
Kafkas J Med Sci 2020; 10(1):15–23
doi: 10.5505/kjms.2020.06025

ARAŞTIRMA MAKALESİ / RESEARCH ARTICLE

Gossypin’in L929 Fibroblast Hücrelerindeki 
Hidrojen Peroksit Hasarına Karşı Koruyucu Etkilerinin 
Değerlendirilmesi
Evaluation of Protective Effects of Gossypin against Hydrogen Peroxide Damage in 
L929 Fibroblast Cells

İrfan Çınar
Kafkas Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı, Kars, Türkiye

ABSTRACT
Aim: In this study, we evaluated the capacity of Gossypin in H2O2-
induced oxidative stress and wound healing model in mouse L929 
fibroblast cells.

Material and Method: In vitro wound healing activity, cell vi-
ability and cytotoxicity indexes of Gossypin (5–200 µg/mL) and 
H2O2 (0.3–0.9 mM) were evaluated in the mouse fibroblast cell 
line L929 using the MTT assay. Migration test was performed as 
an in vitro wound healing test model. The concentration of H2O2 
(0.5 mM) was used to evaluate the antioxidant activity. SOD activ-
ity and MDA level were determined. We also analyzed IL-1β and 
TNF-α mRNA expression levels in L929 cells using real-time PCR 
to assess whether Gossypin doses could reduce H2O2-induced 
damage.

Results: H2O2 (0.3–0.9 mM) was dose-dependent and gossypin 
(5–200 µg/mL) inhibited proliferation to L929 cells after 75 µg/mL. 
25 and 50 µg/mL doses of Gossypin protected L929 cells at 48 
and 72 hours against the administration of H2O2 (0.5 mM). These 
results were confirmed by migration test. Gossypin administra-
tion significantly increased antioxidant activity and decreased 
MDA formation. especially 50 μg/mL group and increased the 
SOD compared to H2O2 group. Gossypin doses significantly de-
creased IL-1β and TNF-α mRNA expression compared to the 
evaluated H2O2 group.

Conclusion: In this study, a strong effect on fibroblast viability and 
migration by protecting against oxidative stress induced by H2O2 
in L929 cells was demonstrated. This indicates the potential ef-
fect of Gossypin on the prevention of oxidative stress-related dis-
eases caused by H2O2 . This shows that gossypin can be used in 
the treatment of diseases caused by oxidative stress-like damage 
caused by H2O2 of skin tissue.
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ÖZET
Amaç: Bu çalışmada, fare L929 fibroblast hücrelerinde H2O2 
kaynaklı oksidatif stresi önlemede ve yara iyileşme modelinde 
Gossypin’in kapasitesini değerlendirdik.

Materyal ve Metot: Gossypin’in (5–200 µg/mL) ve H2O2’nin (0,3–0,9 
mM) in-vitro yara iyileşme aktivitesi, hücre canlılığı ve sitotoksisite 
indeksleri MTT tahlili kullanılarak fare fibroblast hücre hattı L929’da 
değerlendirildi. Çalışmada, in-vitro yara iyileşme testi modeli olarak 
migrasyon testi yapıldı. Antioksidan aktivitenin değerlendirilmesi 
amacı ile H2O2’nin (0,5 mM) konsantrasyonu kullanıldı. SOD aktivitesi 
ve MDA seviyesi belirlendi. Ayrıca Gossypin dozlarının H2O2’nin ne-
den olduğu hasarı azaltıp azaltamadığını değerlendirmek için, gerçek 
zamanlı PCR kullanarak L929 hücrelerinde IL-1β ve TNF-α mRNA 
ekspresyon seviyelerini analiz ettik.

Bulgular: H2O2 (0,3–0,9 mM) uygulamasının doz bağımlı olarak, 
Gossypin’in (5–200 µg/mL) ise 75 µg/mL’den sonra L929 hücre-
lerine proliferasyonu inhibe ettiği belirlenmiştir. Gossypin’in 25 ve 
50 µg/mL dozları H2O2 (0,5 mM) uygulamasına karşı 48. ve 72. sa-
atlerde L929 hücrelerini korumuştur. Bu sonuçlar migrasyon testi 
ile doğrulanmıştır. Gossypin uygulanması, antioksidan aktivitesini 
önemli ölçüde arttırmış, MDA oluşumunu azaltmıştır. Özellikle 50 
μg/mL grubu ve H2O2 grubuna kıyasla SOD’u arttırmıştır. Gossypin 
dozları değerlendirilen H2O2 grubuna kıyasla IL-1β ve TNF-α mRNA 
ekspresyonunu anlamlı şekilde azaltmıştır.

