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gosterdigimi beyan ederim. 04/07/2025
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OZET

Yiksek Lisans Tezi

HiDROJEN PEROKSIT iLE OKSIDATIF HASARIN iNDUKLENDIGIi 1929 FARE
FiBROBLAST HUCRELERINDE ENGELETININ OLASI KORUYUCU
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Elif SARIYILDIZ

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Bilimler Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Giil CETIN
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Biisra DINCER

Amagc: Bu calismanin amaci, oksidatif stres modeli olarak H-O: ile hasar olusturulan L929 fare
fibroblast hiicrelerinde dogal bir flavonoid olan ENG’nin potansiyel koruyucu etkilerini
aragtirmaktir. Antioksidan savunma, inflamatuar yanit ve hiicre canliligi iizerindeki etkiler
degerlendirilmistir. Calismada 1929 hiicre hatti kullanilarak in vitro model olusturulmustur.
Materyal ve Metot: Oksidatif stres indiiklemek icin hiicrelere belirli dozlarda H20-
uygulanmigtir. Sonrasinda farkli dozlardaki ENG ile tedavi gruplari olusturulmustur. GSH,
MDA ve SOD diizeyleri spektrofotometrik yontemlerle 6l¢iilmiis; TNF-a ve IL-1p mRNA
ekspresyonlar1 qRT-PCR ile analiz edilmistir. Hiicre canliligt MTT yontemiyle
degerlendirilmistir.

Bulgular: H:0: uygulamasiyla oksidatif stress olusturulan grupta GSH ve SOD seviyeleri
azalirken, MDA diizeyleri artti. ENG tedavisi, ozellikle 20 ve 40 uM dozlarinda bu
degisiklikleri anlaml sekilde diizeltti. TNF-a ve IL-1f mRNA diizeylerinde gozlenen artis,
engeletin ile azaldi; 40 pM dozda IL-1B seviyesi anlamlhi sekilde disti.
MTT sonuglarina gore, diisiik ve orta dozlarda hiicre canliligi korunurken, 60 ve 80 uM
dozlarinda belirgin sitotoksik etki gézlendi.

Sonuc¢: ENG uygulamasi, H202’nin neden oldugu oksidatif stresin etkilerini hafifletmistir. GSH
ve SOD diizeyleri anlamli sekilde artarken, MDA konsantrasyonu azalmigtir. Ayrica TNF-a ve
IL-1B ekspresyon seviyelerinde belirgin diisiis gozlemlenmis, hiicre canliligi diisiik ve orta
dozlarda 6nemli 6l¢iide korunmustur. Bu sonuglar, engeletinin antioksidan, antiinflamatuar ve
sitoprotektif 6zelliklere sahip oldugunu ve oksidatif stres kaynakli hiicresel hasar1 azaltmada
etkili bir ajan olabilecegini gostermektedir.

2025, 57 Sayfa
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ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECTS OF ENGELETIN
ON L929 MOUSE FIBROBLAST CELLS OXIDATIVE DAMAGE INDUCED BY
HYDROGEN PEROXIDE

Elif SARIYILDIZ

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Sciences

Supervisor:Assoc. Dr. Giill CETIN
Second Supervisor: Assoc. Dr. Biisra DINCER

Aim: This study aimed to investigate the potential protective effects of ENG, a natural
flavonoid compound, on oxidative stress-induced cellular damage in L929 mouse fibroblast
cells. The effects of ENG on antioxidant defense, inflammatory response, and cell viability
were evaluated following H.O: exposure.

Material and Method: 1929 fibroblast cells were cultured and exposed to H20- to establish
an oxidative stress model. Cells were subsequently treated with various dosess of ENG.
Intracellular levels of GSH, MDA, and SOD were determined using spectrophotometric assays.
The mRNA expression of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1B) was assessed using
quantitative real-time PCR. Cell viability was measured via the MTT assay.

Results: In the H20. group, GSH and SOD levels decreased, while MDA increased
significantly. ENG treatment, especially at 20 and 40 uM, reversed these changes. The elevated
mRNA levels of TNF-a and IL-1p were reduced by ENG; IL-1f significantly decreased at 40
uM. According to MTT results, cell viability was preserved at lower doses, whereas 60 and 80
uM ENG caused significant cytotoxicity.

Conclusion: ENG treatment significantly mitigated oxidative damage caused by H:O..
Increased levels of GSH and SOD and decreased levels of MDA were observed, indicating
enhanced antioxidant capacity. Additionally ENG downregulated the mRNA expression of
TNF-a and IL-1B, demonstrating anti-inflammatory potential. Cell viability was notably
preserved at low and moderate doses of ENG. These findings suggest that engeletin exerts
antioxidant, anti-inflammatory, and cytoprotective effects and may serve as a promising agent
in managing oxidative stress-induced cellular injury.

2025, 57 Pages

Keywords: “Antioxidant , Engeletin, Hydrogen Peroxide, Mouse Fibroblast, Oxidative Stress,”
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1. GIRIS

Oksidatif stres, hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimi ile
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda olusur
ve hiicresel hasar, inflamasyon ve apoptoz gibi siireglerin tetiklenmesine neden olur
(Liguori ve ark., 2018). Bu siire¢, yaslanma ve bir¢ok kronik hastalikla (kanser,
diyabet, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar) yakindan iliskilidir (Sies ve
ark., 2017). Oksidatif stresin laboratuvar kosullarinda modellenmesinde genellikle
hidrojen peroksit (H20:) kullanilir. H2O:, hiicre zarindan gegebilen bir ROS olup, lipid
peroksidasyonu, deoksiriboniikleik asit (DNA) hasar1 ve mitokondriyal disfonksiyon
gibi etkiler olusturarak deneysel olarak kontrollii hiicresel hasar olusturmak icin

kullanilir (Lin ve ark., 2021).

Antioksidan bilesikler, bu zararli etkileri azaltmak veya 6nlemek amaciyla siklikla
aragtirtlmaktadir. Flavonoidler, bitkisel kokenli dogal antioksidanlar arasinda yer alir
ve ROS'u dogrudan etkisiz hale getirebilir veya endojen antioksidan enzimlerin
aktivitesini artirabilir (Panche ve ark., 2016). Engeletin (ENG), 6zellikle Engelhardia
roxburghiana bitkisinden elde edilen bir flavanon tiirevi olup, son yillarda antioksidan,
antiinflamatuar ve antitimor 6zellikleriyle dikkat cekmektedir (Zhao ve ark., 2022).
Yapilan in vitro ¢aligmalar, ENG'nin Nrf2/Keap1(Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2/Kelch-like ECH-associated protein 1) ve NF-«kB gibi oksidatif stresle iliskili
sinyal yolaklarin1 diizenleyerek hiicresel hasar1 hafiflettigini ortaya koymustur (Li ve

ark., 2023).

Bununla birlikte, ENG'nin oksidatif stres altinda fibroblast hiicrelerinde gosterdigi etki
mekanizmasi heniiz yeterince aydmlatilamamigtir. L929 fare fibroblast hiicreleri,
toksisite, inflamasyon ve antioksidan savunma ¢aligsmalarinda yaygin olarak kullanilan
iyl tamimlanmig bir hiicre modelidir. Bu nedenle ENG'nin H2O: ile indiiklenen
oksidatif stres altindaki 1.929 hiicreleri iizerindeki etkilerinin arastirilmasi, olasi

terapotik faydalarinin anlasilmasi agisindan 6nem tasimaktadir.



Bu calismanin temel amaci, H.O: ile oksidatif stres olusturulan 1.929 fare fibroblast
hiicrelerinde ENG’nin olas1 antioksidan, antiinflamatuar ve sitoprotektif etkilerini
incelemektir. Bu kapsamda glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) gibi antioksidan parametreler, TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha) ve
IL-1B (Interlokin-1 beta) gibi inflamatuar belirte¢lerin gen ekspresyonlart ve hiicre
canlilif1 analiz edilmistir. Calisma, ENG’nin oksidatif hasar1 6nlemedeki potansiyelini
ortaya koyarak, bu flavonoidin biyolojik etkinligini hiicresel diizeyde degerlendirmeyi

amagclamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Normal hiicre metabolizmasinin bir sonucu olarak canlilarda iiretilen ROS, diisiik
seviyelerde hiicre fonksiyonlar1 i¢in 6nemli roller iistlenir. Ancak, dozlar arttiginda
hiicrenin temel yap1 taglar1 olan yaglar, proteinler ve DNA iizerinde olumsuz etkilere
yol acabilirler (Valko ve ark., 2006). Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge
bozuldugunda ve oksidanlarin baskin hale geldigi bu durum "oksidatif stres" olarak
tanimlanir. Oksidatif stresin basta kanser, norolojik bozukluk, ateroskleroz (AS),
hipertansiyon, iskemi-reperfiizyon hasari, diyabet, akut solunum sikintis1 sendromu,
idiyopatik pulmoner fibrozis, kronik obstriiktif akciger hastalig1 ve astim gibi ¢esitli
hastaliklarin gelisiminde onemli bir payr bulunmaktadir (Jenner, 2003). Oksijen
kullanan canlilar, ROS'un zararl: etkilerine kars1 koymak i¢in enzimatik ve enzimatik
olmayan cesitli antioksidan mekanizmalarini igeren karmasik savunma sistemleri
gelistirmislerdir. Hastalik siireglerinde bu savunma mekanizmalar yetersiz kalabilir.
Burada saglikli ve hastalikli kosullarda hiicrelerdeki oksidan ve antioksidan
sistemlerini ve redoks dengesinin nasil diizenlendigi genel hatlariyla ele alinacaktir.

Tablo 2.1.de serbest radikal kaynaklarindan bahsedilmistir.

Tablo 2.1. Serbest Radikal Kaynaklar1

Serbest Radikal Kaynaklari

Asir alkol tiikketimi

Sigara kullanim1
Elektromanyetik radyasyon
Giines 1sinlari(UV)

Asir1 demir yiiklemesi
Yaglanma

Dogum kontrol haplar1
Asiri fiziksel egzersiz

Kronik inflamasyonlar




Tablo 2.2.’de ise serbest radikal kaynakli hastaliklara yer verilmistir.

Tablo 2.2. Serbest Radikal Kaynakli Hastaliklar
Serbest Radikal Kaynakli Hastaliklar

Kalp hastaliklar1 Akut renal yetmezlik
Ateroskleroz Akciger hastaliklar

Kanser Amfizem

Serebrovaskiiler hastaliklar Bronsit

Diyabet Norodejeneratif bozukluklar

2.2. Oksidanlar
2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Endojen Kaynaklari

Hiicrelerin normal isleyisi sirasinda gerceklesen metabolik siirecler, molekiiler oksijeni
kullanarak ROS adi verilen molekiillerin olusumuna neden olur. ROS'lar, kimyasal
yapilaria gore serbest radikaller ve serbest radikal olmayan molekiiller olmak {izere iki
ana kategoriye ayrilabilir. Serbest radikaller, yapilarinda bir veya daha fazla eslesmemis
elektron bulunduran ve bu 6zellikleri nedeniyle yiiksek reaktivite gosteren molekiillerdir.
Iki serbest radikal eslesmemis elektronlarii bir araya getirdiginde ise daha kararli,
serbest radikal 6zelligi tasimayan molekiiller meydana gelir. Fizyolojik agidan en dikkat

¢ekici tic ROS, stiperoksit anyonu (O2"), hidroksil radikali (*OH ) ve H20.’dir.

