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OZET

Tiirk Propolisinin Sulu Ekstraktinin insan Laringeal Epidermoid Karsinoma

(HEp-2) Hiicre Serilerinde Mitokondriyal Membran Potansiyeline EtKisi

Propolis, ¢esitli bitkisel kaynaklardan bal arilar1 tarafindan toplanan re¢inemsi bir
maddedir ve propolis arilar tarafindan peteklerde bulunan gatlaklar: piiriizsiiz hale getirip
davetsiz misafirlere karsi kovanin girisini korumak i¢in kullanilir. Yapilan ¢aligmalarda
propolis ekstraktlarinin degisik kanser hiicrelerinde, mitokondriyal membran potansiyelinde
bir azalma meydana getirerek apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi ortaya konmustur. Bu
calismada, Tiirk propolisinin antikanser 6zelligi dikkate alinarak, insan laringeal epidermoid
karsinoma (HEp-2) hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelinde ne tiir degisime
sebep oldugunun arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagcla calismada Tiirk propolisinin sulu
(WEP 1-3 mg/mL) ve etanollii (EEP 0.075-3 mg/mL) ekstraktlarinin, HEp-2 hiicrelerinin
mitokondriyal membran potansiyeli lizerine etkisi florumetrik yontemle incelendi. WEP ve
EEP’ nin konsantrasyon ve zamana bagli olarak mitokondriyal membran potansiyellerinin

HEp-2 hiicre serilerinde kontrole (0 konsantrasyon) gore anlamli azalttig1 bulundu.

Anahtar Kelimeler: Insan laringeal epidermoid karsinoma, Kanser, Mitokondriyal

membran potansiyeli, Propolis, Reaktif oksijen tiirleri



SUMMARY

Effect of Water Extract of Turkish Propolis on Mitochondrial Membrane

Potential in Human Laryngeal Epidermoid Carcinoma Cell Lines (HEp-2)

Propolis is the generic name for the resinous substance collected by honeybees from
the buds of various plant sources and it is used by bees to seal holes in their honeycombs,
smooth out the internal walls, and protect the entrance of bee hive against intruders. The
recent studies have shown that propolis extracts have induced apoptotic cell death by
decreasing mitochondrial membrane potential in various cancer cells. The aim of this study is
investigate what kind of changes the Turkish propolis cause on mitochondrial membrane potential
of human laryngeal epidermoid cell lines (HEp-2), by considering its anticancer features. For this
purpose, the effects the water extracts of Turkish propolis (WEP 1-3 mg/mL) and the
ethanolic extracts of Turkish propolis (EEP 0.075-3 mg/mL) to Hep-2 cell lines’
mitochondrial membrane potential were investigated by flourometric method. It was
concluded that both WEP and EEP decreased mitochondrial membrane potentials on HEp-

2 cell series according to control (0 concentration) depending concentration and time.

Key Words: Cancer, Human laryngeal epidermoid carcinoma, Mitochondrial membrane

potential, Propolis, Reactive oxygen species



3. GIRIS ve AMAC

Propolis, bal arilarinin gesitli bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden topladig 6ziitleri, bal
mumu ve diger bitkisel maddelerle karistirarak olusturdugu, yapiskan, recinemsi, organik
bir maddedir (1). Adin1 eski Yunanca’dan almakta olup, on, giris anlamina gelen “pro” ve
topluluk, sehir anlamma gelen “polis” kelimelerinden olusmaktadir (2).Insanlar ¢ok eski
zamanlardan beri propolisi yaralarin iyilestirilmesi, kanser i¢in tedavi edici olarak
kullanmuslardir. Propolisin antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiinflamatuar, antibiyotik,

antioksidan, immiinomodiilator etkileri yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (2-4).

Ham propolisin igerigi arilarin propolis elde etmek i¢in kullandiklart bitkinin
kaynagina gore degisiklik gostermektedir. Propolis genel olarak %50 oraninda recine ve
bitkisel balzam, %30 balmumu, %10 kadar esansiyel ve aromatik yag, %5 oraninda polen

ve buna ek olarak %5 kadar da diger organik maddelerden olusmaktadir (5).

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren, kisa omiirlii,
kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve ¢ok reaktif atom veya molekiillerdir (6-8).Serbest
radikaller hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak, hem de toksik maddelerin etkisiyle
olusabilmektedir (9). Oksidatif stres reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve antioksidan

savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir (10).

Mitokondri, primer fonksiyonu aerobik solunumu gergeklestirmek ve hiicre i¢i
metabolik yolaklarda kullanilacak hiicresel enerjiyi sentezlemek olan, dkaryotik hiicrelerin
sitoplazmasinda bulunan bir organeldir. Programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) ve hiicre ici

sinyal iletiminde 6nemli rolii bulunmaktadir (11).

HEp-2 hiicre serisi insan nazofaringeal mukozasinin laringeal karsinoma
hiicrelerinden iiretilir. Yavas biiyliyen tiimor grubundandirlar (12). Larinksin en sik goriilen
malign tlimorleri epidermoid karsinomlar olup, bas-boyun bdlgesindeki epidermoid
kanserlerin %26’s1 larinkste yerlesmistir (13). Tiim kanserlerin yaklasik %2.7’sini ve

kansere bagli 6liimlerin ise %2.1’ini olusturmaktadir (14).

Literatiirde Tiirk propolisinin sulu ekstraktlarinin hazirlanarak HEp-2 hiicre serilerinde
mitokondriyal membran potansiyeline etkisinin incelendigi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.
Yapilacak olan bu ¢alismada fonksiyonel bir gida olarak antitiimoral etkinligi de bilinen
antioksidanlarca zengin Tiirk propolisinin sulu ve etanollii ekstraktlarinin HEp-2

hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyeline etkisi incelenecektir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Propolis

"Ar tutkall" olarak da bilinen propolis, ar1 kovaninda dolgu olarak kullanmak i¢in bal
arilar1 tarafindan farkli bitki tiirlerinden toplanarak tiretilen bir re¢ineli malzemedir (15). Bal
arilar propolisi, bal mumuna karistirarak kovan girisinin kii¢iiltiilmesinde petek yapiminda,
kovan duvarlarindaki ¢atlaklarin kapatilmasinda kullanirlar. Buna bagli olarak propolis
bakteri, mantar ve virilislerle miicadelede etkilidir ve kovanda enfeksiyonlara karsi tiim ar1
populasyonu i¢in koruyucu olarak gorev yapmaktadir (16). Aymi zamanda propolisi
kullanarak kovan igerisine giren biiylik olup tasinamayan canlilari da mumyalayarak bir

enfeksiyon olusturmasini dnlerler (17).

Propolis iiretimi i¢in arilar tarafindan kullanilan materyal, bitkilerin yaprak
bolgelerinden salgilanan maddeler olabildigi gibi, yapraklardaki lipofilik materyaller ile
recine, zamk gibi maddeler de olabilmektedir. Arilar bu salgiya daha sonra gesitli enzimler

ile polenden tiirevlenen maddeler katmaktadirlar (16).

Propolisin igerigini olusturan bitkiler at kestanesi (Aesculus hippocastanum), kavak
(Populus spp.), hus (Betula alba), kestane (Castanea sativa), kaym (Fagus sylvatica)

akcaagag (Alnus glutinosa) ve gesitli koniferlerdir (18).

