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1.0ZET

TURK PROPOLISININ SULU EKSTRAKTININ iNSAN LARINGEAL
EPIDERMOID KARSINOMA (HEP-2) HUCRE SERILERINDE HUCREICI
SERBEST KALSiYUM VE HiDROJEN PEROKSIT DUZEYLERINE ETKIiSI

Propolis arilarin ¢esitli bitki ve agaglardan toplayarak trettigi giiniimiizde saglik,
gida ve bir¢ok alanda kullanilan re¢inemsi, dogal bir iirlindiir. Propolisin en 6nemli
biyolojik etkilerinden birinin antikanser 6zelligi oldugu bilinmektedir. Bu biyolojik
Ozelligin arastirildig1 ¢esitli kanser tiirlerinde propolis ilavesinin kanser hiicrelerine
sitotoksik etkili oldugu gosterilmistir. Propolisin bu &zelliginin hiicreleri apopitozise
yonlendirmesiyle gerceklestirdigi ileri siirlilmektedir. Bu c¢alismada propolisin
sitotoksik etkisinin mekanizmasini agiklayabilmek icin hiicrei¢i hidrojen peroksit
(H,0,) ve serbest kalsiyum (Ca?*) diizeylerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amagla
calismada HEp-2 hiicreleri kullanilarak Tiirk propolisinin sulu (WEP) ve etanollii (EEP)
ekstraktlarinin 0.05-3 mg/mL konsantrasyonlarda, hiicrei¢i H,O, ve serbest Ca®*
indeksine (360/380 nm’lerdeki fluoresans oranlar1) etkisi spektrofluorimetrik yontemle
[2°, 7’-diklorofluoresan diasetat (DCFH-DA) ve Fura-2 asetoksimetil ester (Fura-2AM),
sirastyla] incelendi. WEP ve EEP hiicreici H;O, konsantrasyonlarint ve ca®
indekslerini kontrole (0 konsantrasyon) gore ilk 5 dakikalik florimetrik okumalarda

arttirdig1 sonucu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Fluoresans, hiicrei¢i kalsiyum, insan laringeal epidermoid

karsinoma, propolis, reaktif oksijen tiirleri



2. SUMMARY

EFFECT OF WATER EXTRACT OF TURKISH PROPOLIS ON
INTRACELLULAR CALCIUM AND HYDROGEN PEROXIDE LEVELS IN
HUMAN LARYNGEAL EPIDERMOID CARCINOMA CELL LINES (HEP-2)

Propolis is produced by bees from various plants and trees and is a resinious, a
natural product used for health, food and a variety of purpose. One of the most
biological effects of propolis is known as its anticancer property. In various cancer
types investigated for this biological effect, it has been shown that propolis treatment
may be cytotoxically to cancer cells. It has been suggested that this effect occurs to lead
by apopitosis for cells. A major aim of the present study is to investigate intracellular
H,0, and free Ca* levels to explain the cytotoxic mechanism of propolis in a cancer
cell-line. For this purpose, effects of water extract of Turkish propolis (WEP) and
ethanolic extract of Turkish propolis (EEP) at concentrations of 0.05-3 mg/mL on
intracellular H,0, level and free Ca?* index (a fluorescence ratio of 360/380 nm) were
investigated by spectrofluorometric methods, 2’, 7’-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA) and Fura-2 acetoxymethyl ester (Fura-2AM), respectively. It was
concluded that both WEP and EEP increased intracellular H;O, levels ve Ca?* index

according to control (0 concentration) at first 5 minutes of fluorimetric readings.

Key Words: Fluorescence, human laryngeal epidermoid carcinoma, intracellular

calcium, reactive oxygen species, propolis



3. GIRIS ve AMAC

Propolis bazi1 agag ve bitkilerin tomurcuk ve eksudalarindan toplanan, diismanlara

kars1 koruyucu bir bariyer olarak kabul edilen dogal regineli bir bal aris1 tirtintidiir (1).

Propolisin bilesimi olduk¢a karmasiktir ve bitki orijinine gore degisiklik
gostermektedir. Genellikle, % 50 regine, % 30 mum, % 10 esansiyel ve aromatik yaglar,
% 5 polen ve % 5 gesitli diger bilesiklerden ibarettir. Propoliste bulunan ana kimyasal
siiflar flavonoidler, fenolik ve ¢esitli aromatik bilesiklerdir. Propolisin son zamanlarda
sagligr diizeltmek ve hastaliklart 6nlemek amaciyla gida ve igeceklerde kullanimi
artmistir. Dolayisiyla propolis fonksiyonel gida, dizayn edilmis gida, terapotik gida
olarak da adlandirilmaktadir. Propolisin bilesimindeki antioksidanlar immiin sistemi
etkilemekte ve bdylece antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral ve antitlimoral etkiler

gostermektedir (2, 3).

Serbest radikal tek bir paylasilmamis elektronu olan atom veya molekiildiir (4).
Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest radikal olmamasina ragmen, hidrojen peroksit (H20,), serbest radikaller gibi
yeni serbest radikallerin olusumlarini, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini, DNA

zincir kirllmalarini, mutajenik ve karsinojenik etkileri olusturabilir (5, 6).

Yapilan c¢aligmalar H;O7’in  kanserin gelismesinde Onemli rol oynadigini
gostermektedir. Kanser hiicrelerinde, H;O, diizeylerinde artis gozlendigi deneysel
veriler tarafindan desteklenmektedir. Hidrojen peroksitin hiicresel seviyelerindeki belirli
diizeyde artisi; kanserde hiicre ¢ogalmasi, apopitozis direnci, metastaz, anjiyogenez ve
DNA degisiklikleri de dahil olmak {izere birka¢c 6nemli degisiklikle baglantili oldugu
bilinmektedir. Ancak dogal bilesikler gibi bircok antioksidan igerikli {irlin kanser
hiicrelerinde H,O;’nin diizeyini ¢ok daha fazla arttirmaktadir. Bu durum apopitozisin

indiiklenmesine, metastaz ve anjiogenezin inhibisyonuna yol agmaktadir (6).

Canlilarda gergeklesen apopitozis, yaralarin iyilesmesi ve karaciger hiicrelerinin
davraniglarinin diizenlenmesi gibi pek ¢ok onemli olayda kalsiyum iyonlar (Ca?)
belirleyici rol oynamaktadir (7). Yapilan ¢alismalarda kanser hiicrelerinin gogalmasinin

hiicreigi Ca** konsantrasyonuyla iliskisi gosterilmistir (8). Ayrica Ca®* aracilikli sinyal



yollariin kanserin baslamasinda, tiimor olusumunda ve tiimoriin ilerlemesinde 6nemli

bir rol oynadigi bilinmektedir (9).

HEp-2 hiicre serisi insan nazofaringeal mukozasimin laringeal karsinoma
hiicrelerinden iiretilmekte olup yavas biiyliyen tiimor grubundandirlar. Larenks kanseri
tiim bas ve boyun kanserlerinden biri olup malign bas ve boyun tiimérlerinin yaklasik %
25’ini olusturmaktadir (10). Propolisin bu hiicrelere muhtemel etkisi daha dnce Brezilya

propolisinin alkolik ekstraktlari ile ¢alisilmistir (11, 12).

Literattirde propolisin sulu ekstrakti hazirlanarak HEp-2 hiicre serilerinde hiicreigi
H,O, ve serbest Ca** diizeylerine etkisinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustr.
Yapilacak olan bu ¢aligmada fonksiyonel bir gida olarak antitiimdral etkinligi de bilinen
antioksidanlarca zengin Tiirk propolisinin sulu ve etanollii ekstraktinin insan laringeal
epidermoid karsinoma hiicre serilerindeki (HEp-2) hiicreigi serbest ca®* ve H,0,

diizeylerine etkisi incelenecektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Propolis

Propolis, tiim diinyada geleneksel tipta yiizyillardir kullanilan, arilarin bitkilerden
toplayip trettigi, dogal, son derece kompleks, re¢inemsi bir ar1 tiriiniidiir (13). Bu son
derece dogal ar1 iiriinii bal arilar1 tarafindan gesitli bitki florasinin yaprak, tomurcuk ve

eksudalari toplanilarak tiretilmektedir (14).

Propolis, Yunancada pro— igin ‘savunma’ ve —polis i¢in ‘schir’ kelimelerinin
biraraya gelmesiyle olusan ve ‘sehrin ya da kovanin savunmasi’ anlaminda kullanilmis

olup gliniimiizde de bu anlamini yitirmemistir (15).

Propolis eski caglardan gilintimiize kadar farkli amaglar i¢in kullanilmistir.
Maisirlilar, propolisin ¢iliriimeyi engelleyici  6zelligini Olilleri mumyalamak i¢in
kullanirken; Yunan ve Romali hekimler propolisi antiseptik ve yaranin kabuk
baglamasini kolaylastirici madde olarak kullanmiglardir. Saf halde ya da dogal tiriinlerle
birlikte kozmetikte, gidalarin bir bileseni olarak ve bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Ayni
zamanda Asya, Avrupa ve Amerikan sehirlerinde saglik icecegi olarak popiiler olarak
tilketilmektedir (15, 16).

Arilar, bitkilerden elde ettikleri recineyi ¢igneyip tiikiiriik enzimleriyle
karistirarak kismen sindirirler ve kismen sindirilmis materyali, balmumu ile karigtirarak
kovanda kullanmaktadirlar (17). Propolis kovanda, kovanin i¢ duvarlar1 diizeltmek,
kovandaki delikleri kapatmak, koloniyi hastaliklara karsi korumak, kovani disardan
gelen davetsiz misafirlerden ve etkenlerden korumak i¢in kullanilmaktadir (15, 18).

Propolisin en onemli botanik kaynagini ise kavak, hus, sogiit, karaagac, ¢am

agaclar1 ve mese gibi tiirlerin olusturdugu bilinmektedir (1).

Propolis, biyolojik aktiviteleri ve farmakolojik 6zellikleri sebebiyle son
zamanlardaki g¢aligmalarin ilgi ¢ekici unsuru olmaya baglamistir (19). Sitotoksik,
antioksidan, antibakteriyel, antihepatotoksik, noroprotektif, antimikrobiyal, antiviral

aktiviteler gibi bircok farmakolojik ve biyolojik 6zellik sunmaktadir (20, 21).