O, bir elektronun oksijen molekiiliine katilmasiyla olusur (Miller ve ark., 1990). Bu
reaksiyon, nikotin adenin diniikleotit fosfat [NAD(P)H] oksidaz, ksantin oksidaz
enzimleri veya mitokondriyal elektron tasima sistemi tarafindan katalizlenir. O> ’nun
baslica iiretim merkezi, hiicrenin temel enerji kaynagi olan adenozin trifosfatt (ATP)
sentezleyen mitokondrilerdir. Normal sartlarda, mitokondriyal elektron tasima zinciri
araciligiyla elektronlar oksijenin suya indirgenmesi icin transfer edilirken, bu sistemden
sizan elektronlarin yaklasik %1 ila %3'i O." olusumuna katkida bulunur. NAD(P)H
oksidaz enzimi ise Ozellikle bagisiklik hiicreleri olan polimorfoniikleer l6kositlerde,
monositlerde ve makrofajlarda bulunur ve bu hiicreler fagositoz sirasinda bakterisidal
aktiviteye yardimci olan bir O2™ salinim1 gergeklestirirler. O2-, SOD enzimleri sayesinde
H-0:’e doniistiiriiliir. H20:, hiicre zarindan kolayca gegebilen bir molekiildiir. Ayrica

ksantin oksidaz, amino asit oksidaz ve NAD(P)H oksidaz enzimleri de H-O: iiretimine



katkida bulunur (Dupuy ve ark., 1991). Peroksizomlarda ise metabolik reaksiyonlar
sirasinda molekiiler oksijenin tiiketilmesiyle H>O: olusur (Granger, 1988). H.O: , demir
(Fe) veya bakir (Cu) gibi gegis metallerinin varhi§inda H.O., Haber-Weiss ve Fenton
reaksiyonlar1 olarak bilinen bir dizi kimyasal tepkime sonucunda oldukc¢a reaktif olan

*OH’ye ayrisabilir (Fenton, 1984).

0., H:0: ile tepkimeye girerek oldukca reaktif olan *OH meydana getirebilir. En
tehlikeli ROS’lardan biri olan *OH, hiicredeki protein, yag, karbonhidrat ve DNA gibi
onemli molekiillere zarar verebilir. Ayrica, doymamis yag asitlerinden elektron alarak

lipit peroksidasyon siirecini baglatabilir.

Graniilosit ad1 verilen bagisiklik hiicrelerinin enzimleri, 6zellikle eozinofil peroksidaz ve
miyeloperoksidaz (MPO), H20-’in reaktivitesini artirir. Aktiflesmis nétrofillerde MPO
enzimi H20:’yi kullanir ve kloriir iyonlarinin varliginda onu hipoklordz asidine (HOCI)
doniistiiriir.  Giicli bir oksitleyici olan HOCI, solunum yollarindaki mikroplarin
oldiiriilmesinde kritik bir rol oynar (Klebanoff, 2005). Ancak HOCI ayn1 zamanda DNA
ile etkilesime girerek DN A-protein baglantilarina, pirimidin bazlarinin oksitlenmesine ve
DNA bazlarima klor eklenmesine neden olabilir (Whiteman ve ark., 1997). Eozinofil
peroksidaz ve MPO enzimleri de proteinlerin halojenlenmesi, nitrasyonu ve tirozin
radikalleri aracilifiyla proteinler arasinda capraz baglar olusturarak oksidatif stres

olustururlar (Brennan ve ark., 2002).

Peroksil radikalleri de oksijen tiirevli serbest radikallerdir. Bunlarin en basit formu olan
hidroperoksil radikali, yag asitlerinin peroksidasyonunda rol oynar. Serbest radikaller,
yag asitlerinin yapisindaki metilen karbonlarindan hidrojen atomu kopararak lipit
peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini baglatabilirler. Bu lipit radikali oksijenle birleserek
peroksil radikalini olusturur. Peroksil radikali, coklu doymamis yag asitlerini kararsiz
yapilar olan lipit hidroperoksitlerine doniistiiren bir zincirleme reaksiyonu tetikler. Lipit
hidroperoksitleri kolayca pargalanarak aldehitler (6rnegin 4-hidroksi-2,3-nonenal) ve
MDA "lar gibi ikincil iiriinleri olustururlar. izoprostanlar ise arasidonik asidin oksidasyonu
sonucu olusan ve astim hastalarinin kan plazmasi ve nefes Orneklerinde yiiksek
seviyelerde tespit edilen baska bir lipit peroksidasyon iirlinleri grubudur (Wood ve ark.,
2000). Lipitlerin peroksidasyonu, hiicre zarlarmmin yapisini bozarak membran

biitlinliigiinii tehlikeye atar.



H-0:, O.7, okside glutatyon (GSSG), MDA'lar, izoprostanlar, karbonil bilesikleri ve
nitrotirozin gibi oksidasyonun belirtegleri, standart laboratuvar testleriyle plazma, kan

veya bronkoalveolar lavaj érneklerinden kolaylikla dlgiilebilir.
2.2.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Eksojen Kaynaklari

Sigara dumani

Sigara dumani, Oz~ ve nitrik oksit gibi cesitli oksitleyici maddeler, serbest radikaller ve
organik bilesikler igermektedir. Dahasi, sigara dumaninin solunmasi akcigerlerde notrofil
ve makrofajlarin birikimi gibi bazi i¢csel mekanizmalar1 harekete gecirerek oksidatif

hasar1 daha da siddetlendirmektedir.
Ozon maruziyeti

Ozon gazina maruz kalmak, lipit peroksidasyonuna yol agabilir ve hava yolu epiteline
nétrofillerin akin etmesine neden olabilir. Kisa siireli ozon temasi bile MPO, eozinofil
katyonik proteinleri, laktat dehidrojenaz ve albiimin gibi inflamatuvar medyator
salinimina neden olur. Saglikli bireylerde dahi ozon solunumu, akciger fonksiyonlarinda
azalmaya yol acar. Havadaki kati1 parcaciklar ve sivi damlaciklarimin karistmi olan

partikiil maddenin oksijenin indirgenmesini hizlandirmaktadir.
Hiperoksi

Hiperoksi, akcigerlerde veya diger viicut dokularinda normalin tizerindeki oksijen basinci
durumlarini ifade edmektedir. Bu durum, ROS ve nitrojen tiirlerinin agir1 liretimine zemin

hazirlar.
Iyonlastiric1 radyasyon

Iyonlastirici radyasyon, oksijenin varhiginda *OH’yi, O2’yi ve organik radikalleri H.O-
ve organik hidroperoksitlere doniistiirmektedir. Bu hidroperoksitler, Fe ve Cu gibi redoks
aktif metal iyonlariyla Fenton reaksiyonlar iizerinden etkilesime girerek oksidatif stresi
tetiklemektedir (Biaglow ve ark.,1992). Alfa parcaciklarina maruz kalan fibroblast
hiicrelerinde plazma zarma baglit NADPH oksidaz enzimi araciliiyla hiicre i¢i Oz~ ve

H>O: iiretiminde belirgin artiglar gozlemlemislerdir (Narayanan ve ark.,1997).



Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz 1 ve 2 (ERK1/2), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve
p38 gibi sinyal iletim molekiilleri ile aktivator protein-1 (AP-1), niikleer faktor-kB (NF-
kB) ve p53 gibi transkripsiyon faktorleri aktive olarak radyasyon yanitiyla iliskili genlerin
ekspresyonunu baslatirlar (Tuttle, 1992). Ultraviyole A (UVA) 1sinlari, porfirinler,
NADPH oksidaz ve riboflavinler gibi hiicre i¢i 1s18a duyarli molekiilleri uyararak
oksidatif reaksiyonlar1 tetikler. 8-okso-7,8-dihidroguanin, temel olarak guanin ile
reaksiyona giren *OH, tek elektron oksitleyiciler ve singlet oksijenin etkisiyle olusan
baslica UVA kaynakli DNA oksidasyon iiriiniidiir (Cadet ve ark., 2003). izole DNA'da
guanin radikal katyonunun olugumunun, iyonlastirici radyasyonun dogrudan etkisiyle
verimli bir sekilde gerceklestigi gosterilmistir (Yokoya ve ark., 2002). Iyonlastirici
radyasyona maruz kalindiktan sonra ise hiicre i¢i GSH seviyesi kisa bir siire diiser ve

sonra tekrar yiikselir (Iwanaga ve ark.,1998).
Agir metal iyonlari

Fe, Cu, kadmiyum, civa, nikel, arsenik ve kursun gibi agir metal iyonlar1, reaktif radikal
olusumunu tetikleyebilmektedir. Lipitlerin peroksidasyonu ile niikleer proteinler ve DNA
ile etkilesime girerek enzim aktivitelerini azaltip hiicre hasarina neden olabilmektedir

(Stohs ve Bagchi, 1995).

Metallerin neden oldugu serbest radikal olusumunun en 6nemli mekanizmalarindan biri
Fenton tipi reaksiyonlardir. Oz~ ve H20:, Fe ve Cu gibi gecis metalleriyle metal katalizli
Haber-Weiss/Fenton reaksiyonlari yoluyla etkilesime girerek *OH

olusturabilmektedirler.

Fenton tipi ve Haber-Weiss tipi mekanizmalarin yani sira, bazi metal iyonlar1 tiyol
radikalleri gibi serbest radikalleri dogrudan olusturmak veya hiicre sinyal yollarini aktive
etmek i¢in dogrudan hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. Bu radikaller
ayrica Oz olusturmak i¢in diger tiyol molekiilleri ile reaksiyona girebilmektedirler. Oz ’yi
H20-’ye doniistiirerek ek oksijen radikali olusumuna yol agar. Arsenit gibi baz1 metaller,
hiicrelerde radikal tireten sistemleri aktive ederek dolayli yoldan ROS olusumunu

tetiklerler (Leonard ve ark., 2004).



Arsenik, O.7, singlet oksijen, peroksil radikali, nitrik oksit, H2O. ve dimetilarsinik
peroksil radikalleri gibi c¢esitli ROS iireten oldukca zehirli bir elementtir (Shi ve
ark.,2004). Arsenik (III) bilesikleri, siilfhidril (-SH) gruplarina baglanirlar ve glutatyon-
S-transferazlar (GST), glutatyon peroksidaz(GPx) ve GSH rediiktaz gibi GSH bagiml

antioksidan enzimleri 6zellikle inhibe edebilirler(Waalkes ve ark., 2004).

