240) 

35 mm’lik petri kap 

Flask (25 cm2, 75 cm2) 

12 kuyucuklu petri kap 

Falkon tüp (50 ml.) 

Santrifüj tüpü (14 ml.) 

Steril dereceli pipet ucu 

Laminar air flow steril kabin (Base Air steril hava kabini) 

Otomatik pipet (Gilson) 

Kriyotüp 

Hemositometre lamı (Neubauer) 

Bistüri (12 numara) 

Enjektör (10ml- 20 ml) (Roche) 

Filtre (0,22 mikrometre) 

So�utmalı Santrifüj (Hettich) 

Sonikatör (Sonoreks) 

Spektrofluorometre (Shimadzu RF 5000) 

Manyetik Karı�tırıcı (Janke-Kunkel) 

Mini Santrifüj (Hettich) 

Hassas Terazi (Chyo tip JL 180) 

Vorteks (Jake&Kunkel IKA labor tecnic VF2) 

Derin Dondurucu (-20 oC) (Bosch) 

Derin Dondurucu (-80 oC) (Heraeus Sepatech) 

pH Metre (Microprocessor pH meter pH537WTW tip 50 ) 

Otoklav (Hırayama) 

Ultra Saf Su Cihazı (Mıllıpore) 

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

Steril pipet ucu (beyaz-sarı-mavi) 

I�ık mikroskobu (Olympus) 
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Luminometri (Labsystems) 

Liyafilizatör (Labconco FreeZone 1) 

Sıvı azot tankı (Caryo Diffusion) 

Benmary su banyosu (Kotterman labortecnic tip 3047 ) 

Etüv ( 37ºC ) (Memmert) 

 

 

ÇALI�MADA KULLANILAN K�MYASAL MADDELER 

Tablo 3.2: Kimyasal Maddeler 

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

DMEM/F-12 Ham’s (Dulbecco’nun Modifiye edilmi�  Eagle Medyumu) (Biochrom) 

DMSO (Dimetilsülfoksit) (Sigma-Aldrich) 

Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) 

Luminol (Sigma-Aldrich) 

NaCl (Sodyum klorür) (Merck) 

NA2HPO4 (Merck) 

NaH2PO4 (Merck) 

KCl (Potasyum klorür) (Merck) 

CaCl2 (Kalsiyum klorür) (Merck) 

N-Asetil Sistein (Sigma-Aldrich) 

Triton X-100 (Merck) 

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (Sigma-Aldrich) 

L-glutamin (Biochrom) 

FCS (�naktif Fetal Calf Serum) (Biochrom) 

Penisilin/Streptomisin (Biochrom) 

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

Rhd-123 (Rhodamin-123) (Sigma-Aldrich) 

Tripan Mavisi Boyası %4 (Biochrom) 

�zopropil alkol (Merck) 

Luciferaz (Sigma-Aldrich) 

Tripsin/EDTA (Ca+2, Mg+2 içermeyen PBS’de %0,25/%0,20) (Biochrom) 
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4. BULGULAR 

4.1. tert-Butil Hidroperoksitin Hücre Sitotoksitesi Üzerine Etkisi 

Çalı�mamızda 3T3 fibroblast hücre soyu ve sıçandan elde edilen primer 

fibroblast hücreleri kullanıldı. t-BOOH’in ROT olu�umunu tetikledi�i  ve oksidatif stres 

meydana getirdi�i bilinmektedir. Letal doz, hücrelerin % 50’sinin ölümünü sa�layan 

stres ajanının dozudur. Hücrelerde oksidatif stres olu�turmak amacıyla kullandı�ımız    

t-BOOH’in hücre sitotoksitesi üzerine olası etkileri için tripan mavisi hücre canlılı�ı 

testi uygulandı ve doz-ölüm oranı grafiklerinden lethal doz 50 (LD50) tespit edildi. 

4.1.1. t-BOOH �le Öldürücü Doz 50’nin (LD50) Elde Edilmesi 

4.1.1.1. NIH-3T3 Fibroblast Hücre Soyunda t-BOOH ile LD50’nin Hesaplanması 

3T3 fibroblast hücre kültürüne 48 saat süreyle uyguladı�ımız t-BOOH’in çe�itli 

konsantrasyonlarının (150, 300, 450, 600, 750, 850, 1000, 1250, 1500 ve 2000 µM), 

hücre sitotoksititesi üzerine yaptı�ı etki, tripan mavisi hücre canlılık testiyle 

de�erlendirildi. �ncelenen doz aralıklarında, t-BOOH’in 1500 µM üstündeki 

konsantrasyonlarda hücre canlılı�ının olmadı�ı görülmektedir. Yarı logoritmik lethal 

doz e�rilerinden t-BOOH’in 3T3 fibroblast hücreleri için ölümcül doz 50(LD50) de�eri, 

850µM olarak hesaplanmı�tır (�ekil 4-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�ekil 4-1: t-BOOH’in 48 saatlik inkübasyonu sonucu 3T3 fibroblast hücrelerinde doza 
ba�ımlı hücre ölümü grafi�i ve LD50 dozu. Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı çalı�madan 
elde edilmi�, ortalama ±SD olarak sunulmu�tur. 
 

����� �������	
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4.1.1.2. Primer Fibroblast Hücrelerinde t-BOOH ile LD50’nin Hesaplanması 

Primer  fibroblast hücre kültürüne 48 saat süreyle uyguladı�ımız t-BOOH’in 

çe�itli konsantrasyonlarının (500, 750, 1000, 1250, 1500 ve 2000 µM), hücre 

sitotoksititesi üzerine yaptı�ı etki, tripan mavisi hücre canlılık testiyle de�erlendirildi. 

�ncelenen doz aralıklarında, t-BOOH’in 2000 µM üstündeki konsantrasyonlarında hücre 

canlılı�ının olmadı�ı görülmektedir. Yarı logoritmik lethal doz e�rilerinden t-BOOH’in 

primer fibroblast hücreleri için ölümcül doz 50 (LD50) de�eri, 1000 µM olarak 

hesaplanmı�tır (�ekil 4-2). 
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�ekil 4-2: t-BOOH’in 48 saatlik inkübasyonu sonucu primer fibroblast hücrelerinde doza 
ba�ımlı hücre ölümü grafi�i ve LD50 dozu. Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı çalı�madan 
elde edilmi�, ortalama ±SD olarak sunulmu�tur. 
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4.2. NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hücrelerinde t-BOOH ile Olu�turulmu� 
Oksidatif Strese Kar�ı Rosa damescena Ekstraktının Hücre Canlılı�ı Üzerine 
Etkisi 

3T3 ve primer fibroblast hücrelerinin, 2 saat ve 24 saat Rosa damescena 

ekstraktları ile ön inkübasyonu ve ardından oksidatif stres olu�turan LD50 t-BOOH ile 

48 saat inkübasyonunun, hücre canlılı�ı üzerine olan koruyucu etkisi tripan mavisi 

canlılık testi ile de�erlendirildi. Oksidatif strese kar�ı, Rosa damescena ekstraktı çe�itli 

konsantrasyonlarının (2.5, 5, 10, 20, 40, 100 µg/ml) 2 saat ve 24 saat ön inkübasyonu ve 

sonrasında 48 saat t-BOOH inkübasyonu sonucu olu�an hücre canlılı�ı ve sadece t-

BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol grubu hücrelerinin canlılık seviyeleri, sadece 

hücre içeren kontrol hücre grubunun hücre canlılı�ına oranlanarak hesaplandı ve 

canlılık oranları % olarak de�erlendirildi. Rosa damescena ekstrakt 

konsantrasyonlarının hücre ölümünü inhibe etme oranı, sadece t-BOOH ile inkübe 

edilen negatif kontrol hücre grubunun inhibe etme oranıyla  kıyaslanarak hesaplandı. 

Hücre canlılık istatistik hesaplamalarında One-way ANOVA testi kullanıldı ve gruplar 

arasında ikili kar�ıla�tırmalar Post-hoc Tukey testi ile yapıldı. 

4.2.1. NIH 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Hücre Canlılı�ı ve Hücre Ölüm 
�nhibisyonu 

4.2.1.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Hücre Ölüm �nhibisyonu 

Tablo 4.1’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10 ve 20 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu % hücre 

ölümünü, negatif kontrol hücre grubunun % hücre ölümüne göre sırasıyla %14, %20, 

%35 ve %9 oranlarında inhibe etti�i, 40 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarının inhibe edici 

özelli�inin bulunmadı�ı gözlemlenmi�tir. 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan N-asetil sisteinin 50 µg/ml 

konsantrasyonunun, t-BOOH verilmeden 2 saat ön inkübasyonu sonucu hücre ölümünü, 

negatif kontrol grubunun hücre ölümüne göre %23 oranında inhibe etti�i 

gözlemlenmi�tir. 
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4.2.1.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Hücre Canlılı�ı ve Hücre Ölüm 
�nhibisyonu 

Tablo 4.1’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 5, 10, 20 ve 40 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu % hücre 

ölümünü, negatif kontrol grubunun % hücre ölümüne göre sırasıyla %23, %51, %30 ve 

%20 oranlarında inhibe etti�i, 2,5 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarının inhibe edici 

özelli�inin bulunmadı�ı gözlemlenmi�tir. 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan N-asetil sisteinin 50 µg/ml 

konsantrasyonunun, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu hücre 

ölümünü, negatif kontrol grubunun hücre ölümüne göre %29 oranında inhibe etti�i 

gözlemlenmi�tir. 

 

Tablo 4-1: 3T3 fibroblast hücrelerinde t-BOOH toksititesine kar�ı Rosa damescena 
ekstraktının doza ba�ımlı etkisi 
 

3T3 
fibroblast 
hücresi 

 
2 saat önce Rosa damescena 

ekstrakt inkübasyonu 

24 saat önce Rosa damescena 

ekstrakt inkübasyonu 

 Konsantrasyon (a)Canlılık(%) (b)�nhibisyon(%) (a)Canlılık(%) (b)�nhibisyon(%) 

t-BOOH 1 mM 49±7  49±7  

 2,5 µg/ml 57±5 14 43±5 0 

Rosa 5 µg/ml 61±6 20 64±6 23 

damescena 10 µg/ml 76±6 35 101±13 51 

+ 20 µg/ml 54±6 9 70±5 30 

t-BOOH 40 µg/ml 40±5 0 61±5 20 

 100 µg/ml 32±5 0 29±2 0 

NAS + 

t-BOOH 
50 µg/ml 64±7 23 69±9 29 

Veriler Rosa damescena ekstraktının t-BOOH verilmeden 2 saat ve 24 saat ön inkübasyonunun 
sonuçları olup, (a)kontrol hücre grubuna göre % canlılık oranları ve (b)hücre ölümünün % 
inhibisyon de�erleridir.  Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı çalı�madan elde edilmi� olup, 
de�erler ortalama ± SD olarak sunulmu�tur. 
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4.2.1.3. NIH 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Hücre Ölümünü �nhibe Edici Doz (IC50) 

Rosa damescena ekstraktının, t-BOOH’in indükledi�i hücre ölümünü inhibe 

edici oranları kullanılarak yarı logoritmik inhibisyon konsantrasyon e�rileri çizildi. 