Sonuç: Bu çalışmada, L929 hücrelerinde H2O2 tarafından indükle-
nen oksidatif stresinden koruyarak fibroblast canlılığı ve migrasyonu 
üzerinde güçlü bir etki göstermiştir. Bu, Gossypin’in H2O2’nin neden 
olduğu oksidatif stres ile ilişkili hastalıklarının önlenmesinde potansi-
yel etkisini ortaya koymaktadır. Buda cilt dokusunun H2O2’nin neden 
olduğu oksidatif stres benzeri hasarlanmalara bağlı hastalıkların te-
davisinde Gossypin’in kullanılabileceğini göstermektedir.

Anahtar kelimeler: Gossypin, L929, H2O2 ; oksidatif stres; yara iyileşmesi
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Giriş

Deri, vücudun en büyük organıdır ve ultraviyole ışını-
mı, kimyasal toksikler, mikroorganizmalar ve benzeri 
gibi çeşitli dış etkenlerden gelen saldırılara karşı bir 
duvar görevi görür1. Bu nedenle deri, eritem, ödem, kı-
rışıklık, foto-yaşlanma, iltihaplanma ve yara iyileşmesi 
gibi olumsuz etkilere neden olan toksik yaralanmalar-
dan doğrudan etkilenir2,3.

Yara iyileşmesi hemostaz ile başlayan ve üç sıralı faz 
içeren (inflamasyon, doku oluşumu veya proliferas-
yonu ve doku remodelingi) dinamik ve etkileşimli bir 
süreçtir4. İyileşme yollarındaki tıkanıklık sıklıkla yara 
kronikliğine neden olur ve bu nedenle iyileşme oranını 
günlerden aylara kadar geciktirir. Yaralanma bölgesinde 
uzun süreli inflamasyon, fibroblast göçünü durdurur ve 
ekstra hücresel matriks (ECM) oluşumunu önler, so-
nuçta iyileşme sürecini engeller5. Kronik inflamasyon 
aynı zamanda yara bölgesine oksidatif stresin indük-
lenmesi ve yara kenarında bulunan sağlıklı hücrelerin 
yaşlanması ve göçü durdurması için etkilenmesiyle de 
ilişkilidir5. Bu nedenle, iyileşme sürecinin iltihaplanma 
aşaması uzatılmamalı ve kronik deri yaralarını tedavi 
etmek için kalıcı iltihabı önleyen terapotik tedaviler 
uygulanmalıdır.

L929 fibroblast hücreleri, oksidatif stres kaynaklı si-
totoksisiteyi araştırmak için yaygın olarak kullanıl-
maktadır6–8. Bu nedenle reaktif radikal üretiminin 
inhibisyonu; onarım veya yara iyileşme sürecinin 
proliferatif fazını başlatmak için bölgeye çekilen fib-
roblast alımı için önemli bir husustur. Flavonoidler, 
antioksidan özellikleri ile bilinen ve sadece bitki-
lerde sentezlenen bir grup polifenolik bileşiktir. 
Flavonoidlerin insan sağlığı üzerindeki yararlı etkile-
ri, kısmen antioksidan özelliklerine göre açıklanmak-
tadır. Antioksidan özelliklerinden dolayı flavonoid-
lerin serbest radikallerin neden olduğu hastalıkların 
başlangıcını geciktirebileceği veya önleyebildiği öne 
sürülmektedir. Flavonoidlerin antienflamatuar, anti-
oksidan, antialerjik, hepatoprotektif, antitrombotik, 
nöroprotektif ve antikanserojenik aktivitelere sahip 
olduğu bilinmektedir9. Bu nedenle araştırmacılar, 
bitki kaynaklı doğal antioksidanların araştırılmasına 
yönelik çalışmalarını yoğunlaştırmışlardır. Gossypin 
ise bu bitkisel kaynaklı maddelere en iyi örnektir.

Orijinal olarak Hibiscus vitifolius’dan izole edilen 
Gossypin, (3,5,8,3,4-pentahidroksi-7-O-glukosil fla-
von 8-glukozit). Antioksidan10, antienflamatuar11 ve 
analjezik12 özelliklere sahiptir. Ayrıca, gossypin hem 

aminolevulinat dehidrataz hem de antioksidan savun-
ma enzimlerini aktive ederek savunma kaynaklı oksi-
datif strese karşı önemli bir savunma sağlar13. Bununla 
birlikte, şimdiye kadar, gossypinin, H2O2 kaynaklı ha-
sara karşı etkileri araştırılmamıştır.