Kursun, lipitlerin peroksidasyonunu artirmaktadir (Monterio ve ark., 1991). Kursun
maruziyeti sonrasinda dokulardaki SOD ve beyindeki GPx enzimlerinin aktivitelerinde
onemli diisiisler rapor edilmistir (Tripathi ve ark., 2001). Bircok enzim i¢in kofaktor olan
cinkonun kursunla yer degistirmesi, bu enzimlerin islevsiz hale gelmesine neden
olmaktadir. Kursun maruziyeti, doku tiyollerini etkileyerek GST enziminin

inhibisyonuna yol acabilmektedirler.

Metal katalizli reaksiyonlarla olusan ROS, DNA bazlarini degistirebilmektedir. Fe, Cu ve
nikel gibi metal iyonlarinin neden oldugu oksidatif hasar sonucu ti¢ farkli baz degisimi
(G/C, G/T ve C/T) meydana gelebilmektedir. Reid ve arkadaslari, Fe tarafindan G/C

degisiminin, Cu ve nikel tarafindan C/T degisiminin olusturuldugunu gostermistir.
2.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksidatif stresin organizma iizerindeki zararh etkilerini azaltmak veya
tamamen ortadan kaldirmak amaciyla islev goren molekiillerdir. Serbest radikallerin asir1
dretimi, lipid peroksidasyonu, DNA hasari, protein denatiirasyonu gibi biyolojik
siiregclere yol acgarak, birgok kronik hastaligin temelinde yer alabilir. Antioksidan
sistemler bu siireci kontrol altina alarak organizmanin homeostatik dengesini korur.
Antioksidanlar, biyokimyasal islevlerine, kaynaklarina ve bulunduklari hiicresel
lokalizasyona gore cesitli sekillerde siniflandirilabilir. Bu baglamda, o6zellikle
antioksidanlarin hiicre i¢i ve hiicre dis1 diizeyde iglev gormeleri, onlarin molekiiler
cesitliligini ve etki mekanizmalarini anlamada kilit rol oynamaktadir. Antioksidanlar,

endojen ve eksojen antioksidan olmak iizere iki gruba ayrilir.

2.3.1. Endojen Antioksidanlar

Hiicre ic¢i antioksidanlar dogrudan hiicre iginde sentezlenen veya hiicre ici

mekanizmalarda aktif olarak gérev alan molekiillerdir. Bu grup, enzimatik ve enzimatik



olmayan bilesiklerden olusur.
Enzimatik endojen antioksidanlar
Bu grup, spesifik enzimler araciligiyla ROS’u nétralize eden sistemlerden olusur:

e Siiperoksid dismutaz: O:yi H20:’ye doniistiiriir. Sitozolde, mitokondride ve

ekstraselliiler alanda ti¢ farkli izoformu bulunur.

o Katalaz (CAT): H20-’yi suya ve oksijene doniistiirerek 6zellikle karaciger, bobrek ve

eritrositlerde koruyucu rol oynar.

e  Glutatyon peroksidaz (GPx): H20: ve lipid peroksitleri, GSH yardimiyla detoksifiye
eder. Bu islemde GSH substrat olarak kullanilir.

e Glutatyon rediiktaz (GR): GSSG’yi tekrar indirgenmis formuna  ¢evirerek

antioksidan dongiiniin devamliligini saglar.
Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar, hiicre icinde bulunan ve genellikle kii¢ciik molekiil
yapisindaki bilesiklerdir. Dogrudan serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 etkisiz

hale getirirler:

e Glutatyon: Hiicre i¢indeki en bol tiol igerikli antioksidandir. Radikal siipiiriicii olarak

gorev yapar ve ayrica diger antioksidanlarin rejenerasyonunda da rol alir.

e Koenzim Q10 (Ubiquinol): Mitokondri i¢gindeki elektron tasima zincirinin parcasidir

ve ayn1 zamanda gii¢lii bir lipofilik antioksidandir.

« Urik Asit ve bilirubin: Metabolik yan iiriinler olarak olusan bu bilesikler, hiicre i¢inde

serbest radikallere kars1 tampon gorevi gorebilir
2.3.2. Eksojen Antioksidanlar

Hiicre dis1 antioksidanlar, sistemik dolasimda ya da hiicre disinda etkili olan, genellikle
disaridan alinan veya dolasimda tasinan bilesiklerden olusur. Bu grup; vitamin yapil, ilag

yapil1 ve gida kaynakli antioksidanlar olarak {i¢ alt sinifta incelenebilir.



Vitamin yapili antioksidanlar

Vitamin C (Askorbik Asit): Suda ¢oziinebilen giiglii bir antioksidandir. Serbest
radikalleri dogrudan nétralize eder ve E vitamininin yeniden aktivasyonuna katki

saglar.

Vitamin E (Tokoferoller): Yagda ¢oziinebilen yapisiyla hiicre zarlarinda yer alir.
Lipid peroksidasyon zincirini kirarak hiicre zarlarini oksidatif hasardan korur (Ipek,

2025).

Vitamin A (Retinoidler) ve Karotenoidler: Singlet oksijen temizleyici ozellige

sahiptir ve ozellikle goz, deri gibi oksidatif strese agik dokularda aktiftir.

Ilag yapil1 antioksidanlar

N-Asetilsistein: GSH sentezine Onciilik eder ve hem dogrudan antioksidan etki

gosterir hem de dolayli olarak hiicresel savunma sistemlerini uyarir.

Allopurinol: Urik asit sentezini inhibe ederken serbest radikal olusumunu da siirlar,

ozellikle kardiyovaskiiler sistemde sekonder antioksidan etkileri bulunmaktadir.

Melatonin: Norohormonal bir ajan olmasinin yani sira, serbest radikaller iizerinde

hem dogrudan siipiiriicii etki hem de enzimatik sistemleri uyaran bir rol {istlenir.

Gida kaynakli antioksidanlar

Polifenoller: Bitkisel kaynakli bu bilesikler c¢ay, kahve, kakao, zeytinyagi gibi
gidalarda bulunur. Flavonoid ve fenolik asit alt gruplarina ayrilir. ENG de bu

gruptadir.

Likopen, Lutein, Zeaksantin: Karotenoidler grubundadir. Domates, havug ve 1spanak
gibi renkli sebzelerde bulunur. Hiicre zarlarim1 ve lipofilik ortamlar1 korumada

etkilidir.

Selenyum: Temel bir eser element olup antioksidan enzimlerin kofaktoriidiir.

Gidalarla alinir ve GPx aktivitesi i¢in gereklidir.
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2.4. Engeletin

Engeletin, flavanol sinifina ait dogal bir fenolik bilesiktir ve bilimsel literatiirde (2R,3R)-
4'5,7-trihydroxy-3-(a-L-rhamnopyranosyloxy)flavan-4-one olarak tanimlanmaktadir
(Wikipedia, 2024). Molekiiler formiilii C2:H22010 olan bu bilesik, bitki sekonder
metabolitleri arasinda yer almakta ve 6zellikle glikozidik yapis1 sayesinde farmakolojik
olarak aktif hale gelmektedir (Zhong ve ark., 2023). Flavonoid tiirevleri arasinda énemli
bir yer tutan ENG; antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser gibi genis biyolojik etki
spektrumuna sahiptir (Li ve ark., 2025). Sekil 2.1.de ENG’nin kimyasal yapisi
eklenmistir.

&JDH

OH

Sekil 2.1. Engeletinin kimyasal yapis1
2.4.1. Kimyasal Yapisi

Kimyasal agidan ENG, dihidrokaempferol iskeletine a-L-rhamnoz biriminin glikozidik
bag ile baglanmasi sonucu olusur. Bu yapi, bilesigin hem lipofilik hem de hidrofilik
ozellik gostermesini saglar ve biyoyararlanim potansiyelini artirir. Molekiiliin fenolik
halkalar1 radikal stipiiriicti  6zellik kazandirirken, seker zinciri ¢oziinlirligi

desteklemektedir.
2.4.2. Engeletin Kaynaklar:

Engeletin; basta Smilax glabra Roxb. olmak iizere Hymenaea martiana, Engelhardia

roxburghiana ve bazi Artocarpus tiirlerinde dogal olarak bulunmaktadir (Zhong ve ark.,
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2023). Bu bitkilerin kok, yaprak ve kabuk kisimlarinda yogun olarak bulunabilen ENG,
sarap kabugu gibi baz1 besinlerde de izlenmistir. Yiiksek antioksidan kapasiteye sahip

olan bu bilesik, geleneksel Cin tibbinda da bazi preparatlarin bilesiminde yer almaktadir.

2.4.3. Biyolojik Aktivite Mekanizmalari

Engeletinin en iyi tanimlanmis etkilerinden biri antioksidan kapasitesidir. ABTS ve
DPPH gibi radikal siipiirme testlerinde yiiksek etki gostermistir. Bu etki, molekiildeki
hidroksil gruplarimin serbest radikallerle etkileserek onlar1 nétralize etmesinden
kaynaklanmaktadir (Zhong ve ark., 2023). Ayrica, ENG NF-kB ve MAPK gibi
inflamatuar yolaklar1 inhibe ederek IL-1B, TNF-a ve Siklooksijenaz-2(COX-2) gibi
proinflamatuar mediatorlerin iiretimini azaltir (Li ve ark., 2025). Bunun yaninda,
AMPK/SIRT1/PGC-1a ekseni iizerinden mitokondriyal biyogenezi tesvik eder ve enerji
metabolizmasini destekler (Li ve ark., 2025). Noronal hiicrelerde ve inflamatuvar

bagirsak hastaligi modellerinde bu etkilerin hiicre koruyucu oldugu gdsterilmektedir.
Engeletin ve motor sistem

Osteoartrit (OA) ve intervertebral disk dejenerasyonu (IDD), benzer patogenez
mekanizmalar1 gosteren dejeneratif hastaliklardir. OA’nin karakteristik 6zelligi eklem
kikirdaginin  bozulmasi olup, bu siiregte ROS dis matriks (ECM) proteinlerinin
ekspresyonunu baskiladigi; buna karsin ECM'yi pargalayan enzimlerin iiretimini artirdigi,
mitokondri zar potansiyelini bozarak kondrositlerde apoptozu tetikledigi ve boylece
kikirdak biitlinliigiinii zayiflattigi bildirilmektedir (Wang ve ark., 2021). IDD'de ise
benzer sekilde, nucleus pulposus bdlgesindeki hiicre kayb1 ve apoptozun yani sira
inflamatuar sitokinlerin agir1 iiretimi, dejeneratif siireci hizlandirmaktadir (Li ve ark.,
2022). Hem in vitro hem de in vivo modellemelere dayanan bulgular, ENG adli dogal
flavonoidin ROS iiretimini ve ECM bozulmasini inhibe ettigini; kondrosit apoptozunu ve
mitokondriyal disfonksiyonu azalttigini, ayrica NF-kB ve MAPK gibi inflamasyonla
iligkili sinyal yollarmin fosforilasyonunu engelleyerek OA ilerlemesini baskiladigini
gostermektedir (Wang ve ark., 2021). Benzer sekilde, ENG’nin IDD modellerinde de
inflamatuar yanit1 hafiflettigi ve yukarida belirtilen sinyal yollarim1 bloke ederek sitokin

saliimin azalttig1 rapor edilmistir (Li ve ark., 2022). Bu dogrultuda, anti-inflamatuar,
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anti-apoptotik ve antioksidan etkileri nedeniyle ENG, hem OA hem de IDD gibi kas-

iskelet sistemi hastaliklarinda potansiyel bir terapdtik ajan olarak degerlendirilmektedir.
Engeletin ve kardiyovaskiiler sistem