Ortamdaki ölen hücrelerin yarısını inhibe eden ekstrakt konsantrasyonu olarak IC50 

de�erleri hesaplanmıstır. 5-40 µg/ml arasındaki konsantrasyonlar dikkate alınarak 

hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (IC50), 24 saat Rosa damescena ekstraktı 

uygulanan, sonra oksidatif hasar meydana getiren t-BOOH’la inkübe edilen 3T3 

fibroblast hücreleri için  9,55 µg/ml olarak bulunmu�tur (�ekil 4-3). 

 

�
�� �������

 

�ekil 4-3: 3T3 fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa 

damescena ekstraktının 24 saat önce verilmesinin hücre ölümü üzerine koruyucu etkileri 
(IC50). 
Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı tripan mavisi canlılık testi çalı�masından elde edilmi� 
olup, de�erler ortalama ± SD  olarak sunulmu�tur. 
 

4.2.2. Primer Fibroblast Hücrelerinde Hücre Canlılı�ı ve Hücre Ölüm �nhibisyonu 

4.2.2.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde Hücre Canlılı�ı Ve Hücre Ölüm 
�nhibisyonu 

Tablo 4.2’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2,5 µg/ml 

konsantrasyonunun, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu hücre 

ölümünü, negatif kontrol grubunun hücre ölümüne göre, sırasıyla %22 oranında inhibe 

etti�i, 5, 10, 20, 40 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarının inhibe edici özelli�inin 

bulunmadı�ı gözlemlenmi�tir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan NAS’in 50 µg/ml 

konsantrasyonun, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu hücre 
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ölümünü, negatif kontrol grubunun hücre ölümüne göre %26 oranında inhibe etti�i 

gözlemlenmi�tir. 

4.2.2.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde Hücre Canlılı�ı Ve Hücre Ölüm 
�nhibisyonu 

Tablo 4.2’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10 ve 20 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu hücre 

ölümünü, negatif kontrol grubunun hücre ölümüne göre sırasıyla %46, %57, %53 ve 

%21 oranlarında inhibe etti�i, 40 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarının inhibe edici 

özelli�inin bulunmadı�ı gözlemlenmi�tir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu 

sonucu hücre ölümünü, negatif kontrol grubunun hücre ölümüne göre %50 oranında 

inhibe etti�i gözlemlenmi�tir. 

 
Tablo 4-2: Primer fibroblast hücrelerinde t-BOOH toksititesine kar�ı Rosa damescena  
ekstraktının doza ba�ımlı etkisi 
 

Primer 
fibroblast 
h. 

 
2 saat önce Rosa damescena 
ekstrakt inkübasyonu 

24 saat önce Rosa damescena 
ekstrakt inkübasyonu 

 Konsantrasyon (a)Canlılık(%) (b)�nhibisyon(%) (a)Canlılık(%) (b)�nhibisyon(%) 

t-BOOH 1 mM 50±5  50±5  

 2,5 µg/ml 64±7 22 92±6 46 

Rosa 5 µg/ml 48±3 0 116±8 57 

damescena 10 µg/ml 47±5 0 107±8 53 

+ 20 µg/ml 44±4 0 63±4 21 

t-BOOH 40 µg/ml 50±5 0 44±4 0 

 100 µg/ml 23±2 0 43±4 0 

NAS + 
t-BOOH 

50 µg/ml 68±7 26 101±7 50 

Veriler Rosa damescena ekstraktının t-BOOH verilmeden 2 saat ve 24 saat ön inkübasyonunun sonuçları 
olup, (a)kontrol hücre grubuna göre % canlılık oranları ve (b)hücre ölümünün inhibisyon de�erleridir.  
Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı çalı�madan elde edilmi� olup, de�erler ortalama ± SD olarak 
sunulmu�tur. 
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4.2.2.3. Primer Fibroblast Hücrelerinde Hücre Ölümünü �nhibe Edici Doz (IC50) 

Rosa damescena ekstraktının, t-BOOH’in indükledi�i hücre ölümünü inhibe 

edici oranları kullanılarak yarı logoritmik inhibisyon konsantrasyon e�rileri çizildi. 

Ortamdaki ölen hücrelerin yarısını inhibe eden ekstrakt konsantrasyonu olarak IC50 

de�erleri hesaplanmıstır. 2,5-20 µg/ml arasındaki konsantrasyonlar dikkate alınarak 

hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (IC50), 24 saat önce Rosa damescena ektraktı 

uygulanan, sonra oksidatif hasar meydana getiren t-BOOH’la inkübe edilen primer 

fibroblast hücreleri için 6,095 µg/ml olarak bulunmu�tur (�ekil 4-4). 

 

�
�� �������������

 

�ekil 4-4: Primer fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa 

damescena ekstraktının 24 saat önce verilmesinin hücre ölümü üzerine koruyucu etkileri 
(IC50). Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı tripan mavisi canlılık testi çalı�masından elde 
edilmi� olup, de�erler ortalama ± SD  olarak sunulmu�tur. 
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4.3. NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hücre �çi ATP Düzeyleri 

NIH 3T3 ve primer fibroblast hücrelerimizin 48 saat inkübasyon sonucundaki 

ATP düzeyleri kit kullanılmak suretiyle luminometrik olarak ölçüldü. 

4.3.1. NIH 3T3 Fibroblast Hücre Kültürlerinde Hücre �çi ATP Seviyesi 

4.3.1.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde ATP Seviyesi 

�ekil 4.5’de görüldü�ü gibi 3T3 fibroblast hücrelerine t-BOOH verildikten 48 

saat sonra ölçülen ATP seviyeleri kontrol hücrelere göre %54 azalmı�tır.                  

Rosa damescena ekstraktı çe�itli konsantrasyonlarının (2,5–100 µg/ml) 2 saat ön 

inkübasyonu ve sonra 48 saat t-BOOH inkübasyonu sonucu hücre içi ATP seviyeleri, 

sadece t-BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol grubu hücrelerinin ATP seviyelerine 

göre ve ekstrakt ve kimyasal içermeyen kontrol hücre grubunun ATP seviyelerine göre 

de�erlendirildi. �statistik hesaplamalarında One-way ANOVA testi kullanıldı ve gruplar 

arasında ikili kar�ıla�tırmalar Post-hoc Tukey testi ile yapıldı. 

 

Kontrol hücre grubunun ATP seviyesine göre; 

�ekil 4.5’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5-100 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu ATP seviyeleri, 

kontrol hücrelerin ATP seviyesine göre dü�üktür. Gruplar arasındaki hücre içi ATP 

seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-BOOH verilmeden 2 saat ön inkübasyonu 

ATP seviyesi %33 azalmı�tır. Kontrol grubu ile arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

 

Sadece t-BOOH ile inkübe edilen hücre grubunun ATP seviyelerine göre; 

�ekil 4.5’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10 ve 20 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonunun sonucu ATP 

seviyeleri artmı�tır ancak 40 ve 100 µg/ml Rosa damescena ekstraktı verildi�i zaman 

ATP seviyeleri azalmı�tır. Gruplar arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki farklılık 2.5, 

20 ve 40 µg/ml konsantrasyonu hariç (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, 

ANOVA). Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-

BOOH verilmeden 2 saat ön inkübasyonu sonucu ATP seviyesi %34 artmı�tır. Negatif 
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kontrol grubu ile arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 
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�ekil 4-5: t-BOOH ile oksidatif stres olu�turulmu� 3T3 fibroblast hücrelerine 2 saat önce 
Rosa damescena ekstraktının verilmesinin ATP seviyeleri üzerine etkisi. Veriler  5 farklı 
çalı�manın sonucu olup, ortalama ±SD de�erleridir. 
 
 

4.3.1.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde ATP Seviyesi 

�ekil 4.6’da görüldü�ü gibi 3T3 fibroblast hücrelerine t-BOOH verildikten 48 

saat sonra ölçülen ATP seviyeleri kontrol hücre grubuna göre %51 azalmı�tır.          

Rosa damescena ekstraktı çe�itli konsantrasyonlarının (2,5–100 µg/ml) 24 saat ön 

inkübasyonu ve sonra 48 saat t-BOOH  inkübasyonunun hücre içi ATP seviyeleri, 

sadece t-BOOH ile inkübe edilen hücre grubunun ATP seviyelerine göre ve kontrol 

hücre grubunun ATP seviyelerine göre de�erlendirildi. �statistik hesaplamalarında One-

way ANOVA testi kullanıldı ve gruplar arasında ikili kar�ıla�tırmalar Post-hoc Tukey 

testi ile yapıldı. 

 

Kontrol hücre grubunun ATP seviyesine göre; 

�ekil 4.6’da görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10 ve 20 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu ATP seviyeleri 

sırasıyla %205, %155, %55 ve %55 arttırmı�tır. Ancak 40 ve 100 µg/ml Rosa 

damescena ekstraktı verildi�i zaman ATP seviyesi sırasıyla %15 ve %65 azalmı�tır. 
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Gruplar arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki farklılık 40 µg/ml ekstrakt 

konsantrasyonu hariç (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun,        

t-BOOH verilmeden 24 saat ön inkübasyonu ATP seviyesi %85 artmı�tır. Kontrol grubu 

ile arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır 

(p<0,05, ANOVA). 

 

Sadece t-BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol hücre grubunun ATP seviyelerine 

göre; 

�ekil 4.6’da görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10, 20 ve 40 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu ATP seviyelerini 

sırasıyla %510, %410, %210, %210 ve % 71  arttırmı�tır. Ancak 100 µg/ml Rosa 

damescena ekstraktı verildi�i zaman ATP seviyesi %30 azalmı�tır. Gruplar arasındaki 

hücre içi ATP seviyesindeki farklılık 100 µg/ml ekstrakt konsantrasyonu hariç (p>0,05) 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun,        

t-BOOH verilmeden 24 saat ön inkübasyonu ATP seviyesi %271 artmı�tır. Negatif 

kontrol grubu ile arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

 

+
  b

ut
il

le
nm

i�
hi

dr
op

er
ok

si
t

 

�ekil 4-6: t-BOOH ile oksidatif stres olu�turulmu� 3T3 fibroblast hücrelerine 24 saat önce 
Rosa damescena ekstraktının verilmesinin ATP seviyeleri üzerine etkisi. Veriler  5 farklı 
çalı�manın sonucu olup, ortalama ± SD de�erleridir. 
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4.3.2. Primer Fibroblast Hücre Kültürlerinde Hücre �çi ATP Seviyesi 

4.3.2.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde ATP Seviyesi 

�ekil 4.7’de görüldü�ü gibi primer fibroblast hücrelerine t-BOOH verildikten 48 

saat sonra ölçülen ATP seviyeleri kontrol hücre grubuna göre %53 azalmı�tır.          

