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1. OZET

Tiirk Propolisinin Sulu Ekstraktinin insan Laringeal Epidermoid Karsinoma
(HEp-2) Hiicre Serilerinde Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT)

Diizeylerine Etkisi

Propolis ¢esitli aga¢ ve bitki tiirlerinden arilar tarafindan toplanan, icerisindeki
antioksidan Ozellige bagl olarak antibakteriyel, antiviral, antitimor ozelliklere sahip
dogal reginemsi bir maddedir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) antioksidan
sistemde yer alan iki onemli enzimdir. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit molekiiliiniin
(O27) hidrojen peroksite (H20,) ve molekiiler oksijene (Oz) doniisiimii tepkimesini
katalizler. Hidrojen peroksitin hiicresel konsantrasyonunun artisi ya da Oz’ nin hiicresel
seviyelerindeki azalma arayiciligiyla SOD’un asir1 ekspresyonunun antikanser etkileri
indiikledigi ¢esitli caligmalarla ortaya konulmustur. Katalaz bir¢ok aerobik organizmada
olusan olduk¢a aktif bir enzimdir ve peroksizomlarda H,O,’nin H,O ve O;’ye
ayrismasint  kataliz eder. Bu sekilde H»O,’nin toksik etkilerinden hiicreleri
korumaktadir. Bu calismada, propolisin antikanser Ozelligi dikkate alinarak, insan
laringeal epidermoid karsinoma (HEp-2) hiicrelerinde SOD ve CAT diizeylerinde ne tiir
degismelere sebep oldugunun arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla ¢alismada HEp-2
hiicreleri kullanilarak Tiirk propolisinin sulu (WEP) ve etanollii (EEP) ekstraktlarinin
500, 1000 pg/mL WEP ve 25, 50 pug/mL EEP konsantrasyonlarda ilave edildi, SOD ve
CAT enzimlerinin aktivitesi 560 nm ve 240 nm’de spektrofotometrik yontemi ile
olglildii.  Kontrol gurubun goére sulu propolis ekstraktinin HEp-2 hiicrelerinde SOD ve

CAT enzimlerinin aktivitesini azalttigi sonucuna varildi.

Anahtar Soziikler: Antioksidan, antiviral, insan laringeal epidermoid, katalaz,

propolis, siiperoksit dismutaz



2. SUMMARY

Effect of Water Extract of Turkish Propolis on Intracellular Superoxide
Dismutase (SOD) and Catalase Levels in Human Laryngeal Epidermoid
Carcinoma Cell Lines (HEp-2)

Propolis is a natural resinous substance collected by bees from various types of
trees and plants and has antibacterial, antiviral, antitumoral features depending on its
antioxidant properties. Superoxide dismutase (SOD) and catalase are two important
enzymes present in antioxidant system. SOD catalyzes conversion reaction of
superoxide molecule (O;") to hydrogen peroxide (H,O,) and molecular oxygene (O,).
Different studies reported that excess expression of SOD by cellular increased hydrogen
peroxide or celluler decreased O, induce various anticancer effects. Catalase is highly
active enzyme occuring many aerobic organisms and catalyzes decomposition of H,0,
to H,O and O. It prevents cells from toxic effects of H,O, In the present study, major
aim is to investigate how propolis by considering its anticancer properties causes to
alterations on intracellular free superoxide dismutase (SOD) and Catalase levels in
human laryngeal epidermoid carcinoma cell lines (HEp-2). Water extract of Turkish
propolis (WEP) of 500-1000 ug/mL and ethanolic extract of Turkish propolis (EEP)
of 25-50 ug/mL were treated with HEp-2 cells and activities of the enzymes SOD and
CAT were measured spectrophotometrically at 560 nm and 240 nm, respectively. It
was concluded that WEP more decreases SOD and CAT activities in HEp-2 cells than

control cells.

Key Words: Antioxidant, antiviral, Cancer, Catalase, human laryngeal
epidermoid, propolis, superoxide dismutase



3. GIRIS ve AMAC

Propolis, tiim diinyada geleneksel tipta ylizyillardir kullanilan, arilarin agag ve
bitkilerden toplayip irettigi, dogal, son derece kompleks reginemsi bir bal arisi

trinidir (1).

Propolisin bilesimi olduk¢a karmagiktir ve bitki orijinine gore degisiklik gosterir.
Propolis genellikle, %50 regine, %30 mum, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5
polen ve % 5 cesitli diger bilesiklerden ibarettir. Propoliste bulunan ana kimyasal
smiflar flavonoidler, fenolik ve gesitli aromatik bilesiklerdir. Propolisin son zamanlarda
sagligr diizeltmek ve hastaliklari 6nlemek amaciyla gida ve iceceklerde kullanimi
artmistir. Dolayisiyla propolis fonksiyonel gida, dizayn edilmis gida, terapotik gida
olarak da adlandirilmaktadir. Propolisin bilesimindeki antioksidanlar immiin sistemi
etkilemekte ve boylece antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral ve antitimoral etkiler

gostermektedir (2,3).

Molekiil orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron igeren
molekiillere serbest radikal denmektedir (4). Bu serbest radikaller viicutta hem endojen
hem de ¢evresel faktorleri iceren ¢esitli mekanizmalar tarafindan olusmaktadirlar (5).
Serbest radikaller ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirleri (ROS) arasinda yer almaktadirlar
(6). Viicut hiicre ve dokulari ROS ve gesitli radikallere karsi savunabilmek igin
“antioksidan sistem” olarak adlandirilan bir sistem gelistirmistir. Antioksidan sistem
oksidatif hasar dncesi radikal olusumunun 6nlenmesinde veya ROS’lara kars1 viicudun
savunulmasinda gorev alir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) antioksidan

sistemde yer alan iki 6nemli enzimdir (6).

Yapilan ¢alismalarda SOD enziminin ekspresyonunun artisi timor hiicrelerinde
biiyiimeyi, metastazi ve kanser hiicrelerinin diger malignant ozelliklerini azalttig
gosterilmistir. Hidrojen peroksitin hiicresel konsantrasyonunun artisi ya da Oz’nin
hiicresel seviyelerindeki azalma araciligiyla SOD’un asir1 ekspresyonu tarafindan

antikanser etkiler indiiklendigi ¢esitli ¢aligmalarla ortaya konulmustur (7).

Katalaz birgok aerobik organizmada olusan olduk¢a aktif bir enzimdir ve
peroksizomlarda H;O;’nin H,O ve O;’ye ayrismasini kataliz eder (8). Bu sekilde
H,0, nin toksik etkilerinden hiicreleri korumaktadir. Katalazin aktivitesindeki diisiikliik

hiicrelerde hidrojen peroksit birikimine sebep olmaktadir. Bunun sonucunda da protein

3



ve DNA oksidasyonu gibi sagliga zararli bir dizi reaksiyonun olusumu tetiklenmektedir
(9).

HEp-2 hiicre serisi insan nazofaringeal mukozasinin laringeal karsinoma
hiicrelerinden f{iretilir. Yavas biiyliyen timor grubundandirlar. Propolisin bu hiicrelere
muhtemel etkisi daha dnce Brezilya propolisinin alkolik ekstraktlari ile ¢calisilmigtir (10-
11). Larenks kanseri tiim bas ve boyun kanserlerinden biri olup malign bas ve boyun

timorlerinin yaklasik %25’ini olusturmaktadir (12).

Literatiirde propolisin sulu ekstrakti hazirlanarak HEp-2 hiicre serilerinde hiicreigi
SOD ve CAT diizeylerine etkisinin incelendigi bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Yapilacak
olan bu calismada fonksiyonel bir gida olarak antitimdral etkinligi de bilinen
antioksidanlarca zengin Tiirk propolisinin sulu ve etanollii ekstraktinin insan laringeal
epidermoid karsinoma hiicre serilerindeki (HEp-2) hiicrei¢i SOD ve CAT diizeylerine
etkisi incelenecektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Propolis

Propolis kadim tip diinyasinda yaygin bir sekilde kullanilan bir bitki 6zlii sifa
kaynagidir, son derece kompleks ve reginemsi ve bitkisel kaynakli bir ar1 tirtintidiir (1).
Bu {iriin yiizde yiiz dogal ve bal arisinin ¢esitli ve degisik bitkilerinin florasinin yaprak,

tomurcuk ve eksudalarinindan toplanan bir karma tiriindiir (13).

Propolis insan tarafindan yiizyillardir kullanilan bir ar1 triiniidir ki biitiin
adlandirilmasi yunan bilim adamlarinin tarafindan yapilmistir. Pro- i¢in ‘savunma’ ve —
polis igin ‘sehir’ kelimelerinin bir araya gelmesiyle sehiri ya da kovanin savunmasi
anlamina gelmektedir (14).

Propolis eski ¢aglarda kullanilan bir tibbi madde olarak gliniimiize gelmistir. Eski
Misir hekimleri propolisi 6liilerinin mumyalamasi ile ¢iirlimesini engellemek icin ve
Yunan ve Romali hekimler propolisin antiseptik ve yaranin kabuk baglamasinda
kolaylik saglama o6zelliginden yana kullanmiglardir. Giiniimiizdede propolis gida ve

kozmetik sektoriindede antiseptik 6zelliginden dolayr bir¢ok iiriinde kullaniliyor (15,

16).

Arilar bitkilerden elde edilen recineyi tiikiiriik enzimleriyle karistirip kismen
sindirirler ve sonra bunu balmumu ile karigtirirak (17) kovanin duvarlarinda bulunan
delikleri kapatmak i¢in, kovani soguga karsi izole etme, koloniyi hastaliga karsi
koruma ve disardan gelen istilacilara karsi kovani korumak ve ayni zamanda lesleri

bununla mumyalamakta kullanirlar (18, 19).

Propolisin kaynagini olusturan bitkiler; kavak, hos, kayin, kestane, s6giit, ¢am
agaclar1 ve mese gibi agaclardir (20).

Propolis, biyolojik aktiviteleri ve farmakolojik 0Ozelliklerinden dolay1
giinlimiizdeki c¢alismalarda odak nokta haline gelmistir (21). Sitotoksik, antioksidan,
antibakteriyel, antikaryojenik, antiflamatuar, antihepatotoksik, noroprotektif,
antimikrobiyal, antiviral aktiviteler gibi bircok farmakolojik ve biyolojik 6zellik
sunmaktadir (22, 23).



4.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolisin renk yelpazeleri elastik goriiniimliigline ve depolama siiresine gore sari,
yesilden koyu kahve rengine kadar degisir (24, 25). Hos bir kokuya sahip ve insan
cildindeki yaglarla ve proteinlerle giigli bir etkilesim gosterdiginden, deriden

uzaklastirilmasi zordur (26).

Propolisin erime noktas1 60-69°C arasindadir, sogukta sert ve kirillgan, sicakta ise
yumusak ve yapiskan bir yapiya sahiptir (27, 28). Propolisin zamanla rengi
koyulasabilir ve kirilganlasabilir (25).

Propolis su ve hidrokarbon ¢oziiciilerde diisiik, alkollerde ise yiiksek oranda

¢cozlinirliik gosterir (29).

Kovandan toplanarak topak haline getirilmis propolis ornekleri Sekil 1°de

gosterilmistir (30).