Son yillarda ENG iizerine yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla néroinflamasyon, OA ve IDD
gibi alanlara odaklanmis olsa da, kardiyovaskiiler sistem iizerine etkilerine iligskin veriler
henliz smurlidir. Ancak mevcut preklinik bulgular, ENG’nin anti-inflamatuar ve
antifibrotik 6zellikleri sayesinde AS ve kardiyak yeniden yapilanma siire¢lerinde umut
vadeden bir ajan oldugunu ortaya koymaktadir (Wei ve ark., 2023). AS; dislipidemi,
endotelyal disfonksiyon, inflamasyon ve oksidatif stresin birlikte rol oynadigi karmasik
bir patofizyolojik siire¢ olup, halen diinya genelinde Sliimlerin 6nde gelen nedenidir
(World Health Organization, 2022). Kyoto Genom ve Gen Yollar1 Ansiklopedisi (KEGG)
analizlerine ve hayvan deneylerine dayanan ¢alismalarda, ENG’nin NF-«xB yolaklarinda
p65, TNF-a, VCAM-1 ve IL-1B gibi inflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu
baskilayarak damar i¢i inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir (Wei ve ark., 2023). Ayrica
diisiik yogunluklu lipoprotein reseptdrii (LDLR) ile dogrudan etkileserek APOB, APOE
ve LDLR gibi kolesterol metabolizmasina katilan genleri hedef alarak lipid diizeylerini
diistirdligii belirlenmistir. Bunlara ek olarak, ENG insiilin sinyal yoluna baglh diyabet
iligkili hedef genlerin ekspresyonunu inhibe ederek antioksidan etki de gostermektedir.
Bu bulgular ENG’nin, yalnizca inflamasyon ve lipit metabolizmasi degil, ayn1 zamanda
metabolik hastaliklarla iliskili gen yollarinda da diizenleyici etkileri oldugunu ortaya
koymaktadir (Wei ve ark., 2023). Ote yandan, isoproterenol kaynakli miyokardiyal
fibrozis, elektriksel yeniden yapilanma, iyon kanal disfonksiyonu gibi durumlarda da
ENG’nin kardiyak yeniden yapilanma siirecini iyilestirdigi ve ventrikiiler fibrilasyon
egilimini azalttigr gozlemlenmistir (Zhao ve ark., 2023). Bununla birlikte, serebral
iskemi-reperfiizyon (IRI) iizerine etkileri gosterilmis olsa da, kardiyak IRI iizerindeki rolii

hala netlik kazanmamis olup ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Engeletin ve sinir sistemi

Sinir sistemi acisindan degerlendirildiginde, ENG ; serebral iskemi sonrast damar
rejenerasyonunu tesvik eden, oksidatif stres diizeylerini diisliren, ndronal inflamasyonu

baskilayan ve sinirsel fonksiyonlarin korunmasina katki saglayan bir dogal bilesik olarak
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on plana ¢ikmaktadir (Zhang ve ark., 2022). Inme, merkezi sinir sisteminde vaskiiler
olaylara bagl olarak gelisen fokal hasarin en sik goriilen formudur ve bu siirecte IRI,
kalic1 norolojik sekellerin temel nedenlerinden biridir (World Stroke Organization, 2021).
Liu ve arkadaslarmin sicanlar iizerinde gerceklestirdigi bir ¢alismada, IRI modeli
olusturularak ENG’nin VEGF/vasohibin sinyal yolunu aktive ederek in vivo ve in vitro
ortamda anjiyogenezi destekledigi ve ayni zamanda angiopoietin-1/Tie-2 ekseni
araciligiyla yeni damarlarin stabilizasyonunu sagladigi tespit edilmistir (Liu ve ark.,
2023). Bu bulgular, ENG’nin serebral dokunun yeniden kanlandirilmasinda etkili
olabilecegini ve hiicresel diizeyde metabolik aktiviteleri destekleyerek IRI sirasinda
organ fonksiyonlarinin korunmasina katki sundugunu gdstermektedir. Bununla birlikte,
calismanin bazi smirliliklar1 da bulunmaktadir. Ozellikle ENG’nin farmakokinetik ve
farmakodinamik iligkisi ayrintili olarak ele alinmamis; ayrica IRI gibi ¢ok yonlii bir
patofizyolojik silirecin yalnizca damar olusumu boyutuna odaklanilmis, sinirsel
fonksiyonel koruma iizerindeki mekanizmalar ise kapsam disinda birakilmistir (Liu ve
ark., 2023). Bu nedenle, ENG’nin noroprotektif potansiyelini tam olarak anlayabilmek

icin ileri diizey farmakolojik ve fonksiyonel analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Engeletin ve karaciger hasari

Karaciger, organizmanin en 6nemli detoksifikasyon organi olup, viriisler, bakteriler,
parazitler, ilaglar, alkol ve otoimmiin faktorler gibi pek cok etkenin neden oldugu
karaciger hasarina karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Karaciger hasarlar1 genellikle
erken evrede inflamatuar lezyonlarla kendini gosterir. Bu nedenle, inflamatuar sinyal
yollariin inhibisyonu, karaciger hasariin ilerlemesini yavagslatmak i¢in etkili bir tedavi
yaklagimi olarak degerlendirilmektedir (Tian ve ark., 2019). ENG adli dogal flavonoidin
karaciger tizerindeki koruyucu etkileri ilk olarak Chen ve ark.(1998) tarafindan rapor
edilmis; bu ¢alismada ENG’nin, immiin kaynakli karaciger hasar1 sirasinda hepatositlerin
infiltrasyonunu rhamnoz yapisindaki diizensizlik yoluyla engelledigi belirtilmistir. Daha
yakin tarihli bir calismada ise LPS ile indiiklenen fare karaciger hasari modelinde
ENG’nin PPAR-y ekspresyonunu artirarak NF-kB inflamatuar yolunu bloke ettigi,
boylece karaciger dokusundaki patolojik degisimleri ve serumda gdzlemlenen
transaminaz diizeylerini azalttif1 gosterilmistir (Tian ve ark., 2019). Bu sonugclar,

ENG’nin sadece inflamasyonu baskilamakla kalmayip, hepatoprotektif etkileri de
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oldugunu desteklemektedir. Kronik karaciger hasarlarinin uzun vadede fibroza ve tedavi
edilmezse geri doniisii olmayan siroza yol acabilecegi diisiiniildiigiinde, antifibrotik
Ozellikler gosterdigi kanitlanan ENG’nin karaciger fibrozunun tedavisinde de
degerlendirilebilir bir aday molekiil oldugu sdylenebilir. Ancak bu potansiyel etkinin

dogrulanabilmesi icin ileri faz preklinik ve klinik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Engeletinin antitiimor etkisi

Engeletinin, antitimor etkilerini ¢ok yonlii biyolojik mekanizmalar {izerinden
gerceklestirdigi cesitli preklinik calismalarla ortaya konmustur. Bu mekanizmalarin
basinda proteinlerin post-transkripsiyonel diizeyde regiilasyonu, tiimor hiicrelerinde
ototofajinin uyarilmasi ve apoptozun indiiklenmesi gelmektedir (Huang ve ark., 2011;
Wang ve ark., 2020). Ilk olarak Huang ve ark.(2011) tarafindan ¢alismada Engelhardia
roxburghiana yapraklarindan izole ettikleri ENG’nin prostat kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmis; ancak mekanistik diizeyde bir degerlendirme
yapilmamistir. Daha yakin tarihli bir ¢alismada, ENG'nin akciger kanseri hiicrelerinde
SMAC/XIAP sinyal yolu iizerinden apoptozu tetikledigi ve ubikitin-proteazom sistemi
araciligiyla anti-apoptotik protein XIAP’in ubikitinasyonunu artirarak yikimini
hizlandirdig1 gosterilmistir (Wang ve ark., 2020). Bu sliregte pro-apoptotik molekiiller
olan t-BID ve p53 upregulated modulator of apoptosis (PUMA) diizeylerinde de anlaml1
artis gozlemlenmistir. Bununla birlikte, LC3B ve ATGS gibi ototofaji belirteglerinin
ekspresyonunun da ENG tarafindan uyarildigi, bdylece mitokondriyal disfonksiyon
yoluyla tiimor biiylimesinin baskilandigi anlagilmistir (Wang ve ark., 2020). Serviks
kanseri lizerine yapilan bir baska calismada ise, ENG'nin NF-«kB sinyal yolunu inhibe
ederek, epitelyal-mezenkimal doniisim (EMT) siirecini, VEGFA ve CCL2
ekspresyonunu baskiladigi ve bu sayede tiimdr invazyonu, anjiyogenez ve metastatik
yayilimi 6nledigi bildirilmistir (Bai ve ark., 2021). Tiim bu bulgular, ENG’nin sadece
hiicre proliferasyonunu durdurmakla kalmayip, ayn1 zamanda metastatik progresyon ve
inflamatuar mikrogevreyi baskilayarak ¢ok yonlii bir antitiimor ajan olarak potansiyel
tasidigini1 gostermektedir. Ancak bu veriler halen preklinik diizeyde olup, ENG’nin klinik
kullanimi i¢in farmakokinetik, toksikolojik ve faz I/Il insan ¢aligmalari ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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Engeletin ve obezite