Rosa damescena ekstraktı çe�itli konsantrasyonlarının (2.5–100 µg/ml) 2 saat ön 

inkübasyonu ve sonra 48 saat t-BOOH  inkübasyonunun hücre içi ATP seviyeleri, 

sadece t-BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol hücre grubunun ATP seviyelerine göre 

ve kontrol hücre grubunun ATP seviyelerine göre de�erlendirildi. �statistik 

hesaplamalarında One-way ANOVA testi kullanıldı ve gruplar arasında ikili 

kar�ıla�tırmalar Post-hoc Tukey testi ile yapıldı. 

 

Kontrol hücre grubunun ATP seviyesine göre; 

�ekil 4.7’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5-100 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu ATP seviyeleri, 

kontrol hücrelerin ATP seviyesine göre dü�üktür. Gruplar arasındaki hücre içi ATP 

seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-BOOH verilmeden 2 saat ön inkübasyonu 

ATP seviyesi %38 azalmı�tır. Kontrol grubu ile arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

 

Sadece t-BOOH ile inkübe edilen hücre grubunun ATP seviyelerine göre; 

�ekil 4.7’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10 ve 20 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonunun sonucu ATP 

seviyeleri artmı�tır. Ancak 40 ve 100 µg/ml Rosa damescena ekstraktı verildi�i zaman 

ATP seviyeleri azalmı�tır. Gruplar arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki farklılık 2.5, 

20 ve 40 µg/ml konsantrasyonu hariç (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, 

ANOVA). 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun,        

t-BOOH verilmeden 2 saat ön inkübasyonu sonucu ATP seviyesi %34 artmı�tır. Negatif 

kontrol grubu ile arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 
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�ekil 4-7: t-BOOH ile oksidatif stres olu�turulmu� primer fibroblast hücrelerine 2 saat 
önce Rosa damescena ekstraktının verilmesinin ATP seviyeleri üzerine etkisi. Veriler  5 
farklı çalı�manın sonucu olup, ortalama ± SD de�erleridir. 
 

4.3.2.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde ATP Seviyesi 

�ekil 4.8’de görüldü�ü gibi primer fibroblast hücrelerine t-BOOH verildikten 48 

saat sonra ölçülen ATP seviyeleri, kontrol hücre grubuna göre %50 azalmı�tır.         

Rosa damescena ekstraktı çe�itli konsantrasyonlarının (2,5–100 µg/ml) 24 saat ön 

inkübasyonu ve sonra 48 saat t-BOOH  inkübasyonunun hücre içi ATP seviyeleri, 

negatif kontrol hücre grubu ATP seviyelerine göre ve kontrol hücre grubu ATP 

seviyelerine göre de�erlendirildi. �statistik hesaplamalarında One-way ANOVA testi 

kullanıldı ve gruplar arasında ikili kar�ıla�tırmalar Post-hoc Tukey testi ile yapıldı. 

 

Kontrol hücre grubunun ATP seviyesine göre; 

�ekil 4.8’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10 ve 20 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu ATP 

seviyeleri sırasıyla %169, %119, %106 ve %3  artmı�tır fakat 40 ve 100 µg/ml Rosa 

damescena ekstraktları verildi�i zaman ATP seviyesi sırasıyla %37 ve %50 azalmı�tır. 

Gruplar arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki farklılık 20 µg/ml ekstrakt 

konsantrasyonu hariç (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 
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NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-BOOH verilmeden 24 saat ön inkübasyonu 

sonucu ATP seviyesi %131 artmı�tır. Kontrol grubu ile arasındaki hücre içi ATP 

seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

 

Sadece t-BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol hücre grubunun ATP seviyelerine 

göre; 

�ekil 4.8’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10, 20 ve 40 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu ATP 

seviyeleri sırasıyla %438, %338, %313, %106 ve % 25 gibi yüzde artı�ı 

konsantrasyonla birlikte azalarak artmı�tır. Fakat 100 µg/ml Rosa damescena ekstraktı 

verildi�i zaman ATP seviyesi negatif kontrol hücre grubuna göre de�i�memi�tir. 

Gruplar arasındaki hücre içi ATP seviyesindeki farklılık 40 ve 100 µg/ml ekstrakt 

konsantrasyonları hariç (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-BOOH verilmeden 24 saat ön inkübasyonu 

sonucu ATP seviyesi %363 artmı�tır. Negatif kontrol grubu ile arasındaki hücre içi ATP 

seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 
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�ekil 4-8: t-BOOH ile oksidatif stres olu�turulmu� primer fibroblast hücrelerine 24 saat 
önce Rosa damescena ekstraktının verilmesinin ATP seviyeleri üzerine etkisi. Veriler 
birbirinden ba�ımsız 5 farklı çalı�manın sonucu olup, ortalama ± SD de�erleridir. 
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4.4. NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hücrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel 
Düzeyleri 

3T3 fibroblast ve primer fibroblast hücrelerinin kullanıldı�ı çalı�ma 

gruplarımızın mitokondri aktivasyonu, rodamin 123 kullanılmak suretiyle 

spektrofluorometrik olarak ölçüldü. Rosa damescena ekstraktı çe�itli 

konsantrasyonlarının (2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100 µg/ml) 2 saat ve 24 saat ön inkübasyonu  

ve sonra t-BOOH ile 48 saat inkübasyonu sonucu hücrelerde ki mitokondri membran 

potansiyel seviyeleri, ekstrakt ve kimyasal içermeyen kontrol hücre grubunun 

mitokondri membran potansiyel seviyelerine göre ve sadece t-BOOH ile inkübe edilen 

negatif kontrol grubu hücrelerinin mitokondri membran potansiyel seviyelerine göre 

de�erlendirildi. �statistik hesaplamalarında One-way ANOVA testi kullanıldı ve gruplar 

arasında ikili kar�ıla�tırmalar Post-hoc Tukey testi ile yapıldı. 

4.4.1. NIH 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel 
Seviyeleri 

4.4.1.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel 
Seviyeleri 

 

Kontrol hücre grubunun mitokondri membran potansiyel seviyesine göre; 

�ekil 4.9’da görüldü�ü gibi 3T3 fibroblast hücrelerine sadece t-BOOH 

verildikten 48 saat sonra ölçülen mitokondri membran potansiyel seviyeleri kontrol 

hücrelere göre %45 azalmı�tır. Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5 ve 10 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu, hücrelerin 

mitokondri membran potansiyel seviyeleri sırasıyla %3, %32 ve %34 artmı�tır fakat 20, 

40 ve 100 µg/ml Rosa damescena ekstraktı verildi�i zaman mitokondri membran 

potansiyelleri sırasıyla %3, %24 ve %42 azalmı�tır. Gruplar arasında, hücrelerin 

mitokondri membran potansiyel seviyesindeki farklılık 2,5 ve 20 µg/ml ekstrakt 

konsantrasyonları hariç (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-BOOH verilmeden 2 saat ön inkübasyonu 

sonucu 3T3 fibroblast hücrelerindeki mitokondri membran potansiyel seviyesi % 3 

artmı�tır. Kontrol grubu ile arasındaki mitokondri membran potansiyel seviyesindeki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlı de�ildir (p>0,05, ANOVA). 
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Sadece t-BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol hücre grubunun mitokondri membran 

potansiyel seviyelerine göre; 

�ekil 4.9’da görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100 

µg/ml konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu 

hücrelerin mitokondri membran potansiyel seviyeleri sırasıyla %86, %138, %142, %76, 

%38 ve %5 artmı�tır. Gruplar arasında, hücrelerin mitokondri membran potansiyel 

seviyesindeki farklılık 100 µg/ml konsantrasyonu hariç (p>0,05) istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan N-asetil sisteinin 50 µg/ml 

konsantrasyonun, t-BOOH verilmeden 2 saat ön inkübasyonu sonucu hücrelerin 

mitokondri membran potansiyeli %86 artmı�tır. Negatif kontrol grubu ile arasındaki 

hücre içi mitokondri membran potansiyel seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

�ekil 4-9: t-BOOH ile oksidatif stres olu�turulmu� 3T3 fibroblast hücrelerine 2 saat önce 
Rosa damescena ekstraktının verilmesinin mitokondri membran potansiyel seviyeleri 
üzerine etkisi. Veriler 3 farklı çalı�manın sonucu olup, ortalama ±SD de�erleridir. 

+  butillenmi� hidroperoksit
�������	
��� ��������
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4.4.1.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen Ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel 
Seviyeleri 

 

Kontrol hücre grubunun mitokondri membran potansiyel seviyesine göre; 

�ekil 4.10’da görüldü�ü gibi 3T3 fibroblast hücrelerine sadece t-BOOH 

verildikten 48 saat sonra ölçülen mitokondri membran potansiyel seviyeleri, kontrol 

hücre grubuna göre %62 oranında dü�mü�tür. Rosa damescena ekstraktının 2.5 µg/ml 

konsantrasyonu, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu, hücrelerin 

mitokondri membran potansiyel seviyesi %22 artmı�tır fakat 5, 10, 20, 40 ve 100 µg/ml 

Rosa damescena ekstraktları verildi�i zaman mitokondri membran potansiyelleri 

sırasıyla %8, %19, %30, %38 ve %40 azalmı�tır. Gruplar arasında, hücrelerin 

mitokondri membran potansiyel seviyesindeki farklılık 5 µg/ml ekstrakt konsantrasyonu 

hariç (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-BOOH verilmeden 24 saat ön inkübasyonu 

sonucu 3T3 fibroblast hücrelerindeki mitokondri membran potansiyel seviyesi % 19 

artmı�tır. Kontrol grubu ile arasındaki mitokondri membran potansiyel seviyesindeki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlı de�ildir (p>0,05, ANOVA). 

 

Sadece t-BOOH ile inkübe edilen hücre grubunun mitokondri membran potansiyel 

seviyelerine göre; 

�ekil 4.10’da görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100 

µg/ml konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu 

hücrelerin mitokondri membran potansiyel seviyeleri sırasıyla %221, %143, %114, 

%86, %64 ve %57 artmı�tır. Gruplar arasında, hücrelerin mitokondri membran 

potansiyel seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun,        

t-BOOH verilmeden 24 saat ön inkübasyonu sonucu hücrelerin mitokondri membran 

potansiyeli %214 artmı�tır. Negatif kontrol grubu ile arasındaki hücre içi mitokondri 

membran potansiyel seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, 

ANOVA). 
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+  butillenmi� hidroperoksit
 

�ekil 4-10: t-BOOH ile oksidatif stres olu�turulmu� 3T3 fibroblast hücrelerine 24 saat 
önce Rosa damescena ekstraktının verilmesinin mitokondri membran potansiyel seviyeleri 
üzerine etkisi. Veriler 3 farklı çalı�manın sonucu olup, ortalama ±SD de�erleridir. 
 