Bu nedenle, bu çalışmanın amacı, L929 fibroblast hüc-
relerinde H2O2 kaynaklı hasarda gossypinin olası etki-
lerini inceleyerek; bu etkileri biyokimyasal, moleküler 
ve mikroskobik yöntemler kullanarak araştırmaktır.

Materyal ve Metot

L929 Fibroblast Hücre Proliferasyonu ve Canlılık Analizi

L929 hücre hattı American Type Culture Collection 
(ATCC, USA) temin edilmiştir. Sıvı nitrojen tankında 
Cryotube de bulunan hücre hatları tanktan çıkartıla-
rak su banyosunda 37° C de kısa bir süre çözünmesi 
için bekletildi. Çözünen hücreleri T75 cm2 olan flaska 
alındı. Kırk sekiz saat sonra L929 hücreleri %10 FBS 
içeren DMEM’de 2×105 hücre/kuyucuk olacak şekil-
de sayım yapılıp 96 kuyucuklu well playte ekilerek %5 
CO2 içeren nemli bir atmosferde 37°C’de inkübe edil-
di. Yirmi dört saat sonra H2O2 ve Gossypin’in toksik 
dozlarının belirlenmesi amacı ile H2O2 ‘nin (0,3, 0,4, 
0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 mM) konsantrasyonları ile goss-
ypinin (5–200 µg/mL) konsantrasyonlarının L929 
hücreleri üzerindeki etkileri MTT yöntemi ile incelen-
di. Uygun dozlar belirlendikten sonra 96 kuyucuklu 
well playte tekrar ekim yapıldı. Yirmi dört saat sonra, 
hücreler farklı konsantrasyonlarda (5–100 µg/mL) 
Gossypin’e maruz bırakıldı ve üç saat sonra da H2O2 
(0,5 mM) ortama ilave edildi14. Sonrasında 24, 48 ve 
72 saattlerde hücrelere MTT yöntemi uygulandıktan 
sonra da mikroplak okuyucu spektrofotometre (Epoch 
Microplate Spectrophotometer, BioTek, USA) ile 620 
nm absorbans değerinde ölçümleri üç tekrarlı olarak 
yapıldı. Canlılık oranları kontrol kuyucukları ile karşı-
laştırılarak analiz edildi.

Migrasyon Testi

Fibroblast L929’un göçü, bir yara iyileşme yöntemi 
kullanılarak incelenmiştir. Kısaca, %10 FBS içeren 
DMEM içindeki L929 hücrelerine (2×105 hücre/
mL), altı kuyucuklu plakanın her kuyucuğuna ekilmiş 
ve 37°C ve %5 CO2’de inkübe edilmiştir. L929 hüc-
releri kuyucukta tam tabaka oluşturulduktan sonra, 
steril bir pipet ucu ile yatay olarak her bir kuyucukta 
bir çizik oluşturuldu. Hücresel artıklar, PBS ile yıkana-
rak çıkarıldı ve test numuneleri eklenmeden 2 mL taze 
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ortam ile değiştirildi. İlk gün Leica Inverted Mikroskop 
(Leica, DMIL LED) kullanılarak görüntüleri çekildi, 
inkübatörde muhafaza edilerek kuyucukların 24, 48 ve 
72 saatlerde fotoğrafları çekildi.

Antioksidan Parametrelerin (SOD, MDA) Tayini
Hücreler altı kuyucuklu plaklara 200 000/kuyucuk 
ekildi (SOD, MDA için ayrı ayrı) ve 37°C’de %5 
CO2 içeren nemli ortamda inkübe edildiler. Hücreler 
kazıma yöntemi ile 6’lık well playtlerden kaldırılarak 
-80°C’de saklandı. Her gruptan yaklaşık 100 mg hüc-
re lisatı spesifik homojenat tamponunda, buz üzerinde 
Tissue Lyser ile homojenize edildi. Daha sonra kitteki 
direktiflere göre santrifüj edildiler. Biyokimyasal çalış-
malar için her süpernatanttan MDA seviyeleri ve SOD 
aktivitesi manuel ölçüm metotlarıyla ölçüldü.

Protein Tayini
Protein konsantrasyonları ticari protein standartları 
kullanılarak Lowry metodu ile tespit edildi. (Sigma 
Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-ABD).