Obezite, diyabet, koroner AS, hiperiirisemi ve benzeri bir¢ok metabolik hastalik i¢in
onemli bir risk faktoridiir (Kong ve ark., 2022). Yag metabolizmasini diizenlemenin
etkili yollarindan biri, kahverengi yag dokusunun aktivasyonu ve termogenezin
artirtlmasidir. Kahverengi adipositlerin aktif hale gelmesi, lipid birikimini azaltmakta ve
enerji tliketimini artirmaktadir. Bu baglamda yapilan son c¢aligmalarda, ENG’nin
mitokondri aktivasyonunu tesvik ederek kahverengi yag dokusunu uyardigi belirlenmistir
(Kong ve ark., 2022). ENG, (B3-AR) araciligiyla AMPK yolunu aktive etmekte; bu
sayede lipoliz ve oksidasyonla iligkili genlerin ekspresyonunu artirmakta, beyaz yag
hiicrelerinin bej veya kahverengi benzeri adipositlere doniisiimiinii desteklemektedir. Bu
doniisiim siireci, metabolizmanin hizlanmast ve yag depolanmasinin azalmasi ile
sonuglanmaktadir. Ayrica, ilgili c¢alisjmada ENG’nin yag dokusu doniisiimiini
destekleyici etkisinin ilk kez rapor edildigi vurgulanmakta; bu bulgunun obezite ile iligkili
hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir farmakolojik hedef sunabilecegi belirtilmektedir (Kong

ve ark., 2022).
Engeletin ve diyabet

Diabetes mellitus (DM) ve buna bagl gelisen komplikasyonlar, kiiresel 6l¢ekte insan
sagligin1 tehdit eden baslica kronik hastaliklardan biridir. Diyabet tedavisinde temel
hedef, kan glukoz diizeylerinin kontrol altina alinmasidir. Nguyen (2023) tarafindan
yapilan c¢alismaya gore, Smilax glabra ve lotus gibi bitkilerden elde edilen ENG,
dogrudan insiilin salinimin1 uyarici etki gdstermemekle birlikte, hem hiicre kiiltiirlerinde
hem de hayvan modellerinde kan sekeri diizeylerini diisiiriicii etki ortaya koymustur.
Ancak bu etkinin altinda yatan biyokimyasal mekanizmalar heniiz net olarak
aydinlatilamamigstir. Diyabetin  kronik komplikasyonlar1 genellikle uzun siireli
hiperglisemiye bagli olarak gelismekte ve bu siirecte viicuttaki fazla glukoz, aldoz
rediiktaz (AR) enzimi araciligtyla sorbitole doniistiiriilmektedir. Bu doniisiim sonucu
biriken sorbitol, 6zellikle kiiciik damarlar, sinir uglari, retina ve bobrek gibi organlarda
hiperozmolar etki olusturarak doku hasarini hizlandirir (Wirasathien, 2020). AR enzimi,
glukozun sorbitole doniisiimiinde hiz kisitlayic1 basamak olup, bu enzimin inhibisyonu,
diyabetik komplikasyonlarin onlenmesinde terapotik bir hedef haline gelmistir. Bu

kapsamda yapilan bir ¢calismada, karnabahardan izole edilen ENG’nin en yiiksek AR

16



inhibisyon aktivitesine sahip oldugu; bu etkiyi ise enzim—substrat—inhibitdr kompleksi
olusturarak, enzimi non-kompetitif yolla inhibe ederek gergeklestirdigi gosterilmistir
(Wirasathien, 2020). Boylece ENG, sorbitol birikimini azaltmakta ve diyabetik
komplikasyonlarin ilerlemesini yavaslatmaktadir. Bu etkileriyle ENG, antidiabetik

stratejilerde tamamlayici bir ajan olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Engeletin ve oksidatif stres

Engeletin, flavonoid yapili dogal bir bilesik olup son yillarda oksidatif stresle iliskili
biyolojik siireclerde one ¢ikmistir. Bu molekiil, 6zellikle ROS’un asir1 iiretimi sonucu
olusan hiicresel hasar1 azaltma kapasitesiyle dikkat ¢cekmektedir (Huang ve ark., 2023).
Hiicresel redoks dengesinin bozuldugu durumlarda, yani oksidatif stres kosullarinda ENG
hem dogrudan hem de dolayli yollardan koruyucu etki gostermektedir. Bu etkiler, bir
yandan ROS'u dogrudan nétralize etme kapasitesine dayanirken, diger yandan hiicrenin

endojen savunma sistemlerini aktive etme yetenegini kapsamaktadir (Li ve ark., 2025).

Molekiiler diizeyde ENG'nin en 6nemli etkilerinden biri, Nrf2 yolunu aktive etmesidir.
Normal sartlarda bu yol baski altinda tutulurken, oksidatif stres altinda ENG’nin etkisiyle
Nrf2’nin niikleusa tasinmasi kolaylasir. Nrf2 ¢ekirdege ulastiginda, basgta HO-1, NQO1
ve GPx gibi antioksidan enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonunu artirir (Huang ve
ark., 2020). Bu durum hiicrenin kendi antioksidan kapasitesini artirmasina ve oksidatif
hasarin sinirlandirilmasina yardimei olur. Ozellikle beyin hiicreleri ve bagirsak epitel
hiicrelerinde yapilan deneysel caligmalar, bu mekanizmanin ENG araciligiyla etkili

sekilde aktive edildigini gostermektedir (Li ve ark., 2025).

ENG ayrica mitokondriyal fonksiyonlarin korunmasinda da onemli bir rol oynar.
Mitokondriler, hiicresel enerji tiretiminin merkezidir ancak ayni zamanda ROS’un ana
kaynaklaridir. ENG, mitokondriyal membran potansiyelini koruyarak ve ATP tiretimini
destekleyerek bu organelin oksidatif yiik altinda fonksiyonlarini siirdiirebilmesine
yardimci olur (Huang ve ark., 2023). Bununla birlikte, mitokondrinin oksidatif hasara
kars1 dayanikliligin1 artirarak hiicre 6liimi siireclerini (6zellikle ferroptoz ve apoptoz)

engelleyebilecegi diisliniilmektedir.
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Baz1 calismalar, ENG’nin sadece oksidatif stresin neden oldugu hasar1 azaltmakla
kalmayip ayni zamanda bu stresin tetikledigi inflamatuar siiregleri de bastirabildigini
gostermistir. Ozellikle TNF-a ve IL-1p gibi pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
diistirdligi gozlemlenmistir (Huang ve ark., 2020). Oksidatif stresin inflamasyonla olan
cift yonlii iligkisi géz Oniine alindiginda, bu 6zellik ENG’yi ¢ok yonlii bir koruyucu ajan

haline getirir.

Laboratuvar ortaminda yapilan deneysel ¢calismalarin ¢ogu, ENG uygulamasinin ardindan
hiicre kiiltiirlerinde ROS ve MDA gibi oksidatif hasar belirteglerinin azaldigini, buna
karsilik SOD, CAT ve GSH-Px gibi endojen antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttigini
ortaya koymaktadir (Li ve ark., 2025; Huang ve ark., 2023). Bu biyokimyasal
degisiklikler, ENG’in oksidatif stresle savasta etkili bir ajan oldugunu dogrulamaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada, American Type Culture Collection (ATCC, USA)’dan temin edilen
L929 (fare fibroblast hiicresi) hiicre hatti kullanildi. Hiicreler %10 FBS (Life
Technologies Inc.), 100 U/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin i¢geren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco®, Grand Island, NY, USA) besiyerinde, %5

CO; iceren nemli bir atmosferde, 37 C°'de 75 cm? olan flasklarda inkiibe edildi.
3.2. Hiicre Canhilik Testi (MTT)

75 cm? olan flasklarda inkiibe edilen 1929 hiicreleri 48 saat sonra tripsin edta ile
muamele edilerek topland1. Her bir kuyucukta 2x10° hiicre olacak sekilde hiicre sayimi
yapilarak 96 kuyucuklu pleyte ekildi ve 48 saat boyunca %10 FBS iceren DMEM’de
%5 CO; igeren nemli bir atmosferde, 37 C°de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
H>0> ve ENG’nin uygun dozlarini belirlemek amaci ile hiicreler 24 saat farkli dozlarda
hazirlanan H,O, (0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 mM) ve ENG (5, 10, 20, 40, 60, 80
uM) ile muamele edildi. Her bir doz ii¢ tekrarli olarak uygulandi. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra hazirlanan MTT soliisyonu karanlik bir ortamda her bir
kuyucuga ilave edildi. 4 saatlik inkiibasyondan sonra mor formazan kristallerini
¢ozmek i¢in her kuyucuga 100 uL DMSO eklendi ve tam ¢oziinmeyi saglamak amaci
ile 10 dakika calkalandi. 540 nm'de spektrofotometrik absorbansta mikropleyt
okuyucu ELISA reader’da (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek, USA)
absorbanslar tespit edildi. Canlilik oranlar1 kontrol kuyucuklart ile karsilastirilarak

analiz edildi.
3.3. Hidrojen Peroksit ile indiiklenmis Oksidatif Stres Modelinin Olusturulmasi

H>0; ile indiiklenen oksidatif stres, MTT yontemi ile hiicre canlilig1 Olciilerek
belirlendi (Sudsai, Wattanapiromsakul, and Tewtrakul, 2016). H>O> ve ENG’nin MTT
ile uygun dozlar belirlendikten sonra, L.929 hiicreleri, %10 FBS iceren DMEM
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ortamimda 96 kuyucuklu pleytlere (2x10° hiicre/ml) ekildi ve inkiibasyona birakildi. 24
saat sonra hiicreler belirlenen uygun dozlarda ENG ile muamele edilecek ve {li¢ saat sonra
H>0; (0,5 mM) ortama ilave edilerek, 24, 48, 72 saatlik inkiibasyonlarin sonunda hiicre
canliligt MTT testi ile belirlendi.

3.4. Antioksidan Parametrelerin (SOD, MDA ve GSH) Tayini

Hiicreler 6-kuyucuklu plaklara 2x10° /well ekildi (SOD, MDA ve GSH i¢in ayr1 ayri) ve
37°C de %5 COz iceren nemli ortamda inkiibe edildiler. Hiicreler kazima yontemi ile 6’lik
well playtlerden kaldirilarak -80°C’de saklandi. Her gruptan yaklasik 100 mg hiicre lisati
spesifik homojenat tamponunda, buz iizerinde Tissue Lyser ile homojenize edildi. Daha
sonra kitteki direktiflere gore santrifiij edildi. Biyokimyasal c¢alismalar igin her
stipernatanttan SOD, MDA seviyeleri ve GSH seviyeleri manuel 6l¢iim metotlariyla

olciildi.

Protein tayini: Protein konsantrasyonlar ticari protein standartlari kullanilarak Lowry

metodu ile tespit edildi. (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-ABD).
3.5. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Homojenat Tamponu: Fosfat Tamponu (50 pH 7.8, + 10 mM EDTA) veya PBS Olgiim
karigimi: Xantine (0.3 mM, 40 ml), EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (0.6 mM, 20
ml), NTB (Nitro blue tetrazolium) (150 uM 0.00015 M, 20 ml), NaCOs (0.4M, 12 ml),
BSA (Bovine Serum Albumine) (1.2 g/L), XO (Xanthine oksidaz) (167 U/L), (NH4)2SOx
(Amonyum Siilfat) (2M, 2 ml) ve SOD Standartlari.