 

4.4.2. Primer Fibroblast Hücrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel Seviyeleri 

4.4.2.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel 
Seviyeleri 

 

Kontrol hücre grubunun mitokondri membran potansiyel seviyesine göre; 

�ekil 4.11’de görüldü�ü gibi primer fibroblast hücrelerine sadece t-BOOH 

verildikten 48 saat sonra ölçülen mitokondri membran potansiyel seviyeleri kontrol 

hücrelere göre %44 azalmı�tır. Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 40 ve 100 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu, hücrelerin 

mitokondri membran potansiyel seviyeleri sırasıyla %38, %19, %9 ve %16 dü�mü�tür 

fakat 10 ve 20 µg/ml Rosa damescena ekstraktı verildi�i zaman mitokondri membran 

potansiyelleri sırasıyla %31 ve %25 artmı�tır. Gruplar arasında, hücrelerin mitokondri 

membran potansiyel seviyesindeki farklılık 40 µg/ml ekstrakt konsantrasyonu hariç 

(p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). NAS’in 50 µg/ml 

konsantrasyonunun, t-BOOH verilmeden 2 saat ön inkübasyonu sonucu primer 

fibroblast hücrelerindeki mitokondri membran potansiyel seviyesi %3 artmı�tır.   
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Kontrol grubu ile arasındaki mitokondri membran potansiyel seviyesindeki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı de�ildir (p>0,05, ANOVA). 

 

Sadece t-BOOH ile inkübe edilen hücre grubunun mitokondri membran potansiyel 

seviyelerine göre; 

�ekil 4.11’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 100 

µg/ml konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu 

hücrelerin mitokondri membran potansiyel seviyeleri sırasıyla %11, %44, %133, %122, 

%61 ve %50 artmı�tır. Gruplar arasında, hücrelerin mitokondri membran potansiyel 

seviyesindeki farklılık 2.5 µg/ml konsantrasyonu hariç (p>0,05) istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

N-asetil sisteinin 50 µg/ml konsantrasyonunun, t-BOOH verilmeden 2 saat ön 

inkübasyonu sonucu hücrelerin mitokondri membran potansiyeli %83 artmı�tır. Negatif 

kontrol grubu ile arasındaki hücre içi mitokondri membran potansiyel seviyesindeki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

�������	
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+  butillenmi� hidroperoksit

 

�ekil 4-11: t-BOOH ile oksidatif stres olu�turulmu� primer fibroblast hücrelerine 2 saat 
önce Rosa damescena ekstraktının verilmesinin mitokondri membran potansiyel seviyeleri 
üzerine etkisi. Veriler 3 farklı çalı�manın sonucu olup, ortalama ±SD de�erleridir. 
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4.4.2.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde Mitokondri Membran Potansiyel 
Seviyeleri 

 

Kontrol hücre grubunun mitokondri membran potansiyel seviyesine göre; 

�ekil 4.12’de görüldü�ü gibi primer fibroblast hücrelerine sadece t-BOOH 

verildikten 48 saat sonra ölçülen mitokondri membran potansiyel seviyeleri kontrol 

hücrelere göre %47 oranında dü�mü�tür. Rosa damescena ekstraktının 2.5 ve 5 µg/ml 

konsantrasyonları, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu, hücrelerin 

mitokondri membran potansiyel seviyesi sırasıyla %41 ve %19 artmı�tır, 10 µg/ml 

ekstrakt verildi�inde seviyesi de�i�memi� fakat 20, 40 ve 100 µg/ml Rosa damescena 

ekstraktı verildi�i zaman mitokondri membran potansiyelleri sırasıyla %6, %41 ve %47 

azalmı�tır. Gruplar arasında, hücrelerin mitokondri membran potansiyel seviyesindeki 

farklılık 10 ve 20 µg/ml ekstrakt konsantrasyonları hariç (p>0,05) istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-BOOH verilmeden 24 saat ön inkübasyonu 

sonucu primer fibroblast hücrelerindeki mitokondri membran potansiyel seviyesi %25 

artmı�tır. Kontrol grubu ile arasındaki mitokondri membran potansiyel seviyesindeki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

 

Sadece t-BOOH ile inkübe edilen hücre grubunun mitokondri membran potansiyel 

seviyelerine göre; 

�ekil 4.12’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10, 20 ve 40 

µg/ml konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu 

hücrelerin mitokondri membran potansiyel seviyeleri sırasıyla %165, %124, %88, %76 

ve %12 artmı�tır fakat 100 µg/ml ekstrakt verildi�inde hücrelerin mitokondri membran 

potansiyel seviyesi de�i�memi�tir. Gruplar arasında, hücrelerin mitokondri membran 

potansiyel seviyesindeki farklılık 40 ve 100 µg/ml ekstrakt konsantrasyonları hariç 

(p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan N-asetil sisteinin 50 µg/ml 

konsantrasyonunun, t-BOOH verilmeden 24 saat ön inkübasyonu sonucu hücrelerin 

mitokondri membran potansiyeli %135 artmı�tır. Negatif kontrol grubu ile arasındaki 

hücre içi mitokondri membran  potansiyel seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 
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+  butillenmi� hidroperoksit

 

�ekil 4-12: t-BOOH ile oksidatif stres olu�turulmu� primer fibroblast hücrelerine 24 saat 
önce Rosa damescena ekstraktının verilmesinin mitokondri membran potansiyel seviyeleri 
üzerine etkisi. Veriler 3 farklı çalı�manın sonucu olup, ortalama ±SD de�erleridir. 
 

4.5. Rosa damescena Ekstraktının NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hücre 
Kültüründe t-BOOH ile Olu�turulan Oksidatif Stres Üzerine Etkisi 

Rosa damescena ekstraktı çe�itli konsantrasyonlarının (2.5, 5, 10, 20, 40, 100 

µg/ml) 2 saat ve 24 saat ön inkübasyonu  ve sonra t-BOOH ile 48 saat inkübasyonu 

sonucu hücrelerde ki luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddeti ve DCF fluoresans 

�iddeti, eksrakt ve kimyasal içermeyen kontrol grubu hücrelerinin luminol ba�ımlı 

kemilümenesans �iddetine ve DCF fluoresans �iddetine göre hesaplanarak elde edildi. 

Rosa damescena ekstraktları uygulanmı� hücre gruplarının sonuçları, sadece t-BOOH 

ile inkübe edilen negatif kontrol hücre grubunun luminol ba�ımlı kemilümenesans 

�iddetine ve DCF fluoresans �iddetine göre oranlanarak, hücre ölümünü inhibe etme 

yüzdeleri bulundu. �statistik hesaplamalarında One-way ANOVA testi kullanıldı ve 

gruplar arasında ikili kar�ıla�tırmalar Post-hoc Tukey testi ile yapıldı. 
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4.5.1. NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hücre Kültürlerinde Luminol Ba�ımlı 
Kemilüminesans �iddeti 

Çe�itli konsantrasyonlardaki Rosa damescena ekstraktı (2.5–100 µg/ml) ile        

2 saat ve 24 saat inkübe edilen 3T3 ve primer fibroblast hücrelerine, daha sonra 

oksidatif stres olu�turmak için lethal doz t-BOOH uygulandı ve 48 saat inkübasyon 

sonunda, oksidatif stres göstergesi, luminol varlı�ında oksidan olu�umunu gösteren 

kemilüminesans �iddetindeki de�i�ikliklerle incelendi. Luminol eklenmi� örneklerin 10. 

saniyede kemilüminesans �iddeti analiz edildi�inde; 

4.5.1.1. NIH 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Luminol Ba�ımlı Kemilüminesans 
�iddeti 

4.5.1.1.1. 2 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Luminol Ba�ımlı Kemilüminesans �iddeti 

Tablo 4.3’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10 ve 20  µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH verilmeden 2 saat ön inkübasyonu sonucu luminol 

ba�ımlı kemilüminesans �iddetini, sadece t-BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol 

hücre grubunun luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddetine göre sırasıyla % 23, %19, 

%13 ve %5 oranlarında inhibe etti�i, 40 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarının inhibe edici 

özelli�inin bulunmadı�ı gözlemlendi. Gruplar arasında, kemilüminesans �iddeti 

inhibisyon seviyesindeki farklılık 2,5, 5 ve 10 µg/ml ekstrakt konsantrasyonu hariç 

(p<0,05) istatistiksel olarak anlamlı de�ildir (p>0,05, ANOVA). 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonunun,    

t-BOOH uygulanmadan 2 saat önceki inkübasyonu sonucu luminol ba�ımlı 

kemilüminesans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun luminol ba�ımlı 

kemilüminesans �iddetine göre %22 oranında inhibe etti�i gözlemlendi. Gruplar 

arasındaki % inhibisyon seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, 

ANOVA). 
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4.5.1.1.2. 24  Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Luminol Ba�ımlı Kemilüminesans �iddeti 

Tablo 4.3’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5–100 µg/ml arasındaki 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu olu�an 

luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddetinin, negatif kontrol hücre grubunun luminol 

ba�ımlı kemilüminesans �iddetine göre sırasıyla %32, %43, %82, %99, %94 ve %92 

oranlarında inhibe etti�i gözlemlendi. Gruplar arasındaki % inhibisyon seviyesindeki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

Pozitif kontrol grubu olarak kullanılan NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonunun,    

t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu olu�an luminol ba�ımlı 

kemilüminesans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun luminol ba�ımlı 

kemilüminesans �iddetine göre %53 oranında inhibe etti�i gözlemlendi. Gruplar 

arasındaki % inhibisyon seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, 

ANOVA). 

 

 

Tablo 4-3: 3T3 fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa 

damescena ekstraktının uygulanması sonucu ortaya çıkan kemilüminesans �iddeti 
 

3T3 
fibroblast h. 

 2 saat önce gül ekimi  24 saat önce gül ekimi 

 Konsantrasyon Kemilüminesans 
�iddeti 

�nhibisyon(%)  
Kemilüminesans 
�iddeti 

�nhibisyon(%) 

t-BOOH 850 µM 717 ± 61   1091 ± 86  

 2,5 µg/ml 554 ± 44 23  738 ± 61 32 

Rosa 5 µg/ml 582 ± 51 19  617 ± 49 43 

damescena 10 µg/ml 626 ± 44 13  191 ± 15 82 

+ 20 µg/ml 680 ± 49 5  5 ± 1 99 

t-BOOH 40 µg/ml 1236 ± 90 0  66 ± 12 94 

 100 µg/ml 2540 ± 183 0  82 ± 7 92 

50 µg/ml 
NAS + 
t-BOOH 

50 µg/ml 562 ± 47 22  513 ± 48 53 

Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 4 farklı çalı�madan elde edilmi� de�erlerin, 106 hücre ba�ına,  

kontrol hücrelere göre nisbi kemilüminesans �iddet de�erlerinin (RLU) ortalama  ± SD’leridir. 
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4.5.1.1.2.1. 3T3 Fibroblast Hücrelerinde Kemilüminesans �iddetini �nhibe Edici 
Doz (IC50) 

Rosa damescena ekstraktının, t-BOOH’in indükledi�i kemilüminesans �iddetini 

inhibe edici oranları kullanılarak yarı logoritmik inhibisyon konsantrasyon e�rileri 

çizildi. Ortamdaki serbest radikal konsantrasyonunun yarısını inhibe eden ekstrakt 

konsantrasyonu olan IC50 de�eri hesaplandı. 2,5-100 µg/ml arasındaki konsantrasyonlar 

dikkate alınarak hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (IC50), 24 saat Rosa damescena 

ekstraktı ile ön inkübasyon yapılan ve sonra oksidatif hasar meydana getiren t-BOOH’la 

48 saat inkübe edilen 3T3 fibroblast hücreleri için 4,169 µg/ml olarak bulundu (�ekil 

4.13). 