Sekil 1. Kovandan toplanarak topak haline getirilmis propoli



4.1. 2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Propolisin bilesimi bal arilar1 tarafindan cesitli agaclardan toplanan tomurcuk
salgilartyla dogrudan iligkilidir (31). Propolis, arilarin ziyaret ettikileri her bir bolgenin
farkli bitki kaynaklarindan topladiklariyla dogrudan baglantili ve son derece karmasik
ve degisken kimyasal bilesime sahiptir (32). Bunun sebebi ise arilarin arazi kosullari,
iklim, su durumu ve ¢evresel faktolere gore bolgeden bolgeye degisim gdsteren uygun

bitkisel kaynaklardan recine ve bitki eksudalar1 toplamasidir (21).
Ham propolisin bilesimi kaynagma gore degismekle birlikte, genellikle % 50
regine, % 30 mum, % 10 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 diger organik

maddelerden olusmaktadir (33). Propoliste bulunan baslica bilesenler Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (34)

Miktar

Bilesenler Ana maddeler
(%)

Flavonoidler
) Terpenler
Regine ) 45-55
Kumarinler

Fenolik asitler ve esterleri

Mum ve yag Arilardan veya bitkilerden
asitleri Coklu doymamis yag asitleri 25-35

Esansiyel yaglar Ugucu bilesenler 10

Proteinler
Polen Serbest aminoasitler
Vitaminler (A, B, C, E, PP, vs)
Eser elementler ( Cu, Mn, Fe, Zn, Al, Ag, Ca, Mg,
Co, vs)
Ketonlar
Diger maddeler Laktonlar
Kinonlar
Steroidler
Sekerler




Propolis magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), iyot (I), potasyum (K), sodyum
(Na), bakir (Cu), ¢inko (Zn), mangan (Mn) ve demir (Fe) gibi elementlerle B1, B2, B6,
C ve E vitaminleri ile ¢ok sayida yag asidi igermektedir. Bunlara ek olarak suksinat
dehidrogenaz, glukoz-6fosfataz, adenozin trifosfataz ve asit fosfataz gibi enzimler de

yapisinda yer almaktadir (35).

Propolis, arilarin ziyaret ettigi ekolojik flora nedeniyle olduk¢a kompleks ve
degisik bir kimyasal kompozisyona sahiptir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda degisik
propolis orneklerinde; yag asitleri, fenolik asitler ve esterleri, flavonoidler (flavonlar,
flavononlar, flavonoller, dihidroflavonoller, kalkonlar) terpenler, -steroidler, aromatik
aldehitler ve alkoller, seskiterpenler ve stilben tiirevleri gibi 200’den fazla bilesik tespit
edilmistir (22).

Tablo 2’de propolisin yapisinda bugiine kadar tanimlanan etken maddeler ve

bilinen etkileri gosterilmistir.



Tablo 2. Propolisin igerdigi etken maddeler ve bilinen etkileri (25, 36 - 38)

Krizin: Timor hiicre toksisitesi, anti-helicobacter pylori

Apigenin: Gastrik iilserin iyilestirilmesi

Akasetin: Ates diistriicii

Kuersetin: Antiviral, kilcal damarlarin giiglendirilmesi, antitiimoéral aktivite,
spazmolitik, antihistaminik, iilser iyilestirici

Kaempferid: Spazmolitik, anti-mycobacterium phlei, mikroorganizmalarin asit
direncine kars1 etkili

Kaemperol-7,4-dimetil eter: Antifungal

Baicalin: Antigenotoksik

Galangin: Bakteriyostatik aktivite, antibakteriyel ve antifungal, anti-helicobacter
pylori

Pinosembrin: Bakteriyostatik aktivite, antifungal, antimikrobiyal, lokal anestezik,
anti-helicobacter pylori

Pinobanksin: Antibakteriyel ve antifungal

Pinobanksin-3-asetat: Antibakteriyel ve antifungal

Pinostrobin: Lokal anestezik

3,4 -dihidroksiflavonidler: Kilcal damarlarin gii¢lendirilmesi

Flavan-3-ol: Kilcal damarlarin giiglendirilmesi

Pektolinaringenin: Spazmolitik

Luteolin: Antiviral, gastrik tilserin iyilestirilmesi

Luteolin 3,4-dimetil eter: Spazmolitik ve hipokoleretik

Artepillin C: Antitiimoral, antilokemik etki

Eriodiktiol: Kalp yetmezligini iyilestirici etki, akut kalp yetmezligini dnleyici etki
Pinosilvin (3,5-dihidroksistilben): Bacillus subtilis ve Bacillus cereus’ u inhibe edici,
mycobacterium phlei ve M. semegmatis’e kars1 etkinlik

Ferulik asit: Antibakteriyel etki, aglutinant etki, kollojenik etki

Isoferulik asit: Staphylococcus aureus’a karsi etkinlik

Benzoik asit: Bakteriostatik ve bakterisid etki, balzamik ve antiseptik aktivite
Sinnamik asit: Staphylococcus aureus’a karsi etkinlik

Isopentil ferulat: influenza virusa kars: etkinlik (A/Hong Kong (H3N2)

p-Kumarik asit benzil esteri: Antimikrobiyal ve antifungal etkinlik

Kafeik asit: Antiviral, antibakteriyel aktivite, ates diisiiriicii 6zellik

Prenil kafeat: Gizli kontakt alerjen

3-metil-2-enil kafeat: Antiviral aktivite

Kafeik asit fenetil ester: Antitiimoral ve antigenotoksik

Metil kafeat: Tiimor sitotoksisitesi ve inhibisyonu

Diterpenoid klerodan: Antitiimoral aktivite, antibakteriyel 6zellik

Bisabolol: Ates diisiiriicti 6zellik




4.1.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler diisiik molekiil agirlikli bitkisel pigmentler olarak uzun zamandir
bilinmektedir. Cesitli bitkisel kaynakli gidalar ve igeceklerde (meyveler, sebzeler, ¢ay,
kakao, sarap gibi) dagilmis olan polifenolik bilesik grubundandirlar (38).

Dogada 4000’den fazla flavonoid ¢esidi mevcuttur ki bitkilerden izole edilmistir.
Bir¢ogu, bir bitkinin meyve, yaprak ve ¢icek gibi kisimlarinda bulunan ve bunlarin
rengine, kokusuna ve aromasina tesir etmektedir (39). Biigiine kadar poropolisten

38’den fazla flavonoid izole edilmistir (40).

Flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri olduk¢a genis bir alan olusturmaktadir.
Serbest radikal yakalayicis1 olmalari, enzim aktivitelerini diizenlemeleri, hiicre
¢ogalmasini inhibe etmeleri, antibiyotik, antiallerjen, antiviral, antitiimor, antimutajen,
antitilser ve antiinflamatuar ilag gibi hareket etmeleri ile insan sagligina bir¢ok faydasi

olup aragtirmacilarin ilgisini gekmektedirler (41, 42).

Flavonoidler oksijen iceren heterosiklik alti tiyeli halkay1 ¢cevreleyen, iki aromatik
halkaya sahiptir. Aslinda flavonoidler difenilpropanin tiirevleri olarak da

nitelendirilmektedir (34). Flavonoidlerin genel yapis1 Sekil 2°de gosterilmistir.

Sekil 2. Flavonoidlerin genel yapisi
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Flavonoidler hidrojen verici, radikal siipiiriicii antioksidanlardir. Demir iyonlari
ile kompleks olusturan flavonoidler, hidroksil radikali olusturan Fenton reaksiyonunu
baskilar. Flavonoidler alerji, inflamasyon, virusler, hipertansiyon, eklem iltihaplari,
mutasyonlar ve karsinojenler, kanser ve AIDS’e karsi aktivite gosterirler(43). Ayrica
hidrolazlar, cAMP fosfodiesteraz, lipaz, a-glukosidaz gibi enzimleri de inhibe ettikleri

bilinmektedir (42).

Flavonoidler

antioksidan aktiviteler,

metal

selatlama ve antiproliferatif,

antikarsinojenik, antibakteriyel, antiinflammatuar, antialerjik ve antiviral etkileri insan

sagligi acisindan giiniimiizde bilinmektedir (41).

Flavonoidler icerdikleri C halkasindaki degisimlere goére alti ana alt gruba

ayrilabilirler. Bu gruplar: flavanollar (katesinler), flavonlar, flavanoller, flavanonlar,

izoflavonlar ve antosiyanidinlerdir (43). Sekil 3’te flavonoidlerin siniflandirilmasi

verilmistir.
Class General structure Flavonoid Substitution Pattern Dictary Sources TEAC (mM}
"
Flavanol 1 0 el (+)-catechin 3,5,7.3'4-0H Tea (camellia sinensis)” 24
@o > (-)-epicatechin 3,5,7.3'4%0H Tea® 25
o Epigallocatechin gallate 3,5.7.3'4'5-0H,3-gal late Tea® 475
Flavane chrysin 5,7-0H Fruit skins 1.43
apigenin 5,7,4-0H Parsley, celery 1.45
rutin 5,7,3'4OH, 3-rutinose Red wine® , buckwheat” 24
citrus, iomato skin®
luteolin 57,3 40H Red pepper'! 21
luteolin glucosides 5,7,3-OH, 4'-glucose 1.74
54'-0H, 4',7-glucose 0.79
Flavonol kaempferol 3.5,7.4-0H Leek, broceoli, endives 1.34
grapefiuit, black tea
quercetin 3,5,7.3'4"-0H Onion, lettuce, broceoli 47
tomato, tea, red wine
berries, olive oil, appleskin
myricetin 3,5,7,3'4"5-0H Cranberry grapes, red wine 31
tamarixetin 3,5,7.3-0H.4'-0Me
Flavanone naringin 5,4'-OH,7-rhamnoglucose Citrus, grapefruit 0.24
(dihydroflavon: naringenin 5,74-OH Citrus fruits 1.53
taxifolin 3,573 4-0H Citrus fruits 1.9
eriodictyol 5,7,3' 4%-0H Lemons®™* 1.8
hesperidin 3,5,3-0H4"-OMe, T-rutinose  Oranges’ 1.08
Isoflavene genistin 5,4-0H, T-glucose Soybean'" 1.24
genistein 5.7,4%0H Soybean'” 29
daidzin 4".0H, T-glucase Soybean"" L15
daidzein 7.4-0H Soybean' 1.25
Anthocyanidin apigenidin 5,74-0OH Colored fruits 235
j ﬁ ] cyanidin 3,5,7,4“0H,3,5-OMe Cherry, raspberry, strawberry 442

Sekil 3. Flavonoidlerin siniflandirilmasi (44)
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Propolisten galangin, kaempferol, Kkuersetin, pinosembrin, pinostobin ve
pinobanksin gibi bir¢cok flavonoid izole edilmistir. Propolisin fenolik bilesikleri arasinda
baslica; sinnamil alkol, sinnamik asit, vanilin, benzil alkol, benzoik asit, kafeik asit ve

esterleri, ferulik asit yer almaktadir (45).

Propoliste bulunan bazi 6nemli flavonoidlerin kimyasal yapilart Sekil 4’te

gosterilmistir (46).

OCH; OH O

HO 0 | =
HO Q oH

Chrysin

OH
OH O G
S
Genistein
OH o
HO (8 =
=" "OH
Maringenin Pinocembrin

Sekil 4. Propoliste bulunan bazi1 énemli flavonoidlerin kimyasal yapisi
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4.1.3. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Poropolisinin farklt kimyasal icerigi ve g¢esitli biyolojik aktiviteleri, farkli
cografiyalarin c¢esitli bitki Ortiilerine baglidir. Propolisin sahip oldugu bu o6zellikler,
bir¢ok tilkede bilim adamlar ve arastirma guruplari tarafindan incelenip ve bu konuyla

ilgili cok sayida yaymlar yapilmstir (47).

Arjantin, Avusturya, Sili, Cin, Macaristan, Yeni Zelanda, Giiney Afrika, Tayland,
Ukrayna, Uruguay, Amerika ve Ozbekistan gibi iilkelerde propolis iizerine arastirmalar
yapilmistir. Japonya’da farkli cografik merkezlerden elde edilen propolis ornekleri,
yapilan bir antioksidan aktivite karsilastirilmasinda, total polifenolik ve flavonoid

igerigi, antioksidan aktivitesine bagli oldugunu gosterilmistir(48).