Deneyin prensibi: Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile {iretilen O
Tetrazolium'u indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm'de
maksimum absorbans verir. Enzimin olmadig1 ortamda meydana gelen indirgenme mavi-
mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise Tetrazolium indirgenmesi tam
olmay1p enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak ag¢ik renk olusmakta, buradan aktivite

hesabi1 yapilabilmektedir.
Deneyin yapilist:

1. Hiicrelerin PBS ile yikandi,
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2. homojenat tamponu ile karistirilds,

3. 10 pl Triton X-100 ilave ederek homojenizatérde 30 sn boyunca homojenize

edildi,

4. 12000 rpm’de 15 dakika 40°C’de santrifiijlendi,

5. Siipernatant (iistte kalan berrak kisim) enzim ¢ozeltisi olarak kullanildi.
Calisma prosediirii:

1. Calismada 96 kuyucuklu plate kullanildi,

2. Her kuyuya 6l¢iim karisimindan 200°er pl eklendi,

3. Standartlar hazirlanarak 50 pl standartlar kendi sirasina eklendi,
4. Numune ¢ozeltilerinden uygun kuyucuklara 50°ser pl eklendi,
5. Kor kuyusuna 50 pl homojenat tamponu eklendi,

6. Oda sicakliginda her bir kuyucuga 5’er pl XO eklendi,

7. [k kuyucuga XO eklendikten 20 dakika gegtikten sonra 560 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢iimii yapildi (Sun ve ark., 1988).

SOD aktivitesinin hesaplanmasi: Olusan mavi-mor rengindeki formazon boyasindaki
azalmanin absorbans miktarlar1 560 nm’de 96’lik well plate kullanilarak okunacak ve
seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak onceden hazirlanan SOD stok c¢ozeltisi ile
olusturulan standart grafikten yararlanarak ol¢timler hesaplandi. Numunelerin SOD
aktivitesi, U/mg protein olarak tarif edildi. Her bir grup faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar

yapilarak belirlendi.
3.6. Total GSH Tayini
Homojenat Tamponu: Tris-HCI (Tris-Hidroklorikasit) (50 mM, pH 7.4) veya PBS

Olgiim Tamponu: Tris-HCI (200 mM pH 8.2 + 0.2 mM EDTA)
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DTNB (Ditiyobis Nitrobenzoik Asit) (10 mM)
GSH Standartlari

GSH miktarmin 6l¢iilmesi ve prensibi: Sedlak ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem esas
almarak gerceklestirilir. Olciim ortamindaki DTNB 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
distilfit bir kromojendir ve -SH gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenir. Meydana
gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak dlciilebilir (Sedlak and Lindsay, 1968).

Deneyin yapilisi:

Hiicre homojenizasyonu;

l. Hiicre PBS ile yikand,

2. 4.5 ml homojenat tamponu ilave edilerek homojenize edildi,

3. Homojenatlar, 12000 g ve 4°C'de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar,

GSH miktariin belirlenmesinde kullanildu.

Calisma prosediirii:

l. Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilds,

2. Olgiim tamponundan her kuyuya 150’ser pl eklendi,

3. DTNB’den her kuyuya 10’ar pl eklendi,

4. Numunelerden 50°ser ul uygun kuyulara eklendi ve biraz vortekslendi,
5. Standartlar uygun kuyulara 50°ser ul eklendi,

6. Kor kuyusuna 50 ul homojenat tamponu eklendi,

7. 30 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi ve

8. 412 nm dalga boyunda absorbans okundu (Sedlak and Lindsay, 1968).
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GSH miktarinin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 96’lik well plate
kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak 6dnceden hazirlanan GSH
stok cozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak oOl¢timler hesaplandi.

Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi.
3.7. Malondialdehit Tayini

Homojenat Tamponu: %10’luk KCI (potasyum kloriir) veya PBS
Olgiim Tamponu:

%8 Sodyum dodesil siilfat

%0.08 TBA (Tiyobarbiitirik asit)

%20 Asetik asit

Saf su

MDA Standartlar 1,1,3,3-Tetractoksipropan

MDA miktarinin 6lgiilmesi ve prensibi: Asidik ortamdaki TBA ile 90-95°C’de reaksiyona
giren MDA, pembe renkli kromojen meydana getirir. 15 dakika kaynatildiktan sonra hizla

sogutulan numunelerin absorbanslar1 532 nm'de spektrofotometrik olarak okunur.
Deneyin yapilist:

Hiicre homojenizasyonu;

l. Hiicreler PBS ile yikandu,

2. Hiicre numuneler yaklagik 100 mg tartilds,

3. 0.1 g doku ftizerine 1 ml homojenat tamponu ilave edilerek tissue lyser’da

homojenize edildi,
Calisma prosediirii:

1. Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilds,
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2. Tiim kuyulara 10 pul Sodyum Dodesil Siilfat, 75 ul asetik asit, 75 ul TBA ve 20 pl

saf su eklendi,

3. Numune kuyularina 20’ser pul uygun numunelerden eklendi,

4. Kor kuyusuna 20 ul homojenat tamponu eklendi,

5. Standartlar uygun kuyulara 20’ser ul eklendi,

6. Pipetlemeler yapildiktan sonra plate, 105°C’de 90 dk inkiibe edildi,

7. Inkiibasyon sonunda plate, 4000 rpm de, 4°C’de, 15 dakika santrifiijlendi,
8. Stipernatant MDA ¢6zeltisi olarak kullanildi,

9. 532 nm dalga boyunda absorbans okundu (Ohkawa ve ark., 1979).

MDA miktarinin hesaplanmasi: Olusan pembe renk miktarlar1 532 nm’de 96’lik well
plate kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak dnceden hazirlanan
MDA stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak dl¢timler hesaplandi.
Numunelerin MDA miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir grup etkisi 2

kez tekrar yapilarak belirlendi.
3.8. L929 Hiicre Hattinda Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Hiicreler, 2x10° hiicre/gdz oraninda 6 oyuklu plakalara ekildi ve %5 CO; igeren nemli bir
ortamda 37°C'de inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra tripsinize edildi, 6 gozlii plakalardan
kaldirildi ve ardindan bir Tissue Lyser II (Qiagen) cihazinda homojenlestirildi (1x10°
hiicreye 350 uL RLT tamponu eklendi). RNA numuneleri, daha once tarif edildigi gibi
yiiksek kapasiteli bir cDNA ters transkripsiyon kiti (Applied Biosystems) kullanilarak
tamamlayict DNA'ya ters kopyalandi (Dincer ve ark., 2022).

3.9. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism 9 kullanildi ve elde edilen sonuglar ortalama +

standart sapma olarak gosterildi. Normallik analizi i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi. Veri
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analizi, tek yonli varyans analizi (ANOVA), ardindan Tukey ile yapildi. p<0,05 anlamli
kabul edilecek.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Proliferasyon Sonuclari

1929 fare fibroblast hiicrelerine H20-’in farkli dozlar1 (0.3, 0.4, 0.5, 0.6,0.7, 0.8, 0.9
uM) uygulanmistir. Sekil 4.1.’de artan H2O» dozunun hiicre canliligini azalttigini
ortaya koymaktadir. 0.7 uM ve iizeri dozlarda belirgin sitotoksisite olusmus olup en

uygun olan 0,5 uM doz segilip devam edilmistir (Cinar, 2020).
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Sekil 4.1. H:O2’nin  farkli dozlarinin (0,3 uM -0,9 uM) hiicre canlilig: iizerindeki
etkileri

ENG’nin farkli dozlarda ve zamanlarda hiicre canlilifi {izerindeki etkilerini
gostermektedir. MTT yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.2.). 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda, 540 uM araligindaki dozlar hiicre yasamini korurken, 60 ve 80 uM
gibi yiiksek dozlar belirgin sitotoksik etki gostermistir (p<0.001).
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Ozellikle 72. saatte 80 uM ENG uygulamasinda hiicre yasam oran1 %20’nin altina
diismiistiir. Bu bulgu, ENG’nin doz bagimli bir yanit olusturdugunu ve yiiksek dozlarda
apoptotik ya da nekrotik hiicre 6liimiinii tetikleyebilecegini gostermektedir. Deney i¢in

en uygun doz olan ENG 20 ve ENG 40 segilerek devam edilmistir.
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Sekil 4.2. Engeletin'in L929 fibroblast hiicrelerinin canlilig1 lizerindeki etkisi. Siitunlar
ortalama+SD olarak gosterilmistir. *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 isaretleri kontrol
grubuyla karsilastirilmada kullanildi.

4.2. Engeletinin Oksidatif Stres Belirtecleri Uzerindeki Etkileri

Sekil 4.3.°te goriilen GSH, MDA ve SOD seviyeleri, ENG’nin antioksidan savunma
sistemlerine katkisini1 gostermektedir. GSH seviyesi, H.O: uygulamasiyla anlamli
diizeyde diiserken, ENG tedavisi bu diisiisii tersine ¢evirmistir. Ozellikle 20 ve 40 uM
dozlarinda uygulanan ENG, GSH diizeylerini anlamli bi¢imde artirmistir (p<0.01,
p<0.05). Bu durum, ENG’nin serbest radikalleri nétralize ederek endojen antioksidan

kapasiteyi destekledigini gdstermektedir.

Malondialdehit diizeyleri, lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir. H20: ile indiiklenen
stres altinda artis gosteren MDA diizeyi, ENG uygulamasiyla diisiis gostermistir. Bu
sonug, ENG’nin hiicre zarlarini oksidatif hasardan korudugunu ve lipid peroksidasyonunu
azalttigin1 ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, SOD aktivitesindeki artis da ENG’nin

oksidatif stresle basa ¢ikmada etkili oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 4.3. Engeletin'in H>O: kaynakli toksisitede antioksidan belirteglerine etkisi.
Stitunlar ortalama+SD olarak gosterilmistir. p<0,05*, **p<0,01 ve ***p<0,001 isaretleri
kontrol grubuyla karsilastirilmada kullanildi. ENG: Engeletin.

4.3. Engeletinin inflamasyon Belirtecleri Uzerindeki Etkileri

TNF-a ve IL-1B  mRNA ekspresyon seviyeleri, farkli dozlardaki ENG'nin 1929
hiicrelerindeki H.O: kaynakli oksidatif hasar1 hafifletip hafifletmedigini belirlemek igin
gercek zamanli PCR kullanilarak incelendi (Sekil 4.4.). TNF-a ve IL-13 mRNA
ekspresyon seviyelerinin H-O: kaynakli oksidatif hasar nedeniyle 6nemli dl¢iide arttigi
gosterildi. Ancak 20 ve 40 puM uygulama ile ENG, TNF-a ve IL-13  mRNA
ekspresyonunu H.0: grubuna kiyasla énemli olgiide azaltti. Ozellikle 40 pM ENG
uygulamasi, kontrol grubuyla benzer sekilde TNF-a ve IL-1 mRNA ekspresyon
seviyesini onemli Ol¢lide azalttg1 gozlemlendi. Bu bulgu, ENG’nin inflamasyonla iligkili

sinyal yollarin1 inhibe ederek inflamatuar yanit1 azalttigin1 gostermektedir.