4.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis, elastik goriiniimlii, kaynagina ve depolama siiresine gore hardal sarisi,
kirmizi, kahverengi ve yesil gibi degisken bir renk florasina sahip regineli bir maddedir
(22, 23). Karakteristik kokusu olup ciltteki yaglarla ve proteinlerle beraber giiglii

etkilesim gostermesinden dolay1 yapiskan bir 6zellik sunmaktadir (24).

Propolisin erime noktas1 60-69°C arasinda olup Sogukta sert ve kirilgan, sicakta
ise yumusak ve yapiskan bir yapisi vardir (25, 26). Kovandan toplanarak topak haline
getirilmis propolis 6rnekleri Sekil 1°de gosterilmistir (27).

A .h.l'lt
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Sekil 1. Kovandan toplanarak topak haline getirilmis propolis

Propolisin su ve hidrokarbon ¢oziictilerde diisiik, alkollerde ise yiiksek oranda

¢ozliniirliik gosterdigi de bilinmektedir (28).
4.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Propolisin kimyasal bilesiminin karmasikligi ve gesitliligi hakkinda bilgilere

literatiirde oldukga genis yer verilmistir (14).

Propolis, arilar tarafindan ziyaret edilen her bir bélgenin florasinin ekolojisiyle
baglantili olup son derece karmasik ve degisken kimyasal bilesime sahiptir (29). Bunun

sebebi ise arilarmn iklim kosullari, arazi, su durumu ve ¢evresel faktolere gore bolgeden



bolgeye degisim gosteren uygun bitkisel kaynaklardan regine ve bitki eksudalar
toplamasidir (1).

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (30)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%0)

Recine Flavonoidler, Terpenler % 45-55
Fenolik asitler ve esterler

Arilardan veya bitkilerden mum,

Mum ve yag asitleri Bitkilerden ¢oklu doymamis yag % 25-35
asitleri

Esansiyel yaglar Ugucu bilesenler % 10

Polen Eser elementler %5

Serbest amino asitler

Laktonlar

Diger maddeler Steroidler % 5
Sekerler

Kinonlar

Ham propolisin bilesimi kaynagma gore degismekle birlikte, genellikle % 50
recine, % 30 mum, % 10 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 diger organik
maddelerden olusmaktadir (2). Propoliste bulunan baslica bilesenler Tablo 1°de

verilmistir.

Diinyada ar1 florasi tiiriine, botanik ve cografik kokenine bagli olarak kimyasal
icerigi degisen birbirinden farkli propolis 6rneklerinden bugiine kadar 300°den fazla
bilesik tespit edimistir (14, 19). Izole edilen bu bilesiklerin ana smmiflar1 baslica
flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik asit esterleridir (29).

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 icermektedir. Bunlara ek olarak suksinat
dehidrogenaz, glukoz-6 fosfataz, adenozin trifosfataz ve asit fosfataz gibi enzimler de

yapisinda yer almaktadir (31).



Farkli bolgelerden toplanip elde edilen Tiirk propolisinin baslica fenolik
bilesenlerinin ise galangin, kuersetin ve kafeik asit oldugu da cesitli ¢caligmalarla rapor
edilmistir. (32) Propolisin igerdigi etken maddeler ve bilinen etkileri Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2. Propolisin igerdigi etken maddeler ve bilinen etkileri (15, 29, 32-43)

Krisin: Antimikrobiyal, antifungal, antitimoral, antikanser, antialerjik, antiinflamatuar,
vazodilator, antianksiyolitik, antioksidan, antiproliferatif

Apigenin: Antitiimoral ve antiiilser
Kuersetin: Antitiiméral, antimikrobiyal ve spazmolitik

Galangin: Antifungal, antiproliferatif, antitiimoral, antibakteriyel, antimikrobiyal,
antimutajenik, antiklastojenik, antioksidatif, radikal siipiiriicii, metabolik enzim modiile

Pinosembrin:  Antimikrobiyal, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan,
antiinflamatuar

Artepillin C: Antitiiméral, apopitozis indiikleme, antimikrobiyal, antioksidan
Ferulik asit: Antibakteriyel, antiviral, antitiimoral, antitilser

Kafeik asit: Antiviral, antibakteriyel, antioksidan, timér biiytimesinin kontrol edilmesi,
antitimoral

Kafeik asit fenetil ester: Antiinflamatuar, antiproliferatif, antikanser, antitiiméral,
antimikrobiyal

p-Kumarik asit : Antitiimoral ve antiiilser

4.1.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler bir asr1 askin bir siiredir diisiikk molekiil agirlikli bitkisel pigmentler
olarak bilinmektedir. Cesitli bitkisel kaynakli besin ve igeceklerde (meyveler, sebzeler,
cay, kakao, sarap) dagilmis olan polifenolik bilesik grubundandirlar (44).

Dogada bitkilerden izole edilmis bir¢ogu bitkinin meyve, yaprak ve cigek gibi
kisimlarinda bulunan ve bunlarin renginden sorumlu olan 4000’den fazla flavonoid

cesidi mevcuttur (45).

Flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri olduk¢a genis bir alan olusturmaktadir.
Serbest radikal yakalayicis1 olmalari, enzim aktivitelerini diizenlemeleri, hiicre

cogalmasini inhibe etmeleri, antibiyotik, antiallerjen, antiviral, antitimar, antimutajen,



antitilser ve antiinflamatuar ilag gibi hareket etmeleri ile insan sagligina bir¢ok faydasi

olup aragtirmacilarin ilgisini gekmektedirler (44, 46, 47).

Flavonoidler antioksidan aktivitelerini belirleyen ve aromatik halkalara bagl olan
birgok fenolik hidroksil gruplari igerirler. Flavonoidlerin genel yapist Sekil 2’de
gosterilmistir (47).

Sekil 2. Flavonoidlerin genel yapisi

Flavonoidlerin metal selatlama, lipid peroksidasyonunu engelleme ve reaktif

oksijen tiirlerini i¢eren diger prosesleri azaltma (inhibe etme) 6zellikleri de vardir (48).

Bunlara ek olarak trombosit agregasyonu, siklooksijenaz ve lipoksijenaz enzim
aktivasyonlarini inhibe etme ozellikleri de bilinmektedir. Ayrica hidrolazlar, cAMP
fosfodiesteraz, lipaz, a-glukosidaz gibi enzimleri de inhibe ettikleri bilinmektedir (47).

Flavonoidler igerdikleri C halkasindaki degisimlere gbre alti ana alt gruba
ayrilabilirler. Bu gruplar: flavonlar, flavanoller, flavanonlar, katesinler, antosiyanidinler

ve izoflavonlardir (50). Diyetle alinan flavonoidler genellikle glikozillenmislerdir (50).

Propolisten galangin, kaempferol, Kirisin, kuersetin, pinosembrin, pinostrobin ve
pinobanksin, apigenin, naringenin gibi birgok flavonoid izole edilmistir (32, 51).
Propolisin fenolik bilesikleri arasinda baslica; sinnamil alkol, sinnamik asit, vanilin,
benzil alkol, benzoik asit, kafeik asit ve esterleri, ferulik asit yer almaktadir (52).
Propoliste bulunan bazi 6nemli flavonoidlerin kimyasal yapilar1 Sekil 3°te gosterilmistir

(53).



OCH, OH O
HO o =
98 P
= HO™ =" 0~ | =
L

HO O

Acacetin Apigenin

OH © OH O
OH
) )
HO o O HO o O
Chrysin Gialangin
OoH O
OH
OH O C O [ OH
4@ A ®
HOY OH
Genistein Kaempferol
OH o]
HO 8] ,@
Ho g @nj
T HO O
Maringenin Pinocembrin

Sekil 3. Propoliste bulunan bazi 6nemli flavonoidlerin kimyasal yapisi

4.1.3. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Cografi cesitlilige bagli olarak degisken bir kimyasal icerige sahip olan propolis
cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Propolisin sahip oldugu bu biyolojik aktiviteler
cesitli lilkelerde bilimsel arastirma gruplar tarafindan kapsamli bir sekilde calisilmis

olunup konu ile ilgili cok sayida bildiri yayinlanmistir (54).

Propoliste bulunan bazi flavonoidler antiinflamatuar (akasetin), antitilser (lutein
ve apigenin), antialerjik (krisin ve kaempferol) ve antibakteriyel (pinosembrin ve
galangin) gibi aktivitelere sahiptirler (29).

Japonya’da cesitli cografik orijinli (Arjantin, Avusturya, Brezilya, Bulgaristan,
Sili, Cin, Macaristan, Yeni Zelanda, Giiney Afrika, Tayland, Ukrayna, Uruguay,
Amerika ve Ozbekistan) propolis &rnekleriyle yapilan bir galismada propolisin
antioksidan aktivitesi karsilastirilmis ve total polifenolik ve flavonoid igerigine bagli
olarak antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (55). Propolisin giiglii antioksidan
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Ozelliginin yaninda antimikrobiyal 6zelliginin de polifenol ve flavonoid igerigi ile

iliskili oldugu bilinmektedir (56).

Propolis ve igeriginde yer alan flavonoidlerin mide, kolon, akciger, agiz, prostat

ve cilt gibi kimyasal kaynakli kanser gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir (3).

Propolisin tiim bu 6zellikleri disinda immiinomodiilator, hepatoprotektif, antiviral
(57), apopitotik, radyoprotektif, antiproliferatif (58), karaciger, kalp ve beyni koruma
(26) gibi cesitli biyolojik aktiviteleri de birgok arastirmaci tarafindan farkli deneysel

arastirmalarla rapor edilmistir.
4.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, son yoriingelerinde tek ya da daha fazla eslesmemis elektron
iceren atomlar veya molekiillerdir (59). Bunlar pozitif yiiklii, negatif yiikli veya
elektriksel olarak notr olabilirler (30). Bu atom ya da molekiiller, eslenmemis
elektronlar igerdiklerinden kararsiz olup oldukga reaktiftirler. Kararli hale gelebilmek
icin diger molekiillerden ya elektron alirlar ya da diger molekiillere elektron verirler
(60). Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat gibi tim 6nemli
bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarina neden olurlar (61). Bu etki ile
birlikte pek ¢ok hiicrede kalp-damar hastaliklari, cesitli kanser tiirleri, katarakt,
bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi birgok

hastaliga sebep oldugu sdylenmektedir (62).