Brezilya’da propolisinin antibakteriyel (49, 50), antifungal (51), antianjiogenik,
sitotoksik (52), antiiilser (53), hepatoprotektif, analjezik ve anti-inflamatuar aktivitesi
(54) belirlenirken, Bulgaristan propolisinde antifungal ve bakterisidal aktivitesi
belirlenmistir (55). Giiniimiize kadar, Tirk propolisinin antibakteriyel, antifungal,
antioksidan, antikarsinojenik, yara iyilestirici gibi baz1 biyolojik aktiviteleri
incelenmistir (56 - 58).

Propolisin igeriginde bulunan flavonoidlerin mide, kolon, akciger, agiz, prostat ve

cilt gibi kimyasal kaynakli kanserlerin gelisimini engelledigini tespit edilmistir (59).

Propolisin ~ immiinomodiilatér,  hepatoprotektif, antiviral, apopitotik,
radyoprotektif, antiproliferatif, karaciger, kalp ve beyni koruma gibi ¢esitli biyolojik
aktiviteleri de bilim adamlar ve arastirma guruplar tarafindan ¢ok sayida yayinlar
yapilmistir (60, 61).

4.2. Serbest Radikaller

Molekiil orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron iceren molekiiller
serbest radikal denmektedir. Bu radikaller katyon, anyon veya nétral olabilirler (4).
Serbest radikaller eslenmemis elektronlar igerdiklerinden dolayi oldukga kararsiz olup,

reaktiftirler. Kararli hale gelebilmek i¢in diger molekiillerden ya elektron alirlar ya da diger

molekiillere elektron verirler (62).
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Molekiiliin kimyasal simgesinin sag iist kdsesine konan nokta veya ¢izgiyle (R’,
R") gosterilmistir ve bu sekilde radikalleri ayirt edebiliriz (63). Fe**, Cu®*, Mn*" ve
Mo®* gibi gecis metalleri ortaklanmamis elektronlara sahip olduklar1 halde serbest
radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar.
Organizmada gegis metallerini (Fe** ve Cu* gibi metaller) i¢eren enzimler vasitasiyla
molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi suretiyle, oksidasyon reaksiyonlari

meydana gelir (64).

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat gibi tiim 6nemli
bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarina neden olurlar (65). Bu etki ile
birlikte pek ¢ok hiicrede kalp-damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt,
bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklari gibi bir¢ok

hastaliga sebep oldugu sdylenmektedir (66).

Organizmalardaki serbest radikallerin baslica kaynagi oksijendir. Ancak azot,

karbon ve kiikiirt kaynakli serbest radikaller de olusabilmektedir (67).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (ROS, RNS) elektron tasima zinciri gibi hiicre igi
metabolik siiregler sirasinda iiretilir (68). Sekil 5°te reaktif oksijen iiriinlerinin olusumu

gosterilmistir.

_ae

: |

1a I - 12 1a
0, — O3 —!EH' HO, —— "0OH —— H.O

Sekil 5. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Molekiiler oksijen tiim aerobik organizmalarin yagami i¢in olduk¢a Onemlidir.
Normal hiicrelerde gergeklesen oksijenden ATP iiretimi silirecinde oksijen suya
indirgenmektedir (69). Elektron tasima zincirinde meydana gelen elektron sizintisiyla
molekiiler oksijenin tamami suya doniismek yerine % 1-3’liikk bir kism1 da siiperoksit

radikaline (O,.") donlismektedir (4).
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4.2.1. Serbest Radikallerin Genel Reaksiyonlari
Serbest radikaller, diger molekiillerle ¢esitli sekillerde reaksiyona girerler.

1. Iki serbest radikal karsilastiklarinda, her ikisinin de ortaklanmamis elektronlar

bir kovalent bag olusturacak sekilde birlesirler ve radikal 6zelliklerini kaybederler (70).

H +H — H;

2. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir bilesikle reaksiyona girdiginde yeni bir

radikal olusur:

Radikal, ortaklanmamis elektronunu eslemek {izere radikal olmayan bagka bir

bilesikten elektron alabilir (okside edici radikal).

X e+ X'

Radikal, ortaklanmamis elektronunu radikal olmayan bir bilesige verebilir

(rediikte edici radikal).

X +Y->X+Y"

Radikal, radikal olmayan bir bilesige katilabilir.

X +Y - [X-Y]

Radikal, C-H bagindan bir hidrojen atomu koparabilir.
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CH+OH — C +H;0

Ancak bu reaksiyonlarin sonunda, radikal olmayan bilesik radikal hale gelir. Bu

nedenle serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle reaksiyonlar1 birbirini izleyen

zincir reaksiyonlar1 seklinde olur.

Bu ozellikleri ile reaktif oksijen tiirleri; tablo 3’te verildigi gibi radikaller ve
radikal olmayanlar olarak iki ana baslik altinda incelenmektedir (71).

Tablo 3. Biyolojik dnemi olan reaktif oksijen tiirleri (71)

Radikaller

Stiperoksit, Oy~

Hidroksil, OH
Peroksil, ROy
Alkoksil, RO

Hidroperoksil, HO

Nitrik oksit, NO

Radikal Olmayanlar
Hidrojen peroksit, H,O,
Hipokloroz asit, HOCI

Ozon, O,
Singlet Oksijen, O
Peroksinitrit, ONOO"

Hidroperoksit, L(R)OOH

4.2.2. Serbest Radikal Olusum Nedenleri

Serbest radikaller hiicrelerde endojen veya ekzojen kaynakli faktorlere bagh

olarak meydana gelmektedirler (72). Tablo 4’te hiicredeki serbest radikal kaynaklar

verilmistir.



Tablo 4. Hiicredeki serbest radikal kaynaklari

Endojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri
Kloroplast elektron transport zinciri
Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz
Triptofan dioksijenez

Galaktoz oksidaz

Siklooksijenaz

Lipooksijenaz

Mono aminooksidaz

Fagositik hiicreler

Notrofiller, monosit ve makrofajlar

Eksojen Kaynaklar
Ilag oksidasyonlar (Or.
Parasetamol, CCl,)
Iyonize radyasyon
Glines 15181

X- 1ginlart

UV- 1sinlar

Is1 soku

Glutatyonu okside eden
maddeler

Sigara dumani

Ozon

Kiikiirtdioksit

4.2.3. Serbest Radikal Tiirleri
4.2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

4.2.3.1.1. Tekli (Singlet) Oksijen (*O,)

Eslesmemis elektronu olmadigi i¢in reaktif degildir ancak cesitli molekiiller i¢in

oksidan olabilir (73).

4.2.3.1.2. Siiperoksit Radikalleri (O")

Cesitli hastaliklarinda patofizyolojisinden sorumlu tutulan siiperoksit radikali
genellikle hiicrenin mitokondrisinde gergeklesen elektron tagima zincirindeki elektron
kagag ile birlikte oksijenden iiretilmektedir. Bu radikal diger radikallere kiyasla ¢ok

daha az reaktif ve seg¢iciligi daha fazladir. Biyolojik sistemlerde omrii birka¢ saniyedir

(4, 69).
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O, + e — Oy (stiperoksit radikali)

H,0, + O, — H,0,+0, (dismutasyon)

Stiperoksit radikali kendi basma reaktif olmamakla birlikte dismutasyon adi
verilen reaksiyonu sonucu H,O; olusumuna sebep olabilmektedir. Bu H,O, metal
iyonlar1 varliginda oldukga reaktif olan hidroksil radikali olusturmak ic¢in ayrismaktadir
(74, 75).

4.2.3.1.3. Hidroksil Radikali (OH)

Son derece reaktif bir radikaldir. Fenton, Haber-Weiss ve peroksitnitrit
reaksiyonlart sonucu olusurken, suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz
kalmas1 sonucunda da olusur. Yarilanma Omrii kisadir. Baslica lipitler, proteinler,
karbonhidratlar, sitokromlar ve niikleik asitler de olmak iizere hemen tiim hiicre
makromolekiillerine zarar verir. DNA’nin baz ve sekerlerine zarar vererek DNA zincir
kirilmalarina sebep olur. Eger hasar fazla ise onarici sistemler tarafindan onarilamayip,
hiicre Oliimiine sebep olabilirler. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli
molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina ve sonug olarak biiyiik

hasara sebep olabilir (73, 76, 77).

H,0, + enerji— H+ OH:

4.2.3.1.4. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadigindan aslinda bir radikal
degildir. O, radikalinin, hidrojenle verdigi reaksiyona ‘Dismutasyon Reaksiyonu’ adi
verilir ve dismutasyon hizi asidik pH degerlerinde hizlanir (78, 79). Reaksiyon su
sekilde ifade edilir:

20,"+2 H* — H,0, + O,
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Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen bilesikleri
kapsamina girer. Clinkii Fe®* veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton
reaksiyonu, O," radikalinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve

zarar verici serbest oksijen radikali olan OH" radikali olusturur (71).

Fe’" + H,0, — Fe** + OH"

Fenton Reaksiyonu

O0,+H,0, - OH +OH + O,

Haber — Weiss Reaksiyonu

4.2.3.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri
4.2.3.2.1. Nitrik Oksit (NO’)

NO" enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den

sentezlenir.

L-arjinin + NADPH + O, — L-sitrullin + NO" + NADP"

NO’ eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen birgok biyomolekiil ile kolayca
tepkimeye giremez, 6te yandan peroksil, alkil gibi diger serbest radikallerle kolayca

tepkimeye girerek daha az reaktif molekiiller olusturur.

Yiiksek miktarlarda Oy~ yapimi1 NO’ ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek OH
ve NO; olusumuna neden olurlar. Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOO") ve

peroksinitréz asit (ONOOH) ara tirtinleri olusur (80).

NO™ + O;" — ONOO
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ONOO+ H" — ONOOH

ONOOH — OH" + NO,

4.2.3.2.2. Peroksinitrit Anyonu (ONOOQO)

Nitrik oksit ve siliperoksit anyonu oksidatif olarak daha aktif olan peroksinitrit
(ONOQ") anyonunu 6nemli miktarda iiretmek icin reaksiyona girerler. iki radikalin
birlesimiyle ortaya c¢ikan bu gilcli oksidan ajan DNA kirilmast ve lipid

peroksidasyonuna neden olan toksik dzellige sahiptir (4).

NO + O;” — ONOO’

4.2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller olduk¢a reaktif molekiillerdir. Bir¢ok biyomolekiil ile
reaksiyona girerek cesitli bilesikler olustururlar. Bu bilesikler ¢ogu kez toksik 6zellikler

tagimaktadirlar.

1. Serbest radikallerin proteinler iizerindeki etkileri: Proteinlerin serbest
radikal hasarina kars1 duyarliligi, aminoasid bilesimine, proteinin aktivasyonundan veya
yapisinin diizenlenmesinden sorumlu aminoasidlerin yerlesimine, hasarlt proteinin
onarilabilirligine baghdir. Peptid baglari, prolin ve lizin gibi aminoasidler serbest
radikallerden olduk¢a kolay etkilenirler (81).

2. Serbest radikallerin niikleik asidler ve DNA iizerindeki etkileri: Iyonize
radyasyondan kaynaklanan hiicre mutasyonlar1 ve 6liim, serbest radikallerin DNA ile
reaksiyonu ile olusur. Bu olaydan 6zellikle hidroksil radikali sorumlu tutulmaktadir.
Niikleik asid baz degisimleri ve DNA’da zincir kirilmalari sitotoksisite’ye neden

olurlar. Tamir sistemlerindeki yetersizlik sonucu mutasyonlar gelisir (82,83).