Propolisin antiseptik, ve ates diisiiriicii gibi tedavi edici 6zellikleri nedeniyle inkalar,
Yunanlilar, Misirlilar, Romalilar gibi eski uygarliklar tarafindan kullandigina dair kayitlar
vardir (19). Buna ek olarak, bu dogal bir iirlin, ayn1 zamanda hastaliklarin gelismesini
onlemek amaciyla insanlarin yiyecek ve iceceklerini hazirlanmasinda da kullanilmistir (20).
Propolis antibakteriyel, lokal anestezik, antiviral, antiinflamatuar, antifungal, antiprotozoal
ve bagisikligi uyarici gibi ¢ok farkli biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahiptir (21). Hatta
propolisin Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus gibi dental ¢iiriiklerle iliskili

olan bakterilere kars1 biiytik bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir (22).
4.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolisin kokusu, rengi yapisi ve kompozisyonu biiyiik 6l¢lide kovanin etrafinda

bulunan botanik kaynaklara cografi konuma ve iklim kosullarina baglh olarak (23).



Yiiksek sicakliklarda, yumusak, esnek ve ¢ok yapiskan olup sogutuldugunda sert ve
kirilgan hale gelir. Tipik propolis 70°C’ de sividir ancak bazi 6rnekler i¢in erime noktasi

100°C kadar yiiksek olabilir (24).

Propolisin ¢oziinmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan ¢dziiciiler, etanol, metanol,
DMSO, eter, propilen glikol ve sudur (25). Kovandan toplanarak topak haline getirilmis
propolis 6rnekleri Sekil 1°de gosterilmistir (26).

Sekil 1. Kovandan toplanaran propolis numuneleri (Turan’dan, 26)

4.1. 2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Propolisin rengi sar1 yesilimsiden koyu kirmizi veya kahverengiye degisir. Propolis
kovanda arilar tarafindan cesitli amaglar i¢in kullanilmaktadir, rengi ve fiziksel 6zellikleri
kaynagina gore degismektedir (27).Propolisin kimyasal bilesimi ¢esitli ve karmagsik olup
toplandig1 floraya baglidir. Propolisin yaklasik 300°e yakin bilesik igerdigi ve bu bilesiklerin
baslica flavonoidler, fenolik asitler, terpenoidler, steroidler ve amino asitler oldugu tespit

edilmistir (2).

Propolisin kokusu, rengi ve tibbi karakteristikleri kaynagina ve sezonuna gore
degismektedir. Genellikle %10 esansiyel yaglar, %25-35 mum ve yag asitleri, %45-50 recine

ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 diger organik maddelerden olusmaktadir (5).

Propolisin ortalama %60.2’°1lik kismini lipidler olusturur. Bu miktarin %49.09’unu yag
asitleri, geri kalan bolimiinii ise steroller, hidrokarbonlar ve uzun zincirli alkoller gibi
sabunlasmayan maddelerden olusturur. Palmitik asit ve stearik asit propoliste bulunan

doymus yag asitlerine drnektir. Doymamis yag asitlerinden ise nervolik, eikosapentaenoik,



aragidonik, oleik, linoleik ve linolenik asitler propolisten degisen oranlarda izole

edilmislerdir (28, 29).

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (Demir’den, 30)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%)

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

o er . Arlardan veya bitkilerden mum, % 25-35

Mum ve yag asitleri Bitkilerden ¢oklu doymamis yag °

asitleri
. 5 : % 10
Esansiyel yaglar Ugucu bilesenler

Eser elementler

Polen Serbest amino asitler %5
Laktonlar
Steroidler

Diger maddeler Sekerler %5
Kinonlar

B1, B2, B6, A, C, E, niasin, pantotenik asit gibi vitaminlerinde propolisin yapisinda
bulunabildigi gosterilmistir. Propolis i¢erisinde triptofan, tirozin, treonin, alanin, fenilalanin,
16sin, sistin, metiyonin, valin, serin, histidin, arginin, sistein, prolin, aspartik asit, glutamik

ve lizin gibi amino asitlerden olusmus olan azot, %0.7 oraninda bulunur (31).

Adenozin trifosfataz, suksinat dehidrogenaz, glukoz-6 fosfataz ve asit fosfataz gibi

enzimler de yapisinda yer almaktadir (32).

Farkl1 bolgelerden toplanip elde edilen Tiirk propolisinin baslica fenolik bilesenlerinin
ise galangin, kuersetin ve kafeik asit oldugu da cesitli calismalarla rapor edilmistir.

Propolisin icerdigi etken maddeler ve bilinen etkileri Tablo 2’de verilmistir (33).



Tablo 2: Propolisin i¢erdigi etken maddeler ve bilinen etkileri (Akbulut’dan, 33)

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

Apigenin: Antitiimoral ve antitilser

Kuersetin: Antitiimoral, 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, antiiilser

Kafeik asit: Antiviral, antibakteriyel, antioksidan, tiimor biiyimesinin kontrol edilmesi,
antitiimoral

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

p-Kumarik asit: Antitiimoral ve antitilser

4.1.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler aromatik aminoasitler fenilalanin, tirozin ve malonattan bitkilerde
olusturulmaktadir (34). Flavonoidler, genel olarak glikosil tiirevleri gibi bitkilerde meydana

gelen ve yaprak, ¢igek ve meyvelerde mavi, kizil ve turuncu tonlar1 katkida bulunur (35).

Flavonoidler yillar once arastirilma calismalarina baslanmis olmasina ragmen son
zamanlarda Onemli c¢aligmalar flavonoidlerin antioksidan Ozelliklerinin yami1 sira
antiinflamatuvar, antiallerjik, antitrombotik, antiviral ve diger 6zelliklerinin de bulundugunu
gostermektedir. 4000°in iizerinde var oldugu tahmin edilen flavonoidler ¢ay, elma, sogan,

baklagiller, domates ve kirmizi sarapta ¢ok fazla bulunmaktadir (36).

Propoliste bulunan flavonoidler esas itibari ile antioksidan aktiviteden sorumludurlar.
Bir flavon bilesigi olan pinosembrin, bakteriler, kiif ve mayalar {izerine etki etmektedir. Bu
flavonla birlikte galangin, 3-asetil pinobanksin, kafeik ve ferulik asitler propolisin biyolojik

aktivitelerinin cogundan sorumludur. Propolisteki diger bir flavon olan kuersetin, antiviral



aktivite gosterir ve damarlarin kuvvetlendirilmesini saglamaktadir. Propolisteki diger
flavonlar ve flavononlar antiinflamatuar, topikal anestezik ve spazmolitik aktivitelere
sahiptir (37).

Yapisal farkliliklara dayanarak, flavonoidler alti alt gruplara boéliiniir; bunlar
flavanonlar, flavonlar, flavonoller, flavan-3-oller, antosiyaninler ve isoflavonlardir (38).

Flavonoidlerin genel yapis1 Sekil 2°de gosterilmistir (39).