Bu sonuglar dogrultusunda, ENG’nin inflamasyon kaynakli doku hasari, otoimmiin
stirecler ve dejeneratif hastaliklar gibi durumlarda terapdtik potansiyel tasidigi

sOylenebilir.
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Sekil 4.4. Engeletin'in H.O: kaynakli toksisitede inflamasyon belirteclerine etkisi.
Stitunlar ortalama+SD olarak gosterilmistir. p<0,05*, **p<0,01 ve ***p<0,001 isaretleri

kontrol grubuyla karsilastirilmada kullanildi. ENG: Engeletin
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5. TARTISMA

Insan derisi, giinliikk yasamda ultraviyole 1sm1, kimyasallar, cesitli toksik ajanlar ve
mikroorganizmalar olmak iizere birgok zararli etkene maruz kalmaktadir. Dolayisi ile
deride ¢esitli zararli dis etkenlere bagli olarak 6dem, kirigiklik, iltihaplanma ve yara

tyilesmesinde gecikme gibi durumlar ¢ok sik goriilmektedir (Parihar ve ark., 2008).

Gliniimiizde kiiresel 1sinmaya bagli olarak ultraviyole i1sinlara maruziyetin cilt
sorunlarin1 arttirmasi ve yara iyilesmesini geciktirmesi ve ayrica artan yasl
poplilasyon ile birlikte iyilesmeyen cilt yarasi riskinin de artmasi ciddi bir klinik yiike
yol agmaktadir (Velnar ve ark., 2009). Bu nedenle yara iyilesmesini destekleyen yeni
ve etkili tedavilerin gelistirilmesi i¢in yatirimlarin yapilmasi devletlerin ekonomisine

katki saglamakla birlikte saglik sistemlerindeki yiikii de azaltacaktir.

Yara, fiziksel, kimyasal veya mekanik ajanlarin neden oldugu cilt biitiinliigiiniin
bozulmasi ve cildin islevinin kaybolmasi olarak tanimlanmaktadir. Yara iyilesmesi,
bozulmus doku biitlinliiglinii onarmay1 amaclayan bir dizi molekiiler ve hiicresel
olayla karakterizedir. Yaralanmanin ciddiyetine bagli olarak hasarli dokunun kismen
veya tamamen onarimi; inflamatuar faz (hemostaz ve inflamasyondan olusur),
proliferatif faz (graniilasyon, kasilma ve epitelizasyondan olusur) ve artan gerilme
mukavemetine sahip yapilarin diizenlendigi yeniden sekillenme fazimi igeren bir
stirecten olugmaktadir. Bu iyilesme fazlarinda molekiiler ve biyolojik diizensizliginin
goriilmesi ve iyilesme siirecindeki tikanikliklar siklikla yaranin kroniklesmesine ve
tyilesmenin gecikmesine neden olur. Genellikle gecikmis yara iyilesmesi ROS’ un asir1
iiretimini tetiklemekte ve bu durum oksidatif hasar ile sonuglanmakta. Oksidatif hasar
ile meydana gelen uzun siireli inflamasyon yarali bolgedeki fibroblast hiicrelerinin

migrasyonunu engellemektedir (Gonzalez ve ark., 2016).
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Yapilan ¢aligmalarda bitkisel kaynakli dogal antioksidanlarin yara iyilesmesinde 6nemli
rolleri oldugu gozlenmistir (CINAR, 2020; Melguizo-Rodriguez ve ark., 2021; Zhou ve
ark., 2021). Bitkisel kaynakli dogal antioksidanlardan olan flavonoidlerin, serbest
radikallerin neden oldugu hastaliklar1 6nleyebildigi veya iyilestirebildigi bilinmektedir ve
flavonoid igeren ¢esitli bitkilerin yara iyilesme ¢aligmalarinda yer aldig1 goriilmektedir
(Valko ve ark., 2006). ENG (dihidrokaempferol 3-rhamnoside;), FEngelhardia
roxburghianamin yapraklarindan izole edilen bir flavonol glikozittir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar, ENG'nin antiinflamatuar, antikanserojenik ve antioksidan 6zelliklere
sahip oldugunu gostermistir (Huang ve ark., 2020; Jiang ve ark., 2018a; Liu ve ark.,
2020). Antiinflamatuar etkisi nedeniyle son yillarda artan ilgi goérmistiir. ENG’nin,
farelerde lipopolisakkarit (LPS)- ve D-galaktozamin kaynakli karaciger hasarini inhibe
ettigi belirtilmistir (Tian ve ark., 2019). ENG 6nemli 6l¢iide azalmis MPO aktivitesi,
akciger 1slak/kuru oran1 ve bronkoalveolar lavaj sivisinda azalmis inflamatuar sitokin
seviyeleri ile kanitlandigr gibi, LPS'nin neden oldugu akut akciger hasarin1 (ALI)
baskilamistir (Jiang ve ark., 2018b). ENG, LPS ile indiiklenen endometrit fare
modellerinde gecis iicreti benzeri reseptdr 4 aracili niikleer faktoér-xB aktivasyonunu
inhibe ederek giiclii anti-inflamatuar aktivite sergiledigi gosterilmistir (Wu ve ark., 2016).
Giclii bir flavon olan ENG’nin, anti-oksidan ve anti-inflamatuar etkileri ile yara iyilesme

stirecindeki oksidatif hasar1 diizeltebilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada, H-O: ile indiiklenen oksidatif stres modeli kullanilarak .929 fare fibroblast
hiicrelerinde dogal bir flavonoid olan ENG potansiyel koruyucu etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, ENG’nin antioksidan savunma sistemlerini
giiclendirdigini, inflamatuar yanit1 azalttiginm1 ve hiicre canliligin1 doz bagimli olarak

etkiledigini gostermistir.

Oksidatif stres, hiicre metabolizmasinda dengesizlik yaratan ve serbest radikallerin agir1
tiretimi ile tanimlanan bir durumdur. GSH ve SOD gibi endojen antioksidanlar bu zararlh
molekiilleri etkisiz hale getirmeye ¢alisirken; MDA gibi lipid peroksidasyon {iriinleri,
hiicresel hasarin biyokimyasal gostergesi olarak kabul edilir (Sies ve ark., 2017). H20,
hiicresel metabolizma sirasinda dogal olarak olusan bir ROS’tur. Ancak yiiksek dozlarda
disaridan uygulandiginda, hiicre i¢i redoks dengesini bozar ve bir oksidatif stres durumu

olusturur. Iste bu maruziyet hiicrelerin yapay olarak strese sokulmas1 anlamina gelir. Bu
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model sayesinde ENG gibi bir ajanin, oksidatif hasar1 azaltip azaltmadigi, inflamasyonu
baskilayip baskilamadigi veya antiapoptotik etkiler gosterip gostermedigi net bicimde
ortaya konabilir. Bu c¢alismada H>0. maruziyeti sonrasi GSH ve SOD diizeylerinde
anlaml diislis, MDA diizeylerinde ise artis gozlenmis; ENG tedavisiyle bu parametreler
normale yakin degerlere ulasmustir. Ozellikle 20 ve 40 uM dozlarinda bu etki daha
belirgindir. Bu sonuglar, Zhao ve ark. (2022) tarafindan yapilan bir ¢calismayla paralellik
gostermektedir. Bahsi gecen ¢alismada ENG, Hz0: ile streslenen hiicrelerde Nrf2/Keap1
yolunu aktive ederek antioksidan genlerin ekspresyonunu artirmis ve hiicre i¢i redoks
dengesini korumustur. MTT analizi ile degerlendirilen hiicre canlilig1 bulgulari, ENG’nin
diisiik ve orta dozlarda sitoprotektif 6zellik gosterdigini ortaya koymustur. Ancak 60 ve
80 uM gibi yiiksek dozlarda anlamli diizeyde hiicre 6liimii gozlenmistir. Nitekim Huang
ve ark. (2011), ENG’nin yiiksek dozlarinin p53, SMAC ve XIAP gibi apoptozla iliskili
proteinleri etkileyerek programli hiicre 6liimiinii tetikledigini raporlamistir. Bu ¢calismada
da 80 uM dozunda hiicre canliliginin %20’nin altina diigmesi, potansiyel antitiimor etki

gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Huang ve ark. (2020) tarafindan yapilan c¢alismada ENG’nin hiicresel antioksidan
cevabini destekleyici etkileri, 6zellikle SOD enzim aktivitesindeki artigla net bigimde
ortaya konmustur. Mikrogliyal BV-2 hiicrelerinde Alzheimer modeli olarak kullanilan
APi— uyarist sonucunda ROS ve MDA seviyeleri yiikselir. ENG uygulamasiyla bu
parametreler azalirken, SOD ve GPx enzim aktiviteleri anlamli derecede ytlikselmistir; bu
durum ENG’nin  Keapl/Nrf2 yolunu aktive ederek antioksidan savunmayi

giiclendirdigini diigiindiirdir.

Huang ve ark.(2023) tarafindan yapilan calismsada kemik ili§i mesankimal kok
hiicrelerinde erastin ile indiiklenen ferroptoz modelinde de benzer bicimde SOD
aktivitesinin yiikseldigi gézlenmistir. ENG tedavi gruplarinda SOD aktivitesinde kayda
deger artis rapor edilmis, ayn1 zamanda ROS ve lipid peroksidasyon {irlinleri olan MDA

seviyelerinde anlaml diisiis saptanmustir.

Li ve ark. (2025) tarafindan yapilan ¢alismada ise ENG’nin, dekstran siilfat sodyum
(DSYS) ile indiiklenen kolitli fareler ve kolon organoid modellerinde terapotik etkileri

arastiritlmistir. Uygulama sonrasinda MDA diizeylerinde anlamli azalma saglanirken,
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SOD ve GSH aktivitelerinde belirgin artiglar goriildii. Bu bulgular, ENG’nin
mitokondriyal stabiliteyi koruyan ve oksidatif stres belirteclerini baskilayan bir etki

sergiledigini desteklemektedir.

Tokyay ve ark. (2025) tarafindan yapilan ¢alismada insiilin direnci olusturulan HepG2
hiicrelerinde, MDA diizeylerinde belirgin artis saptanmistir. ENG uygulamasi sonucunda
bu MDA artis1 tersine ¢evrildi; ayn1 zamanda GSH ve SOD seviyeleri de ylikselmistir.
Bu veriler, ENG oksidatif stresin tetikledigi lipid peroksidatif hasar1 detayl sekilde

Onledigini gostermektedir.