 

�ekil 4-13: 3T3 fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa 

damescena ekstraktının 24 saat önce verilmesinin kemilüminesans �iddet olu�umu üzerine 
koruyucu etkileri (IC50). Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı çalı�madan elde edilmi� olup, 
de�erler ortalama ± SD olarak sunulmu�tur. 
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4.5.1.2. Primer Fibroblast Hücrelerinde Luminol Ba�ımlı Kemilüminesans �iddeti 

4.5.1.2.1.  2 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde Luminol Ba�ımlı Kemilüminesans 
�iddeti 

Tablo 4.4’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2,5 µg/ml 

konsantrasyonu, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu luminol ba�ımlı 

kemilüminesans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun luminol ba�ımlı 

kemilüminesans �iddetine göre %12 inhibe etti�i, 5, 10, 20, 40 ve 100 µg/ml 

konsantrasyonlarının inhibe edici özelli�inin bulunmadı�ı gözlemlendi. Gruplar 

arasında, kemilüminesans �iddeti inhibisyon seviyesindeki farklılık 2,5 µg/ml ekstrakt 

konsantrasyonu hariç (p<0,05) istatistiksel olarak anlamlı de�ildir (p>0,05, ANOVA). 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonunun, t-BOOH uygulanmadan 2 saat önceki 

inkübasyonu sonucu luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddetini, negatif kontrol hücre 

grubunun luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddetine göre %18 oranında inhibe etti�i 

gözlemlendi. Gruplar arasındaki % inhibisyon seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

 

4.5.1.2.2.  24 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde Luminol Ba�ımlı Kemilüminesans 
�iddeti 

Tablo 4.4’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10 ve 20 µg/ml 

arasındaki konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu 

sonucu luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun 

luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddetine göre sırasıyla %41, %74, %98 ve %10 

oranında inhibe etti�i, 40 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarının inhibe edici özelli�inin 

bulunmadı�ı gözlemlendi. Gruplar arasında, kemilüminesans �iddeti inhibisyon 

seviyesindeki farklılık 40 ve 100 µg/ml ekstrakt konsantrasyonları hariç (p>0,05) 

istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonunun, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön 

inkübasyonu sonucu luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddetini, negatif kontrol hücre 

grubunun luminol ba�ımlı kemilüminesans �iddetine göre %48 oranında inhibe etti�i 

gözlemlendi. Gruplar arasındaki % inhibisyon seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 
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Tablo 4-4:  Primer fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa 

damescena ekstraktının uygulanması sonucu ortaya çıkan kemilüminesans �iddeti 
 
 

Primer 
fibroblast 

 2 saat önce gül ekimi  24 saat önce gül ekimi 

 Konsantrasyon 
Kemilüminesans 
�iddeti 

�nhibisyon(%)  
Kemilüminesans 
�iddeti 

�nhibisyon(%) 

t-BOOH 850 µM 604 ± 66   976 ± 99  

 2,5 µg/ml 533 ± 43 12  577 ± 68 41 

Rosa 5 µg/ml 757 ± 60 0  258 ± 32 74 

damescena 10 µg/ml 757 ± 70 0    17 ± 4 98 

+ 20 µg/ml 609 ± 48 0  877 ± 63 10 

t-BOOH 40 µg/ml 731 ± 61 0  1147 ± 105 0 

 100 µg/ml 764 ± 46 0  1172 ± 96 0 

50 µg/ml 

NAS + 
t-BOOH 

50 µg/ml 496 ± 45 18  508 ± 52 48 

Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 4 farklı çalı�madan elde edilmi� de�erlerin, 106 hücre ba�ına,  

kontrol hücrelere göre nisbi kemilüminesans �iddet de�erlerinin (RLU) ortalama  ± SD’leridir. 
 

 

4.5.1.2.2.1.  Primer Fibroblast Hücrelerinde Kemilüminesans �iddetini �nhibe 

Edici Doz (IC50) 

Rosa damescena ekstraktının, t-BOOH’in indükledi�i luminol ba�ımlı 

kemilüminesans �iddetini inhibe edici oranları kullanılarak yarı logoritmik inhibisyon 

konsantrasyon e�rileri çizildi. Ortamdaki serbest radikallerin konsantrasyonunun 

yarısını inhibe eden ekstrakt konsantrasyonu olan IC50 de�erleri hesaplanmıstır.        

2.5-10 µg/ml arasındaki konsantrasyonlar dikkate alınarak hesaplanan inhibe edici 

konsantrasyon (IC50), 24 saat Rosa damescena ektraktı uygulanan, sonra oksidatif hasar 

meydana getiren LD50 t-BOOH’la inkübe edilen primer fibroblast hücreleri için 3,020 

µg/ml olarak bulundu (�ekil 4-14). 
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�ekil 4-14 : Primer fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa 

damescena ekstraktının 24 saat önce verilmesinin kemilüminesans olu�umu üzerine 
koruyucu etkileri (IC50).  Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı çalı�madan elde edilmi� olup, 
de�erler ortalama ±SD  olarak sunulan IC50  de�erleridir. 
 
 

4.5.2. NIH 3T3 ve Primer Fibroblast Hücre Kültürlerinde Hücre �çi DCFH-DA 
Oksidasyonu 

4.5.2.1. NIH 3T3 Fibroblast Hücrelerinde DCF Fluoresans �iddeti 

 

4.5.2.1.1. 2 saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 

Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde DCF Fluoresans �iddeti 

Tablo 4.5’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5 ve 20 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu DCF 

fluoresans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun DCF fluoresans �iddetine göre 

sırasıyla %33, %19 ve %13 oranlarında inhibe etti�i, 20, 40 ve 100 µg/ml 

konsantrasyonlarının inhibe edici özelli�inin bulunmadı�ı gözlemlendi. Gruplar 

arasında, kemilüminesans �iddeti inhibisyon seviyesindeki farklılık 20, 40 ve 100 µg/ml 

ekstrakt konsantrasyonları hariç (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, 

ANOVA).NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonun, t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön 

inkübasyonu sonucu DCF fluoresans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun 
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fluoresans �iddetine göre %22 oranında inhibe etti�i gözlemlendi. Gruplar arasındaki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

4.5.2.1.2.  24 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan 3T3 Fibroblast Hücrelerinde DCF Fluoresans �iddeti 

Tablo 4.5’de görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5–100 µg/ml arasındaki 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu sonucu DCF 

fluoresans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun DCF fluoresans �iddetine göre 

sırasıyla %32, %43, %82, %99, %100 ve %93 oranlarında inhibe etti�i gözlemlendi. 

Gruplar arasındaki % inhibisyon seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır 

(p<0,05, ANOVA). NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonunun, t-BOOH uygulanmadan 24 

saat ön inkübasyonu sonucu DCF fluoresans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun 

DCF fluoresans �iddetine göre %53 oranında inhibe etti�i gözlemlendi. Gruplar 

arasındaki % inhibisyon seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, 

ANOVA). 

 

Tablo 4-5: 3T3 fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa 

damescena ekstraktının uygulanması sonucu meydana gelen fluoresans �iddeti 
 

3T3 
fibroblast h.  2 saat önce gül ekimi  24 saat önce gül ekimi 

 Konsantrasyon DCF Fluoresans 
�iddeti �nhibisyon(%)  

DCF Fluorosans 
�iddeti �nhibisyon(%) 

t-BOOH 850 µM 22,6 ±2,1   28±2,2  

 2,5 µg/ml 17,4 ± 1 33  19,1 ± 1,6 32 

Rosa 5 µg/ml 18,4 ± 1 19  15,9 ± 1,2 43 

damescena 10 µg/ml 19,7 ± 1,2 13  4,9 ± 0,5 82 

+ 20 µg/ml 23,7 ± 2 0  0,13 ± 0 99,5 

t-BOOH 40 µg/ml 39 ± 3,1 0  1,7 ± 0,2 100 

 100 µg/ml 80,7 ± 6,4 0  2,1 ± 0,2 93 

NAS + 
t-BOOH 

50 µg/ml 17,7 ± 1,3 22  13,2 ± 1,17 53 

Veriler DCFH/hoecht 33258 fluoresans oranları alınmak suretiyle, hücrelerdeki DNA miktarına 
göre nisbi fluoresans �iddeti (RFU) ve yüzde inhibisyon de�erleri olup, birbirinden ba�ımsız 4 
farklı çalı�madan elde edilmi� ortalama ± SD’leridir. 
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4.5.2.1.2.1. 3T3 Fibroblast Hücrelerinde DCF Fluoresans �iddetini �nhibe Edici 

Doz (IC50) 

Rosa damescena ekstraktının, t-BOOH’in indükledi�i DCF fluoresans �iddetini 

inhibe edici oranları kullanılarak yarı logoritmik inhibisyon konsantrasyon e�rileri 

çizildi. Ortamdaki serbest radikal konsantrasyonunun yarısını inhibe eden ekstrakt 

konsantrasyonu olan IC50 de�erleri hesaplanmıstır. 2.5-100 µg/ml arasındaki 

konsantrasyonlar dikkate alınarak hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (IC50), 24 saat 

Rosa damescena ekstraktı uygulanan, sonra oksidatif hasar meydana getiren t-BOOH ile 

inkübe edilen 3T3 fibroblast hücreleri için 4,467 µg/ml olarak bulundu (�ekil 4.15). 

 

�
�� �������

 

�ekil 4-15: 3T3 fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa 

damescena ekstraktının 24 saat önce verilmesinin DCF fluoresans �iddeti üzerine 
koruyucu etkileri (IC50). Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı çalı�madan elde edilmi� olup, 
de�erler ortalama ±SD olarak sunulan IC50  de�erleridir. 
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4.5.2.2. Primer Fibroblast Hücrelerinde DCF Fluoresans �iddeti 

4.5.2.2.1.  2 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde DCF Fluoresans �iddeti 
 

Tablo 4.6’da görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5 ve 5 µg/ml 

konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 2 saat önceki inkübasyonu sonucu DCF 

fluoresans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun DCF fluoresans �iddetine göre 

sırasıyla %8 ve %3 oranlarında inhibe etti�i, 10, 20, 40 ve 100 µg/ml 

konsantrasyonlarının inhibe edici özelli�inin bulunmadı�ı gözlemlendi.               