Sekil 2. Flavonoidlerin genel yapis1 (Kumar’dan, 39)

Siiperoksit radikali (Oz) ve hidroksil radikalini (OH) ve singlet oksijeni (O%)
temizler. Siklooksigenaz ve lipooksigenaz enzimlerini inhibe eder. Hiicresel regiilasyonda
onemli enzim fonksiyonlarina bagimli kalsiyum modiilasyonuyla bir rol oynayan kiigiik bir
asidik protein olan kalmodiilini inhibe eder (40). Flavonoidlerin 6rnekleri sekil 3’de

gosterilmistir (41).



HO o | =
HO O OH

Genistein Kaempflerol

HO O._..

= "NOH HO O

Maringenin Pinocembrin

Sekil 3. Flavonoidlerin yapis1 (Kumar’dan, 41)

4.1.3. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Flavonoidler, aromatik asitler ve esterlerinin propolisin biyolojik aktivitesinden
sorumlu bilesikler oldugu diistiniilmektedir. Bu aktivitenin fenolik bilesikler ile re¢inedeki

diger bilesiklerin sinerjik etkisi ile olugtugu belirtilmistir (5).

Propolisin ayrica, kokaine benzer bir anestezik etkisi vardir, biyolojik dokular
tizerinde rejeneratif etkiler ve birgok kanser hiicrelerine karsi anti-neoplastik aktivite

gostermektedir. Propolis ayrica hiicre boliinmesini ve protein sentezini inhibe


http://www.hindawi.com/84767289/

edebilmektedir. Pinosembrin ayrica antifungal ozellikler de gostermektedir. Diger aktif
bilesikler kumarik ve kafeik asit esterleridir (16). Baz1 bilim adamlar1 yapilan ¢ozeltilerde
propolisin yara iyilestirici etkisinin, propolis igerigine bagli oldugunun {izerinde durmaktadir

(42).
4.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler yoriingelerde bir veya daha fazla
ortaklasmamis elektron bulunduran molekiiller ya da molekiiler fragmentler olarak
tanmimlanabilirler. Bu ortaklasmamuis elektron veya elektronlar genellikle serbest radikale
onemli derecede reaktivite verir (43). Bu radikaller anyon, katyon veya nétral olabilirler.
Serbest radikaller elektron transferi, enerji liretimi gibi diger islevlere de katilirlar fakat

kontrolsiiz davraniglar1 hiicrede hasara neden olmaktadir (44, 45).

Bu ¢iftlenmemis elektron serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak protein,
lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi bir¢ok biyolojik maddeye zarar verirler. Bu zararin
yaslanmayi tesvik ettigi ve ayrica kalp-damar hastaliklari, gesitli kanser tiirleri, katarakt,
bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastalik gibi bir¢ok patolojiye

sebep olduguna dair bilgiler bulunmaktadir (45).

Hiicrede serbest radikal iiretiminin ana kaynagi mitokondrilerdir. Alinan oksijenin

yaklasik %80-90 kadar1 burada kullanilmaktadir (46).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktifazot tiirleri (RNT) normal hiicresel

metabolizmanin tirlinleridir (47). Sekil 4° de ROT un olusumu goriilmektedir.

ap°
1e e 1e 1e l
0, —» O3 T H,0, — *OH — H,0

Sekil 4. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Serbest radikaller 3 yolla ortaya ¢ikar;
1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu her bir par¢ada

ortak elektronlardan biri kalmas1 kosuluyla olusurlar.

XY-X+Y°
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2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun eksilmesi ya da bir molekiiliin heterolitik

olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik bdliinmede kovalent bagi olusturan her iki

elektron, atomlardan birisinde kalir.

XY-oX"+Y"

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

X+e" —X" (48, 49).

Tablo 3’°de hiicredeki serbest radikal kaynaklar1 verilmistir (50).

Tablo 3. Hiicredeki serbest radikal kaynaklari (Kavas’dan 50)

Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri
Kloroplast elektron transport zinciri
Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz
Indolamin dioksijenaz

Triptofan dioksijenez

Galaktoz oksidaz

Siklooksijenaz

Lipooksijenaz

Mono aminooksidaz (MAQ)

Fagositik hiicreler

Notrofiller, monosit ve makrofajlar

Ilag oksidasyonlari
Iyonize radyasyon
Glines 15181

X- 1s1inlar

UV- sinlan

Is1 soku
Glutatyonu okside eden maddeler
Sigara dumani
Ozon
Kiikiirtdioksit
Egzos gazlan

Radikal kavramindan bahsedildiginde genelde oksijen merkezli radikaller akla gelir.

Bu kavramin baslica gerekgeleri sunlardir:

1. Diger atom merkezli radikaller biiyiik bir hizla oksijenle tepkimeye girerler ve

tepkimede paylasiimamis elektron oksijen atomu iizerine kayar ve radikal 6zelligi oksijen

atomu lizerinde devam eder.

2. Molekiiler oksijen hiicrelerde

devamli olarak kullanilmaktadir. Oksijeni

kullanabilmek i¢in elektron transferi ile spin kisitlamasinin agilmasi gerekir. Bu nedenle de

oksijen metabolizmasi sirasinda reaktif radikal tiirlerinin olugsmasi kaginilmazdir.
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3. Oksijen elektrofilik bir atom olup, dig orbitaline elektron alarak biyomolekiilleri
oksitler. Bu sirada kendisinin radikal tiirleri olusur. Metal iyonlar1 oksijenin bu tiir oksitleyici

etkilerini hizlandirirlar (49).

Serbest radikaller hiicrelerde endojen veya ekzojen kaynakli faktorlere baglh olarak
meydana gelmektedirler. Biyolojik 6nemi olan reaktif oksijen tiirleri tablo 4’de verilmistir
(51).

Tablo 4. Biyolojik énemi olan reaktif oksijen tiirleri (Ozden’ den, 51)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit, O2™ Hidrojen peroksit, H202
Hidroksil, OH* Hipokloréz asit, HOCI
Peroksil, RO?" Ozon, O3

Alkoksil, RO’ Singlet Oksijen, O°
Hidroperoksil, HO2’ Peroksinitrit, ONOO-
Nitrik oksit, NO: Hidroperoksit, L(R)OOH

Nitrik oksit nérotransmisyon, savunma mekanizmalari, kan basincinin diizenlenmesi,
diiz kaslarin gevsemesi ve immiin regiilasyon gibi ¢ok cesitli fizyolojik siireclerde rolii olan

¢ok fonksiyonlu bir radikaldir (52-54).

Oksidatif olarak aktif olan peroksinitrit (ONOO") anyonunu 6nemli miktarda tiretmek

i¢in Nitrik oksit ve siiperoksit anyonu reaksiyona girerler (43).

NO" + O — ONOO" (peroksinitrit anyonu)

Nitratlayict olup gii¢lii oksidan ajandir. DNA kirilmasi ve lipit peroksidasyonuna

sebep olan bu anyon giiclii toksik 6zellige sahiptir (55).

Hem ¢evresel etkenler ile hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan
tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali, O2™ dir. Stiperoksit radikali oksijen

molekiiliine bir elektronun eklenmesi ile olusur (48, 56, 57).