MDA Ölçümü
Fibroblastlar %1,15 KCL soğukta homojenize edildi. 
Yüz elli mikrolitre damıtılmış su, 50 µL süpernatant, 
50 µL SDS, 375 µL TBA ve 375 µL asetik asit karış-
tırıldı ve bir saat 95°C’de ısıtıldı. Soğutulduktan sonra 
her bir numuneye 1,250 µL n-bütanol/piridin (15:1) 
ilave edildi ve 4,000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 
Nihai ürünün pembe/kırmızı rengin yoğunluğu 532 
nm’de belirlendi. Standart olarak malondialdehit bis-
dietil asetat kullanıldı15.

SOD Aktivite Testi
Hücreler damıtılmış su içinde homojenize edildi 
(1:10); 2,9 mL reaksiyon karışımı (40 mL 3 mmol/1 
ksantin, 20 mL 150 μmol/1 Nitro mavi tetrazolium 
(NBT), 12 mL 400 mmol/1 Na2C03 ve 6 mL 1 g/L 
BSA), 50 µL süpernatan ve 50 µL ksantin oksidaz karış-
tırıldı ve oda sıcaklığında 20 dakika süreyle inkübe edil-
di. Kuluçkadan sonra, 1 mL 0,8 mM CuCl2 uygulan-
dı ve 560 nm’de spektrofotometrik olarak izlendi. Bir 
SOD birimi, NBT azalması oranının %50 inhibisyo-
nuna neden olan protein miktarı olarak tanımlandı16.

Hücre Hatlarında Gen Ekspresyonlarının Belirlenmesi
Hücreler 6-kuyucuklu plaklara 200000/well ekilecek 
ve 37°C de %5 CO2 içeren nemli ortamda inkübe 

edildi. Hücreler tripsinizasyon yöntemi ile 6’lık well 
playtlerden kaldırılarak Tissue Lyser II (Qiagen) ciha-
zında ((1*105 hücreye 350 μL RLT buffer koyularak) 
homojenize edildi ve QIAcube RNA izolasyon ciha-
zında RNA ekstraksiyonu üretici firmanın tavsiye etti-
ği şekilde sürdürüldü.

Revers Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit enzi-
mi kullanımı ile total RNA’dan cDNA sentezi yapıldı. 
Her reaksiyon 10 μL RNA ile gerçekleştirilerek cDNA 
sentezi aşağıdaki sıcaklık değerlerine göre Veriti 96 
Well Thermal Cycler (Applied Biosystem) ile sağlandı. 
cDNA miktarı nano drop spektrofotometri (EPOCH 
Take3 Plate, Biotek) ile ölçüm belirlendi ve -20°C’de 
saklandı.

cDNA sentez reaksiyonu: 

 total RNA 10 μL

 10 X RT Buffer 2 μL

 25 X dNTPs mix 0,8 μL

 10 X RT Random Primers 2 μL

 MultiScribe Reverse Transcriptase 1 μL

 DEPC-H2O 4,2 μL

Real Time PCR ile mRNA Ekspresyonlarının Kantitatif Olarak 
Belirlenmesi

TNF-α (Mm00443258_m1) ve IL-1β (Mm00434228_
m1) mRNA ekspresyonu, Taq Man Gene Expression 
Master Mix kiti kullanılarak kantifiye edildi. 
Amplifikasyon ve kantifikasyon işlemi StepOne Plus 
Real Time PCR System (Applied Biosystems) cihazında 
yapıldı. Referans gen olarak β-actin (Mm02619580_g1) 
kullanıldı. 200 ng cDNA için tablo halinde aşağıda ve-
rilen TaqMan® Gene Expression Assays’ler yine aşağıda 
gösterildiği gibi pipetlendi ve 40 siklus yürütüldü. Ct 
değerleri cihazda otomatik olarak delta-delta Ct’ye çev-
rilecek ve çalışmalarımız sonucunda elde edilen bulgular 
istatistiksel olarak IBM SPSS 20,0 paket programında 
değerlendirildi.

Pipetleme: 

 cDNA (200 ng) X μL

 TaqMan Master Mix 10 μL

 Assay 1 μL

 RNase free H2O ile 20 μL’ye tamamlandı.
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proliferasyonu hem de canlılığı üzerindeki etkisi, MTT 
yöntemi kullanılarak 24., 48. ve 72. saatlerde L929 fare 
fibroblast hücre hattında farklı konsantrasyonlarda 
(5–100 µg/mL) incelenmiştir (Şekil 2). L929 fibroblast 
hücreleri oksidatif stres için bir model çalışması olarak 

İstatistiksel Analiz

İstatistiksel analiz için tüm veriler Microsoft Excel 
programı kullanılarak hesaplandı ve Elde edilen sonuç-
lar ortalama ± standart sapma olarak gösterildi. Veri 
analizi tek yönlü varyans analizi (ANOVA), ardından 
Dunnett testi ile yapıldı. p<0,05 önemli olarak kabul 
edildi.