3. Serbest radikallerin lipidler iizerindeki etkisi: Lipid peroksidasyonu serbest
radikaller tarafindan baglatilan ve membran yapisinda bulunan poliansatiire yag

asidlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olaydir. Lipid peroksidasyonunu baglatan
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radikaller, superoksid radikali, hidroksil radikali, peroksil radikal ve alkoksil
radikali’dir. Demir iyonlar1 6zellikle lipid peroksidasyonununda énemli bir rol oynarlar

(84).
Lipid peroksidasyonu iki tiptir:

a. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu: Herhangi bir radikalin poliansatiire yag

asidindeki metilen karbonundan hidrojen atomunu uzaklastirmasi.

b. Enzimatik lipid peroksidasyonu: Siklooksijenaz ve lipooksijenaz

reaksiyonlar1 sonucunda olusan hidroperoksidler ve endoperoksidler.

Oksidatif hasarin derecesini membranin lipid protein orani, fosfolipidlerin miktari,
yag asidlerinin bilesimi ve doymamislik derecesi ve membranin akiskanligi etkiler.
Membran lipid peroksidasyonu sonucunda; hiicrenin membran yapisindaki hasar
membran transport sistemlerinde bozulmaya yol agar. Bunu iyon dengelerinin
bozulmasi ile hiicre igi kalsiyum artig1 ve buna bagli proteazlarin aktivitasyonu izler.
Hiicre i¢i organellerde de olusan lipid peroksidasyonuna bagli membran hasarini ve
cesitli litik enzimlerin salgilanmasi Ve buna bagli hasar artiglar: izler (85). Hiicre ve

dokularda ROS’un etkisi Sekil 6’da gosterilmistir.

e, ) Solunumsal
Protein Hasar! « i ‘E‘g Enzimler.'-‘i,-
(i ~%8 >\ *iwio Mitokondrial

I/ " F. ‘ \\I‘ r
Membran / /' —— SER DNA \l \ Yo

Hasar -
|I | = \) m,n.\ 0; ”\ .’
A OH-+ MO e A /
\70) buclous Na'y 0 Hilere Sigmesi
DNA Hasari ~Apiore SDNA) Catt A=Y
".5 \K‘*u Artmig
o, ) N Gegirgenlik
g L Yiiksek Miktarda
) 3 Ca+2 Girigi
Lipid Peroksidasyonu

Sekil 6. Hiicre ve dokularda ROS un etkisi(79)
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4.3. Oksidatif Stres

Saglikli bireylerde normal metabolizma sonucunda olusan ROS’lar viicudun
savunma mekanizmasi olan antioksidan sistemle uzaklastirilir. Saglikli viicutta, oksijen
radikalleri ile antioksidan savunma mekanizmasi tam bir denge halinde calisir. Bu
dengenin radikallerin lehine bozulmasiyla ortaya ¢ikan duruma ise oksidatif stres denir
(86).

Serbest tiyol oksidasyonu ve protein disiilfitlerinin ortaya ¢ikmasi, ATP
havuzundaki azalma, serbest sitozolik kalsiyumun yiikselmesi, sitoiskelet elemanlarinin
biitiinliigliniin  kaybolmasi, plazma membran1 gecirgenliginin artmasi, plazma
membraninda artmig peroksidasyon, sitozolik bilesenlerin hiicre disina ¢ikmasi ve

artmis DNA hasar1 oksidatif stresin bulgular1 arasinda gosterilebilir (87).

Oksidatif stresin olusumu doku hasarmma, DNA, protein, lipid ve karbohidrat
yapilarinda modifikasyonlara sebep olabilmektedir (65).

Oksidatif stres, ateroskleroz, diyabet, kanser, kronik inflamasyon hastaliklari,
santral sinir sistemi bozukluklar1 gibi fizyopatolojik olaylarda, hiicre yaslanmasinda ve
dolayisiyla hiicresel yikim, hiicre hasari ve hiicre 6liimiinde rol oynayan onemli bir

mekanizma olarak son yillarda biiyiik 6nem kazanmustir (88).
4.3.1. Antioksidan Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar, oksidan molekiillerin organizmaya olan zararhi etkilerini dort

yolla engeller:

A. Siipiiriicii (scavenging) etki: Oksidanlari zayif bir molekiile ¢evirme seklinde

olur.

B. Bastiric1 (quencher) etki: Bu etki, oksidan maddelere bir hidrojen aktararak
etkisiz hale getirme seklinde olmaktadir ve cogunlukla flavonoidler tarafindan

yapilmaktadir.

C. Onaria (repair) etki: Oksidanlarin olusturdugu hasari ortadan kaldirma

seklinde etki gostermektedir.
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D. Zincir kirier (chain breaking) etki: Oksidanlari baglayarak fonksiyonlarini

engelleyen bu etki hemoglobin ve E vitamini tarafindan yapilir (89).
4.3.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Aerobik canlilarda, ROS olusumuyla birlikte, ROS’un zararli etkilerini dnlemek
amactyla antioksidan savunma sistemleri ya da kisaca antioksidan olarak adlandirilan
cesitli savunma mekanizmalar1 da gelismistir (90). Biyolojik sistemlerde ROS

iretiminin ve metabolizmasinin baslica yollart Sekil 7°de gosterilmistir.

O,
NAD(P)H l Xanthine oxidase

NADPH oxidase

NAD(P)* Mitochondrial Electron Transport Chain

2

H* Superoxide dismutase

H,0,

Catalase Glutathione peroxidase
H,O /’\ H,O
2GSH GSSG

Glutathione reductase

Sekil 7. ROS {iretiminin ve metabolizmasinin baglica yollari

Antioksidan savunma elemanlar1 hiicre i¢i ve hiicre disi ortamda farkhidir .
Insanda belli baslh hiicre ici antioksidanlar SOD, CAT ve GPx enzimleridir. Siiperoksit
dismutazin yapisinda bakir, c¢inko ve manganez; GPx'de ise selenyum iyonu
bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar. Hiicre dis1 sivilarda
enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirlidir. Bu nedenle hiicre dis1 ortamda

antioksidan savunmadan esas olarak E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin,
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seruloplazmin, albumin, bilirubin, B-karoten, {irik asit, glukoz, sistein sorumludur (91,
92).

Antioksidanlarin  oksidatif strese karst koruyuculuklari, reaktif oksijen
bilesiklerine karsi reaktivitelerine baghidir. In vitro galismalarda flavonoidler, basit
fenolik asitler ve karotenoidler gibi dogal bilesiklerin ¢ok etkili serbest reaktif oksijen
stiptiriciileri oldugu ancak bunlarin kendilerinin de reaktif sekonder radikaller
olabilecegine iliskin bulgular elde edilmistir. Bu sekonder radikaller hiicre i¢ine ulasip
burada lipidler, proteinler ve DNA gibi kritik hedeflerde sitotoksik ve genotoksik
etkilere yol acabilecek degisiklikler yapabilir. Gidalarda bulunan antikarsinojen
ozellikteki bilesiklerin antioksidan Ozellik tasidigi bilinmektedir. Bu bilesiklerin
islevleri; serbest radikallerin siipiiriilmesi, antioksidan savunma enzimlerinin
aktivitesini arttirma ya da redoks homeostazindaki biyokimyasal olaylar etkilemektir.
Birgok rahatsizliga karsi koruyucu oldugu varsayilan antioksidanlar ile ilgili ¢alismalar
in vitro kosullarda yapilmis olup, in vivo ¢alismalardan elde edilen bilgiler sinirlidir.

Antioksidan etkinin kansere karst koruyucu rolii heniiz kesin olarak aydinlatilmamistir

(93).

Normal kosullarda antioksidanlarin aktiviteleri ve hiicrei¢i diizeyleri arasinda bir
denge s6z konusudur. Bu denge organizmalarin saglikli yasam siirdiirebilmesi igin
gereklidir. Tablo 5’te yer alan enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin oksidatif

strese kars1 koruma 6zellikleri birgok makalede yer almaktadir (4).

Tablo 5. Antioksidan sistem.

Enzimatik Non-enzimatik

Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Bilirubin
Katalaz (CAT) a-tokoferol (Vit E) Urik asit
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbik asit (Vit C) Melatonin
Gutatyon rediiktaz (GR) B-karoten Laktoferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Flavonoidler Albiimin
Mitokondriyal sitokrom oksidaz Seruloplazmin Transferrin
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4.3.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1, EC SOD) enzimi iki siiperoksit radikalinin H,O; ve molekiiler

oksijene doniistimii reaksiyonunu katalizler (94).

i SOD
20, +2H 5 H,0,+ 0O,

Organizmada toplam SOD miktarinin yaklagik 3.5 ila 4 g arasinda oldugu tahmin
edilmektedir (95). SOD enziminin {i¢ tane izoformu vardir. Bu izoformlardan CuZn
SOD sitozolde, Mn-SOD mitokondri matriksinde ekstraseliiler SOD (SOD-EX) ise
ekstraseliiller matrikste bulunur. CuZn SOD’in iki alt grubu, Mn-SOD’un dort alt grubu
vardir. SOD-Ex ise tetramerik yapidadir. Bu izoformlar gecis metalleri (Cu*?, Mn*?)
igerir ve bu gecis metalleri iki siiperoksit molekiilii arasinda hizli bir elektron degisimini
gerceklestirmekte rol oynar. H,O,, SOD tarafindan olusturulurken hiicreler lipid,
protein ve DNA’nin oksidatif hasarimi 6nlemek amaciyla zararli olan bu molekiilii
elimine eder. H,O,’nin eliminasyonu katalaz veya glutatyon peroksidaz tarafindan

saglanir (96).
4.3.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT: EC 1. 11. 1. 6) gesitli canli organizmalarinda bulunan ve yapisinda
dort tane hem grubu ihtiva eden bir ¢esit hemoproteindir. Bu enzim canli hiicrelerin
peroksizomlarinda bulunur ve hidrojen peroksidi substrat olarak kullanarak suya

dontisiimii reaksiyonunu katalizler (97).

CAT
2H,0, _ > 0O, + 2H,0

CAT fenoller ve alkoller gibi farkli substratlarin detoksifikasyonunda gorev yapar.
Katalazin antioksidan roliine drnek olarak Cu*? ve Fe* tarafindan katalizlenen Fenton
reaksiyonu tarafindan H,O,’den OH" olusum riskini azaltmasi verilebilir. CAT in vivo
sartlarda sik sik peroksidaz aktivitesi sergiler. Memelilerde bu temel olarak karacigerde,
eritrositlerde ve bobreklerde meydana gelir. Kan ve hepatik hiicrelerde oksijen

dehidrogenazlarin faaliyetlerinden dolayr iretilen HyO0,’yi CAT wuzaklastirir (98).
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Fizyolojik sartlarda CAT, H,O, konsantrasyonunu kontrol eder. H,O;’nin hiicrelerde
birikimini engeller ve hiicreleri oksidatif tehlikelere karsi korur. H,O,’nin diisiik

konsantrasyonlarinda CAT ile GPx ortaklasa hareket eder (99).
4.3.2.3. Glutatyon ve Glutatyon Peroksidaz

Tiyol grubu tastyan bir tripeptit olan olan glutatyon (GSH), serbest radikallerin
yikici etkilerini azaltan veya Onleyen bircok enzimin (transferaz, peroksidaz gibi)
substrati olarak gorev yapar. GSH hiicre membranini lipit peroksidasyonuna karsi korur.
Bir¢ok hiicrede bulunan GSH hiicre icindeki tekli oksijen, siiperoksit anyonu Ve

hidroksi radikalleri gibi zararli oksidanlarla enzim katalizi olmadan tepkimeye girebilir
(100).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)(EC 1.11.1.9) dort Se atomu igeren sitozolik bir
enzimdir. Substrati olan GSH ile H,O;’nin suya doniisiimiinii ve okside glutatyonu
(GSSG) katalizler. Glutatyon rediiktaz ise NADPH varliginda okside glutatyonu
(GSSG) indirgeyerek glutatyon ve NADP™ olusumunu saglar (73).