O2+e — 02"
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Stiperoksit iiretimi ¢ogunlukla bir hiicrenin mitokondrisi i¢inde gerceklesir.
Mitokondriyal elektron tasima zinciri memeli hiicresinde ATP iiretiminin ana kaynagidir ve
bu nedenle yasam ig¢in gereklidir. Siiperoksit radikali genellikle ¢esitli hastaliklarin
patofizyolojisinden sorumlu tutulur ve hiicrenin mitokondrisinde ger¢eklesen elektron
tagima zincirindeki elektron kacagi ile birlikte oksijenden tiretilmektedir (48).Serbest bir
radikal olup kendisi direkt olarak fazla zarar vermez (58). Siiperoksit radikali, HoO2, HO™

veya 02 gibi diger ROT’nin olusumunda énemli bir rol oynar (59).

Hidroksil (OH") en reaktif oksidan radikalidir (10, 60). Siiperoksit radikali Haber-
Weiss reaksiyonu ile OH”ne doniisebilmektedir (43). Hidroksil radikalleri basta lipid,
niikleik asitler (DNA ve RNA) ve protein olmak iizere hemen hemen biitiin hiicresel

molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler (61).

Hidrojen peroksit eslesmemis elektron veya elektronlara sahip olmadigindan aslinda
bir radikal degildir. O2™ iireten herhangi bir sistem ayn1 zamanda H20O> agiga cikarir (62).
O>"’ye bir elektron transferi (stiperoksit dismutasyonu) ya da O2’ye iki elektronun eklenmesi
(indirgenme) ile veya glikolat oksidaz ve D-amino asit oksidaz ile direkt olarak meydana
gelir (63).

202"+ 2H" — H202 + O3
Fizyolojik sartlar altinda diger reaktif oksijen partikiilleriyle karsilastirildigi zaman
daha kararli ve daha az reaktif olmasmna ragmen spesifik kimyasal reaksiyonlar
gerceklestirme 6zellligine sahiptir (64). H20: bir radikal olmadig1 halde, ROT igine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynar. Ciinkii gecis metal iyonlar1 varliginda
Fenton reaksiyonu sonucu; siiperoksit radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu

en reaktif ve daha ¢ok hasar verici olan hidroksil radikaline dontistir (65).

1) 0, + F&¥f——> 0, + Fe*'
2) H,O, + Fe>*——> OH~ +°*OH + Fe** (Fenton reaksiyonu)
Net O, + H,0,—> 0, + OH  + *OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

4.3. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir

denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir (66). Viicuttaki
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fizyolojik aktivitenin dogal {iriinii olan serbest radikalleri, organizma dogustan kazandigi
hassas bir donanimla oksidan-antioksidan denge olarak tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya

calisir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese yol agar (67).

Oksidatif stres olusumuna bir¢cok kaynak sebep olmakla beraber, bu kaynaklar iki
madde ile 6zetlenebilir (44, 68).

» Beslenme bozukluklarina bagli olarak gergeklesen antioksidanlarin yetersizligi,

* Cesitli patolojik ve kronik hastaliklar sonucu serbest radikallerin iiretiminin

artmasidir.

Oksidatif stresin kardiyovaskiiler hastalik, kanser, norolojik bozukluklar, diyabet,

iskemi/reperfiizyon ve yaslanmayr igeren c¢esitli patolojik durumlarda rol oynadigi
bilinmektedir (69).

4.3.1. Antioksidan etki mekanizmalari ve Savunma Sistemleri

Antioksidanlarin etki mekanizmalart;

1. Toplayict etki; Serbest oksijen radikallerini tutarak veya daha zayif molekiillere
dontistiirerek etki gosterirler.

2. Bastirict etki; Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen ekleyerek aktivitelerini
azaltarak veya inaktif hale donistiirerek etki gosterirler. Vitaminler ve flavanoidler bu
ozellikteki antioksidanlardir.

3. Zincir kiricr etki; Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirict etki gosterirler.
Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

4. Onaric1 etki; Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar1 onarici etkiye sahiptirler.

5. Hiicresel kinaz kayiplarini 6nleme; Oksidasyon reaksiyonlarini durdururlar.

6. Enzimatik etki; SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentezini arttirmak seklindedir (58).

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen
tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu engellemektedirler. Antioksidanlar, oksidatif
zararin DNA’ya olan etkisini ve hiicre boliinmesindeki anormal artis1 azaltmak suretiyle
kansere karsi koruyucu etki yaparlar (58). Organizmalar istenmeyen oksidanlarla farkl
sekillerde bas etmeye calismaktadir (54). Antioksidan sistem hasar Oncesi radikal

olusumunu oOnler, oksidatif hasar1 onarir, hasara ugramis molekiilleri temizler ve
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mutasyonlart 6nler. Hem lipofilik hem hidrofilik fazda pek ¢ok antioksidan Tabla 4’de

Ozetlenmistir (70).

Tablo 5. Hem lipofilik hem hidrofilik fazda olan bazi antioksidanlar (Rizo’dan, 70)

Stiperoksit Dismutaz(SOD)

Katalaz(CAT)

Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon S Transferaz (GST)

Metallotieninler

Tiyoredoksinler

Ubikinon

Askorbik asit

Karotenler

Tokoferol

Selenyum

Hidrofilik

Hidrofilik

Hidrofilik veya
Lipofilik

Hidrofilik

Hidrofilik

Hidrofilik

Hidrofilik

Lipofilik

Hidrofilik

Lipofilik

Lipofilik

Amfifilik

Oz"nin HzOz ve Oz’e
dismutasyonu

H>O2’nin H,O ve Oy’e
dismutasyonu

R-OOH’nin R-OH indirgenmesi

Okside glutatyonun indirgenmesi

R-OOH’nin GSH ile
konjugasyonu

Gegcis metalleriyle noétralizasyon

R-S-S-R’nin R-SH’a
indirgenmesi

Serbest radikal temizleyicisi ve
Lipid peroksidasyonunda
korunma

Serbest radikal temizleyicisi ve
Tokoferol kazanimi

Serbest radikal temizleyicisi ve
O’ baskilayict

Selenyum absorbsiyonunu
arttirir, Serbest radikal
temizleyicisi ve Lipid
peroksidasyonunda korunmasi

Tiyoredoksin, GSH-Px yapitasi
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4.4, Kanser

Kanser; hiicre 6liimii ve ¢gogalmasi arasindaki dengenin agir1 hiicre proliferasyonu ya
da azalmis apoptoz nedeniyle bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur. Kanser
olusum siirecinde baskilanmis ya da azalmis apoptozun 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir.
Kanser, gelisen ve gelismekte olan iilkeler i¢in en 6nemli saglik sorunlarindan bir tanesidir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore bulasic1 olmayan hastalik kaynakli 6liimlerinin % 63’ii
kanser ile iligkilidir ve 6liime en ¢ok sebebiyet veren kanser tiirlerinin akciger, mide, kolon,

karaciger ve meme kanserleri oldugu bildirilmektedir (71).

Kanser, gelismis iilkelerde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra, gelismekte olan
tilkelerde ise kazalardan sonra tiim diinyadaki 6liimlerin %12’sini olusturan 6nemli bir saglik
problemidir (72). Kanser sikliginin bu kadar yiiksek olmasi; popiilasyonun yas ortalamast,
beslenme aliskanligi, cevresel karsinojenlere maruz kalma siiresi gibi 21 demografik
durumlardan kaynaklanabilmektedir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi; 2008 yilinda
12.7 milyon olan kanser vakasi sayisinin 2030 yilinda 21.4 milyona ulasacagini

ongdrmektedir (73).