Bulgular

L929 Proliferasyonu ve Canlılık Analizi

0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 mM konsantrasyonlarda 
H202, L929 hücrelerinin dozaj bağımlı bir şekilde can-
lılığını önemli ölçüde azalttı. Bu nedenle, sonraki de-
neylerde çalışma konsantrasyonu olarak 0,5 mM H202 
konsantrasyonu kullanıldı. Gossypin dozlarında ise 
doz bağımlı olarak proliferatif etki ortaya çıkmış fakat 
bu etki 75 μg/mL sonrasında toksisiteye dönüşmüş-
tür (Şekil 1). Gossypin’nin H2O2’ye karşı hem hücre 

Şekil 1. a, b. Gossypin’in ve H2O2’nin L929 fibroblast hücrelerinin canlılığı üzer-
indeki etkisi. Fibroblast hücrelerine farklı konsantrasyonlarda (5–100 μg/mL) Gos-
sypin ve (0,3–0,9 mM) H2O2’nin hücre canlılığına etkileri MTT tahlili kullanılarak 
sonuçlar kontrole göre % olarak hesaplanmıştır (a, Gossypin; b, H2O2 ; MTT deney 
grupları arasındaki anlamlı farklılıklar: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005).

Şekil 2. a–c. Gossypin’in ve H2O2’nin L929 fibroblast hücrelerinin canlılığı üz-
erindeki etkisi. Fibroblast hücrelerine farklı konsantrasyonlarda (5–100 μg/mL) 
Gossypin ile üç saat sonra 0,5 mM H2O2 eklenmiş ve işlemden sonra hücrelerin 
canlılığı MTT tahlili kullanılarak sonuçlar kontrole göre % olarak hesaplanmıştır 
(a, 24. saat; b, 48. saat; c, 72. saat; MTT deney grupları arasındaki anlamlı 
farklılıklar: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005).

(c)

(b)

(b)

(a)

(a)
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Antioksidan Parametrelerin (SOD, MDA) Analizi
Hidrojen peroksit kaynaklı oksidatif stres, ekstrenin 
hücrelerde antioksidan aktivitesini değerlendirmek 
için iyi bir alternatif olarak sıkça kullanılmaktadır. 
Oksidatif stresin düzenlenmesinin gossypin için 
L929 hücrelerinde H2O2 kaynaklı hasarı inhibe etme-
sinin önemli yollarından biri olduğunu göstermek-
tedir. Burada, gossypinin, L929 hücrelerinde H2O2 
kaynaklı hasarı oksidatif stres üzerindeki etkisini gös-
termek için oksidatif stresin derecesi değerlendirildi. 
Sonuçlar, H2O2, antioksidan kapasitede anlamlı bir 
düşüşe neden olduğunu, MDA’yı arttırdığını ve kont-
rol grubuna kıyasla SOD’u azalttığını göstermiştir. 
Buna karşılık, 25 ve 50 μg/mL gossypin ile ön mua-
mele edilen gruplar, antioksidan aktivitesini önem-
li ölçüde arttırmış, MDA oluşumunu azaltmıştır. 
Özellikle 50 μg/mL grubu ve H2O2 grubuna kıyasla 
SOD’u arttırmışlardır (Şekil 4).

Hücre Hatlarında İnflamatuar Gen Ekspresyonlarının Analizi
Gossypinin 25 ve 50 µg/mL dozlarının H2O2’nin ne-
den olduğu hasarı azaltıp azaltamadığını değerlen-
dirmek için, gerçek zamanlı PCR kullanarak L929 
hücrelerinde IL-1β ve TNF-α mRNA ekspresyon 
seviyelerini analiz ettik. Grupların IL-1β ve TNF-α 
mRNA ifadeleri, Şekil 5’te gösterilmektedir. IL-1β 
ve TNF-α mRNA ifadeleri, H2O2 grubunda kontrol 