H-P
2GSH + H,0, Z2HPX S 555G + 2H,0

Glutatyon Rediiktaz

GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP*

4.4. insan Laringeal Epidermoid Karsinoma Hiicre Serileri (HEp-2)

Larenks kanseri, bas boyun kanserlerinden siklikla goriilmekle birlikte malign bag
boyun tiimorlerinin yaklagik % 25’ini olusturmaktadir (12). Bu kanser tiirli son
zamanlarda goriilme orani artmaktadir (101). Tiim kanserlerin yaklasik % 2.7’sini ve
kansere bagli 6liimlerinse % 2.1’ini olusturmaktadir (12). Skuaméz hiicreli karsinom

tim malign timorlerin % 85-90’1m1 temsil etmektedir (102).

HEp-2 hiicre serisi insan nazofaringeal mukozasinin laringeal karsinoma

hiicrelerinden iiretilir. Yavas biiyiliyen tiimor grubundandirlar (103).
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Larenks kanseri, diger kanser tiirlereden erken teshis edilme orami fazladir ki
bunun sebebi de ses ve solunumda yaptig1 degisikliklerdir. Degisik iilkelerde zamana
ve maruz kalinan risk faktorlerine gore hastaligin sekli degisebilmektedir. Larenks
kanser gelisimine tiitlin, alkol, meslek icabi kalinan risk faktorleri (asbest, ¢cimento tozu,
katran, tekstil lifleri, siilfirik asit), diyet ve vitamin eksikligi, radyasyona maruz kalma,
viral risk faktorleri, gastrodzofageal (larengofarengeal) reflii gibi etkenler sebep

olabilmektedir (104, 105).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Melzemeler
Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Tez c¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar malzemeleri ve fretici

firmalari.

Kullanilan Cihazlar ve Sarf
Malzemeler

Spektrofotometre

Spektrofotometre

Homojenizator

Sonikator

Su banyosu

Hiicre kiiltiiri kabini

Invert mikroskop

CO2 inkiibatorii

Santrifiij

Mikropipetler (20, 100, 200, 1000 pL)
Hassas terazi

pH metre

Calkalayici inkiibator

Derin dondurucu -80°C

Steril falkon tiipler (15 mL,50 mL)
Steril Pipet uclart (10 pL, 20 pL, 100
pL, 200 pL, 1000 pL)

Cam malzemeler (beher, erlen, balon
joje, cam sise)

Membran filtresi

Vorteks

Steril pastor pipet

Steril enjektor

UV lamba

Etiiv

Eppendorf tiipler

Parafilm

Uretici Firma

Aquamam, Molecular Devices
Shimadzu, UV-vizible
Ultra-Turrax T-25

Sonics Vibra-Cell
Memmert

Heraeus KS-12 Air Flow
Roche Diagnostics GmbH
Hera Cell 240, Heraeus
Eppendorf Centrifuge 5810
Eppendorf

Mettler Toledo AB204-S
Hanna instrument HI 2211
Eppendorf Centrifuge 5810
Nuaire

Cellstar

Grenier bio-one

Isolab

Agilent Econofilter
Windaus, IKA Vortex Genius 3
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5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler, iretici firmalari ve {riin

kodlari.

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Penisilin streptomisin (20 mL)
Sodyum piruvat soliisyonu (100 mL)
Fetal Bovin Serum (500 mL)
Tripsin EDTA Soliisyonu (100 mL)

Ksantin

EDTA

Nitroblue tetrazolium (NBT)
Sodyum karbonat (Na,CO3)
Bovin Serum Albumin (BSA)
Amonyum siilfat ((NH4),SO,)
Bakir kloriir (CuCly)

Ksantin oksidaz

Etanol

Kloroform

Potasyum kloriir (KCI)
Hidroklorik asit (HCI)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy,)
Triton X-100

Na,HPO,

H20,
RPMI 1640

NaHCO3

Uretici firma, iiriin kodu ve saflig1

Biological Industries, 1245637, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil

Biological Industries, 1250700, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil

Biological Industries, 716779,
Beit-Haemek, Israil

Biological Industries, 1302762, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil

Sigma, X-0626

Carlo Erbo Reagent, Code No 303227
Sigma, 97596L5

Merck, Art 6398

Sigma, Lot#058K0726
Merck, Art 1216

Lancaster, 13167

Sigma, Lot#SLBB1574V
Sigma, Lot#34870, %99,8
Merck, UN 1888, %99
Merck, Art 4935

Merck, WN 1789, %37
Merck, Art 4871

Merck, Art 11869

Merck, F1021786125,
Almanya

Sigma, BCBD7137V, Isvigre
Biological Industries, 1311911, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil
Merck, K31437329,
Almanya

Kibbutz

Darmstadt,

Darmstadt,
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5.2. Yontem
5.2.1. Kullanilan Cézelti, Kimyasal Maddeler ve Malzemelerin Hazirlanmasi

Propolisin Sulu Ekstraktlarinin (WEP) Hazirlanmasi: Tirkiye’nin ¢esitli
yorelerinden toplanan propolis 6rnekleri toz haline getirilip karistirildi ve Tiirk propolisi
toz karistmi elde edildi. 100 g toz propolis 1000 mL saf su ile ¢oziildi. Iyice
vortekslendikten sonra sicakta siirekli ¢alkalanarak en az 24 saat inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda ¢alkalayici inkiibatdrden ¢ikarilan ekstrakt, siizgec kagidindan siiziildii ve
ardindan 0,22 pum’lik steril filtrelerden gecirilerek hiicre kiiltiiriinde kullanima hazir hale
getirildi. Bu sekilde hazirlanan 100 mg/mL’lik konsantrasyondaki stok propolis
ekstraktindan seyreltme yoluyla ¢esitli konsantrasyonlarda ¢alisma ¢dzeltileri hazirlandi

(25-50 um/mL).

Propolisin Etanolik Ekstraktlarinin (EEP) Hazirlanmasi: Tiirkiye'nin c¢esitli
yorelerinden toplanan propolis 6rnekleri toz haline getirilip karistirildi ve Tiirk propolisi
toz karisimi elde edildi. 200 g toz propolis % 70’lik 1000 mL etanol ile ¢dziildii. lyice
vortekslendikten sonra sicakta siirekli ¢alkalanarak en az 24 saat inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda calkalayict inkiibatorden ¢ikarilan ekstrakt, stizge¢ kagidindan siiziildii ve
ardindan 0,22 um’lik steril filtrelerden gegirilerek hiicre kiiltiiriinde kullanima hazir hale
getirildi. Bu sekilde hazirlanan 200 mg/mL’lik konsantrasyondaki stok propolis
ekstraktindan seyreltme yoluyla ¢esitli konsantrasyonlarda ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi

(6.25-12.5 um/mL).

PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu), pH 7.4, 1 L: 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g
Na;HPO4, 1.36 g KH,PO, tartilarak 800 mL kadar saf su ile ¢oziinmesi saglandi. pH
metrenin kalibrasyonu yapildiktan sonra ¢ozeltinin pH’s1 7.4’¢ ayarlanarak saf su ile
son hacim 1 litreye tamamlandi. 0.22 um’lik steril filtre ile filtre edildi ve +4°C’de

saklandi.

RPMI 1640 Medyum Hazirlanmasi: Fetal Bovin Serum, -70° ’den 37°C’ye
alimarak ¢oziilmesi saglandi. Penisilin/streptomisin ve Sodyum piriivat -70° *den oda
sicakligina alinarak ¢oziilmesi saglandi. 100 mL RPMI 1640 medyumunun hazirlanmasi
icin Tablo 8’deki miktarlardaki soliisyonlar hiicre kiiltiirii kabininde steril sartlara dikkat
edilerek karistirildi ve RPMI 1640 ile 100 mL’ye tamamlanarak 0.22 pm’lik steril filtre
ile filtre edildi ve +4°C’de saklandi.
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Tablo 8. RPMI 1640 Medyum Hazirlig:

Madde Hacim Final konsantrasyon
FBS (fetal s1gir serumu) 10 mL % 10
Penisilin/Streptomisin,100x 1 mL % 1 (1x)

Sodyum Piirivat, 100 mM 1 mL % 1 (1 mM)

RPMI 1640 RPMI 1640

% 70 Etanol Hazirlanmasi: % 100’liik etanolden 7 mL alindi, iizerine 3 mL saf

su konularak hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

5.2.1.1. Kullanilan Cozelti, Kimyasal Maddeler ve Malzemelerin Hazirlanmasi

SOD Aktivite Tayini I¢in

Sonikasyon Tamponu (Tris Tamponu): 50mM Tris, 5mM EDTA ( Etilen
Diamin Tetra Asetik asit), 10 pg/ml PMSF (Fenil Metil Siilfenil Fluriir), Tris ve
EDTA’y1 75 ml saf suda ¢ozerek, ayrica PMSF’yi 1mL etanol da ¢ozerek karistirildi ve

pH metreyle asit ve baz ilavesi ile pH’s1 7.6 ayarlandi. Son hacmi 100 mL tamamlanda.

PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu), pH 7.4, 1 L: 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g
Na;HPO4, 1.36 g KH2PO, tartilarak 800 mL kadar saf su ile ¢oziinmesi saglandi. pH
metrenin kalibrasyonu yapildiktan sonra ¢ozeltinin pH’s1 7.4’e ayarlanarak saf su ile
son hacim 1 litreye tamamlandi. 0.22 um’lik steril filtre ile filtre edildi ve +4°C’de

saklandi.

0.3 mM ksantin Cozeltisi: 3.65 mg ksantin alindi ve 80 mL deiyonize suda
¢oOziildii.
0.6 mM EDTA Cozeltisi: 8.93 mg EDTA alindi ve 40 mL deiyonize suda

¢Ozildii.

150 pM NBT Cozeltisi: 4.9 mg NBT alind1 ve 40 mL deiyonize suda ¢oziildii.
NBT ¢ozeltisi SOD reaktif karisimina en son eklendi.
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400 mM NayCO;3; Cozeltisi: 1.01 g Na,CO3 alind1 ve 24 mL deiyonize suda

¢Oziildii.

% 0.1’lik Bovin Serum Albumin (BSA) Cozeltisi: 12 mg BSA’dan alind1 ve 12
mL deiyonize suda ¢oOzildii. Yukaridaki bes ¢ozelti karistirilarak SOD reaksiyon
karigimi elde edildi.

2 M Amonyum Siilfat Cozeltisi: 2.64 g amonyum siilfat 10 mL deiyonize suda

¢Oziildii. Ksantin oksidaz enziminin diliisyonunda kullanildi.

0,8 mM CuCl;, Cozeltisi: 5.37 g CuCl, alind1 ve 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.

Spektrofotometrik dlgiimden hemen 6nce olusan reaksiyonu durdurmak i¢in kullanilir.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3,3 U/mL’lik orijinal siseden 101 pL
almip 2 mL’ye amonyum siilfat ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi

glinliik hazirlandu.

5.2.1.2. Kullanilan Céozelti, Kimyasal Maddeler ve Malzemelerin Hazirlanmasi

CAT Aktivite Tayini I¢in

Homojenizasyon Tamponu: Tris-HCL 50 mM pH:7,4 (litrede 500 mikrolitre

olacak sekilde triton x 100 olmal1). Tampon soguk olmali.