Organizmalardaki serbest radikallerin baslica kaynagi oksijendir. Ancak azot,
karbon ve kiikiirt kaynakli serbest radikaller de olusabilmektedir (63).

Molekiiler oksijen tiim aerobik organizmalarin yasami i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Normal hiicrelerde gergeklesen oksijenden ATP iretimi siirecinde oksijen suya
indirgenmektedir (4). Elektron tagima zincirinde meydana gelen elektron sizintisiyla
molekiiler oksijenin tamami suya doniismek yerine % 1-3’liik bir kism1 da siiperoksit

radikaline (O,") dontismektedir (59).
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Sekil 4. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (ROS, RNS) elektron tagima zinciri gibi hiicre
ici metabolik siirecler sirasinda tretilir (64). Sekil 4’te reaktif oksijen iirtinlerinin

olusumu gosterilmistir.

Reaktif oksijen tiirleri olduk¢a sik bir sekilde karsimiza ¢ikmakla birlikte, bu
tiirler icerisinde sadece oksijen radikalleri olmayip ayni zamanda radikal olmayan bazi
oksijen tiirleri de yer almaktadir (65). Bu tiirler son zamanlarda transkripsiyon faktori
aktivasyonu, gen ekspresyonu, hiicre ¢cogalmas: ve farklilasmasi gibi gesitli hiicresel
olaylarin diizenlenmesinden sorumlu tutulmuslardir (66). Tablo 3’te biyolojik Gnemi

olan reaktif oksijen tiirleri verilmistir (65).

Tablo 3. Biyolojik 6nemi olan reaktif oksijen tiirleri (65)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit, O~ Hidrojen peroksit, H,O,
Hidroksil, OH Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, RO, Ozon, O3

Alkoksil, RO Singlet Oksijen, O
Hidroperoksil, HO Peroksinitrit, ONOO"
Nitrik oksit, NO Hidroperoksit, L(R)OOH

4.2.1. Serbest Radikal Olusum Nedenleri

Serbest radikaller hiicrelerde endojen veya ekzojen kaynakli faktorlere bagh
olarak meydana gelmektedirler (67). Tablo 4’te hiicredeki serbest radikal kaynaklari

verilmistir.
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Tablo 4. Hiicredeki serbest radikal kaynaklar1

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
Mitokondriyal elektron transport zinciri flag oksidasyonlar1 (Or. Parasetamol, CCly)
Kloroplast elektron transport zinciri Iyonize radyasyon

Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz Giines 15181

Triptofan dioksijenez X- 1s1nlar1

Galaktoz oksidaz UV- 1simlari

Siklooksijenaz Is1 soku

Lipooksijenaz Glutatyonu okside eden maddeler
Mono aminooksidaz Sigara dumani

Fagositik hiicreler Ozon

Notrofiller, monosit ve makrofajlar Kiikiirtdioksit

4.2.2. Serbest Radikal Tirleri
4.2.2.1. Nitrik Oksit (NO’)

Nitrik oksit biyolojik dokularda spesifik nitrik oksit sentaz (NOSs) tarafindan
uretilir. Yaygin reaktif radikal olup kan basincinin diizenlenmesi, diiz kas gevsemesi,
sinir iletimi ve savunma mekanizmasi gibi viicuttaki birgok fizyolojik siireglere katilan
onemli bir oksidatif sinyal molekiili islevi gormektedir. Diisik oksijen
konsantrasyonunda nitrik oksit daha kararlidir ve sulu ortamda sadece birkag saniyelik
yariomrii vardir. Su ve lipid ortaminda ¢oziinlir oldugu i¢in kolayca sitoplazma ve

plazma membranlart boyunca yayilir (59, 1).
4.2.2.2. Peroksinitrit Anyonu (ONOQO)

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

peroksidasyonuna neden olan toksik 6zellige sahiptir (59).

NO + O,” —» ONOO" (peroksinitrit anyonu)

13



4.2.2.3. Siiperoksit Radikalleri (O;")

Cesitli hastaliklarinda patofizyolojisinden sorumlu tutulan siiperoksit radikali
genellikle hiicrenin mitokondrisinde gerceklesen elektron tagima zincirindeki elektron
kacag ile birlikte oksijenden {iretilmektedir. Bu radikal diger radikallere kiyasla ¢ok
daha az reaktif ve seciciligi daha fazladir. Biyolojik sistemlerde émrii birka¢ saniyedir
(4, 59).

O, +e —» Oy (sliperoksit radikali)
0,"+ 0, + 2H'— H,0, + O, (dismutasyon)

Stiperoksit radikali kendi basina reaktif olmamakla birlikte dismutasyon adi
verilen reaksiyonu sonucu H;O; olusumuna sebep olabilmektedir. Bu H;0,, metal
iyonlar1 varliginda oldukga reaktif olan hidroksil radikali olusturmak i¢in ayrigmaktadir

(68, 69).
4.2.2.4. Hidroksil Radikalleri (OH)

Hidroksil radikali (OH") yaklastk yari omrii 10° s olan olduk¢a giigli bir
oksidandir. Bilinen en toksik radikal olmakla birlikte lipidler, proteinler ve niikleik
asitler gibi hemen hemen biitiin makromolekiilleri okside edebilmektedir (69). Redoks
metal iyonlart OH’ni olusturmak igin H,O, ile birlikte reaksiyona girerler (4). Ayrica
stiperoksit radikali Haber-Weiss reaksiyonu ile OH’ne déntisebilmektedir (59).

Fe’* + H,0, —» Fe* + OH + OH:
Cu' +H,0, —» Cu®" +OH + OH'
4.2.2.5. Hidrojen Peroksit (H20;)

Hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirlerinin radikal olmayan gurubunda yer alip
enzimler dahil olmak iizere ¢esitli yollarla daha reaktif olan reaktif oksijen tiirlerine
doniisebilmektedir. Siiperoksit radikallerinin dismutasyonu (iki siiperoksit radikalinin
iki proton alarak H,O; ve molekiiler oksijeni olusturmasi) sonucu olusan reaktif bir
molekiildiir (70). Fizyolojik kosullar altinda diger reaktif oksijen tiirleriyle
karsilagtirilinca daha kararli ve daha az reaktif olmasina ragmen spesifik kimyasal

reaksiyonlar1 gergeklestirme 6zellligine sahiptir (5).
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Bu reaktif oksijen tiirii hiicre membranlarindan kolayca gecme kapasitesinde olup
hiicrei¢ine ve hiicredisina kolayca niifuz edebilmektedir (70). Hidrojen peroksit redoks
metal iyonlar1 (demir ve bakir gibi) varliginda Fenton reaksiyonu ve O, radikalinin
varliginda ise Haber-Weiss reaksiyonu sonucu oldukga reaktif serbest oksijen radikali
olan OH’ni olusturmaktadir (60, 69).

Fe?* + H,0, — Fe** + OH- (Fenton reaksiyonu)
O;" + H,O, —>» OH + OH" + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)
4.2.2.5.1. Hiicreici H,0, ve Onemi

Hidrojen peroksit biyolojik sistemlerdeki yiliksek konsantrasyonda lipid, protein
ve niikleik asitlere potansiyel hasar verme ve Ca”" gibi sinyal 6zelligi gosterebilen bir

reaktif oksijen tiirii olarak bilinmektedir (5).

Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, hiicre gelisimi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre
farklilasmasi, anjiyogenez, bagisiklik fonksiyonlari, motilite ve apopitozis gibi olaylari

da i¢eren birgok hiicresel olaylarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (71).

Cesitli kanser hiicrelerindeki H,O, diizeyi normal hiicrelere oranla daha farkli
diizeylerde oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde MnSOD’un
asirt ekspresyonunun da bazi kanser hiicrelerinde hiicrei¢i H,O, diizeylerinde
degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir. Hidrojen peroksit, konsantrasyon bagimli
olarak, kanserli hiicrelerde iki zit etki olan hiicrelerin biiyiimesi ve apopitozu uyardigi

caligmalarla gosterilmistir (72).

Yiiksek oranda H,O; iretimi ¢ok etkili antioksidan sistemlerle dengededir.
Dehidratasyon, diisiik ve yliksek sicakliklar, asir1 radyasyona maruz kalma bu dengeyi
rahatsiz eder. Oyle ki artan H,O,, enzim aktivasyonu, gen ekspresyonu, programlanmis

hiicre 6liimii ve hiicresel hasari igeren sinyal tepkilerini baglatmaktadir (73).
4.3. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile ortadan kaldirilma hizi bir denge
igerisindedir. Bu denge bozulmadigr siirece organizma serbest radikallerden

etkilenmemektedir. Viicudumuzda olusan serbest radikallerin antioksidan savunma
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sistemi ile arasinda meydana gelen dengesizlige oksidatif stres denilmektedir. Bu
dengenin bozulmasi doku hasarina sebep olmaktadir. Oksidatif stres DNA, protein, lipid
ve karbohidrat yapilarinda modifikasyonlara sebep olabilmektedir (4, 60, 61).

Oksidatif strese azalmig antioksidan diizeyleri ve antioksidan enzimler sebep
olabilmektedir. Ayrica toksinlere maruz kalarak artan serbest radikal tretimi de

oksidatif strese sebep olabilmektedir (4).

Oksidatif stres, ateroskleroz, pulmoner fibrozis, kanser, nérodejeratif hastaliklar

ve yaglanma gibi ¢ok sayida insan hastaligi ile iliskili bulunmustur (74).
4.3.1. Antioksidan etki mekanizmalari

Antioksidanlar, oksidan molekiillerin organizmaya olan zararli etkilerini dort

yolla engeller:

A. Siipiiriicii (scavenging) etki: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde

olur.

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

yapilmaktadir.

C. Onaria (repair) etki: Oksidanlarin olusturdugu hasar1 ortadan kaldirma

seklinde etki gostermektedir.

D. Zincir kiric1 (Chain breaking) etki: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini

engelleyen bu etki hemoglobin ve E vitamini tarafindan yapilir (75).
4.3.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikal hasarina karsi viicuttaki organ ve hiicreleri korumak icin son
derece kompleks antioksidan sistemler mevcuttur. Reaktif oksijen tiirlerinin zararli

etkileri enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarla denge igerisindedir (76).