0,5 mM H2O2 ile muamele edildi ve 24 saatlik maruz 
kalmadan sonra hücre canlılığının H2O2 grubunda azal-
masına karşın anlamlı bir fark görülmemiştir.. Fakat 48 
ve 72. saatlerde H2O2 L929 hücreleri üzerinde kontrol 
grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı olarak inhibisyon 
yapmıştır. Gossypin’in antioksidan potansiyeli, Şekil 
2’de gösterildiği gibi, Gossypin’in 5 ve 10 µg/mL dozları 
H2O2’nin inhibitör etkisine karşı yetersiz kalırken, 75 ve 
100 µg/mL dozları ise L929 fibroblast hücreleri üzerin-
de toksik etki göstermiştir. Hatta 100 µg/mL Gossypin 
grubunda 72 saatte canlılık yaklaşık olarak %8’e düşmüş-
tür (p<0,01). Fakat 25 ve 50 µg/mL dozları H2O2’nin 
inhibitör etkisini hem 48. hem de 72. saatlerde ortadan 
kaldırarak canlılık oranlarını korumuşlardır (sırası ile 
%75 ve %93). Buradan yola çıkarak sonraki aşamalarda 
mRNA ekspresyon seviyesi ve migrasyon testlerinde 25 
ve 50 μg/mL dozlarını seçtik.

Migrasyon Testi Sonuçları
Gossypin’in L929 hücrelerinin çizilen alana, yaralı bölüm 
adı verilen bölgeye göçü üzerindeki etkisini araştırmak 
için standart bir in vitro yöntem olan Migrasyon testi 
(yara iyileşme testi) yapılmıştır. Sonuçlara göre, gossypin, 
25 ve 50 μg/mL’lik dozlarda, fibroblast hücrelerinin ya-
ralı bölgeye göçünü önemli ölçüde arttırabilmiştir. Hata 
50 μg/mL’lik dozu yara bölgesini tama yakın kapatmıştır. 
Migrasyon testi sonuçları Şekil 3’te görülmektedir.

Şekil 3. L929 fibroblast hücrelerinin 0., 24. ve 48. saatlerdeki migrasyon testi mikroskopi görüntüleri.
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H2O2, vücudun redoks reaksiyonunda18 önemli bir 
ara maddedir ve bir hücreyi tedavi etmek için eksojen 
H2O2 kullanmak, hücre içi reaktif oksijen türlerinin 
oluşumunu ve hücre hasarını etkin bir şekilde indükle-
yebilen oksidatif stres hasarı modelini oluşturmak için 
en yaygın yöntemlerden biridir14,19.

Hidrojen peroksit, süperoksit anyonu ve hidroksil 
radikalleri gibi ROS’lar biyolojik olarak molekül-
lere kolayca zarar verir, bu durum sonuçta apoptik 
veya nekrotik hücre ölümüne yol açabilir20–22. Bu 
nedenle, aşırı ROS’un hücre dışına çıkarılması veya 
üretimlerinin antioksidanlar tarafından bastırılma-
sı oksidatif hücre ölümünün önlenmesinde etkili 
olabilir.

grubuna kıyasla anlamlı şekilde artmıştır (p<0,05). 
Gossypin her iki doz tedavisi de, değerlendirilen H2O2 
grubuna kıyasla IL-1β ve TNF-α mRNA ekspresyo-
nunu anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0,05). Özellikle, 
Gossypin 50 µg/mL uygulaması, TNF-α mRNA eks-
presyon seviyesini düşürerek (p<0,05) kontrol grubu 
seviyesine getirmiştir (Şekil 5a).

Tartışma
Bu çalışmada, fare L929 fibroblast hücrelerinde H2O2 
kaynaklı oksidatif stresi önlemede ve yara iyileşme 
modelinde gossypinin kapasitesini değerlendirdik. 
Oksidatif stres, membran lipid peroksidasyonuna17, 
proteinlere ve nükleik asitlere doğrudan zarar verir. 

Şekil 4. a, b. L929 hücrelerinde H2O2 ve Gossypin tedavisinin SOD enzim aktivi-
tesi (a) ve MDA düzeyleri (b) üzerine etkileri (SOD enzim aktivitesindeki deney 
grupları arasındaki anlamlı farklılıklar: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005).

Şekil 5. a, b. Tüm deney gruplarının 24 saatlik TNF-α (a) ve IL-1β (b) mRNA 
ekspresyon seviyeleri (TNF-α ve IL-1β mRNA ekspresyon seviyelerinde deney 
grupları arasındaki anlamlı farklılıklar: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005).

(b) (b)

(a) (a)
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test etmek için, Gossypin’in ön tedavisi olsun ya da ol-
masın H2O2 ile uyarılmış L929 hücrelerinde oksidatif 
hasar belirteçlerindeki değişiklikleri belirledik. Bunlar 
MDA ve SOD aktivite seviyeleri ile gerçek zamanlı 
PCR kullanarak L929 hücrelerinde IL-1β ve TNF-α 
mRNA ekspresyon seviyelerini analiz ettik.