Yao ve ark.(2025) tarafindan yapilan deneyde H9c2 (rat kalp kasi kokenli) hiicreleri, 2
saat hipoksi ve ardindan 4 saat re-oksijenasyona tabi tutuldu. Bu stresle birlikte ROS ve
MDA diizeylerinde belirgin bir artis gozlemlendi. ENG uygulamasi, ROS iiretimini
anlamli oranda azaltirken, MDA seviyelerinde de istatistiksel olarak onemli diisiis
sagladi. Ayn1 zamanda SOD ve GSH diizeylerinde artis kaydedildi. Bu, ENG’nin lipid
peroksidasyonunu engelleyerek hiicresel membran hasarini smirladigi giiglii  bir

gostergedir.

ENG’nin tiim bu modellerde ortak biyokimyasal etkisi, SOD aktivitesindeki yiikselme ile
antioksidan savunma sisteminin giiglenmesidir. Bu artis, hem ROS nétralizasyonunu
saglayarak oksidatif hasar1 engellemekte hem de hiicresel savunma sistemini
desteklemektedir. Boylece ENG, Nrf2 yolunu aktive ederek hem enzimatik hem hiicresel

diizeyde antioksidan mekanizmalari etkin hale getirmektedir.

Oksidatif stres, hiicre igcinde ROS birikmesiyle olusur ve bu birikim yalnizca hiicresel
yapilarda hasara yol agmakla kalmaz, ayn1 zamanda inflamatuar sinyal yollarini da aktive
eder. Bu baglamda calismada TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuar sitokinlerin
degerlendirilmesi yapilmistir. Calismada TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuar sitokinlerin
mRNA diizeylerinde de H:0: uygulamasi sonrasi artis oldugu goriilmiistiir. ENG
uygulamasiyla bu sitokinlerin ekspresyon diizeylerinde anlamli diisiis gézlemlenmis,
ozellikle 40 uM dozunda IL-1B ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalmistir. Bu bulgular, ENG’nin NF-xB ve MAPK sinyal yolaklarin1 inhibe ederek
inflamatuar siireci baskiladigin1 bildiren Wang ve ark. (2023) ile Li ve ark. (2021)

caligmalarim1  desteklemektedir. Ayni zamanda, antiinflamatuar etkilerinin sitokin
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diizeylerinde dogrudan baskilama yonilinde degil, upstream sinyal yolaklarinin

modiilasyonu yoluyla gerc¢eklestigi diistiniilmektedir.

Tian ve ark.(2019) tarafindan ENG, LPS uyarili RAW264.7 makrofajlarinda ve TNBS
ile olusturulan kolit modelinde TNF-q, IL-1p ve IL-6 ekspresyonunu hem mRNA hem de
protein diizeyinde giiclii bigimde baskilamistir. Bu etki, TLR4-NF-kB yolunun
inhibisyonuna baglanmaktadir; ENG ayrica M1 makrofaj polarizasyonunu da

engelleyerek inflamatuar stiregleri azaltmistir.

Li ve ark.(2025) tarafindan yapilan ¢alismada DSS uygulanan farelerde ENG tedavisi
(20 mg/kg), kolon dokusunda TNF-a, IL-1p, IL-6 ve IL-17A diizeylerinde belirgin diisiise
neden olurken, ayn1 zamanda NF-kB aktivasyonunu (p65 fosforilasyonu) da azaltmistir.
Bu durum, intestinal bakim bariyer (ZO-1, Claudin-1) proteinlerinin korunmasiyla

birlikte gozlemlenmistir.

Jiang ve ark.(2018) tarafindan yapilan akut ALI modelinde ENG, BALF (bronkoalveolar
lavaj sivisi) iginde TNF-q, IL-6 ve IL-1p seviyelerini anlamli olarak diisiirmiis, NF-xB

p65 cekirdek translokasyonunu tersine ¢evirmistir.

Wang ve ark. (2021) tarafindan BV-2 mikrogliyal hiicrelerinde yapilan caligsmalar,
ENG’nin Nrf2 aktivasyonunu artirip NF-xB ve MAPK sinyal yollarin1 baskilayarak
IL-1pB, IL-6 ve TNF-a ekspresyonunu diigiirdiiglinii gostermistir. Bu, hem antioksidan

hem antienflamatuar etkilerin kombinasyonunu ortaya koymaktadir

Li ve ark.(2022) tarafindan yapilan intervertebral disk modelinde (NP hiicreleri), ENG,
TNF-a kaynakli inflamatuar uyarida iNOS, IL-1p, IL-6 ve COX-2 ekspresyonunu hem
mRNA hem protein seviyesinde baskilamistir. Bu baski mekanizmas1 NF-kB ve MAPK

yollariin inhibisyonuyla iligkilendirilmistir.

Engeletin, hem in vitro hem in vivo modellerde TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-17A gibi
baslica pro-inflamatuar sitokinleri baskilayarak etkili anti-inflamatuar ajan oldugunu net
bir sekilde gostermistir. Bu baski, basta TLR4/NF-kB ve MAPK sinyal yollari olmak
tizere, inflamatuar transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunun inhibisyonu ile

saglanmaktadir. Ayrica, ENG’nin makrofaj polarizasyonu ve bagirsak bariyer proteinleri
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tizerindeki koruyucu etkileri, ¢cok yonlii bir anti-inflamatuar biyolojik ortam yarattigini

gosteriyor.

Ek olarak, fibroblast hiicreleri {izerine yapilan bu arastirma, yalnizca oksidatif stresin
temel mekanizmalarini anlamakla kalmayip, ayni zamanda yara iyilesmesi, doku onarimi
gibi klinik siirecler i¢in de 6nemli bilgiler sunmaktadir. Ciinkii fibroblastlar, ekstraselliiler
matriks iiretimi ve sitokin salgis1 gibi islevlerle doku biitiinliigliniin korunmasinda kritik
rol oynar (Liguori ve ark., 2018). ENG’nin bu hiicrelerde inflamasyonu ve oksidatif stresi
azaltict etkileri, ileride doku hasari, yaslanma ve yara iyilesme siire¢lerinde potansiyel

farmakolojik ajan olarak degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir.

Zhang ve ark.(2020) tarafindan L929 fibroblast hiicrelerinde gerceklestirilen TGF-B1
uyarili fibrotik modelde ENG, hiicre proliferasyonu, gogii ve kolajen I/III, vimentin,
a-SMA gibi liflesme (fibrotik) belirtecleri biiyiik 6l¢iide azaltmistir. Bu, yara iyilesmesi
siirecinin Ozellikle proliferasyon ve remodeling asamalarinda kritik olan fibroblast

aktivasyonunu normallestiriyor.

Ancak bu ¢alismanin bazi siirliliklart da bulunmaktadir. Oncelikle yalmzca 1929 hiicre
hatt1 ile c¢alisilmis olup, farkli hiicre tiplerinde ENG’nin etkilerinin test edilmesi
gerekmektedir. Ayrica, bu c¢alismada yalnizca kisa siireli (24-72 saatlik) etkiler
incelenmis, uzun vadeli etkiler veya geri doniisiimliiliik degerlendirilmemistir. Ek olarak

in vivo dogrulamalar yapilmadan klinik gecerlilikten bahsetmek sinirli olacaktir.

ENG ile muamele edilen deneyler sonucunda antioksidan parametrelerden SOD, GSH
artis gostermis, MDA azalis gostermistir. TNF-a ve IL-1B gibi inflamatuar genlerin
ekspresyonunu azalis gostermistir. Ozellikle diisiik ve orta dozlarda antioksidan
savunmay1 giliclendirdigi proinflamatuar yanit1 baskiladigr goriilmiistiir. Bu sonuclara
bakilarak yara iyilesmesinde ENG’den faydalanabilecigimiz ortaya ¢ikmistir. Yara

tyilesmesi kullanilan maliyetlerde diislis gerg¢eklesip ekonomiye katki saglanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, H2O: ile oksidatif stres olusturulan 1929 fare fibroblast hiicrelerinde ENG
adli dogal flavonoidin potansiyel koruyucu etkilerini ortaya koymay1 amacglamistir.
Bulgular, ENG’nin 0&zellikle diisik ve orta dozlarda antioksidan savunmayi
gliclendirdigini, proinflamatuar yaniti baskiladigin1i  ve hiicre canliligim
koruyabildigini gostermistir. GSH ve SOD seviyelerinin artmasi, MDA diizeylerinin
diismesi, TNF-a ve IL-1B gibi inflamatuar genlerin ekspresyonunun azalmasi,

ENG’nin ¢ok yonlii hiicresel koruma sagladigini desteklemektedir.

Calismada kullanilan 5-40 uM ENG dozlari, hiicre saglhigini desteklerken, doz-
bagiml bir etki gosterdigine isaret etmekte olup, ileride yapilacak doz-optimizasyon

caligsmalarinin 6nemini ortaya koymaktadir.
Oneriler

Farkli hiicre hatlar1 ve stres modelleri kullanilarak ENG’nin genis biyolojik spektrumu
aragtiriimalidir. Ozellikle insan hiicre hatlarinda benzer etkiler gdsterip gostermedigi

degerlendirilmelidir.

In vivo hayvan ¢aligmalariyla ENG’nin biyoyararlamimi, farmakokinetigi ve doku

diizeylerindeki etkileri ayrintili bicimde analiz edilmelidir (Wang ve ark., 2023).

Bu c¢alismada akut oksidatif stres yanit1 incelenmistir; uzun donem etkileri ve geri

doniistimliiliigii izerine daha kapsamli ¢aligmalar yapilmalidir.

Engeletinin potansiyel antitiimor veya antifibrotik etkileri, ileri preklinik deneylerle
detaylandirilarak saglik alaninda farmasoétik formiilasyonlara aday hale getirilmelidir

(Huang ve ark., 2011; Bai ve ark., 2020).
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Sonug olarak, bu tez kapsaminda elde edilen veriler, ENG’nin oksidatif stres kaynakli
hiicresel hasar1 6nlemede etkili olabilecegini gostermekte olup, ileride dogal antioksidan
temelli tedavi yaklagimlar1 i¢inde degerlendirilebilecegini gostermektedir. Ancak bu
etkinin klinik uygulamalara yansitilabilmesi i¢in daha ileri diizey molekiiler ve hayvan

modeli ¢caligmalari ile desteklenmesi gerekmektedir.
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OZGECMIS

Ik ve ortadgrenimini Sivas ilinde tamamlamustir. Lise egitimini Sivas Fen Lisesi’nde
tamamladiktan sonra Erzincan Binali Yildirrm Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nden
2022 yilinda mezun olmustur. Ayni zamanda Anadolu Universitesi Isletme

Fakiiltesi’'nden Isletme lisansin1 alarak 2023 y1linda mezun olmustur.

Lisans egitiminin ardindan kamu eczacisi olarak gorev yapmaya baslamistir. Yiiksek
lisans egitimine ise Erzincan Binali Yildirim Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’nde
baslamis olup “Hidrojen Peroksit ile Oksidatif Hasarin indiiklendigi L.929 Fare Fibroblast
Hiicrelerinde Engeletinin Olas1 Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi” konusunda ¢aligsma

yuritmustur.
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