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, ¢esitli hiicrelerde o6liim ve hayatta kalmaya

sebep olan olaylarin aktivasyonu i¢in artig gostermektedir (66).
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Ansioksidanlar baglica serbest radikal siipiiriiciisi olmakla birlikte insan
viicudunda bulunmast oksidatif strese bagli hasarlarin  biliyik ¢ogunlugunu
azaltmaktadirlar. Ayrica lipid peroksidasyonunu, proteinlerin ¢apraz baglanmasini ve

DNA mutasyonunu engellemektedirler (75).

Normal kosullarda antioksidanlarin aktiviteleri ve hiicrei¢i diizeyleri arasinda bir
denge s0z konusudur. Bu denge organizmalarin saglikli yasam siirdiirebilmesi igin

gereklidir (59).

Tablo 5’te yer alan enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin oksidatif strese

kars1 koruma 6zellikleri birgok makalede yer almaktadir (59, 30)

Tablo 5. Antioksidan sistem

Enzimatik Non-enzimatik
Siireoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Bilirubin
Katalaz (CAT) a-tokoferol (Vit E) Urik asit
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbik asit (Vit C) Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GR) B-karoten Laktoferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Flavonoidler Alblimin
Mitokondriyal sitokrom oksidaz Seruloplazmin Transferrin

4.4. Hiicreici Kalsiyum Sinyalinin Olusumu

Kalsiyum pek cok hiicresel siirecleri kontrol etmekten sorumlu yaygin bir sekilde
bulunan hiicreigi bir sinyaldir (77). Sitozolik serbest Ca?* konsantrasyonundaki artis ise

bu kalsiyum sinyalinin olusumuna sebep olmaktadir (78).

Dinlenim durumunda hiicredist Kalsiyum iyon yogunlugu, hiicrei¢ine oranla 10

000 kat daha yiiksektir (hiicre dis1 10™ M, hiicreici 107 M) (79).

Hiicreler, hiicrei¢i Ca®* konsantrasyonlarim kalsiyum kanallari, kalsiyum
pompalar1 ve kalsiyum degistiricileri gibi ¢esitli kalsiyum diizenleme mekanizmalari ile

kontrol etmektedirler (80).
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Kalsiyumun hiicreiginde artis1 ya hiicredisindan plazma membranindaki kalsiyum
secici kanallar (voltaj bagimli kalsiyum kanallari, reseptor bagimli kanallar, depo
bagimli kanallar) ile birlikte hiicreigine girerek olur ya da hiicrei¢i kalsiyum
depolarindan inositol 1,4,5-trifosfat ve riyanodin reseptorleri arayicilifiyla kalsiyum

salinimu ile birlikte olur (78).

Hiicrei¢i kalsiyum miktarindaki azalis ise plazma membran pompalari (Ca2+-
ATPaz) ya da degis tokuscular1 (Na*™-Ca*" “degis tokusu™) tarafindan disari atilarak ya
da baglica mitokondri ve endoplazmik retikulumda agirlikla temsil edilen kalsiyum

depolarina kalsiyum tastyici sistemler arayiciligi ile kalsiyumu alarak saglanmaktadir

(81).
4.4.1. Hiicreigi Ca®* Sinyali ve Onemi

Hiicrelerin islevleri i¢in bazi iyonlarin degisimleri 6nemli rol oynamaktadir.
Tetikleyici bu iyonlarin basinda ise kalsiyum yer almaktadir (79). Kalsiyum yer
kabugunda bulunan en bol bulunan besinci element olmakla birlikte insan viicudunda da

en bol bulunan katyondur (82).

Kalsiyumun iyonik formu (Ca?*) evrensel olarak hiicreigi ikincil haberci olarak;
kas kasilmasi, hiicre gelisimi, endositozis, ekzositozis mitototik aktivite, immiin cevap,
(83), sinir iletimi, enzim ve hormon salgilanmasi (82), enerji iletimi, apopitozis, hafiza

ve 6grenmede kemotaksis gibi birgok biyolojik siirecin ayarlanmasinda gorevlidir (9).

Kalsiyum aracilikli sinyal yollarinin kanserin baslatilmasi, tiimor olusumu, timor
ilerlemesi, metastaz ve anjiyogenezde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Hiicre 6liimii
aktivasyonu ve ylriitiilmesinde yliksek seviyede hiicreici Ca?* konsantrasyonlari oldugu
gosterilmistir (9). Bazi kanserler hipokalsemi ile iliskili oldugu ve timdrlerin
alisgilmadik derecede yiiksek kalsiyum diizeylerine sahip olduklari kabul edilmektedir
(84).

4.5. Insan Laringeal Epidermoid Karsinoma Hiicre Serileri (HEp-2)

Larenks kanseri, bag boyun kanserlerinden siklikla gériilmekle birlikte malign bas
boyun tiimorlerinin yaklagik % 25’ini olugturmaktadir (10). Son yillarda bu kanserin

goriilme sikligr artmaktadir (85). Tiim kanserlerin yaklasik % 2.7°sini ve kansere bagli

18



olimlerinse % 2.1’ini olusturmaktadir (10). Skuamoz hiicreli karsinom tiim malign

tiimorlerin % 85-90’1n1 temsil etmektedir (86).

HEp-2 hiicre serisi insan nazofaringeal mukozasmin laringeal karsinoma

hiicrelerinden iiretilir. Yavas biiyiliyen tiimor grubundandirlar (12).

Larenks kanseri, ses ve solunumda yaptig1 degisikliklerden dolay1 nispeten erken
teshis edilebilmektedir. Degisik iilkelerde zamana ve maruz kalinan risk faktorlerine
gore hastaligin sekli degisebilmektedir. Larenks kanser gelisimine tiitiin, alkol, meslek
icab1 kalinan risk faktorleri (asbest, ¢imento tozu, katran, tekstil lifleri, siilfirik asit),
diyet ve vitamin eksikligi, radyasyona maruz kalma, viral risk faktorleri,

gastroozofageal (larengofarengeal) reflii gibi etkenler sebep olabilmektedir (87, 88)
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar malzemeleri ve iiretici

firmalan

Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Uretici Firma

Spektrofluorimetre

Hiicre kiiltiirii kabini

Real Time Cell Analiz sistemi

Invert mikroskop

CO, inkiibatori

Santrifij

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

pH metre

Calkalayic1 inkiibator

Derin dondurucu -80°C

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

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

Membran filtresi
Vorteks

Steril pastor pipet
Steril enjektor
UV lamba

Etiiv

Eppendorf tiipler
Parafilm

Spectra Max,Paradigm, Molecular Devices

Heraeus KS-12 Air Flow
Roche Diagnostics GmbH
Nikon eclipse TS100

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

5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 7’de verilmistir.



Tablo 7. Tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler, iretici firmalar1 ve {iriin

kodlar1

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Uretici firma, iiriin kodu ve saflhigi

Penisilin streptomisin (20 mL)

2’, 7’-diklorofluoresan diasetat

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

Fura-2 asetoksimetil ester

NaCl

KCI
Na;HPO,
KH,PO,
CaCl,
NaHCO3
H.0,

RPMI 1640

Dimetil stilfoksit

Biological Industries, 1245637, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil

Sigma-Aldrich, BCBK6827V, Almanya

Biological Industries, 1250700, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil

Biological Industries, 1302762, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil

Biological Industries, 716779, Kibbutz Beit-
Haemek, srail

Invitrogen, 827102, Eugen, Oregon,
Amerika

Merck, K363600, Darmstadt, Almanya
Merck, TA771535, Darmstadt, Almanya
Merck, F1021786125, Darmstadt, Almanya
Merck, A153371, Darmstadt, Almanya
Merck, K90242787, Darmstadt, Almanya
Merck, K31437329, Darmstadt, Almanya
Sigma, BCBD7137V, Isvigre

Biological Industries, 1311911, Kibbutz
Beit-Haemek, Israil

Sigma-Aldrich, BCBG7474V, Fransa

5.2. Yontem

5.2.1. Deneyin Planlanmasi

Tiim c¢alismalar Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

10010 nolu proje kapsaminda gergeklestirilmistir. HEp-2 hiicrelerinde ideal hiicre

sayisinin ve hiicrelerin proliferasyonunu durduran uygun propolis konsantrasyonunun

belirlenmesi islemi Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki

Real Time Cell Analyzer (RTCA) cihaz1 ile gergeklestirildi. Propolis uygulanmadan

once hiicreleri logaritmik artig fazinda yakalamak i¢in hiicreler 24 saat inkiibe edildi ve
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en sonunda biiyiime egrileri analizi yapildi. Optimal hiicre sayisi her kuyu i¢in 5000
olarak belirlendi.

Proliferasyonu durduran uygun propolis konsantrasyonunun tespiti i¢in 1.25-50
mg/mL arasi konsantrasyonlarda propolisin sulu ekstraktlari ile 0.01-2.4 mg/mL aras1
konsantrasyonlarda propolisin etanolik ekstraktlar1 hiicrelere verilerek 48 saat siireyle
proliferasyon takibi yapildi. Hiicre proliferasyonuna etki eden uygun propolis
konsantrasyonlari hem etanol ekstraktlari i¢in hem de su ekstraktlar i¢in tespit edildi.
Daha sonra hiicrelere belirlenen konsantrasyonlardaki propolis muamelesiyle hiicredeki

hiicreici H,O, ve serbest Ca? diizeylerine spektrofluorimetrik yontemlerle bakildi.
5.2.2. Kullanilan Cézelti, Kimyasal Madde ve Malzemelerin Hazirlanmasi

Propolisin Sulu Ekstraktlarmin (WEP) Hazirlanmasi: Tirkiye’nin ¢esitli
yorelerinden toplanan propolis 6rnekleri toz haline getirilip karistirildi ve Tiirk propolisi
toz karisimi elde edildi. 100 g toz propolis 1000 mL saf su ile ¢oziildii. Iyice
vortekslendikten sonra sicakta siirekli ¢alkalanarak en az 24 saat inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda calkalayici inkiibatorden ¢ikarilan ekstrakt, siizge¢ kagidindan siiziildii ve
ardindan 0,22 pm’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 ¢ozeltileri hazirlandi
(0.5-3 mg/mL).