Hücre proliferasyonu ve göç, yara iyileşmesinde ve 
doku oluşumu aşamasında son derece önemli iki özel-
liktir. Migrasyon testi, bir yarayı in vitro taklit etmek 
ve hücre göç oranını değerlendirmek için kullanılan 
bir formdur. Hücre tek tabakası bozulduktan sonra, 
hücre-hücre etkileşiminin kaybı, hücrelerin göçünü ve 
çoğalmasını başlatarak, yara kenarındaki büyüme fak-
törlerinin ve sitokinlerin konsantrasyonunun artması-
na neden olur26. Çalışmamızdaki migrasyon testi bul-
gularına göre gossypin, 25 ve 50 μg/mL’lik dozlarda, 
fibroblast hücrelerinin yaralı bölgeye göçünü önemli 
ölçüde arttırabilmiştir. Gossypin’in 50 μg/mL’lik dozu 
yara bölgesini tama yakın kapatmıştır. Bu mitojenik 
etki, yara iyileşmesi süreci için olumlu bir olaydır, çün-
kü fibroblastlar, yara büzülmesinde ve ekstraselüler 
matriks üretiminde önemli hücrelerdir30.

İn-vitro çalışmalarda çeşitli toksik maddelerin uyarımı 
ile oksidan ve antioksidan sistemler üzerinde değişim-
ler meydana gelmektedir. Örneğin bu çalışmalarda; 
MDA seviyesi yükselirken SOD enzim aktivitesi düş-
müştür. Flavonoid ve benzeri bitkisel kökenli aktif 
maddeler ile hücre hatlarındaki bu değişimler nor-
malize edilebilmiştir31–33. MDA, serbest radikallerin 
biyomembran çoklu doymamış yağ asitleri ile lipit 
peroksidasyonunun ürünüdür ve içeriği, oksijensiz ra-
dikallerin seviyesini ve lipit peroksidasyon derecesini 
yansıtmaktadır. Ek olarak, MDA nükleik asit ve pro-
teinlerle çapraz bağlanır ve onlara zarar verir. MDA bu 
nedenle yalnızca hücresel hasarın metabolitlerinden 
biri değil aynı zamanda hücre hasarına yol açan mad-
delerden biridir34. SOD, H2O2 ve diğer serbest radikal-
leri bozabilen ve çıkarabilen ana antioksidan enzimdir. 
Bu çalışma, H2O2’nin, MDA içeriğini artırabileceğini 
ve SOD aktivitesini azaltabileceğini, gossypinin H2O2 
ile indüklenenoksidatif hasarda, MDA içeriğini azalt-
tığını ve SOD aktivitesini artırabileceğini tespit etti. 
Bu, H2O2’nin L929 üzerinde zararlı bir etkisi olduğu-
nu gösterirken, Gossypin, H2O2 tarafından oluşturu-
lan oksidatif strese karşı koruyucu bir rol üstlendiğini 
göstermiştir.

Birçok faktör, bağışıklık ve inflamasyonun yanı sıra 
serbest radikallerin üretilmesi ve mikrobiyal enfek-
siyon üretimi gibi yara onarımı sürecini önleyerek ve 

Gossypin’in en iyi bilinen özelliklerinden birisi güçlü 
bir antioksidan madde olmasıdır ve Gossypin’in güçlü 
anti-inflamatuar ve antioksidan özelliklere sahip oldu-
ğu birçok çalışma ile gösterilmiştir11,13,23,24.

Çalışmamız ilk kez Gossypin ön işleminin L929 hüc-
relerini H2O2’nin neden olduğu oksidatif strese karşı 
koruyabildiğini ve yara iyileşmesinde etkili olduğunu; 
gen düzeyinde, protein düzeyinde ve mikroskobik gö-
rüntüleme teknikleri ile gösteriyor. Bu, L929 fibrob-
last hücrelerinde gossypinin etkilerinin araştırıldığı ilk 
çalışmadır.