Sonikasyon Tamponu (Tris Tamponu): 50 mM Tris, 5 mM EDTA ( Etilen
Diamin Tetra Asetik asit), 10 pg/ml PMSF (Fenil Metil Siilfenil Flurtir), PMSF’n1 ImL
etanolde ¢oziildii ve 75 mL saf suda coziilerek pH metreyle asit ve baz ilavesi ile pH

7.6’ya ayarlandi. Son hacmi 100 mL tamamlanda.

Fosfat Tamponu (pH=7.0 ; 50 mM): 6.81 g KH,PO, deiyonize suda ¢oziilerek
son hacmi 1 L’ye tamamlandi. 8.9 g Na,HPO,.2H,0 deiyonize suda ¢oziilerek son
hacmi 1 L’ye tamamlandi. Bu c¢ozeltiler sirasiyla 1:1,5 oranminda karistirildi ve

gerektiginde asit Veya baz ilavesi yapilarak pH=7.0"ye ayarlandu.

Hidrojen Peroksit: 135 pL %30’luk H,0,’den alinarak son hacim fosfat

tamponu ile 50 mL’ye tamamlandi (giinliik hazirlandi).
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5.2.1.3. Kullanilan Cézelti, Kimyasal Maddeler ve Malzemelerin Hazirlanmasi

Protein Tayini I¢in

Reaktif I: %2 CuSO4.5H,0: 2 g CuS0O4.5H,0 bir miktar distile suda ¢oziiliip

hacmi distile su ile 100mL’ye tamamlanda.

Reaktif 11: %2 Sodyum Potasyum Tartarat: 2 g Sodyum potasyum tartarat bir

miktar distile suda ¢6ziiliip hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Reaktif A: 0,1 N NaOH Cozeltisinde %2 Na,COs3: 2 g Na,CO3, 100 mL 0,1 N
NaOH ¢o6zeltisinde hazirlandi.

Reaktif B: Alkali Bakir Reaktifi: Reaktif |, Reaktif II, Reaktif A sirasi ise

1:1:100 oraninda karistirildi, taze hazirlandu.

Folin-Ciocalteu’s Fenol Reaktifi: 2 N Folin reaktifi 1:1 oraninda distile su ile

seyreltildi, taze hazirlandi.

Standartlar: Sigir Serum Albiimini: 0.02 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.1 mg/mL,

0.15 mg/mL, 0.2 mg/mL Konsantrasyonlarinda albiimin satandartlar1 hazirlandi.

5.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Biitiin hiicre kiiltiirii caligmalart hiicre kiiltiirii kabininde (air flow kabin), steril
ortamda gerceklestirildi. Hiicre kiiltlirii calismalarina baslamadan once kabin % 70’lik
etanol ile silindi. UV 1siktan etkilenmeyen ve kabin igerisinde kullanilacak olan
malzemeler kabin igerisine konularak 15 dakika UV 1s18a maruz birakildi. Calisma
sonunda kabin % 70’lik etanol ile tekrar silindi. Kabinin kapagi kapatildi. Kabin ve

hiicre kiiltiiri odas1 1 saat UV 1518a maruz birakildi.
5.2.2.1. HEp-2Hiicrelerinin Elde Edilmesi ve Cogaltilmasi

Calismada O.M.U Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndan temin
edilen HEp-2 hiicreleri kullanildi. HEp-2 hiicreleri fetal sigir serumu ile takviye edilmis
penisilin/streptomisinli RPMI 1640 besiyerinde, % 5’lik CO; ortaminda, 37°C’de, 25
cm®lik flakslarda, inkiibatorde cogaltildi.
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5.2.2.2. HEp-2Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Hiicreler flaskin yiizeyini % 70-80 kadar kaplayinca pasajlama yapildi. Pasajlama
icin Oncelikle flasktaki besiyeri uzaklastirildi. ~2-3 mL steril PBS alinarak flaska
aktarildi. Hiicreler yikanarak PBS uzaklastirildi. ~1 mL Tripsin-EDTA soliisyonu flaska
ilave edildi ve 3-5 dakika siireyle CO; inkiibatoriinde bekletildi. Mikroskopta hiicrelerin
ayrilmasi izlendikten sonra Tripsin-EDTA’nin iizerine ~3-4 mL RPMI 1640 medyum
ilave edildi ve karistirildi. RPMI 1640 medyum ile hiicreler 15 mL’lik falkon tiipte
toplandi ve 130 g’de, oda sicakliginda, 6 dakika santrifiijj edildi. Siipernatant
uzaklastirildi. Hiicreler 1 mL besiyeri icinde sulandirilarak sayildi. Hiicre sayimi
yapildiktan sonra 25 cm?’lik flasklara uygun sayida hiicre aktarildi ve toplam besiyeri

hacmi de 5 mL’ye tamamlandi.
5.2.2.3. Hep-2Hiicrelerinin Sayilmasi ve Canlih@inin Tespiti

Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 pL’si 10 pL tripan
blue ile karistirilarak karigim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Karisim pipet ile
tekrar karistiralarak 10 uL alinarak neubauer hematositometre lamina aktarildi. Isik
mikroskobu altinda 10x objektif kullanarak canli ve 6lii hiicreler sayildi. Tripan blue ile
boyanan hiicrelerden canli olanlar sari-yesil renkte, 6lii olanlar mavi renkte gorildii.
Mikroskopla bakildiginda hematositometrede 16 kiigiik karenin dort kdsede bulundugu
gortliir. Capraz koselerde bulunan hiicreler sayilir ve mililitredeki canli ve 6li hiicre

sayis1; sayilan hiicre sayisi x seyreltme oram x 10* baglantis1 kullanilarak hesaplanda.
5.2.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in (106) gelistirdigi yontemin modifiye
edilmesi sonucu yapildi. Bu metod, ksantin-ksantin oksidaz ile olusan siiperoksitlerin
SOD tarafindan kullanilarak, nitroblue tetrazolium (NBT)’dan mor renkli formazan
boyast olusumunun engellenmesi esasina dayanir. Ortamdaki SOD aktivitesi ne kadar
yiiksek ise ortamdan o kadar ¢ok O,." kaldirilacagi i¢in reaksiyondan sonra olusan
rengin siddetinde azalma gozlenir. Reaksiyon sonucu olusan renkli bilesigin absorbansi

560 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.
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5.2.3.1. HEp-2 Hiicre Serisi I¢in Numunelerin Hazirlanmasi

3.5 x 10° HEp-2 hiicre pleytlere koyuldu, 24 saat inkiibasyon sonrasi iizerine
istenilen konsantrasyonlarda yukarida séyledigimiz gibi propolis ekstraktlar1 (EEP i¢in:

25, 50 ug/mL, WEP i¢in: 500, 1000 ug/mL) ilave edildi, 72 saatlik inkiibasyon edildi.

HEp-2 hiicreler alinip 15°1ik falkonlara aktarildi, 400 g’de 10 dk frensiz modda
santrifiij edildi ve iizerlerindeki sivilar atilip ve sadece hiicreler kaldi, sonra falkonlarin
hepsinin tizerine 2 mL 50 mM sonikasyon tamponu sogukta ilave edildi ve 1 dk 80 kHz
ile sonike edildi ve 1,5 mL eppendorflara aktarildi ve 5 dk 1467 g’de +4°C’de santrifiij

edildi, siipernatanlari atildi.

500 uL HEp-2 hiicre siispansyonu alindi ve 500 uL etanol ve 500 uL kloroform
sogukta eklendi ve tekrar 15 dk 15493 g’de +4°C’ de santrifiij edildi ve siipernatanlari
atildi ve hepsini en alt orana seyretildi (yani 5 x 10° hiicreye) PBS ile ayarlandu.

Ardindan Lowry metodu ile protein tayini yapildi.
5.2.3.2. HEp-2 Hiicre Serisi I¢in Standartlarin Hazirlanmasi ve Deneyin yapihst

8, 7,5, 4,35, 25, 1.5, 0.75, 0.125 U/mL’lik SOD standartlar1 kullanildi. SOD
standartlar1 pH’s1 7.4 olan PBS ¢ozeltisi ile diliie edilerek hazirlandi. Standart ve kore
etanol, kloroform asamasi uygulanmadi. SOD aktivitesi Ol¢iimii i¢in hazirlanan

reaksiyon karigimi Tablo 9’e gére hazirland.

Tablo 9. SOD aktivitesi 6l¢iimii i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaktifler Miktar (mL)
Standart/Diliie Numune 0.25
SOD reaksiyon karisimi 1.25
Ksantin oksidaz 0.025

25°C’de 20 dakika su banyosunda karanlikta inkiibasyon
Bakir klortir 0.5

560 nm’de spektrofotometrik olglim
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5.2.3.3. HEp-2 Hiicre Serisi I¢in Enzim Aktivite Hesaplamasi

Hesaplamalara gore % inhibisyon cinsinden yapildi ve Sekil 8 ve Sekil 9’deki

standart grafikler kullanilarak enzim aktiviteleri hesaplandi.

AK(")r - Anumune

% inhibisiyon = x 100
AK('jr
70 -
60 -
5 -W
S y = 2,5816In(x) + 52,901
2 40 - R2=0,9794
_-g 30 -
S 20 -
10 -
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
SOD aktivitesi

Sekil 8. SOD aktivitesi i¢in standart konsantrasyonuna karsi % inhibisyon grafigi

70 -

*0 | oo oeo—**

y =5,9444x + 52,901
R?=0,9794

&

40 -

30 -

20 A

% inhibisyon

10 +

O
I T U T 1

-0,5 0. . 0,5
log SOD aktivitesi (U/mL)

Sekil 9. SOD aktivitesi i¢in standart konsantrasyonlarin logaritmasina karst %

inhibisyon grafigi
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5.2.4. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

CAT enzim aktivitesini belirlemede Aebi (107) yontemi modifie ederek
kullanildi. Bu yontemin temeli H,O,’nin enzimatik bozulmasi sonucu 240 nm’de

absorbanstaki diisiislin takip edilmesine dayanir.
5.2.4.1. HEp-2 Hiicre Serisi I¢in Uygun Hiicre Sayis1 Belirlenmesi

3.5 x 10° HEp-2 hiicre pleytlere koyuldu, 24 saat inkiibasyon sonrasi iizerine
istenilen konsantrasyonlarda yukarida séyledigimiz gibi propolis ekstraktlar1 (EEP i¢in:

25, 50 ug/mL, WEP i¢in: 500, 1000 ug/mL) ilave edildi, 72 saatlik inkiibasyon edildi.

HEp-2 hiicreler alinip 15°lik falkonlara aktarildi, 400 g’de 10 dk firinsiz modda
santrifiij edildi ve {lizerlerindeki sivilar atilip ve sadece hiicreler kaldi, sonra falkonlarin
hepsinin iizerlerine 4 mL homojenat tamponu ilave edildi ve sogukta 30 — 40 saniye
homojenize edildi ve 1’er mL’lik eppendorflara aktarildi ve {iizerlerine 300 pL
kloroform ilave edildi ve 10000 g’de 30 dk +4°C’de santirifiij edildi, siipernatanlari
atild.

HEp-2 hiicreleri tizerine 2 mL 50 mM sonikasyon tamponu sogukta ilave edildi ve
1 dk 80 kHz ile sonike edildi ve 1.5 mL’lik eppendorflara aktarildi ve 5 dk 1467 g’de
+4°C’de santrifiij edildi, siipernatanlari atilidi. Daha sonra Lowry metodu ile protein

tayini yapildi.

HEp-2 hiicre homojenatlar1 fosfat tamponu ile 3 kat seyreltilerek 6lgiim yapilacak
numuneler olusturuldu. Kuartz kiivetlere Tablo 10’a gore pipetlemeler kor ve numune

karisimlari igin ayr1 ayr1 yapildi.