Gruplar arasında, kemilüminesans �iddeti inhibisyon seviyesindeki farklılık 2.5 µg/ml 

ekstrakt konsantrasyonu hariç (p<0,05) istatistiksel olarak anlamlı de�ildir (p>0,05, 

ANOVA). 

Pozitif kontrol grubunun t-BOOH uygulanmadan 2 saat ön inkübasyonu sonucu 

DCF fluoresans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun DCF fluoresans �iddetine göre 

%23 oranında inhibe etti�i gözlemlendi. Gruplar arasındaki %inhibisyon seviyesindeki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 

 

4.5.2.2.2. 24 Saat Rosa damescena Ekstraktı ile �nkübe Edilen ve Sonra t-BOOH 
Uygulanan Primer Fibroblast Hücrelerinde DCF Fluoresans �iddeti 

 

Tablo 4.6’da görüldü�ü gibi Rosa damescena ekstraktı 2.5, 5, 10 ve 20 µg/ml 

arasındaki konsantrasyonlarının, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön inkübasyonu 

sonucu DCF fluoresans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun DCF fluoresans 

�iddetine göre sırasıyla %46, %70, %94 ve %20 oranlarında inhibe etti�i, 40 ve 100 

µg/ml konsantrasyonlarının inhibe edici özelli�inin bulunmadı�ı gözlemlendi. Gruplar 

arasında, kemilüminesans �iddeti inhibisyon seviyesindeki farklılık 40 ve 100 µg/ml 

ekstrakt konsantrasyonları hariç (p>0,05) istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, 

ANOVA). 

NAS’in 50 µg/ml konsantrasyonunun, t-BOOH uygulanmadan 24 saat ön 

inkübasyonu sonucu DCF fluoresans �iddetini, negatif kontrol hücre grubunun DCF 

fluoresans �iddetine göre %53 oranında inhibe etti�i gözlemlendi. Gruplar arasındaki    

% inhibisyon seviyesindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05, ANOVA). 
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Tablo 4-6: Primer fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa 

damescena ekstraktının uygulanması sonucu meydana gelen fluoresans �iddeti 
 

Primer 
fibroblast 
h. 

 2 saat önce gül ekimi  24 saat önce gül ekimi 

 Konsantrasyon 
DCF 
Fluoresans 
�iddeti 

�nhibisyon(%)  
DCF 
Fluorosans 
�iddeti 

�nhibisyon(%) 

t-BOOH 850 µM 25,16 ± 3,2   30,23 ± 3,6  

 2,5 µg/ml 23,10 ± 2,6 8  16,32 ± 1,6 46 

Rosa 5 µg/ml 24,36 ± 2,5 3  9,07 ± 1,2 70 

damescena 10 µg/ml 25,41 ± 1,7 0  1,81 ± 1,5 94 

+ 20 µg/ml 25,57 ± 2,7 0  24,2  ± 3 20 

t-BOOH 40 µg/ml 30,50 ± 3 0  35,52 ± 3,2 0 

 100 µg/ml 31,82 ± 3,4 0  37,1 ± 4,2 0 

NAS + 
t-BOOH 

50 µg/ml 19,4  ± 2 23  14,21 ± 1,9 53 

Veriler DCFH/hoecht 33258 fluoresans oranları alınmak suretiyle, hücrelerdeki DNA miktarına 
göre nisbi fluoresans �iddeti (RFU) ve yüzde inhibisyon de�erleri olup, birbirinden ba�ımsız 4 
farklı çalı�madan elde edilmi� ortalama ± SD’leridir. 

 

4.5.2.2.2.1.  Primer Fibroblast Hücrelerinde IC50 

Rosa damescena ekstraktının, t-BOOH’in indükledi�i DCF fluoresans �iddetini 

inhibe edici oranları kullanılarak yarı logoritmik inhibisyon konsantrasyon e�rileri 

çizildi. Ortamdaki serbest radikal konsantrasyonunun yarısını inhibe eden ekstrakt 

konsantrasyonu olan IC50 de�eri hesaplanmıstır. 2.5-10 µg/ml arasındaki 

konsantrasyonlar dikkate alınarak hesaplanan inhibe edici konsantrasyon (IC50), 24 saat 

önce Rosa damescena ektraktı uygulanan, sonra oksidatif hasar meydana getiren           

t-BOOH’la inkübe edilen primer fibroblast hücreleri için 2,818 µg/ml olarak 

bulunmu�tur (�ekil 4-16). 
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�ekil 4-16: Primer fibroblast hücre kültürlerinde t-BOOH sitotoksitesine kar�ı Rosa damescena 

ekstraktının 24 saat önce verilmesinin DCF fluoresans �iddeti üzerine koruyucu etkileri (IC50). 
Sonuçlar birbirinden ba�ımsız 5 farklı çalı�madan elde edilmi� olup, de�erler ortalama ± SD olarak 
sunulan IC50  de�erleridir. 
 
 

4.6. Hücre Kültürlerinde Gözlemlenen Morfolojik Bulgu 

Çalı�mamızda sadece t-BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol grubu 

kuyucuklarında, normalde  i� �ekilli yapıya sahip olan fibroblast hücrelerinin bu 

özelli�ini kaybedip yuvarlak, elips gibi özel bir yapısı olmayan hücre �ekline 

dönü�tükleri invert mikroskop kullanılarak gözlemlendi. Ayrıca kuyucuklar görsel 

olarak izlendi�inde hücrelerin normalde tabana yayılarak olu�turdu�u homojen 

görüntünün bozuldu�u, hücrelerin tutunma özelli�ini kaybedip kümele�me e�ilimine 

girdikleri ve kümelenmi� hücre toplulu�u olu�turdu�u gözlemlenmi�tir. Fakat çe�itli 

konsantrasyonlardaki Rosa damescena ekstraktının 2 saat ve 24 saat ön inkübasyonu ve 

sonradan t-BOOH verilmesi sonucunda ise bu durumu artan dar etki aralık 

konsantrasyonlarıyla orantılı bir �ekilde kısmen engelledi�i, fibroblastların i� �eklini ve 

homojen görüntüsünü kısmen korudu�u gözlemlenmi�tir. 

 

 



 74 

5. TARTI�MA 

Ülkemizde Rosa damescena, ihraç edildi�i gibi çe�itli ülkelerin kozmetik 

firmaları ham ürünü belli bir a�amaya kadar ülkemizde i�leyerek, kendi ülkelerinde çe�itli 

ürünler haline döndürdükleri, endüstriyel önemi olan bir bitkidir. Günümüzde bilimsel 

ara�tırmalardan elde edilen bulgular, bu tür endüstriyel bitkilerin tüketimini oldukça fazla 

yönlendirebilmektedir. Rosaceae cinsine ait di�er türlerin içerdikleri maddeler, 

ekstraktlarının biyolojik özellikleri ile ilgili olarak özellikle Uzakdo�u kaynaklı çok 

sayıda çalı�ma yayınlanmı�tır. Bu çalı�maların ço�u Rosaceae cinsine ait türlerin 

antioksidan, antitümoral, ya�lanma kar�ıtı (anti aging) ve antibakteriyel etkileri üzerine 

yo�unla�mı�tır (Ng ve ark. 2005; Nagai ve ark. 2007; Altıner ve Kılıçgün 2008; Awale ve 

ark. 2009). Ülkemiz ile birlikte birkaç kom�u ülkede üretilen Rosa damescena türü ile 

ilgili Pubmed veri tabanı kullanılarak, 2009 Nisan ayı itibari ile yaptı�ımız literatür 

incelemelerine göre 46 makale göze çarpmaktadır. Bu çalı�malarda, özellikle Rosa 

damescena’nın ya�ı ve ekstraktlarının içeriklerinin ne oldu�una yönelik bulgular yer 

almaktadır (Basim ve Basim 2003; Ulusoy ve ark. 2009). Rosa damescena çok sayıda 

bile�ik içermekle birlikte, bunların içersinde antioksidan özelli�i iyi bilinen vitamin C’nin 

de (askorbik asit) bulunması bu bitkinin, antioksidan özelli�e sahip bitkilerden biri olma 

olasılı�ını güçlendirmektedir (Nagai ve ark. 2007; Ulusoy ve ark. 2009). Her ne kadar in 

vitro çalı�malarda ethanol, etil asetat ve eter kullanılarak hazırlanan gül ekstraktlarının 

antisolar etkisi (Tabrizi ve ark. 2003), gül ya�ının antibakteriyel etkisi (Basim ve Basim 

2003) ile ilgili bulgular bildirilmi�se de, sadece iki çalı�mada methanol solventi ile 

hazırlanmı� Rosa damescena ekstraktının farklı teknikler kullanılarak serbest radikal 

tutucu özelli�ine sahip oldu�u bildirilmi�tir (Özkan 2004; Kumar 2005). Üstelik literatür 

incelemesinin bu dönemine kadar Rosa damescena’nın hücreler üzerine etkilerini 

ara�tıran ve hücrelerin oksidan etkiden korunmasında bu türün etkilerini ara�tıran bir 

çalı�ma göze çarpmamaktadır. Bununla birlikte antioksidan özellikteki bile�iklerin 

konsantrasyonları ve bunların beraber bulundukları komponentlerin içerikleri, biyolojik 

moleküller üzerinde çok farklı etkiler gösterebilmektedir. Örne�in  antioksidan olarak 

tanımlanan bir bile�ik, belli bir konsantrasyonda veya konsantrasyondan sonra oksidan 

etki ortaya çıkarabilmektedir (Roomi ve ark. 2005) Örne�in 400 IU/gün E vitamini 

kullanılmasının ya�lı diyabetlilerde ölüm riskini arttırdı�ı bilinmektedir (Levy ve ark. 

2004). Bununla birlikte antioksidan özellikteki bir bile�i�in beraber bulundu�u ba�ka bir 
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bile�ik tarafından etkisinin arttırılması ya da ortadan kaldırılmasının söz konusu oldu�unu 

bildiren çe�itli çalı�malar mevcuttur (Farah ve Begum 2003; Hermann ve ark. 2007).   

Sözü edilen bu son bilgiler, bir bile�i�in antioksidan ajan olarak kullanılmak 

istenildi�inde kullanılacak dozun çok titizlikle seçilmesi gerekti�inin önemini ortaya 

koymaktadır. 

Periferal insan lenfositleriyle daha önce yaptı�ımız in vitro çalı�malarda  bir 

hidroperoksit olan kümen hidroperoksitlere kar�ı, belirli dozlarda Rosa damescena 

ekstraktının koruyucu özelli�inin oldu�unu ortaya çıkarmı�tık (Kanıgür ve ark. 2009). 