Propolisin Etanolik Ekstraktlarimin (EEP) Hazirlanmasi: Tiirkiye’nin gesitli
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. Tyice
vortekslendikten sonra sicakta siirekli ¢alkalanarak en az 24 saat inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda calkalayict inkiibatorden ¢ikarilan ekstrakt, siizge¢ kagidindan siiziildii ve
ardindan 0,22 um’lik steril filtrelerden gecirilerek hiicre kiiltiirlinde kullanima hazir hale
getirildi. Bu sekilde hazirlanan 200 mg/mL’lik konsantrasyondaki stok propolis
ekstraktindan seyreltme yoluyla ¢esitli konsantrasyonlarda ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi

(0.05-0.2 mg/mL).

H,O, Hazirlanmasi: 17.6 M’lik stok H;O; ¢ozeltisinden seyreltme yoluyla

istenilen konsantrasyonlarda ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi (0.25-10 mM).
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PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu), pH 7.4, 1 L: 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g
Na,HPQO,, 1.36 g KH,PO, tartilarak 800 mL kadar saf su ile ¢6ziinmesi 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.

RPMI 1640 Medyum Hazirlanmasi: Fetal Bovin Serum, -70°C’den 37°C’ye
alinarak ¢6ziilmesi saglandi. Penisilin/streptomisin ve Sodyum piriivat -70°C’den oda
sicakligina alinarak ¢6ziilmesi 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 um’lik steril filtre
ile filtre edildi ve +4°C’de saklandi.

Tablo 8. RPMI 1640 Medyum Hazirligi

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

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

RPMI 1640 88 mL

Hiicreici Ca’* Tayininde Kullamlan Tampon Cézeltisinin Hazirlanmast:
5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 0.5 mM KH;PO4, 137 mM NaCl, 4 mM NaHCOs3, 0.2 mM
Na;HPO, tartilarak 800 mL kadar saf su ile ¢6ziinmesi saglandi. pH metrenin
kalibrasyonu yapildiktan sonra ¢6zeltinin pH’s1 olgiilerek saf su ile son hacim 1 litreye
tamamlandi. Son pH 7.2 olarak kaydedildi. 0.22 pum’lik steril filtre ile filtre edildi ve
+4°C’de saklandi.

% 70 Etanol Hazirlanmasi: % 100’likk etanolden 7 mL alindi, tizerine 3 mL saf

su konularak hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

DCFH-DA Hazirlanmasi: 1.94 mg DCFH-DA (hiicrei¢i H0, o0l¢iimiinde
kullanilan prob) karanlik ortamda tartildi ve 1000 uLL DMSO ile ¢6ziilerek 4000 uM’lik

stok ¢Ozelti hazirlandi.
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Fura-2AM Hazirlanmasi: Karanlikta 50 pg Fura-2AM  (hiicreici  Ca*
Olciimiinde kullanilan boya) 50 uL. DMSO ile ¢oziilerek 1000 uM’lik stok c¢ozelti
hazirlandi. Istenilen konsantrasyondaki c¢ozeltiler seyreltme yoluyla elde edildi (800-
200 puM).

5.2.3. Hiicre Kiiltiirii

Biitiin hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 hiicre kiiltiirii kabininde (air flow kabin), steril
ortamda gergeklestirildi. Hiicre kiiltiirii caligmalarina bagslamadan 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 kiiltiirti odasi 1 saat UV 1518a maruz birakildi.
5.2.3.1. HEp-2 Hiicrelerinin 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, inkiibatérde cogaltildi.

5.2.3.2. HEp-2 Hiicrelerinin 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 karigtirildi. RPMI 1640 medyum ile hiicreler 15 mL’lik falkon tiipte
toplandi ve 130 g’de, oda sicakliginda, 6 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklagstirildi. 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.
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5.2.3.3. Hep-2 Hiicrelerinin Sayilmasi ve Canlihi@inin Tespiti

Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 pL’si 10 pL tripan
blue ile karigtirilarak karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Karigim pipet ile
tekrar karistirilarak 10 pl 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 kiiclik karenin dort kosede bulundugu
goriiliir. Capraz koselerde bulunan hiicreler sayilir ve mililitredeki canlt ve 6l hiicre

sayist; sayilan hiicre sayis1 x seyreltme orani x 10* bagintis1 kullanilarak hesaplandi.

5.2.4. HEp-2 Hiicre Serisi Icin Uygun Hiicre Sayisi, DCFH-DA ve H,0;

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bu calismanin dncesinde Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali’nda gergeklestirilen deney sonucunda ¢alismanin yapilacagi uygun hiicre sayisinin
5000 oldugu tespit edildi. Her bir kuyucukta 5000 hiicre, 48 saat propolis inkiibasyonu,
20 uM DCFH-DA ve 4 uM Fura-2AM sartlarinda yapilan denemelerdeki
spektrofluorimetrik 6l¢iim sonuglarini istenilen aralikta olmadigi igin farkli sayida

hiicre, inkiibasyon siiresi ve boya konsantrasyonlar1 kullanilarak yeni deneme yapildi.

Bu yeni deneme icin iki ayri pleyt diizenlemesi yapildi. Birinci pleytte hiicre
sayisinin 5000 ile 2500 oldugu kuyucuklar yer alirken ikinci pleytte 1000 ile 500 hiicre
sayillarimin oldugu kuyucuklar yer aldi. Her iki pleytin belirli kisimlarina son
konsantrasyon 10 uM ve 20 pM olmak ftizere iki farkli konsantrasyonda DCFH-DA ve
cesitli konsantrasyonlarda (0.25-10 mM arasinda) H,0O, ilave edilerek uygulama

yapildi.

Bu spektrofluorimetrik okumanin sonuglarina gére uygun hiicre sayisi, DCFH-
DA ve H,0, konsantrasyonu belirlendi. Ayrica H,O,’nin HEp-2 hiicreleri tizerinde

etkinliginin degerlendirilmesinin yapilacagi uygun konsantrasyon belirlendi.
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5.2.5. HEp-2 Hiicre Serisi icin DCFH-DA Muamele Siiresinin Belirlenmesi

Hiicrei¢i H,0, diizeylerinin DCFH-DA ilavesiyle yapilan spektrfluorimetrik
okumalarmin (10, 20, 40, 60, 120, 180 ve 240. dakika) sonucunda DCFH-DA’nin

hiicrelerle uygun muamele siiresi belirlendi.

5.2.6. HEp-2 Hiicre Serisinin Propolis Ekstraktlar1 ile Muamele Siiresinin

Belirlenmesi

Yapilan denemelerde hiicrelerin ilave edildikten 12 saat sonra pleytlere oturdugu
belirlenip tizerine istenilen konsantrasyonlarda propolis ekstraktlar ilave edildi. 4 ve 48
saatlik inkiibasyon sonrasinda spektroflorimetrik okumalar gergeklestirildi. Bu

okumanin degerlendirilmesine gore propolis ile hiicrelerin muamele siiresi belirlendi.

Bu islem sadece H,O, diizeylerine bakilarak gergeklestirildi. Belirlenen uygun

muamele siiresi Ca®* diizeyine bakilan deneyde de kullanildi.
5.2.7. HEp-2 Hiicre Serisi I¢in Fura-2AM Muamele Siiresinin Belirlenmesi

Hiicredeki H,0, diizeylerindeki degisimlerin Olgiimiinde kullanilan DCFH-
DA’nin muamele siiresi (10, 20, 40, 60, 120, 180 ve 240. dakika) goz oniine alinarak ve
ayni zamanda Fura-2AM (45. dakika) ile deneme yapilarak uygun olan Fura-2AM’nin

muamele stiresi belirlendi.
5.2.8. HEp-2 Hiicre Serisi i¢cin Fura-2AM Uygun Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hiicreigi serbest Ca’* diizeylerinin belirlenmesi sirasinda iki ayri pleyte ayni
sayida hiicre ilave edilerek ve esit siirede propolis muamelesi sonrasinda okuma islemi
gergeklestirildi. Yapilan tek farklilik pleytlere 0.5 ve 1 uM olacak sekilde iki ayr
konsantrasyonda Fura-2AM uygulanmasiydi. Spektroflorimetrik okuma sonuglarina

gore uygun Fura-2AM konsantrasyonu belirlendi.
5.2.9. Etanol ve Suyun Hep-2 Hiicre Serisi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Yapilan tiim deneme islemlerinde pleytin belirli bir kismina % 70’lik etanol ve saf
su ayr1 ayri ilave edildi. Propolis ilave edilmeyen bu % 70 etanol ve saf su igeren
kuyucuklarin spektrofluorimetrik okumalari sonucunda % 70°lik etanoliin ve saf suyun

etkinligi degerlendirildi.

26



5.2.10. Propolisin Hiicreici H,O, Diizeyine Etkisinin Belirlenmesi

Her bir kuyucukta uygun miktarda hiicre olacak sekilde pleyte RPMI 1640
medyum ortaminda hiicreler ilave edildi. 12 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin
tabana yapistigi goriilerek ortama gesitli konsantrayonlarda (WEP igin: 0.5, 1, 2
mg/mL, EEP i¢in: 0.05, 0.075, 0.1 mg/mL, H,0, i¢in: 0.25, 0.5, 1 mM) propolis
ekstraktlar1 ilave edilerek inkiibasyona birakildi. Muamele siiresi sonunda hiicreler
belirlenen konsantrasyonda DCFH-DA ile muamele edilip, spektrofluorimetri
cihazinda, 485 nm eksitasyon, 530 nm emisyon dalga boyunda okumalar gergeklestirildi
ve kaydedildi. Hicrelerdeki H,O; aktivitesindeki degisiklikler RFU (Bagil floresans

birimi) ile degerlendirildi.
5.2.11. Propolisin Hiicreici Serbest Ca’* Diizeyine Etkisinin Belirlenmesi

Her bir kuyucukta uygun miktarda hiicre olacak sekilde pleytlere RPMI 1640
ortaminda hiicreler ilave edildi. 12 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin tabana
yapistig1 goriilerek ortama cesitli konsantrayonlarda (WEP i¢in: 0.5, 1, 2, 3 mg/mL,
EEP ig¢in: 0.05, 0.075, 0.1, 0.2 mg/mL) propolis ekstraktlari ilave edilerek inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda hiicreler pH’s1 7.2 olan fosfat tamponu igerisinde belirlenen
konsantrasyonda Fura-2AM ile muamele edilip, spektrofluorimetri cihazinda, floresans
emisyonu 500 nm, eksitasyonu 360 ve 380 nm dalga boyunda, okumalar gergeklestirildi
ve kaydedildi. 360 ve 380 nm dalga boyundaki eksitasyon yogunluklarinin orani
(360/380) [Ca?*] indeksi olarak kullamildi.