Tablo 10. Katalaz aktivite tayini i¢in yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 075 e
Numune 1.5 15
H, 0.75
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H20, eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 180 s siireyle
her 10 s’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diisiisler izlendi.
Absorbanslardaki diistisiin dakikada 0.015 ile 0.100 arasinda olmasina dikkat edildi.

Eger bu aralikta diislis olmazsa numune diliisyonlar1 yeniden ayarlanmalidir.
5.2.4.2. HEp-2 Hiicre Serisi I¢in Enzim Aktivite Hesaplamasi

CAT aktivite tayininde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi.
Absorbanslardaki 10 s’lik diisiis i¢in asagidaki formiile gére hesaplamalar yapildi.

K= (2.3/10) x log(A/A,) s (1)
Burada;

A;= Baslangi¢ absorbansi

A,= Son absorbanstir.

Es. 1’e gore bulunan k degeri seyreltme faktorii ile ¢arpildi. Ardindan HEp-2

hiicrelerinde mg protein basina CAT aktivitesi hesaplandi.
5.2.5. Protein Tayini

Hazirlanmis hiicreler protein tayini Lowry metodu ile yapildi. Bu metodun
prensibi proteinin ilk dnce alkali ortamda bakir iyonlari ile muamele edilmesine ve daha
sonra Folin-Ciocalteu’nun fenol reaktifinin (Fosfotungstik-fosfomolibdik asit) bakir ile
muamele edilmis proteinlerde yer alan tirozin ve triptofan amino asitleri tarafindan
indirgenmesi esasina dayanir. Folin-Ciocalteu’nun fenol reaktifinin (Fosfoungstik-
fosfomolbdik asit) protein ile reaksiyonu sonucu olusan mavi rengin optik dansitesi

spektrofotometrede 660 nm’ de olciiliir.

5.2.5.1. HEp-2 Hiicre Serisi I¢cin Numunelerin Seyreltilmesi, Deneyin yapihsi ve

Sonuclarin Hesaplamasi

Lowry metodunun hassasiyeti 2-100 pg arasindadir. Bu nedenle numunelerimiz
20 kat distile su ile seyreltilmistir. Asagidaki, tablo11’e gore pipetlemeler yapilip 660
nm’de absorbanslar1 okunarak standart grafik yardimi ile 20’ye carpilarak sonuglar

bulunmustur.
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Tablo 11. Protein Tayini 6l¢iimii i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Kor Standart(pL) Numune(pL)
Distile Su 100 - 95
Standart - 100 -
Numune - - 5
Reaktif B 500 500 500

Vorteksle karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk. Bekletildi.
Folin reaktifi (L N) 50 50 50
Vorteksle karigtirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dk. Bekletildi.

660 nm’de absorbanslar1 okundu.

0,35 ~

0,3 -

0,25 -

0.2 1 y = 1,5296x + 0,006

R2=0,9956

Absorbans (660nm)

0,15 -

0,1 -

0,05 -

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Albiimin

Sekil 10. Protein standart grafigi
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5.3. istatistiksel Analizler

Veriler SPSS 11 (Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar paket
programina aktarilarak, istatistiksel degerlendirmeler yapildi. Elde edilen degerler,
aritmetik ortalama =+ standart sapma (x + S.D) olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki
iliskinin ortaya konabilmesi i¢in One Way ANOVA ve post-hoc Tukey analizleri
kullanildi. SOD ve katalaz diizeyleri verilerinin propolis ilave edilen hiicreler ile
propolis ilave edilmeyen grubun karsilagtirilmasi yapildi ve p<0.05 olanlar anlamli

kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. HEp-2 Hiicre Serisi SOD Aktivite tayini I¢in Uygun Hiicre Sayisimin

Belirlenmesi

Hiicrei¢i SOD diizeylerindeki degisimleri gérmek igin her pleyte 3.5 x 10° HEp-2
hiicresi koyuldu, 24 saat inkiibasyon sonrasi iizerine istenilen konsantrasyonlar (EEP
icin: 25, 50 pg/mL, WEP igin: 500, 1000 pg/mL) ilave edildi, 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi elde edilen hiicre sayisi tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. 72 saatlik inkiibasyon sonrast hiicre sayisi

Kontrol EEP EEP WEP WEP
25 pg/mL 50 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
12.2 x 10° 8.5 x 10° 5x 10° 10.7 x 10° 9.8 x 10°

6.1.1. SOD Aktivite Ol¢iim Sonuclar

Tablo 13’te HEp-2 hiicrelerinde yapilan SOD aktivite olglimleri sonucunda
kontrol grubunda ortalama SOD aktivitesi 0,50 + 0,055 U/mg protein, EEP 25 pg/mL
grubunda ortalama SOD aktivitesi 0,55 + 0,042 U/mg protein, EEP 50 pg/mL grubunda
ortalama SOD aktivitesi 0,94 + 0,033 U/mg protein, WEP 500 pg/mL grubunda
ortalama SOD aktivitesi 0,44 + 0,069 U/mg protein ve WEP 1000 pg/mL grubunda
ortalama SOD aktivitesi ise 0,30 + 0,098 U/mg protein olarak bulundu. HEp-2
hiicrelerinde yapilan SOD aktivitesi Ol¢iimlerinin ortalama degerlerinin ve istatiksel

olarak anlamlilik derecelerinin gruplara dagilimi sekil 11°de gosterilmistir.
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1,2 -
0,8 -

0,6 -
ESeril
0,4 -
N i
O T T T T 1

kontrol EEP 25 pg/mL EEP 50 pg/mL ~ WEP 500 WEP 1000
pg/mL pg/mL

Aktivite(U/mg protein)

Sekil 11. HEp-2 hiicrelerinde SOD aktivitesinin gruplara gore dagilimi

Tablo 13’te verilen sonuglarina One Way ANOVA ve post-hoc Tukey
analizlerine gére SOD diizeyleri agisindan; EEP 50 pg/mL ve WEP 1000 pug/mL
konsantrasyonda kontrol arasinda anlamli fark goriiliirdii (p<0.05). EEP hiicrei¢i SOD
aktivitesini arttiriken, WEP azaltti.

Tablo 13. HEp-2 hiicrelerinde SOD aktiviteleri i¢in ortalama =+ standart sapma (SD)

EEP EEP WEP WEP

Antioksidan Kontrol
25 ug/mL 50 pg/mL 500 pg/mL. 1000 pg/mL

SOD

. 0,50 + 0,055 0,55 £0.042 0.94 £0.033* 0.44 +0.069 0.30 +0.098*
(U/mg protein)

*Kontrol grubundan anlamh derecede farkl (Tukey-HSD) testi.
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6.2. HEp-2 Hiicre Serisi CAT Aktivite tayini Icin Uygun Hiicre Sayisimin
Belirlenmesi
Hiicrei¢i CAT diizeylerindeki degisimleri gérmek igin her pleyte 3.5 x 10° HEp-2
hiicresi koyuldu, 24 saat inkiibasyon sonrasi iizerine istenilen konsantrasyonlar (EEP
icin: 25, 50 pg/mL, WEP igin: 500, 1000 pg/mL) ilave edildi, 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi elde edilen hiicre sayisi tablo 14’ de verilmistir.

Tablo 14. 72 saatlik inkiibasyon sonrast hiicre sayisi

EEP EEP WEP WEP
Kontrol
25 pug/mL 50 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
11.4 x 10° 7.9 x 10° 6.2 x 10° 10.1 x 10° 9.1 x 10°

6.2.1. CAT Aktivite Ol¢iim Sonuclar

Tablo 14’te HEp-2 hiicrelerinde yapilan CAT aktivite Olgiimleri sonucunda
kontrol grubunda ortalama CAT aktivitesi 0,135 + 0,009 U/mg protein, EEP 25 pg/mL
grubunda ortalama CAT aktivitesi 0,131 + 0,015 U/mg protein, EEP 50 pg/mL
grubunda ortalama CAT aktivitesi 0,132 + 0,001 U/mg protein, WEP 500 pg/mL
grubunda ortalama CAT aktivitesi 0,166 + 0,006 U/mg protein ve WEP 1000 pg/mL
grubunda ortalama CAT aktivitesi ise 0,111 + 0,009 U/mg protein olarak bulundu. HEp-
2 hiicrelerinde yapilan CAT aktivitesi dl¢iimlerinin ortalama degerlerinin ve istatiksel

olarak anlamlilik derecelerinin gruplara dagilimi sekil 12°de gosterilmistir.
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0,2 -
0,18 ESeri 1l
0,16 -
0,14 -
0,12 -

Aktivite(U/mg protein)
o
=

20,08 -
£ 0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 4
kontrol EEP25 ug/mL  EEP50 ug/mL  WEP 500 pg/mL WE;/ ri]ol_oo

Sekil 12. HEp-2 hiicrelerinde CAT aktivitesinin gruplara gére dagilimi

Tablo 15’te verilen sonuglarina One Way ANOVA ve post-hoc Tukey analizlerine
gore CAT diizeyleri agisindan; WEP 500 ug/mL ve WEP 1000 pg/mL konsantrasyonda
kontrol arasinda anlamli fark gorilirdi (p<0.05). WEP 500 pg/mL hiicreici CAT
aktivitesini arttiriken, WEP 1000 pg/mL azaltt1.

Tablo 15. HEp-2 hiicrelerinde CAT aktiviteleri i¢in ortalama =+ standart sapma (SD)

EEP EEP WEP WEP
25 ug/mL 50 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL

ANTIOKSIDAN Kontrol

katalaz (U/mg

protein) 0,135 #+0,009 0,131 +£0.015 0.132 +0.001 0.166 +0.006* 0.111 +0.009*

*Kontrol grubundan anlamh derecede farkl (Tukey-HSD) testi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiizde kanserin 6nlenmesinde veya tedavi edilmesinde kullanilan sentetik
ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik etmenlerinin bu ilaglara direng
gelistirmesi, insanlar1 dogal ilag olarak bilinen iirlinlerin tiiketimine yoneltmistir. Birgok
bitkinin antitlimor ve bagisikligr uyarict etkisinin yam sira birgok biyolojik aktivitelere
de sahip oldugu gosterilmistir. Bu dogal iiriinler arasinda en yaygin olarak
kullanilanlardan birisi de ar1 idirinleridir. Ar {riinleri hem tedavi amaciyla kullanilir

(apiterapi) hem de besleyici gida olarak tiiketilir (59)

. Insanoglu ar1 iiriinlerinden biri olan propolisi ¢ok eski caglardan beri farkli
amaglar i¢in kullanmistir. Eski Misir ve Romali hekimler bu {irlinden mumyalarda ve
cesitli yaralarin iyilestirilmesinde faydalanmislardir. Ancak insanlik igin propolisin

faydalarinin heniiz ¢ok az1 aydinlatilabilmistir (14).

Diinyanin degisik bolgelerinden toplanan propolis 6rneklerinden 160°dan fazla
bilesik tanimlanmis ve bu bilesikler propolisin botanik ve cografik orijinine gore
degismektedir. Propolis gliniimiizde Arjantin, Avusturya, Sili, Cin gibi ilkelerde
kullanilmasina ragmen Brezilya diinya piyasasinda propolis konusunda s6z sahibi olan
tilkelerin basinda gelmektedir. Gilineybati Brezilya’dan toplanan yesil renkli olan
propolis her yil artan sekilde tiim diinya iilkelerine ihra¢ edilmektedir. Bu nedenle yesil

Brezilya propolisi iizerine ¢ok sayida ayrintili ¢alisma yapilmistir (11).