Ancak gül türlerinden elde edilen ya�, gül suyu ve ekstraktlar gibi ürünlerin daha çok 

kozmetik ürünler olarak ciltte kullanılması nedeniyle, çalı�mamızda in vitro olarak 

fibroblast hücrelerinde, olu�turulan oksidatif strese kar�ı Rosa damascena ekstraktının 

anti-oksidan ve antisitotoksik etkilerini, bu gül ekstraktının etkili konsantrasyonlarını 

ara�tırmak istedik. Neden fibroblast hücrelerini seçtik? Fibroblastlar ekstrasellüler 

matriks proteinlerinin yapımından sorumlu olan hücrelerdir ve ECM ile desteklenmi� 

çe�itli doku ve organların büyük bölümünde bulunur. Derinin ba� dokusunda en fazla 

miktarda bulunan hücreler olan fibroblastların doku hemostazı ve yara iyile�mesinde 

önemli rolleri vardır (McAnulty 2006). Güne� ı�ınlarının ta�ıdı�ı ultraviolet (UV) 

ı�ınlarının olu�turdu�u oksidatif hasar, güne�e direkt maruz kalan derinin fibroblast 

hücrelerini etkilemektedir (Pacheco-Palencıa ve ark. 2008). Çalı�mamızda hem sıçan 

deri ba� dokusundan elde etti�imiz primer fibroblast hücresi hemde fare embriyonik 

fibroblast hücre soyu olan NIH 3T3 fibroblast hücresi kullanılarak Rosa damescena’nın 

öngördü�ümüz olası etkilerini ara�tırmak istedik. 

Günümüz dünyasında saç ve duvar boyaları gibi önemli endüstriyel ürünlerin bir 

kısmında hidroperoksitler kullanılmaktadır. Hidroperoksitlerin reaktif özellikleri ile 

canlı organizmalarda oksidatif stres ve buna ba�lı hasar olu�turdu�una dair çok sayıda 

bulgu bulunmaktadır (Rosa ve ark. 2008). Peroksitlerin hasarlayıcı etkileri ve bunla 

ilgili mekanizmaları açıklamak için çe�itli hidroperoksitler model olarak 

kullanılmaktadır. Bunlar arasında tert-buthyl hidroperoksit, hücre membranından 

geçebilmesi ve katalaz tarafından yıkılamaması özelli�inden dolayı tercih edilen bir 

kimyasal bile�iktir (Vander-Zee ve ark. 1985; Kanupriya-Prasad ve ark. 2007; Rosa ve 

ark. 2008). Bu bile�i�in ROT olu�umunu tetikledi�i  ve oksidatif stres meydana 

getirdi�i bilinmektedir (Rodeiro ve ark. 2007). Bu bile�ik aynı zamanda endüstride bir 
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radikal polimerizasyonu ba�latıcısı olarak kullanılır. Bu nedenle çalı�mamızda model 

oksidatif stres etkeni olarak bu bile�ik tercih edildi. 

Çalı�mamızda t-BOOH’ın olu�turdu�u sitotoksik etki, hücre canlılı�ı tripan mavisi 

testi ile de�erlendirilirken, antioksidan özelli�i luminol ba�ımlı kemilüminesans 

yöntemi ve 2’7’-DCFH-DA oksidasyon yöntemi ile de�erlendirildi. Luminol aralarında 

O2
-, H2O2, singlet oksijen gibi çe�itli reaktif oksijen türlerinin bulundu�u ortamlarda 

oksitlendiklerinde lüminesans çıkaran bile�iklerdir. Öte yandan 2’,7’ DCFH-DA 

oksidasyonuna neden olan çe�itli reaktif oksijen türleri bildirilmi�tir. Bunlar arasında 

OH· spesifik olmakla birlikte ONOO-, O2
-, ROO-, NO- radikalleri bulunmaktadır 

(Halliwell ve Whiteman 2004). DCFH molekülü peroksil, alkoksil, NO2, karbonat 

(CO·
3

-) gibi reaktif türlere duyarlı bir fluorometrik bir probdur (Lebel ve ark. 1992; 

Ohashi ve ark. 2002). Günümüzde bu bile�ik oksidatif stresin etkilerini ara�tırmak için 

hem spektrofluometri hem de akı� sitometrisi yöntemlerinde yaygın bir �ekilde 

kullanılmaktadır. 

Antioksidanların hücreler üzerine olan etkilerinin ara�tırıldı�ı çalı�maların bir 

kısmında, hücre dı�ı ortamda kalım süresi, hücre içine giri� oranı, burda kalı� süresi ve 

metabolizmasına ba�lı olarak etkilerinin kısa sürede ortaya çıkmasının yanında, uzun 

sürede de ortaya çıkabildi�i gösterilmi�tir (Song ve ark. 2008). Çalı�mamızda bu 

bulgular dikkate alınarak, ekstraktımız primer ve NIH 3T3 fibroblast hücrelerinde 

oksidatif stres olu�turulmadan 2 saat önce ve 24 saat önce inkübe edilecek �ekilde iki 

farklı tarzda uygulanmı�tır. Çalı�mamızda ilk önce tert-bütillenmi� hidroperoksitin, 

hücrelerde %50 ölüme neden olan öldürücü dozu belirlendi ve Rosa damescena 

ekstraktının antioksidan etkisinin ara�tırıldı�ı ilerleyen bölümünde bu doz kullanıldı. 

Çalı�malarımızın bulguları, t-BOOH’in 48 saat inkübasyonu sonucu, LD50 

konsantrasyonunun 3T3 fibroblastlar için 0,85 mM, primer fibroblast için 1 mM 

oldu�unu ortaya çıkarmı�tır. 

Rosa damescena ve lenfositlerle yaptı�ımız çalı�maların tecrübelerinden 

yararlanarak,  çalı�ılacak Rosa damescena konsantrasyonlarını belirli bir sınır aralı�ında 

(2,5-100 µg/ml) çalı�tık (Kanıgür ve ark. 2009). 

Çalı�mamızda pozitif kontrol olarak kullanılan ve antioksidan özelli�iyle ilaç 

sektöründe önemli bir yeri olan N-asetil sisteinin, lenfositlerle yapılan önceki 

çalı�mamız dikkate alınarak, 50 µg/ml’lik konsantrasyonu kullanıldı (Kanıgür ve ark. 

2009).  
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Kemilüminesans ölçümü ve DCFH oksidasyon sonuçlarımız birlikte 

de�erlendirildi�inde, Rosa damescena’nın çe�itli konsantrasyonlarının t-BOOH 

uygulanmadan 2 saat önce verilmesinin, olu�an oksidatif stres üzerine dü�ük 

konsantrasyonlar hariç önemli bir etkisi olmadı�ı görülmektedir. Aynı deney sistemi 

içerisinde N-asetil sisteinin 50 µg/ml’lik konsantrasyonu 3T3 ve primer fibroblast 

hücrelerine uygulandı�ında oksidatif stresin yakla�ık %22 dü�tü�ü gözlemlenmi�tir. 

Bununla birlikte, Rosa damescena’nın su ile hazırlanmı� ekstraktının oksidatif stres 

tehdidinden 24 saat önce hücre besiyerine eklenmesinin µg seviyesi baz alındı�ında dar 

bir aralıkta hem kemilüminesans olu�umunu hem de DCFH oksidasyonunu dü�ürdü�ü 

gözlemlenmi�tir. Aynı deney sistemi içerisinde N-asetil sisteinin 50 µg/ml’lik 

konsantrasyonu, 3T3 ve primer fibroblast hücrelerine uygulandı�ında oksidatif stresin 

yakla�ık %53 dü�tü�ü gözlemlenmi�tir. Bu çalı�malarımızdan elde edilen bulgularımız 

ile t-BOOH’ın olu�turdu�u kemilüminesans �iddeti ve DCFH fluoresans de�erlerini 

yarıya dü�üren Rosa damescena konsantrasyonu hesaplanmı�tır. Bunu ifade eden IC50 

de�eri, bu tür bile�iklerin etki de�erini kar�ıla�tırmak için önemli bir parametre olarak 

kullanılmaktadır. 3T3 fibroblast hücrelerinde ve primer fibroblast hücrelerinde luminol 

ba�ımlı kemilüminesans çalı�mamız için Rosa damescena’nın IC50 de�erleri sırasıyla 

4,169 µg/ml ve 3,020 µg/ml olarak bulunmu�tur. DCFH fluoresans çalı�ması içinde 

µg/ml seviyesinde yakın IC50 de�erleri bulunmu�tur. Daha önce belirtti�imiz gibi 

literatürde bizim kullandı�ımız tarzda in vitro hücre kültürü sisteminde Rosa 

damescena’nın antioksidan etkinli�ini ara�tıran bir çalı�ma olmadı�ından bulunan IC50 

de�erlerini kar�ıla�tırmak mümkün olmamı�tır. Kumar ve arkada�ları (2009), DPPH 

(1,1-Diphenyl-2-picryl hydrazyl) yöntemini kullanarak, methanolle hazırlanmı� Rosa 

damescena ekstraktlarının etkili radikal süpürücü konsantrasyonunun 100 µg/ml 

oldu�unu bulmu�lardır. Bununla birlikte Özkan ve arkada�ları (2004), yine methanolde 

hazırlanmı� Rosa damescena ekstraktlarının etkili radikal süpürücü konsantrasyonunun 

aynı yöntemle 100 ppm (100 µg/µl) oldu�unu bulmu�lardır. Bununla birlikte yeti�kin 

Dropsophilalarla yapılan bir in vivo çalı�mada 1 mg/ml’lik dozun mortalite hızını 

azalttı�ını göstermi�lerdir (Jafari 2008). Hızlı ya�lanan farelerde yapılan bir çalı�mada 

Rosa çiçek ekstraktlarının 80 mg/kg dozu oksidatif hasar ürünü olan lipid 

peroksidasyonunu azalttı�ı ve çe�itli antioksidan enzim düzeylerinin seviyelerini 

arttırdı�ını göstermi�tir (Ng 2005). 
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Daha önce belirtti�imiz gibi luminol ba�ımlı kemilüminesans ve DCF fluoresans �iddet 

olu�umunun çe�itli reaktif oksijen türler ve radikaller tarafından etkilendi�i 

bilindi�inden, Rosa damescena’nın hangi radikallere ve hangi mekanizma ile etkili 

oldu�u sorusu akla gelebilir. Ancak bizim çalı�ma protokolümüzde Rosa 

damescena’nın hangi reaktif oksijen türlerini ve serbest radikal olu�umunu etkiledi�ini 

söylemek mümkün de�ildir. 

Her ne kadar oksidatif strese ba�lı hasarların hemen hemen tüm hücresel 

komponentlerin ve organellerin üzerinde etkileri oldu�u bilinmekle birlikte, mitokondri 

üzerine olan etkisinin ayrı bir önemi bulunmaktadır. Çe�itli çalı�malar oksidatif stresin 

mitokondri membranına ait olan proteinleri ve mitokondri DNA’sını etkilemek 

suretiyle, ATP üretimini etkiledi�ini göstermi�tir (Klauning ve Kamendulis 2004). 