Yapilan tiim denemelerdeki spektrofluorimetrik okumalar en az 3 kez

gergeklestirildi.
5.3. istatistiksel Analizler

Elde edilen degerler, aritmetik ortalama + standart sapma (x + S.D) olarak ifade
edildi. Veriler SPSS 11.3 (Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar paket
programina aktarilarak, istatistiksel degerlendirmeler yapildi. Gruplar arasindaki
iligkinin ortaya konabilmesi i¢in One Way ANOVA ve post-hoc Tukey analizleri
kullanildi. Hidrojen peroksit ve Ca®* diizeyleri verilerinin propolis ilave edilen hiicreler
ile propolis ilave edilmeyen grubun Karsilastirilmasi yapildi ve p<0.05 olanlar anlamli
kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. HEp-2 Hiicre Serisi I¢cin Uygun Hiicre Sayisi, DCFH-DA ve H,0,

Konsantrasyonunun Belirlenmesine iliskin Sonuclar

Hiicrei¢i H,0, diizeylerindeki degisimleri gérmek i¢in her kuyucukta 5000 hiicre
olan yeni bir pleyt diizenlendi. 48 saatlik propolis inkiibasyonu ve 20 uM DCFH-DA
muamelesinden sonra 4 saat boyunca belirli araliklarla spektrofluorimetrik okuma

gerceklestirildi. Elde edilen bazi okumalarin alt ve {ist sinirlar1 Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. EEP ve WEP hiicreici H,O, diizeylerinin spektrofluorimetrik okuma
sonuclart (RFU=Bagil floresans birimi)

Okuma
) EEP EEP EEP
Siiresi Kontrol Etanol 5 o5 mg/mL 0075 mg/mL 0.1 mg/mL
(dakika) o mg o Mg e
SUSt 725200448 479628288 588085824 491111904 227248048
1nir
20. Al
X 72315320 165827168 184117024 138098304 77873152
1nir
Ust
R U 1478250496 1466801664 1255450968 1170994944 677081344
1nir
40. N
st 176163344 377733856 350443072 282046496 210054304
1nir
- WEP WEP WEP H,0,
1 mg/mL 2 mg/mL 3 mg/mL 2mM
Ust
R ' 643540800 539402496 381102560 444417536 499768224
1nir
20. N
St 177872496 253265968 96227872 40631596 176704880
1nir
SUSt 1513089664 1468183424 1013014208 1025364928 1546677888
1nir
40. "
X U 260704080 435723424 160449584 66849172 255227920
1nir

Tablo 9’da yer alan spektrofluorimetrik degerlerin oldukga yiiksek oldugu
gozlendi. Hicreigi serbest Ca’* diizeylerinin 4 puM Fura-2AM’nin 45 dakika
muamelesiyle gergeklestirilen spektrofluorimetrik okumadan hesaplanan [Ca®']

indeksleri Tablo 10°da verilmistir.
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Tablo 10. EEP ve WEP i¢in [Ca®*] indeksleri

Okuma
Siiresi Kontrol Etanol EEP EEP EEP
uresi
0.05 mg/mL  0.075 mg/mL 0.1 mg/mL
(dakika) g g g
Ust
0,85 1,02 1,226 1,18 1,48
45. Siir
Alt
0,56 0,66 0,49 0,7 0,68
Simir
Sy WEP WEP WEP H,0,
1 mg/mL 2 mg/mL 3 mg/mL 2mM
Ust 1,26 0,8 1,31 1,32 1,31
45. Simir
Alt
1,15 0,3 0,63 1,29 1,29
Simir

Bu okumalarda elde edilen [Ca®"] indekslerinin lineer ve tutarli olmadig anlagildu.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda ¢esitli konsantrasyonlarda H,O,’nin kullanildigi,
kuyucuk basina 5000, 2500, 1000 ve 500 hiicre kullanilarak yeni bir denemenin

yapilmasi uygun gériildii. Iki farkli DCFH-DA konsantrasyonu (10-20 uM) kullanilarak

yapilan denemenin spektrofluorimetrik okumalarinin sonuglar1 Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11. Kuyucuk basina 5000, 2500, 1000 ve 500 hiicre ile yapilan hiicrei¢i H,O,
diizeylerinin spektrofluorimetrik okuma sonuglar1 (RFU)

DCFH-DA Hiicre Kontrol 1 mM HzOz 2.5 mM Hzoz 5mM HzOz 10 mM Hzoz

konsantrasyonu  Sayi1  (x = SD) (x + SD) (x = SD) (x = SD) (x £ SD)
sopp 112326008 18052144 20691195 112395680 151131408
+13721718  +1141476 42891358 +350498 +11952955
10nM Jspp 13338217 12506890 15284680 12809480 61525990
+3042990 4718147 43210132 +1619817 +70764
soop 53804284 31645259 15647653 35067119 43821230
+12624079  +3934801 +208643 +5482245 +5084773
. Jsop 9946967 6064443 17996604 6251878 50427286
+811040 +589468 +7565242 +1203574 +1595756
looo 2421448 8049722 12166243 6383348 2026578
4223595 +1254896 +674668 £748088 +137162
10nM 500 11013982 7546450 11460911 5789471 6165786
+6231692 +1079212 +1911446 +257651 +944375
oo 8794551 14693208 8803761 6538944 9546105
+554897 +1822016 +2361819 +270010 +1324455
20 500 9662443 13021253 23437126 6929810 5399883
+3234659 4227126 +11756198 +467374 +863307

Uygun hiicre sayisinin 1000 hiicre oldugu, hem bu okuma degerlerinin istenilen
aralikta olmast hem de g¢esitli konsantrasyonlarda H,O;’nin degerlerinin kontrol
gruplariin degerleriyle olan iliskisine gore belirlendi. Bu degerler dogrultusunda son
konsantrasyon 10 uM olacak sekilde DCFH-DA kullanilmast HEp-2 hiicrelerindeki

hiicrei¢i H,O, diizeylerindeki degisimleri gdzlemlemek i¢in uygun bulundu.

Tablo 11°de sonuglar1 yer alan deneyde ¢esitli konsantrasyonda (1, 2.5, 5 ve 10
mM) H,0O; kullanildi. Ayn1 tabloya gore kullanilan hiicre sayisinin 1000, DCFH-DA
konsantrasyonunun ise 10 uM oldugu durumda hiicrelere farkli konsantrasyonlarda
H,O, ilavesinin H,O, diizeylerinde kontrol grubuna gore artisa sebep oldugu
goriilmiistiir. Ancak ilave edilen H,O, kosantrasyonlari ile hiicrelerde belirlenen H,0,
diizeyleri arasinda korelasyon gozlenmemistir. Bu sebeple bundan sonraki H,0,
diizeylerinin olgiilmesi sirasinda ortama kontrol amagli daha diisiik konsantrasyonlarda

H,0, konulmasina karar verilmistir.
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6.2. HEp-2 Hiicre Serisi i¢cin DCFH-DA Muamele Siiresinin Belirlenmesine fliskin

Sonuclar

Tablo 11°de gordigimiiz denemelerin sonuglarinin kontrol grubuna gore
mukayese edildiginde beklenilen farkliliklar goriillmemistir. Bu durum sonucunda
hiicrelere DCFH-DA ilave edilmesinden sonraki siirenin, HEp-2 hiicrelerinin oldukga
aktif ¢ogalmalarindan dolayr asir1 fluoresans background gosterdiklerinden, kisa
tutulmasi gerektigi belirlenmistir. Bundan sonra gerceklesen tiim okumalarda DCFH-

DA ilavesini takiben ilk okuma 5. dakikada gergeklestirilmistir.

6.3. HEp-2 Hiicre Serisinin Propolis Ekstraktlar1 fle Muamele Siiresinin

Belirlenmesine iliskin Sonuclar

Tablo 9 ve 10°da yer alan veriler propolisin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda
elde edilmis wverilerdir. Bu veriler beklenen degerlerin oldukga istiindedir ve
spektrofluorimetrik okumanin smirlarini agmistir. Bu durum g6z Oniine alinarak
propolisin hiicreler ile muamele siiresi kisaltilarak 4 saatlik inkiibasyonlara karar

verilmigtir.

6.4. HEp-2 Hiicre Serisi I¢cin Fura-2AM Muamele Siiresinin Belirlenmesine Iliskin

Sonuclar

Fura-2AM ilavesinden sonra 45. dakikada spektrofluorimetrik okuma sonuglari
Tablo 10°da yer almaktadir. Denemedeki [Ca*] indeksleri oldukca yiiksek
bulunmustur. Bu sonuglar hem spektrofluorimetrik okuma sinirlari icerisinde olmayip
hem de hiicrede ¢ok yiiksek seviyelerde Ca** diizeylerini gostermektedir. Bekledigimiz
degerler c¢ercevesinde veriler elde etmek igin Fura-2AM’nin hiicrelere ilave
edilmesinden sonra 5. dakikada ilk okumanin gergeklestirilmesi ve ardindan belirli
periyotlarda okumalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmiistiir ve buna gore islemler

yapilmistir.

6.5. HEp-2 Hiicre Serisi I¢in Fura-2AM Uygun Konsantrasyonunun

Belirlenmesine iliskin Sonuclar

Uygun hiicre sayisi, propolis muamele siiresi ve okumaya baslama siiresi

belirlendikten sonra yeni pleyt diizeni olusturuldu. Bu pleyt diizenine gore iki pleyt
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dizayn edilerek son konsantrasyon 0.5 ve 1 uM Fura-2AM olacak sekilde ayarland1 ve

okumalar yapildi.