Propolis ve propolisin aktif bilesenlerinin hem in vivo hem de in vitro timor
modellerinde antikarsinojen ve antitimor etkileri gesitli caligmalarla gosterilmistir.
Propolis bilesenlerinden olan kafeik asit fenil ester, artepilin C, naringenin, galangin,
genistein ve pluketoin A antitlimor ajanlarindan en umut vericileridir (59). Propolis ve
bilesenlerinin antitiimor etkisiyle ilgili son yillarda ¢ok sayida yayin olmasi yeni
antitimor ajanlarin gelistirilmesinde olduk¢a yararli olmaktadir. Tiirk propolisinin ise

antikarsinojenik etkisi gosterilmistir (108).

Propoliste bulunan flavonoidler ve cesitli fenolik bilesikler c¢ok ©Onemli
farmakolojik 6zellikleri olan bilesiklerdir. Serbest radikallerin ortadan kaldirilmasinda
oldukca etkili olduklarindan dolayr biyomolekiillerin oksidasyonunu engellerler.

Propolisin, 6nemli farmakolojik 6zelliklerinden dolay1 inflamasyon, diyabet, kanser ve
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kalp hastaliklarindan korunmada ve genom kararliliginin siirdiiriilmesinde 6nemli roli

olabilecegi diislintilmektedir (109).

Propolisin terapotik aktivitesinin baslica flavonoidlere bagli oldugu ileri
siiriilmektedir. Propolisin igeriginde bulunan flavonoidlerin kanser hiicrelerinin
apopitozisini, farklilagmasini, ¢ogalmasimi etkiledigi ve kanser kemoprevansiyonunda

onemli rol oynayabilecegi bilinmektedir (59).

Propolisin tiimor hiicrelerindeki hiicre biiyiimesinin engellenmesi ve apopitozis ile
ilgili mekanizmalar1 son yillarda ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (15). Apopitozis
olarak bilinen programlanmis hiicre 6liimii, kanser gelisimi i¢in dogal bir bariyer gérevi
gormektedir. Clinkii bu slire¢ mutasyona ugramis potansiyel zararli hiicreleri ortadan

kaldirmaktadir. Bu durumu destekleyici ¢alismalara sik rastlanmaktadir (110).

Son zamanlarda gelistirilen dogal propolisin suda ¢oziiniir formlarinin hem oral
hem de parenteral olarak uygulanabilir. Ayrica gelistirilmis tibbi etkinlige de sahip

oldugu disiiniilmektedir (111).

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1’ nda
Trabzon ilinden toplanan propolis drnekleri ile daha 6nce ¢esitli ¢alismalar yapilmastir.
Cakiroglu calismasinda ¢esitli ¢oziiciilerle (su, etanol, DMSO, gliserol ve aseton)
hazirlanan Tirk propolis ekstraktlariin ¢oziiniirliigiinii, toplam polifenol ve flavonoid
icerigini ve antioksidan Ozelliklerini ortaya koymustur. Elde edilen bulgulara gore
propolisin en iyi DMSQO’da, daha sonra sirastyla etanol, aseton ve gliserolde, en az suda
¢coziindiigii kanaatine varilmis ve yapilan HPLC analizleriyle de bu sonuglar
desteklenmistir (40). Akbulut ¢alismasinda Tiirk propolisinin sulu ekstraktinin insan
laringeal epidermoid karsinoma (HEp-2) hiicre serilerinde hiicrei¢i serbest kalsiyum ve
hidrojen peroksit diizeylerine etkisini incelemistir. Elde ettigi bulgulara gore, H,0O,
tayini i¢in kullanilan DCFH-DA konsantrasyonunun optimum 10 uM, kalsiyum tayini
icin kullanilan Fura-2AM konsantrasyonunun optimum 0.5 pM oldugunu gostermistir
(112).

Paramasivan ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada, neferin tarafindan
mitokondriyal-ROS {iretimi HepG-2 hiicrelerinde kaspas-bagimli apoptoza neden
oldugunu incelemisler, SOD ve CAT enzimlerin aktivitesini HepG-2 hiicrelerinde

azalma etkisini goérmisler. Ayrica SOD enziminin HepG-2 hiicrelerinde siiperoksit
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radikalerini (O;"), hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen
onemli bir enzim oldugunu ve CAT enzimininde hidrojen peroksidin (H20,) su ve

molekiiler oksijene doniisiimiinii sagladigini bildirilmistir (113).

Bizde bu ¢alismayla yola ¢ikarak, propolisin antikanser 6zelligi dikkate alinarak,
insan laringeal epidermoid karsinoma (HEp-2) hiicrelerinde SOD ve CAT diizeylerinde

ne tiir degismelere sebep oldugunun incelemek amaciyla baslamistik.

Calismamizda hiicrelere ¢esitli konsantrasyonlarda (EEP i¢in: 25, 50 ug/mL, WEP
icin: 500, 1000 pg/mL) propolis miktar1 ilave ettik ve 72 saatlik inkiibasyon yaptiktan
sonra elde edilen sonuclar, kontrol grubuna gore diger gruplarin canli kalan hiicre
sayisinda Tablo 12 ve Tablo 14’te goriildiigi tizere bir azalma gozlenmistir. Bu da HEp-
2 hiicrelerine propolis ilave eddikten sonra hiicre cogalmasina karsi olabilecegine bagl

olabilir.

Calismamizda antioksidan sisteminde yer alan SOD ve CAT enzimlerinin
aktiviteleri hesaplanmistir. HEp-2 hiicrelerine propolis verildikten sonra SOD ve CAT
aktivitelerinde azalma goriildii. Bu azalmalar Tablo 13 ve Tablo 15’te verilmistir. Bu
azalmanin HEp-2 hiicrelerinde propolisten kaynaklanabilecegini ve ayni zamanda

hiicrelerin biiyiimesine engel olabilecegini diislinebiliriz.

Bufalo ve arkadaslar1 Brezilya yesil propolisinin etanolik ekstraktlarinin in vitro
sitotoksik etkisine bakmislardir. Belirli zaman periyotlarinda propolis inkiibasyonu
sonrasinda canli kalan hiicre sayisina gore degerlendirme yaparak farkli propolis
konsantrasyonlarinda zamana ve doza bagimli olarak canli hiicre sayisinda azalma

gozlemlemislerdir (11).

Bufalo ve arkadaglarinin yaptiklari baska bir calismada ise propolisin etanolik
ekstraktlarinin 5 ve 10 pg/ 100 pL’sinin hiicre canliligna etkisi olmazken 25, 50 ve 100
pg/pL konsantrasyonlarinin HEp-2 hiicrelerinde hiicre canlilifini azalttigini ortaya
koymuslardir. Bu konsantrasyonlarin aynt zamanda hiicre morfolojisinde degisimlere

sebep olduklarini belirtmislerdir (103).

Kamiya ve arkadaslariin yaptiklar ¢aligmaya gore Brezilya kirmizi propolisinin
MCF-7 (insan gogiis kanseri) kanser hiicrelerinde apoptozisi ilerletme etkisi gosterdigi

belirtilmistir (114).
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Frozza ve arkadaslarinin kirmizi propolisin HEp-2 ve Hela hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkisine bakmuislardir. Propolisin 10-150 pg/mL konsantrasyon araliginda
hidroalkolik ekstraktlar1 kullanilmis ve yliksek konsantrasyonlarda normal hiicrelere

oranla tiimor hiicrelerinde inhibitor etkisinin daha anlamli oldugunu gostermislerdir (1).

Frozza ve arkadaslarinin yaptiklar1t ¢aligmada kirmizi propolisin etanolik
ekstraktlarinin doza bagimli olarak HEp-2 hiicrelerinde apoptozisi indiikledigini

gostermislerdir (115).

Hui-fen ve arkadaslar1 Propolisin etkin maddelerinden olan caffeic Acid Penetil
Ester (CAPE)'in timdér ve metastaz iizerinde etkilerini incelemisler elde ettigi bu
sonugta propolis igeriginin etkileriyle kanser hiicrelerinin yayilim hizinin, kanser

tiirlerine gore yiizde 47-52 arasinda oranlara kadar azaldig1 gozlenmistir (116).

Prof. M. Demestre, Alman, Amerikali ve Italyan iiniversitelerinden bilim
adamlariyla beraber propolis ekstraktinin uzun dénemli etkilerini incelemislerdir. Bu
uzun siireli deneyin sonucunda; propolisin 100 giinlik kullanim siirecinde tlimor
bliylimesinin 6nemli oranda baskilandigi bu oranmin kanser tiirlerine gore kiiciik

sapmalar gosterdigi, ortalama degerin ise ylizde 47, 5 oldugu agiklanmistir (117).

Mok-Ryeon ve arkadaglarinin yaptiklari bir ¢alismada propolisin  etkin
maddelerinden CAPE ve quertin'in etkileri ortaya ¢ikarilmistir. Buna gore bu etkin
maddeler tiimorlerin kendi kan yollarini insa etmesini engelleyerek, timor gelismesinin

ve dayanikliliginin 6niinii kesebilecegi gosterilmistir (118).

Yukio Sugimoto ve arkadaslarmin aragtirmasina goére, Akciger Kanseri’nin
ilerlemesine kars1 propolis kullanimimin engelleme etkisi gosterebilecegi incelemistir.
Calismada tiitiin bazli kanserojenlere 7 hafta yogun sekilde maruz birakilmasiyla fare
akcigerlerinde tiimor olusumlart saglanmigtir. Daha sonra 16 hafta boyunca giinliik
100mg/kg oraninda propolis agiz yoluyla veriliyor. Sadece kanserojene maruz birakilip
propolis verilmeyen farelerdeki tiimor sayisi(ortalama 12,3), kanserojen sonrasi propolis
uygulanan farelerdeki tiimor sayisina(ortalama 3,5) gore 4 kat civarinda fazla oldugu
gosterilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda, propolisin kemopreventif igerik olarak akciger

kanseri vakalarinda insanlarda kullanilabilecegi onerilmistir.(119).

HEp-2 hiicrelerinde SOD ve CAT enzim aktivitelerini sulu propolis ekstraktinin

azaltmasi, propolisin kanser kemoterapisinde bir iimit olabilecegini gostermektedir.
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8. SONUCLAR ve ONERILER
8.1. Sonuglar

1.HEp-2 hiicre kiiltiirii ile ilgili ¢alismalarda her bir flaska 3.5 x 10° HEp-2 hiicre

kullanilmas1 uygun bulunmustur.

2.HEp-2 hiicrelerin ¢ogalmasinda en iyi gurup kontrol gurubu oldugu

anlagilmistir.

3.S0D aktivite Ol¢iimiinde en iyi azalma WEP 1000 pg/mL’de oldugu

anlasilmistir.

4.S0D aktivite dlglimiinde EEP 50 pg/mL ve WEP 1000 pg/mL konsantrasyonlari

ile kontrol arasinda anlamli fark oldugu goriildii (p<0.05).

5.CAT aktivite Ol¢imiinde en iyi azalma WEP 1000 pg/mL’de oldugu

anlasilmistir.

6.CAT aktivite Olglimiinde WEP 500 pg/mL ve WEP 1000 pg/mL

konsantrasyonlari ile kontrol arasinda anlamli fark oldugu goriildii (p<0.05).

7.Bu bulgular 1s181inda, propolisin antikanser etkisini agiklamada katki saglayip,
insan laringeal epidermoid karsinomlarina etkisine iliskin mevcut sinirli sayidaki

literatiire katki saglanmistir.
8.2. Oneriler

1.50D ve CAT aktivite calismalarinda farkli propolis konsantrasyonlarinda
(ytiksek ve diisiik) WEP ve EEP’li ¢alisilabilir.

2.S0D ve CAT aktivite tayini i¢in bagka kanser hiicrelerde de ¢aligilabilir.

3.Apopitozisi teyid etmek icin caligmalar yapilabilir (Flow sitometrik DNA

analizi).

4.S0D ve CAT reaktif oksijen radikalleri ile birlikte ¢alisarak korelasyonlarina
bakaila bilir.
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