Kanser arastirmalarina her yil milyarlarca dolar harcanmasina ragmen hala kanserin
tam olarak nasil gelistigi sorusu yanit bulamamistir. En ¢ok kabul géren hipoteze gore
kanser; hiicrenin akibetine karar veren ve kalitim biyomolekiilii olan DNA’da meydana
gelen mutasyonlar sonucu olusmaktadir. Normalde hiicreler tamir yetenekleri ile DNA’larin1
tamir edebilmekteyken, tamir kapasitelerinin tizerinde bir DNA hasarinin olugsmasinin
hiicrenin kanserlesme siirecini baglattigina inanilmaktadir. Sigara, sagliksiz diyet, virtisler,
yetersiz fiziksel aktivite, kimyasal ve ¢evresel karsinojenlere maruziyet gibi etmenler baslica

kanser olusturma sebepleri arasinda sayilmaktadir (74).

Yetigkin bir insan yaklasik 10%° hiicreden meydana gelmektedir ve bu hiicrelerin
boliiniip farklilagmasiyla 6liimleri arasinda bir denge vardir. Bu dengenin ¢ogalma yoniinde
bozulmasi hiicrelerin kanserlesmesine neden olmaktadir. Birgok kanser tiiriinde hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmalariyla olusturduklar1 kiime, tiimor halini almaktadir. Yanindaki ya da
uzaktaki dokulara yayilim yapmayan tiimérler bening karakterdedir. Istisnalar haricinde
bening tiimorler ciddi rahatsizliklara ya da oOlime sebebiyet vermezlerken, kanserli

karakterde olan malign tiimoérler yakinindaki ya da uzaktaki doku ve organlar istila edip
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onlara da zarar verme egilimindedir. Kanserli hiicrelerin tiimdr olusturduklari odaktan cesitli

etkilerle viicudun bir baska yerine tasinip yerlesmesi "metastaz" olarak adlandirilmaktadir.

Kanserin ortaya c¢ikisinda molekiiler anlamda iki temel mekanizmanin oldugu ileri
stirilmektedir:
1. Proto-onkogenlerin fonksiyon kazanip onkogen haline gelmesi.

2. Tiimdr baskilayici genlerin fonksiyonlarinin azalmasi (71).
4.4.1 Insan Laringeal Epidermoid Karsinoma Hiicre Serileri (HEp-2)

Larenks kanseri, bas boyun kanserlerinden siklikla goriilmekle birlikte malign bas
boyun tiimorlerinin yaklasik %25’ini olusturmaktadir (75). Diinya niifusunda yilda yaklasik
190.000 kiside bu hastalik teshis edilir, daha da 6nemlisi, say1 her gecen yil artmaktadir (75,
76). Tim kanserlerin yaklasik %2.7’sini ve kansere bagli Oliimlerin ise %2.1’ini

olusturmaktadir (14).

HEp-2 hiicre serisi insan nazofaringeal mukozasinin laringeal karsinoma
hiicrelerinden iiretilir. Yavas biiyliyen timor grubundandirlar (77). Larenks kanseri, ses ve
solunumda yaptig1 degisikliklerden dolay1 nispeten erken teshis edilebilmektedir. Degisik
ilkelerde zamana ve maruz kalinan risk faktorlerine gore hastaligin sekli degisebilmektedir.
Larenks kanser gelisimine tiitiin, alkol, meslek icab1 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 (78, 79).

4.5. Apoptoz

Fizyolojik sartlarda yiiksek organizmalarin, homeostazinin diizenlenmesi ve
istenmeyen hiicrelerin yok edilmesinde rol olan apoptoz, kontrollii ve programli bir hiicre
6lim siirecidir (80). Apoptoz; evrim boyunca korunmus, olduk¢a kompleks, i¢sel bir 6liim
programi olup embriyogenezde (parmak aralarindaki perdelerin kalkmasi gibi), gelisme
evresinde ve yetigkinlikte doku homeostazisinin saglanmasinda oldugu kadar hasarlanmis
ya da anormal hale gelmis hiicrelerin eliminasyonunda da oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir.
Dolayisiyla, fizyolojik apoptoz diizeyindeki ¢ok kiiclik bir azalma bile erken donemde
timorlesmeye gidebilen bir yolun Oniinli agabilmektedir. Kanserli hiicrelerin tipik
Ozelliklerinden olan apoptozdan kagabilme yetenekleri, tiimoriin olusumuna ve ilerlemesine

ayrica yardimer olmaktadir (71).
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Apoptoz, patolojik bir hiicre o6liimii olan nekrozdan farklidir. Apoptozun nekrotik
hiicre Oliimiinden ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal farkliliklar1 vardir. Apoptozda
sitoplazmanin pargalanma siirecinde olusan kabarciklar plazma zar1 ile korunmus
durumdadirlar. Bu kabarciklar makrofajlar tarafindan fagosite edilirler, ancak herhangi bir
yangisal cevap gergeklesmez. Nekrozda ise hiicre siser, organellerin hacmi artar ve sonugta
patlayarak icerigi hiicre digina atilir. Makrofajlar nekrotik hiicre kalintilarini fagosite ederler

ve yangisal cevap olusmasini saglayacak molekiiller salgilarlar (81).

Kaspazlar1 aktifleyerek apoptozu gergeklestiren {i¢ ana yolak oldugu one
stiriilmektedir. Bunlar; intrinsik yolak (mitokondriyal), eksrinsik yolak (6liim reseptorlerine

bagli) ve tam olarak aydinlatilamamig ER stresi bagimli yolaklardir (71).
4.5.1. Hiicre Ici Apoptotik Yollar

Mitokondri aracilikli intrinsik yolagin aktiflendikten sonra geri doniisiiniin olmadig1
gosterilmistir. Mitokondri membranlar arasi bolge proteinlerinden sitokrom c, Smac
(Second mitochondria-derived activator of caspases), Diablo (Direct IAP-Binding protein
with Low PI) gibi proteinlerin sitozole ¢ikisi efektér kaspazlarin aktiflenmesi ile
sonuc¢lanmaktadir. Ozellikle sitozole cikan sitokrom c’nin, Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor 1) ve kaspaz 9 ile olusturdugu apoptozom kompleksi kaspaz 3’i
aktiflemektedir. Smac ve Diablo proteinleri ise apoptoz inhibitor proteinlerine (IAP)
baglanarak onlar1 etkisiz hale getirmekte, bu durum kaspaz 9, 7 ve 3 aktivasyonu ile

sonuclanmaktadir (82).