Tablo 12. EEP ve WEP i¢in [Ca*"] indeksleri

Okuma EEP EEP EEP EEP
FURA-2AM siresi ool Etanol o o gmL 0075mgimL 0imgimL 0.2 mg/mL

konsantrasyonu . (x £ SD) (x £ SD) ' 9 ’ 9 - mg - mg/im
(dakika) (x = SD) (x = SD) (x+SD) (x = SD)

5 0.41 0.58 0.82 0.85 0.93 0.85

' +0.06 +0.005 +0.02 +0.02 +0.05 +0.03

0.5 pM

10 0.84 0.94 0.74 0.77 0.90 0.87

' +0.03 +0.003 +0.06 +0.05 +0.04 +0.08

5 0.76 0.77 0.78 0.92 1.00 1.20

' +0.01 +0.05 +0.05 +0.10 +0.06 +0.05

1M

10 0.78 0.90 0.74 0.77 0.87 0.75

' +0.07 +0.07 +0.03 +0.05 +0.05 +0.03

WEP WEP WEP WEP

Kontrol Su
0.5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 3 mg/mL
(x£SD)  (xxSD)

(x £SD) (x £ SD) (x £ SD) (x £ SD)

5 0.41 0.59 0.87 0.84 0.9 0.86

' +0.06 +0.008 +0.007 +0.003 +0.02 +0.02

0.5 ptM

10 0.84 0.85 0.80 0.67 1.08 0.79

' +0.03 +0.01 +0.03 +0.03 +0.13 +0.01

5 0.76 0.72 0.75 0.59 0.99 0.96

' +0.01 +0.02 +0.07 +0.03 +0.05 +0.07

1 pM
10 0.78 0.65 0.77 0.74 0.69 0.89
' +0.07 +0.006 +0.07 +0.03 +0.03 +0.04

Elde edilen sonuglar istatiksel olarak degerlendirilerek uygun Fura-2AM
konsantrasyonunun 0.5 uM olduguna karar verildi (0.5 uM Fura-2AM igin p<0.05).

6.6. Etanol ve Suyun Hep-2 Hiicre Serisi Uzerine Etkisinin Belirlenmesine iliskin

Sonuclar

Yapilan tiim denemelerde pleytin bir kismina propolis ekstrakti hazirlamak i¢in
kullanilan etanol ve sudan dolayr olusabilecek hiicreigci H,O, ve serbest Ca®*
diizeylerindeki degisimleri belirlemek amaciyla %70’lik etanol ve saf su ilave edildi.
Propolisin hiicreigi serbest Ca?* ve H,O, diizeylerine etkisinin belirlenmesi
deneylerindeki spektrofluorimetrik okumalarin istatiksel olarak degerlendirilmesi
sonucunda etanoliin ve suyun HEp-2 hiicrelerinde kontrole gore anlamli bir fark

olmadig belirlendi (p>0.05).

32



6.7. Propolisin Hiicreici H,O, Diizeyine Etkisinin Belirlenmesine Iliskin Sonuglar

Besinci dakika sonuglarina gére H,O, diizeyleri agisindan; 0.5, 1 ve 2 mg/mL
konsantrasyonlarda WEP ile kontrol arasinda istatiksel olarak anlamli fark goriildii

(sirasiyla p<0.05, p<0.001, p<0.05).

1 -
00 [15. dakika

90 -
80 - I L1 10. dakika

70 - I
o1 :

40 -
30 -

iEZFP ] N r

kontrol su 0.5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL

RFU (10)

HH

Sekil 5. WEP ig¢in hiicrei¢i H,O, diizeyleri

Onuncu dakika sonuglarina gore H,O, diizeyleri agisindan; 1 mg/mL

konsantrasyonda WEP ile kontrol arasinda anlamli fark gortildii (p<0.05).
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Tablo 13. EEP ve WEP hiicrei¢i H,O, diizeylerinin spektrofluorimetrik okuma
sonuglar1 (RFU)

Okuma EEP EEP EEP
L. Kontrol Etanol
Siiresi 0.05 mg/mL 0.075 mg/mL 0.1 mg/mL
. (x£SD) (x+SD)
(dakika) (x +SD) (x+SD) (x£SD)
5 1157033 936050 2395291 2406061 1961339
' +107234 +101491 +262625 +129319 +264372
10 5024538 3972181 9058084 7879394 8103256
' +372192 +301622 +1064920 +505583 +903536
WEP WEP WEP
Kontrol Su
0.5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL
(x+SD) (x+SD)
(x + SD) (x+SD) (x+SD)
: 1157033 764425 1728528 2294291 2145530
' +107234 +11882 +102804 +101059 +242440
10 5024538 3388839 5848225 8572782 6585883
' +372192 +75409 +430150 +551886 +691745
Kontrol 0'2H5{3“M 0.5 mM H,0, 1 mM H,0,
22
(x = SD) (x+SD) (x£SD) (x+SD)
: 1157033 2879730 3979973 2935838
' +107234 +344080 +425657 +168555
10 5024538 8369416 10797149 7796057
' +372192 +758232 +3236351 +244069

Tablo 11°deki sonuglara gére H>O, konsantrasyonlar1 0.25, 0.5 ve 1 mM segilerek
deney tekrarlanmistir. Yapilan istatistiksel islemler sonucunda 5. ve 10. dakikalarda 0.5

MM H,0 nin kontrol olarak kullanilmasina karar verildi (p<0.05).
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kontrol etanol

0.05 mg/mL 0.075 mg/mL 0.1 mg/mL

[15. dakika

11 10. dakika

Sekil 6.

EEP i¢in hiicrei¢i H,0, diizeyleri

Besinci dakika sonug¢larina gore H,O; diizeyleri agisindan; 0.05 ve 0.075 mg/mL

konsantrasyonda EEP ile kontrol arasinda anlamli fark goriiliirdi (p<0.05).

Onuncu dakika sonuglarina gére H,O, diizeyleri agisindan; 0.05 ve 0.1 mg/mL

konsantrasyonda EEP ile kontrol arasinda anlamli fark goriildi (p<0.05).

6.8. Propolisin Hiicreici Serbest Ca?* Diizeyine Etkisinin Belirlenmesine iliskin

Sonuclar

Besinci dakikada WEP’in tiim konsantrasyonlarinda (0.5, 1, 2 ve 3 mg/mL)

kontrol grubuna gore [Ca?'] indekslerinde istatistiksel olarak anlamli fark gozlendi

(p<0.05

, Sekil 7).
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Sekil 7. WEP i¢in hiicreici Ca** indeksleri
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kontrol etanol  0.050 mg/mL0.075 mg/mL 0.1 mg/mL 0.2 mg/mL

Sekil 8. EEP i¢in hiicreici Ca*" indeksler

Besinci dakikada EEP’in tiim konsantrasyonlarinda (0.05, 0.075, 0.1 ve 0.2
mg/mL) kontrol grubuna gore [Ca’'] indekslerinde istatistik olarak anlamli fark
gbzlendi (p<0.05, Sekil 8).
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7. TARTISMA ve SONUC

Kanserin 6nlenmesinde veya tedavi edilmesinde kullanabilir dogal ve sentetik
bilesiklerin kesfedilmesi son zamanlarda yapilan arastirmalarin hedefi olmaya
baglamistir (3, 89) Kanser kemoterapisinde bircok uygulamada bulunan zengin

bilesenler dogal tirtinler tarafindan saglanmaktadir (35).

Bircok bitkinin antitimdr ve bagisikligt uyarict etkisi gibi bir¢cok biyolojik
aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Ar1 {riinleri hem besleyici gida hem de

apiterapide tibbi tirtinler olarak hizmet etmektedir (3).

Bir ar1 iirinii olan propolis ve propolisin aktif bilesenleri hem in vivo hem de in
vitro timoér modellerinde antikarsinojen ve antitimor etkisi ¢esitli calismalarla
gosterilmistir (90, 3). Propolis bilesenlerinden olan kafeik asit fenil ester, artepilin C,
naringenin, galangin, genistein ve pluketoin A antitimoér ajanlarindan en umut
vericileridir (3). Propolis ve bilesenlerinin antitimér etkisiyle iligili son yillarda ¢ok
sayida yaym olmast yeni antitimor ajanlarin gelistirilmesinde oldukca yararl

olmaktadir. Tiirk propolisinin antikarsinojenik etkisi gosterilmistir (35, 91).

Propolisin terapotik — aktivitesinin  baglica flavonoidlere bagli oldugu ileri
stiriilmektedir. Propolisin igeriginde bulunan flavonoidlerin kanser hiicrelerinin
apopitozisini, farklilasmasini, ¢ogalmasini etkiledigi ve kanser kemoprevansiyonunda

onemli rol oynayabilecegi bilinmektedir (3).

Propolisin tiimor hiicrelerindeki hiicre biiyiimesinin engellenmesi ve apopitozis ile
ilgili mekanizmalar1 son yillarda gesitli ¢alismalarla gosterilmistir (15). Apopitozis
tarafindan programlanmis hiicre 6limi kanser gelisimi i¢in dogal bir bariyer gorevi
gormektedir. Ciinkii bu silire¢ mutasyona ugramis potansiyel zararli hiicreleri ortadan

kaldirmaktadir. Bu durumu destekleyici ¢alismalara sik rastlanmaktadir (92).

Son zamanlarda gelistirilen dogal propolisin suda ¢dzliniir formlarinin hem oral
olarak hem de parenteral olarak uygulanabilir ve gelistirilmis tibbi etkinlige sahip

oldugu disiiniilmektedir (93).

Deneysel asamalarda hiicrelere ilave edilen ¢esitli konsantrasyonlardaki H,O,

hiicrelerde H20, olusumunun aktif oldugunu gozlemleyebilmek i¢in kullanilmistir.
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Hiicrelerin 12 saatlik proliferasyonundan sonra 15. dakikada (1, 2.5, 5, 10 mM)
konsantrasyonlarda H,O, ile muamele edilmesi sonucunda kontrol grubuna gore H,0;
diizeylerinde bir artis goriilmektedir. Ancak kullanilan artan konsantrasyondaki H,0O;
sonuglar1 arasinda bir korelasyon olmadigi da belirlenmistir. Bu yiizden zamam
azaltarak fluoresansin daha iyi izlenebilecegi sonucuna varilmig ve bu amagla 5 ile 10

dakika se¢ilmistir.