Mitokondride ATP üretimi sırasında devamlı olarak reaktif oksijen türleri üretilmekte, 

aynı zamanda mitokondrinin kompleks 1 ve kompleks 3’te yer alan antioksidan 

savunma sistemleri tarafından yok edilmektedir (Birch-Machin 2006). Ancak 

antioksidan savunma sisteminin yetersiz oldu�u durumlarda, mitokondri hasarlarıyla 

birlikte ATP üretimi dü�ebilmektedir (Mandavilli ve ark. 2002). Çalı�malarda aralarında 

farklı bitkilerden elde edilmi� ekstraktlarında bulundu�u, çe�itli özellikteki bile�iklerin 

verilmesi ile oksidatif stresin olu�turdu�u hasarlayıcı etkileri azalttı�ı hatta 

önleyebildi�i bilinmektedir (Long ve ark. 2009). Bu nedenle çalı�mamızda Rosa 

damescena’nın mitokondri üzerindeki olası koruyucu etkilerini de ara�tırmak istedik. 

Bu amaçla çalı�mamızda mitokondri üzerindeki etkiler, membran potansiyeli ve ATP 

seviyeleri ile de�erlendirildi. Mitokondri membran potansiyeli için Rodamin 123 probu, 

ATP seviyeleri ise luminometrik olarak tespit edildi. Çalı�mamızın sonuçlarını 

inceledi�imizde, 3T3 ve primer fibroblast hücrelerinde oksidatif stres olu�turmadan 2 

saat önce Rosa damescena ekstraktları verildi�inde ATP seviyeleri, negatif kontrolün 

ATP seviyesine göre, 3T3 fibroblast ve primer fibroblast hücrelerinde ise dar bir alanda 

maksimum artı� göstermi�tir. Rosa damescena ekstraktlarımızın oksidatif stres 

olu�turulmadan 24 saat önce verilmesi ile ATP seviyeleri, negatif kontrolün ATP 

seviyesine göre, belli bir konsantrasyona kadar konsantrasyonun artmasıyla birlikte artı� 

göstermi� fakat yüksek konsantrasyonlarda azalmı�tır. Membran potansiyeli bulguları 

da ATP seviyeleri ile genel olarak uyum içerisindedir. Pubmed veri bulgularına göre 

herhangi bir Rosa cinsine ait ekstrakt veya ürünün, mitokondri üzerindeki koruyucu 

etkilerinin ara�tırıldı�ı bir çalı�ma göze çarpmamaktadır. 
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Oksidatif stres ile hücre ölümü arasında ili�kiyi gösteren çok sayıda makale 

bulunmaktadır (Chance ve ark. 1979; Halliwell ve Gutteridge 1984a; Schraufstatter 

1986; Halliwell ve Aruoma 1991; Sies 1991; Feng ve ark. 2010). Antioksidan savunma 

sistemlerinin yetersiz kaldı�ı durumlarda çe�itli mekanizmalar hücreyi ölüme 

götürebilmektedir. Literatürde çok sayıda bitkisel ekstraktın ve bile�i�in, oksidatif strese 

kar�ı hücreyi sitotoksik etkiden korudu�una dair bulgular yer almaktadır (Farah ve 

Begum, 2003; Hevesi ve ark. 2009; Long ve ark. 2009; Occhiuto ve ark. 2009). Hücre 

ölümünün çe�itli tetkiklerle de�erlendirilmesi, ara�tırması yapılan bile�i�in daha iyi 

yorumlanmasına olanak verebilmektedir. Bu nedenle çalı�mamızda t-BOOH ile 

oksidatif stres olu�turulmu� fibroblastlar üzerindeki sitotoksik etkinin, çe�itli Rosa 

damescena ekstraktlarının verilmi� olmasıyla ne kadar engelledi�ini tripan mavisi 

canlılık testiyle de�erlendirdik. Aynı zamanda çe�itli makalelerde hücre ölüm oranı 

ATP düzeyiyle de�erlendirebildi�inden, bizim ATP bulgularımız bu yönde 

yorumlanabilir (Galati ve ark. 2006). Bulgularımız Rosa damescena’nın 2 saatlik ön 

inkübasyonu, hücre ölümünün baskılanması yönünde kısmen bir etkisi oldu�unu, 24 

saatlik ön inkübasyonda ise hücre ölümünü 3T3 fibroblast hücreleri için maksimum 

%51, primer fibroblast hücreleri için ise maksimum %57 oranında ve dar aralıklı bir 

konsantrasyonda inhibe etti�ini göstermektedir. Bu veri ekstraktın antisitotoksik 

etkisinin dar bir konsantrasyon aralı�ında oldu�unu göstermektedir. 3T3 fibroblast 

çalı�masında bu aralı�ın 5-40 µg/ml arasındaki konsantrasyonlarda (IC50:9,55), primer 

fibroblast hücrelerinde ise 2,5-40 µg/ml arasındaki konsantrasyonlarda (IC50:5,623) 

oldu�u görülmektedir. Bu bulgulardan elde edilen IC50 de�erlerini, di�er bulgulardan 

elde edilen  IC50 de�erleriyle kar�ıla�tırırsak oldukça yakınlık ta�ımaktadır. 

Çalı�malarımızın mikroskop a�amasındaki hücre morfolojisi ile ilgili 

gözlemlerimiz, di�er çalı�malardan elde etti�imiz bulguları destekler niteliktedir. 

Sadece t-BOOH ile inkübe edilen negatif kontrol grubunda fibroblast hücrelerin i� 

�eklini ve homojen görüntüsünü kaybetti�i, yüzeye tutunma özelli�ini kaybedip 

kümele�me e�ilimi gösterdikleri fakat Rosa damescena ekstraktının önikübasyonu 

sonucunda ise ekstrakt konsantrasyonlarının dar etki aralı�ı ile orantılı bir �ekilde, 

fibroblastların i� �eklini ve homojen görüntüsünü kısmen korudu�u gözlemlenmi�tir. 

Rosaceae cinsinin bir türü ile fibroblast hücreleri üzerinde yapılan, ilk çalı�ma olma 

özelli�i ile elde etti�imiz bulgularımızı bütünüyle de�erlendirirsek; Rosa 

damescena’nın oldukça dar bir konsantrasyon aralı�ında, bizim inceledi�imiz 



 80 

parametrelerde terapötik etkisini ortaya çıkardı�ı görülmektedir. Çalı�mamızın 

sonuçları, bizim deney ko�ullarımız altında oksidatif stres olu�turulmadan 24 saat önce 

Rosa damescena ekstraktı uygulanmasının daha etkili oldu�unu da göstermektedir. 

Bunun için bazı olasılıklardan söz edilebilir. Bunlardan biri; t-BOOH aracılı olu�turulan 

ani oksidatif strese kar�ı, hücrelerde olu�an radikalleri antioksidan özelli�i sayesinde 

azaltması ve serbest radikal olu�um e�ik de�erini yükseltmesi olabilir. Ng ve 

arkada�larının (2005) çalı�masında, hızlı ya�lanan farelerde Rosa rugosa çiçek 

ekstraktlarının 80 mg/kg dozu oksidatif hasar ürünü olan lipid peroksidasyonunu 

azalttı�ı ve çe�itli antioksidan enzim seviyelerini arttırdı�ını göstermi�tir.  Bu bulgular 

göz önüne alındı�ında di�er bir olasılık, Rosa damescena ekstraktının 24 saat önceki 

inkübasyonu ile antioksidan enzim düzeylerinin artı�ı yani antioksidan savunma 

sisteminin koruyucu gücünün artı�ı sonucu olabilir. 

Bununla birlikte ön çalı�malarımızda ki bulgular, Rosa damescena’nın 100 

µg/ml üstündeki konsantrasyonlarının fibroblast hücrelerinde, terapöti�in ötesinde bir 

pro-oksidan gibi davrandı�ını göstermi�tir. Rosa damescena’nın 100 µg/ml üstündeki 

konsantrasyonlarının fibroblastların i� �eklinde olan morfolojik özelliklerini bozdu�unu 

ve kuyucuklardaki homojen görüntünün kayboldu�unu gösteren mikroskobik  

çalı�malarımız da bu gözlemlerimizi kanıtlar niteliktedir. Çalı�malarımızın 

bulgularından gül ekstraktlarının neden bir prooksidan özellik ortaya çıkarttı�ına bir 

yorum yapmak mümkün de�ildir. Literatürde bazı bile�iklerin konsantrasyona, 

bulundu�u çevreye ve �artlara ba�lı olarak bazen antioksidan bazen de prooksidan 

olarak davrandı�ına dair bulgular bildirilmi�tir (Roomi ve ark. 2005; Nagai ve ark. 

2007; Rodeiro ve ark. 2007; Hevesi ve ark. 2009) Literatür bulguları ve bizim 

bulgularımızı beraber yorumlarsak, Rosa damescena’nın antioksidan yönden 

de�erlendirilmeleri ile ilgili ileriki çalı�maların planlanmasında, gözlemlenen dar 

aralıktaki etki konsantrasyonlarının dikkate alınmasının yararlı olaca�ı kanaatindeyiz. 
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Çalı�mamızın sonuçlarını de�erlendirirken, a�a�ıda belirtilen yönlerinin de dikkate 

alınması, ileriye dönük çalı�malara yol gösterici olabilir. 

 

1. Çe�itli �ekillerde hazırlanmı� ekstraktların farklı etki gösterdi�i literatürde 

belirtildi�inden, çalı�mamızda kullandı�ımız Rosa damescena çiçeklerinin methanol, 

ethanol, eter, aseton gibi su dı�ındaki solventler ile hazırlanmı� ekstraktlarının, biyolojik 

etkilerinin incelenmesi, 

2. Çalı�manın aynı deney sistemi içersinde di�er gül çe�itlerinin ekstraktları ile 

kar�ıla�tırılması, 

3. Çalı�mada pozitif kontrol olarak kullanılan N-asetil sisteinin de�i�ik 

konsantrasyonlarının çalı�ılması, daha yüksek konsantrasyonlarının olası toksik 

etkilerinin farklı yöntemlerle ortaya çıkarılması, 

4. t-bütil hidroperoksitin olu�turdu�u radikal hasarıyla di�er oksidatif stres 

kaynaklarının hasar olu�turma mekanizmaları farklı olabildi�inden çalı�manın, UV gibi 

di�er oksidatif stres kaynakları ile çalı�ması, 

5.  �n vitro çalı�malarla in vivo çalı�malar arasındaki sonuç farklılıkları dikkate alınarak, 

etkilerin in vivo deney hayvanları ile çalı�ması, 

 

Çalı�malarımızdan elde etti�imiz tüm bulguların ı�ı�ında sonuç olarak; 

Solvent olarak su ile hazırlanmı� Rosa damescena ekstraktları fibroblast hücre 

kültürlerinde, hidroperoksitlerin olu�turdu�u oksidatif stres ve sitotoksik etkiyi dar bir 

konsantrasyon aralı�ında azalttı�ı, antioksidan ve antisitotoksik bir aktivite gösterdi�i 

söylenebilir. Ayrıca reaktif oksijen türlerinin en yo�un �ekilde meydana geldi�i ve 

etkilendi�i mitokondri organelini, oksidatif hasara kar�ı kısmen korudu�unu da 

söyleyebiliriz. 
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