Çalışmamızda ilk önce, Gossypin’in farklı konsant-
rasyonlardaki L929 hücrelerinin canlılığı üzerindeki 
etkilerini tespit ettik. Çünkü fibroblastların, doku 
onarımı mimarisinin temel taşları olarak büyük önem 
taşımaktadır. İyileşme sürecinin ilk günlerinde, fibrob-
lastlar çoğalır ve yaralı bölgeye göç eder. Daha sonra, 
yaralanmadan sonraki üçüncü günden itibaren, fibrob-
lastlar yaklaşık üç haftaya kadar devam eden yeni bir 
kollajen üretimi sorumluluğunu alır25,26. Sonuçlarımız, 
Gossypin’in, konsantrasyon değeri belirli bir seviyenin 
üzerinde olduğunda L929 hücrelerinin büyümesi üze-
rinde inhibe edici etkiler gösterebileceğini göstermiştir. 
Flavonoidlerin, hücrelerin büyümesinde, farklılaşma-
sında ve hayatta kalmasında genellikle önemli rol oy-
nayan bazı protein kinaz ve lipid kinaz sinyal yollarını 
modüle etmek için sinyal molekülleri görevi gördüğü 
bildirilmiştir27. Bu nedenle, yüksek dozlarda, Gossypin 
önemli sinyal yollarını aşırı baskılayarak veya aktive 
ederek L929 hücrelerinin büyümesini inhibe edebilir. 
Ek olarak, sonuçlarımız hastalıkların tedavisi için kesin 
ilaç dozunun önemini vurgulamaktadır.

Çalışmamızda Gossypin, konsantrasyonu 75 μg/
mL’den düşük olduğunda sitotoksisite göstermedi. 
Daha sonra, H2O2’nin farklı konsantrasyonlardaki 
L929 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkilerini ince-
ledik ve sonuçlar benzer çalışmalar ile uyumluluk gös-
tererek H2O2’nin, hücre konsantrasyonunda 0,3–0,9 
mM arasında değişen stimülasyon konsantrasyonları 
ile doza bağlı inhibitör bir etkiye sahip olduğunu gös-
terdi28. Bununla birlikte, yüksek H2O2 seviyelerinin 
neden olduğu hücre sağ kalım oranının düşmesi, hüc-
relerin gossypin ile ön işleme tabi tutulmasıyla önlene-
bildi, bu da gossypinin oksidatif hasar kaynaklı hücre 
ölümüne karşı güçlü koruyucu etkileri olduğunu göste-
rir. Gossypin’in muhtemelen hücre içi ROS seviyelerini 
değiştirerek L929 hücrelerini oksidatif hasardan koru-
duğunu varsaydık. Daha önceki in-vitro çalışmalar da 
bu hiptotezi desteklemektedir29. Mevcut hipotezimizi 
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geciktirerek yara iyileşmesini etkiler35. Bunları göz 
önünde bulundurarak, anti-enflamatuar aktivite üze-
rine etkilerini değerlendirdik. Çalışmamızda, H2O2 
pro-enflamatuar sitokinlerin IL-1β ve TNF-α mRNA 
ekspresyon seviyelerini önemli ölçüde artırdığı göz-
lendi. Yapılan in-vitro çalışmalarda hücrelerin H2O2 
ile muamelesi sonucunda benzer sonuçlarla karşılaşıl-
maktadır36. Gossypin 25 ve 50 µg/mL doz tedavisi de, 
değerlendirilen H2O2 grubuna kıyasla IL-1β ve TNF-α 
mRNA ekspresyonunu anlamlı şekilde azaltmışlardır. 
Özellikle, Gossypin 50 µg/mL uygulaması, TNF-α 
mRNA ekspresyon seviyesini düşürerek kontrol grubu 
ile aynı seviyeye getirmiştir.

Sonuç
Bu çalışmada, H2O2 tarafından indüklenen oksidatif 
stresin, cilt fibroblastlarının canlılığı ve migrasyonu 
üzerinde güçlü bir olumsuz etkisi olduğunu gözlemler-
ken, gossypinin fibroblastları oksidatif hasardan koru-
yarak muhtemel aşırı ROS birikimine bağlı oksidatif 
stresi etkili bir şekilde azalttığını gözlemledik. Ayrıca, 
gossypin, yara iyileşmesi sürecinde önemli bir özellik 
olan fibroblastların mitojenik aktivitesini indüklemiş-
tir. Gossypin’in koruyucu etkileri iki faktörü içerir: 
serbest radikal temizleme aktiviteleri ve bazı antioksi-
dan-anti-inflamatuar ile ilgili genlerin ekspresyonunu 
düzenlemesini destekleyen sinyal benzeri özelliklere 
işaret eder. Buda cilt dokusunun çeşitli nedenlerle ha-
sarlanmasına bağlı hastalıkların tedavisinde gossypinin 
kullanılabileceğini göstermektedir. Etkili Gossypin’in 
L929 hücreleri üzerindeki H2O2’ye karşı etki mekaniz-
malarını daha ayrıntılı olarak incelemek için daha ileri 
çalışmalar gerekecektir.
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