Her kuyucukta 1000 hiicre olacak sekilde tasarlanan deneyde kullanilan % 70’lik
etanoliin ve saf suyun H,O; diizeylerinde artisa sebep olmadigi goriilmiistiir (Tablo 13).
Bu da hiicrelerdeki H,O, diizeylerindeki degismelerin su veya kullanilan etanolden

kaynakl1 olmay1p propolis kaynakli oldugunu gostermektedir.

Calismamizda propolisin reaktif oksijen tiirlerinden biri olan HO,’nin HEp-2
hiicrelerinde gozle goriilebilen bir artisa sebep oldugu goézlenmektedir. Bilindigi gibi de
reaktif oksijen tiirlerinin bir¢ok yolla apopitozisi indiikledigi bircok ¢alismada
bildirilmektedir (94). Buradan yola c¢ikilarak HEp-2 hiicrelerinde gozlenen H,0O;
diizeylerindeki artis  hiicreleri  apopitozise dogru  goétiirebilecegi  sonucuna

varilabilmektedir.

DCFH-DA hiicre membranlarindan kolayca gecip hiicreiginde esterazlar
tarafindan hidroliz edilerek fluoresan olmayan DCFH’a doniismekte ve olusan DCFH
reaktif oksijen tiirleri varhiginda oldukca yliksek floresan Ozellikte olan DCF’ye
doniisebilmektedir. Deneylerimizde diizeylerine baktigimiz H,O, hem ROS o6nciilii
olarak yer almaktadir hem de ROS olusumuna sebep olabilmektedir. Tiim bu sebepler
yiiziinden hiicrei¢i H,O, diizeylerine spektrofluorimetrik olarak bakilmasinda DCFH-
DA kullanilmas1 uygun goriilmiistiir. Yapilan literatiir arastirmasinda da bir¢ok
caligmada ROS tayini i¢in DCFH-DA fluoresan probunun kullanildigi goriilmektedir
(95, 96).

Yapilan ¢alismalarda propolisin malign hiicrelerin sayisin1 onemli 6l¢iide azalttigi
goriilmiistiir (97). Brezilya yesil propolisinin in vitro olarak farkli tiimoér hiicrelerine
karst belirgin aktivite gosterdigi belirtilmistir. Brezilya yesil propolisinin (2.5 ve 5
mg/kg) ayrica mikroorganizmalar1 6ldiirmek i¢in H,O; iiretimi diizeyinde artisa sebep

oldugu gosterilmistir (15).
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Akatov ve arkadaglarinin yaptiklart bir ¢aligmada Vitamin By ve C
kombinasyonunun HEp-2 hiicrelerindeki etkisini incelemislerdir. Calismalarinda 2x10°
hiicre/mL ve 20 uM konsantrasyonda DCFH-DA kullanarak 4 saat boyunca kinetik
Olclim yaparak H;O, aktivitesindeki degisiklikleri deney ve kontrol sinyallerinin
birbirlerine oranlariyla degerlendirmislerdir. Hiicrelere 2 uM H,O’nin ilavesinin ilk
dakikasinda hiicrelerdeki H,O, aktivitesinde hizli bir artis oldugunu gostermislerdir.
Yapilan bu ¢alismada oksidatif stresin gelismesiyle hiicredeki H,O; artisina bagl olarak
belirli bir slire sonra hiicrelerin Oliimiiniin gerceklestigi sonucuna varmigslardir.
Calismamizda kuyucuk basma 5000 hiicre ve Olglimler icin 20 uM DCFH-DA
kullanilmasi ragmen oldukga yiiksek fluorimetrik sonuglar gozlenmistir. Bu durum géz
oniinde bulundurularak yapilan denemeler sonucunda hem kullanilacak hiicre sayisinin
kuyucuk bagina 1000 olmasi hem de 10 uM DCFH-DA kullanilmasinin bundan sonraki
spektrofluorimetrik HEp-2 c¢alismalari i¢in uygun oldugu goriisiine varilmistir.
Sonuglarin yiliksek olmasimin HEp-2 hiicrelerinin proliferasyonunun oldukg¢a hizli bir

sekilde olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (98).

Propolisin EEP ve WEP’nin tiim konsantrasyonlarinda propolis inkiibasyonu
sonucunda HyO, diizeylerinde spektrofluorimetrik okuma sonuglarmma goére artis

gOriilmiistir.

Yaptigimiz c¢alismada cesitli konsantrasyonlarda propolisin 4 saat siiresince
hiicrelerle muamelesi sonucu 0.5 puM Fura-2AM kullanildiginda 5. dakikada tiim
konsantrasyonlardaki WEP ve EEP’nin [Ca®"] indekslerinde artisa sebep oldugu

gosterilmistir.

Bufalo ve arkadaslarmin 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 arkadaslarinin yaptiklari baska bir ¢aligmada ise propolisin etanolik
ekstraktlarmin 5 ve 10 pg/ 100 pL’sinin hiicre canliligina etkisi olmazken 25, 50 ve 100

ng/100 pL konsantrasyonlarinin HEp-2 hiicrelerinde hiicre canliligini azalttigini ortaya
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koymuslardir. Bu konsantrasyonlarin ayni zamanda hiicre morfolojisinde degisimlere
sebep olduklarini belirtmiglerdir (12).

Kamiya ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismaya gore Brezilya kirmizi propolisinin
MCF-7 (insan gogiis kanseri) kanser hiicrelerinde apoptozisi ilerletme etkisi gosterdigi

belirtilmistir (99).

Frozza ve arkadaslarmin kirmizi propolisin HEp-2 ve Hela hiicreleri {izerinde
sitotoksik etkisine bakmuglardir. Propolisin 10-150 pg/mL konsantrasyon araliginda
hidroalkolik ekstraktlar1 kullanilmis ve yliksek konsantrasyonlarda normal hiicrelere
oranla timor hiicrelerinde inhibitor etkisinin daha anlamli oldugunu gostermislerdir
(13). Projenin diger kisminda yaptigimiz 6n caligmada ise EEP ekstraktlarinin ICsg
degeri yaklasik 70 pg/mL bulunmustur.

Frozza ve arkadaglarinin yaptiklart calismada kirmizi propolisin etanolik
ekstraktlarinin doza bagimli olarak HEp-2 hiicrelerinde apoptozisi indiikledigini

gostermiglerdir (100).

Yapilan bu ¢aligmada 1000 hiicre kullanilmasina ragmen HEp-2 hiicrelerinde ilk 5
dakikada ve ilerleyen siirelerde hem H,O, hem de Ca*" seviyelerinde goriilen artig

hiicrenin zamanla apopitozis siirecine dogru ilerleyebilecegini gostermektedir.
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8. SONUCLAR ve ONERILER

8.1. Sonuclar

1.

10.

HEp-2 hiicre kiltirii ile ilgili ¢alismalarda her bir kuyucuk basmna (toplam
hacim 200 pL) 1000 hiicre kullanilmas1 fluoresans background agisindan daha
uygun bulunmustur.

Bu tiir c¢alismalarda modelin c¢alisip c¢alismadigimi  gosteren Hy0,
konsantrasyonunun 0.5 mM civarinda olmasi uygundur.

H,O, tayini i¢in kullanilan DCFH-DA konsantrasyonunun optimum 10 pM,
kalsiyum tayini i¢in kullanilan Fura-2AM konsantrasyonunun optimum 0.5 uM
oldugu anlasildu.

HEp-2 hiicreleri ¢ogaltildiktan sonra propolis ekstraktlariyla muamele siiresinin
uygun spektrofotometrik fluoresansi takip etmek igin 4 saat olabilecegi
sonucuna varildi.

Ekstraktlarla muamele sonrasi ilave edilen DCFH-DA ve Fura-2AM
fluoresanslarini spektrofluorimetrik takip etmede en uygun zaman araliginin 5-
10 dakika oldugu anlagilmstir.

Propolisin sulu ektraktlar, kontrole gore 5. dakikada 0.5, 1, 2 mg/mL
konsantrasyonlarinda 10. dakikada ise 1 mg/mL konsantrasyonunda hiicreigi
H,0, diizeylerini fluorimetrik okumalarda anlamli olarak arttirdi.

Propolisin  etanolik  ekstraktlari, kontrole goére 0.05-0.075 mg/mL
konsantrasyonlarinda 5. dakikada, 0.05-0.1 mg/mL konsantrasyonlarinda 10.
dakikada hiicrei¢i H,O; diizeylerini fluorimetrik okumalarda anlamli olarak
arttirdu.

Propolisin sulu ektraktlari, kontrole gore hiicreici Ca®" indekslerini 0.5, 1, 2, 3
mg/mL konsantrasyonlarinda 5. dakikadaki fluorimetrik okumalarda anlaml
olarak arttirdi..

Propolisin etanolik ekstraktlari, kontrole gore hiicreici Ca®* indekslerini 0.05,
0.075, 0.1, 0.2 mg/mL konsantrasyonlarinda 5. dakikadaki fluorimetrik
okumalarda anlamli olarak arttirdu..

Hem WEP hem de EEP’nin farkli konsantrasyonlarda hiicrei¢ci H,O, ve Ca®*

diizeylerini arttirmak siiretiyle apopitozise yol acabilecegi sonucuna varildi.
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8.2. Oneriler

1. HEp-2 hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda bu hiicrelerin olduk¢a hizli ¢ogaldiklari,
fluoresans backgroundlarinin yiiksek oldugu dikkate alinmalidir.

2. Hidrojen peroksit yaninda WEP ve EEP’nin etkilerini ROS diizeyinde gormek
icin H,O, yaninda diger serbest radikaller (OH" gibi) ¢alisilabilir.

3. Hiicreici Ca®* diizeyleri spektrofluorimetrik okuma yaninda fluoresan mikroskop
tabanli yontemle de irdelenebilinir.

4. Hiicreigi Ca?* diizeyleri bagli kalsiyum ve serbest kalsiyum fraksiyonlar seklinde
calisilabilir.

5. Apopitozisi teyid etmek igin g¢alismalar yapilabilir (Flow sitometrik DNA
analizi).

6. Hidrojen peroksit ve kalsiyum yaninda hiicresel enzimler (SOD ve katalaz gibi)

calisilabilir.
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