Tumor protein 53 (p53) farklilasma ile iligkili protein olarak 1979 yilinda
kesfedilmistir. ilerleyen yillarda yapilan arastirmalar p53’iin hiicre dongiisiiniin kontrolii,
DNA tamiri, hiicre farklilagmasi, hiicre yaglanmasi, genom kararliligi, apoptoz, otofaji gibi
yolaklarda da gorevli oldugunu ortaya koymus ve p53 en onemli tiimdr baskilayicit gen
olarak kabul edilmistir. p53°iin insanlarda ve hayvanlarda apoptozun en énemli regiilatorii
oldugu ileri siiriilmekte ve bu transkripsiyon faktorii "genomun gardiyani" (guardian of
genome) olarak tarif edilmektedir. p53 eksikliginin ya da mutasyonunun dogrudan kansere
yatkinlig1 ortaya ¢ikarmasi p53’iin tiimor baskilayici gen olarak kabul edilmesine neden
olmustur (83). Niikleer p53; Mdm2 (Murin double minute 2) geninin ekspresyonunu
arttirmakta, Mdm?2 ise siirekli p53’e baglanarak onun ubikitin ile isaretlenmesini ve

proteazomlarda yikilmasini saglayan p53’iin negatif regiilatorii olarak is gormektedir. DNA
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hasar1 gibi hiicresel sinyal yolaklarinin aktiflendigi durumlar p53 ile Mdm?2 etkilesimini
bozmakta, sitoplazma ve nukleustaki serbest p53 miktar1 artmaktadir. Ayrica p53’ iin;
antiapoptotik Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large)’yi DNA baglama domaini ile
baglayarak inaktive ettigi, proapoptotik Bax (Bcl-2-associated X protein) proteini ile
etkileserek onu aktive ettigi bdylece mitokondri bagimli apoptoz yolaginin aktiflenmesinde
de gorev aldig1 ortaya konulmustur. Ustelik yine onkogen artisi, DNA hasar1 ya da diger
stres durumlarinda aktif hale gegen p53’iin Bax, Noxa (Phorbol-12-myristate-13-acetate-
induced protein 1), Puma (p53 upregulated modulator of apoptosis), Bid, Apaf-1 ve PIDD1
(p53-induced death domain protein 1) gibi proapoptotik proteinlerin ekspresyonlarini da
arttirarak hiicrelerin apoptoza yonlendirilmesini sagladig1 ortaya konulmustur (84). Intrinsik

ve ekstrinsik apoptoz yolaklar1 Sekil 5’de sematize edilmistir.

Ekstrinsik Yolak \ intrinsik Yolak DNA Hasan
R 1 - /o '
Qlum - - \ oy Hiere Membran:
Sinyali : Olm \ p33 aktivasyons 2~
Raseptors @ v
,L‘ ) ) Mitokonds
& @ ' = d
=\ \ Bax 0 Sitokrom ¢ salinmass
Pro'-::tspaz-s KZSPZZ-S {

(inaktif)  (aketif) e * Spopome .
\ ('Sitokrom ¢ + APAF-1

\

\ Or\( ) i Kaspaz § Aktivasyonu
r\/

o 0 Kaspaz 3 Aktivasyonu

Kaspaz kaskadinin lerlemest
i
551 APOPTOZ 5

Sekil 5. intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklari (Fernald’dan, 85)
4.6. Mitokondriyal membran potansiyeli

Aerobik kosullar altinda yasamini destekleyen enerji kaynagi olmasimin yani sira,
mitokondri, apoptotik hiicre Sliimiinii baslatan sinyallerin kaynagi olabilir. Mitokondri

apoptoz kontroliinde kritik bir rol oynar (88).

Mitokondriyal membran potansiyeli (A¥m); ATP iiretmek ve solunum zinciri
fizyolojik fonksiyonlarini korumak igin krtik bir rol oynamaktadir. Mitokondriyal islev

bozuklugu ve oksidatif stres pek ¢ok hastaligin patofizyolojisinde iliskilendirilmistir. Bu
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nedenle, A¥Ym belirlemek hiicrenin fizyolojik durumu ve mitokondri fonksiyonu hakkinda

onemli ipuclar1 verebilir (87).

Mitokondri mitokondriyal i¢ zar1 boyunca bir proton gradiyenti olacak sekilde bir zar
potansiyeli elde etmek i¢in okside tabakalar1 kullanmaktadir. Biiyliime faktorleri veya hiicre
dis1 glukoz kaynaginda kayip mitokondriyal membran potansiyelinde (MMP) bir azalmaya
yol agar (88).

Hiicrenin malign transformasyonu hiicre membraninda o kadar biiyiik degisikliklere
yol acar ki, “kanser, bir membran hastaligidir” denilebilir. Kanserde goriillen membran
degisikliklerini soyle 6zetleyebiliriz:

1. Hiicre yiizeyindeki karbohidrat kalintilarinda degisiklik sonucu membranda yeni
karbohidratlar olusmaya baslar

2. Membranda major histokompatibilite antijeni (MHA = Doku uygunlugu antijeni)
kayb1 meydana gelir

3. Sialik asid konsantrasyonunun artmasina bagli, membranin (-) yiikii artar

4. Membrandan karbohidratlarin ve aminoasidlerin transportu artar

5. Alfa Feto Protein, Karsino Embriyojenik Antijen gibi onkofetal antijenler ortaya
¢ikar. Bunlara ilaveten membranda ¢esitli hormon veya biiyiime faktorlerinin reseptorlerinde

de degisiklikler olabilmektedir (89. 90).

Mitokondriyal permeabilite proteinleri;
1- Sitokrom-C oksidadif fosforilasyon igin elktron tagir. Muhtemelen MPT porlarindan
salinir.

2- Apoptoz indiikleyici faktor: Bir flavoprotein olup MPT porlarindan salinir.

3- Adenin niikleotit transporter: Mitokondriyal i¢ yapraktan serbestlesir ve MPT
porlarinin alt yapisinda yer alan bir 6ge gdrevini yapar.

4- Endoniikleaz G: MPT porlarindan salinir, hiicre niikleosuna transloke olur.

5- Smac/DIABLO (Second mitochondrial activator of caspase/Direct IAP binding
protein with low pl): Bu protein MPT porlarindan salinir; IAP (Inhibitors of Apoptosis
Proteins) inhibe eder bdylece apoptozu hizlandirir.

6- VDAC (Voltage dependent anion channel): Mitokondriyal membranda bulunur ve

MPT porunun alt yapisinin olugmasinda rol alir.
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7- Mitokondriyal ya da periferal benzodiazepin (MBR ya da PBR): Bu protein

mitokondri dis membranda yer alarak MPT porunun yapisina girer.

8- Mitokondriyal permeabilite gecis poru (MPT pore ): PBR, ANT ve VDAC’ den olusur.
PT porunun agilmasiyla AIF, endoniikleaz G ve Smac/DIABLO sitoplasma igine

salinarak apoptozu hizalandirir (90).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerec

5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Saf Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar ve saf malzemeler Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 6. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar malzemeleri ve tiretici firmalari

Kullanilan Cihazlar ve Saf Malzemeler

Uretici Firma

Florometre

Hiicre kiiltiirti kabini

Invert mikroskop

COz inkiibatorii

Santrifiij

Mikropipetler

Hassas terazi

pH metre

Calkalayic1 inkiibator

Derin dondurucu -80°C

Steril falkon tiipler (15 mL,50 mL)
Steril Pipet u¢lar: (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

Spectra Max,
Molecular Devices
Heraeus KS-12 Air Flow
Nikon Eclipse TS100
Hera Cell 240, Heraeus

Eppendorf Centrifuge 5810

Paradigm,

Eppendorf

Mettler Toledo AB204-S
Hanna instrument HI 2211
ShelLab/Sheldon S14-2
Thermo

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 calismasinda kullanilan kimyasal maddeler, tiretici firmalar1 ve {irlin kodlari

Kullanilan Kimyasal Maddeler Uretici firma, iiriin kodu ve safligi

DiOCs(3,3-

diheksiloksakarbosiyanin iyodiir)

Penisilin streptomisin

Tripsin EDTA ¢o6zeltisi

Fetal Bovin Serum

NaCl

KCI
NazHPO4
KH2PO4
CaCl;
NaHCOs
RPMI 1640

Dimetil stilfoksit (DMSO)

Sigma-Aldrich, MKBG8160V, ABD

Biological Industries, 1245637, Kibbutz Beit-

Haemek, Israil

Biological Industries, 1302762, Kibbutz Beit-

Haemek, Israil

Biological Industries, 716779, Kibbutz BeitHaemek,
Israil

Merck, K363600, Darmstadt, Almanya

Merck, TA771535, Darmstadt, Almanya

Merck, F1021786125, Darmstadt, Almanya

Merck, A153371, Darmstadt, Almanya

Merck, K90242787, Darmstadt, Almanya

Merck, K31437329, Darmstadt, Almanya
Biological Industries, 1311911, Kibbutz Beit-

Haemek, Israil

Sigma-Aldrich, BCBG7474V, Fransa
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5.2. Yontem
5.2.1. Kullamilan Cozelti, Kimyasal Maddeler ve Malzemelerin Hazirlanmasi

Propolisin Sulu Ekstraktlarimmn (WEP) Hazirlanmasi: Tirkiye’nin c¢esitli
yorelerinden toplanan propolis 6rnekleri toz haline getirilip karistirildi ve Tiirk propolisi toz
karisim elde edildi. 100 g toz propolis 1000 mL saf su ile ¢oziildii. lyice vortekslendikten
sonra sicakta siirekli ¢alkalanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda calkalayici
inkiibatorden ¢ikarilan ekstrakt, siizge¢ kagidindan siiziildii ve ardindan 0.22 pm’lik steril
filtrelerden gegirilerek hiicre kiiltiirtinde kullanima hazir hale getirildi. Bu sekilde hazirlanan
100 mg/mL’lik konsantrasyondaki stok propolis ekstraktindan seyreltme yoluyla cesitli

konsantrasyonlarda ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi (0.5-3 mg/mL).

Propolisin Etanolik Ekstraktlarimn (EEP) Hazirlanmasi: Tirkiye'nin cesitli
yorelerinden toplanan propolis 6rnekleri toz haline getirilip karistirildi ve Tiirk propolisi toz
karisimi elde edildi. 200 g toz propolis 1000 mL %70’lik  etanol ile ¢oziildii. Iyice
vortekslendikten sonra sicakta siirekli ¢alkalanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda ¢alkalayic1 inkiibatorden ¢ikarilan ekstrakt, siizge¢ kagidindan siiziildii ve ardindan
0.22 pum’lik steril filtrelerden gecirilerek hiicre kiiltiirtinde kullanima hazir hale getirildi. Bu
sekilde hazirlanan 200 mg/mL’lik konsantrasyondaki stok propolis ekstraktindan seyreltme

yoluyla ¢esitli konsantrasyonlarda ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi (0.075-0.3 mg/mL).

PBS (Fosfat Tampon Cozeltisi), pH 7.4 1L: 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na;HPOu,
1.36 g KH2PO4 tartilarak 800 mL kadar saf su ile ¢ozlinmesi saglandi. pH metrenin
kalibrasyonu yapildiktan sonra ¢ozeltinin pH’s1 7.4’e ayarlanarak saf su ile son hacim 1

litreye tamamlandi. 0.22 pm’lik steril filtre ile filtre edildi ve sakland.

RPMI 1640 Medyum Hazirlanmasi: Fetal Bovin Serum, -70°’den 37°C’ye alinarak
¢oziilmesi saglandi. Penisilin/streptomisin ve Sodyum piriivat -70°den oda sicakligina
alinarak ¢6ziilmesi saglandi. 100 mL RPMI 1640 medyumunun hazirlanmasi i¢in Tablo
8’deki miktarlardaki soliisyonlar hiicre kiiltiirii kabininde steril sartlara dikkat edilerek
karistirildi ve RPMI 1640 ile 100 mL’ye tamamlanarak 0.22 pum’lik steril filtre ile filtre
edildi ve +4°C’de saklandi.
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Tablo 8. RPMI 1640 Medyum Hazirlig:

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

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

RPMI 1640 88

%70 Etanol Hazirlanmasi: %100’lik etanolden 7 mL alindi, lizerine 3 mL saf su

konularak hacmi 10 mL’ye tamamlandh.

DiOCs ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 mg DiOCe(3,3'Dihexyloxacarbocyanine iodide)
tizerine 174.7 uL DMSO eklenerek 10 mM’lik ana stok ¢ozelti hazirlandi 1siktan uzak
karanlik ortamda saklandi. 10 mM’lik ana stoktan 15 pL alinarak iizerine 985 uL DMSO
eklenerek 150 uM’ lik birinci ara stok hazirlandi. Daha sonra elde edilen bu ara stok
¢ozeltiden 13.3 pL alinip tizerine 986.7 ul. DMSO eklenerek 2 uM ikinci ara stok hazirlandi
ve son olarak 2 pM lik ikici ara stoktan 1 pL alinip tizerine 199 pL DMSO ilave edilerek 10
nM DiOCs ¢ozeltisi elde edildi.

5.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Biitiin hiicre kiltlirii ¢aligmalart hiicre kiltiirii kabininde (air flow kabin), steril
ortamda gerceklestirildi. Hiicre kiiltiirii calismalarina baglamadan 6nce kabin %70’lik etanol
ile silindi. UV 1siktan etkilenmeyen ve kabin igerisinde kullanilacak olan malzemeler kabin
icerisine konularak 15 dakika UV 1s18a maruz birakildi. Caligma sonunda kabin %70’lik
etanol ile tekrar silindi. Kabinin kapagi kapatildi. Kabin ve hiicre kiiltiirii odas1 1 saat UV

151ga maruz birakildi.
5.2.2.1. 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 CO2 ortaminda, 37°C’de, 25 cm? lik
flakslarda, inkiibatorde cogaltildi.
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5.2.2.2 HEp-2 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Hiicreler flaskin ylizeyini %70-80 kadar kaplayinca pasajlama yapildi. Pasajlama igin
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 CO2 inkiibatoriinde bekletildi. Mikroskopta hiicrelerin ayrilmasi
izlendikten sonra Tripsin-EDTAnin iizerine ~3-4 mL RPMI 1640 medyum ilave edildi ve
karigtirildi. RPMI 1640 medyum ile hiicreler 15 mL“lik falkon tiipte topland1 ve 130 g’de,
oda sicakliginda, 6 dakika santrifiij 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-2 Hiicrelerinin Sayilmasi ve Canliliginin Tespiti

Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 puL’si 10 pL tripan blue
ile kanstirilarak karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Karigim pipet ile tekrar
karistiralarak 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 goriildii. Mikroskopla
bakildiginda hematositometrede 16 kii¢lik karenin dort kdsede bulundugu goriiliir. Capraz
koselerde bulunan hiicreler sayilir ve mililitredeki canli ve 6lii hiicre sayisi; sayilan hiicre

sayis1 X seyreltme oran1 x 10* baglantis1 kullanilarak hesaplandi.
5.2.3. HEp-2 Hiicre Serisi I¢in Uygun DiOCs Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bu caligmanin &ncesinde Kiibra Akbulut Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali’nda gergeklestirilen deney sonucunda g¢alismanin yapilacagi
uygun hiicre sayisinin 1000 oldugu tespit etti (33). Uygun boya konsantrasyonu literatiir

arastirmalar1 sonucunda 10 nM olacagina karar verilmistir (91).
5.2.4. HEp-2 Hiicre Serisi I¢in DiOCs Muamele Siiresinin Belirlenmesi

Mitokondriyal membran potansiyeli i¢in DiOCs ilavesiyle yapilan florometrik

okumalarinin 30 dakika oldugu literatiirde yapilan calismalar incelenerek belirlendi (92).
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5.2.5. Etanoliin Hep-2 Hiicre Serisi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Yapilan tiim deneme islemlerinde pleytin belirli bir kismina %70’lik etanol ilave
edildi. Propolis ilave edilmeyen bu %70 etanol i¢ceren kuyucuklarin spektrofluorimetrik

okumalar1 sonucunda %70’lik etanoliin etkinligi degerlendirildi.
5.2.6. Propolisin Mitokondriyal Membran Potansiyeline 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 ¢esitli konsantrayonlarda (WEP i¢in: 1, 2, 3 mg/mL, EEP i¢in: 0.05, 0.075,
0.15 mg/mL, DiOCsi¢in: 10 nM) propolis ekstraktlari ilave edilerek inkiibasyona birakildi.
24, 48, 72 saatlik muamele siireleri sonunda hiicreler belirlenen konsantrasyonda DiOCs ile
muamele edilip, spektrofluorimetri cihazinda, 484 nm eksitasyon, 525 nm emisyon dalga
boyunda okumalar gerceklestirildi ve kaydedildi. Hiicrelerdeki MMP de degisiklikler RF

(Bagil floresans birimi) olarak degerlendirildi.
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 iligkinin ortaya
konabilmesi i¢cin One Way ANOVA ve post-hoc Tukey analizleri kullanildi. MMP etkisi
verilerinin propolis ilave edilen hiicreler ile propolis ilave edilmeyen grubun karsilastiriimasi

yapild1 ve p<0.05 olanlar anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

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

Belirlenmesine Iliskin Sonuclar

24, 48 ve 72 saatlik propolis inkiibasyonunda MMP hesaplamalar1 asagida tablo 9, 10,
11’de verilmistir. Degerler bagil mitokondriyal membran potansiyeli cinsinden

hesaglanmistir.

Sekil 6, 7 ve 8de muamele gormeyen negatif kontrol grubuna gore goreceli
mitokondri membran potansiyeli degisimleri goriilmektedir. Otuzuncu dakika sonuglarina
gore MMP etkileri agisindan; 1, 2 ve 3 mg/mL konsantrasyonlarda WEP ve 0.075, 0.15 ve
0.30 mg/mL konsantrasyonda EEP ile kontrol arasinda istatiksel olarak anlamli fark goriildii.

(strastyla p<0.001 p<0.001, p<0.001, p<0.001 p<0.001, p<0.001).

Tablo 9. 24 saatlik propolis inkiibasyonu sonucu MMP hesaplamalar1 (n=3) [ ®Negatif
kontrol grubuna gore anlamli azalma goriildii (p<0.001)]

Kontrol WEP WEP WEP EEP EEP EEP Etanol
1mg/mL 2mg/mL 3mg/mL 0.075 0.15 0.3
x+SD) x£SD) (x+SD) mg/mL mg/mL mg/mL
(x+SD) (xxSD) (x£SD) (x*SD)

100 87+0.5%  77+0.4*  73+1.9°  66+0.9° 46+2.7*° 27+1.3* 107+6.2

(Degerler % cinsinden hesaplanmugstir)
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Sekil 6. Mitokondri membran potansiyeli 24 saat propolis inkiibasyon analizi sonuglari
(n=3) [*Negatif kontrol grubuna gére anlamli azalma goriildii (p<0.05)

Tablo 10. 48 saatlik propolis inkiibasyonu sonucu MMP hesaplamalar1 hesaplamalari
(n=3) [ *Negatif kontrol grubuna gére anlaml azalma goriildii (p<0.001)]

Kontrol ~WEP WEP WEP EEP EEP EEP Etanol
1mg/mL 2mg/mL 3mg/mL 0.075 0.15 0.3
(xxSD) (x+=SD) (x+=SD) mg/mL mg/mL  mg/mL
(x+SD) (x+SD) (x£SD) (x=SD)
100 5442.02 5242.32 51+0.72 38+0.82 33+1.92 19+0.12 100+10

(Degerler % cinsinden hesaplanmistir)
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Negatif WEP 1 WEP 2 WEP 3 EEP 0.075 EEP0.15 EEP 0.30 Etanol
Kontrol mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Sekil 7. Mitokondri membran potansiyeli 48 saat propolis inkiibasyon analizi sonuglari
(n=3) [*Negatif kontrol grubuna gore anlamli azalma goriildii (p<0.05)

Tablo 11. 72 saatlik propolis inkiibasyonu sonucu MMP hesaplamalari (n=3) [ ®Negatif

kontrol grubuna gore anlamli azalma goriildii (p<0.001)]

Kontrol WEP WEP WEP EEP EEP EEP Etanol
1 2 3 0.075 0.15 0.3
mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
(x+SD) (x+SD) (x+SD) (x+SD) (x=SD) (x+SD) (x=SD)
100 124+0.7*  11+£0.5% 11+£0.3% 8+0.12 7+0.32 5+0.32 102+2.6

(Degerler % cinsinden hesaplanmistir)
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Negatif WEP 1 WEP 2 WEP 3 EEP 0.075 EEP 0.15 EEP 0.30 Etanol
Kontrol mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

BAGLI MITOKONDRI MEMBRAN POTANSIYELI

Sekil 8. Mitokondri membran potansiyeli 72 saat propolis inkiibasyon analizi sonuglari
(n=3) [*Negatif kontrol grubuna gore anlamli azalma goriildii (p<0.05)
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7. TARTISMA ve SONUC

Insan saghiginda ve kanserin de dahil oldugu bazi kronik hastaliklarin gelisiminde
diyetsel faktorler 6nemli bir rol oynar. Baz1 yiyecekler mutajenler veya karsinojenler kadar
anti-timor bilesikler de igerir. Birgok arastirmanin hedefi, kanserin Onlenmesi veya

tedavisinde kullanilabilecek dogal ve dogal olmayan bilesikleri kesfetmektir (93).

Arn irilinleri bagta bal olmak iizere, yilizyillardir halk arasinda bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (94). Propolis insanlarin dikkatini tibb1 agidan binlerce y1l 6nce
¢cekmis ve bu dogal iiriin eski ¢aglarda Avrupa ve Kuzey Afrika’ da, Misir, Yunan ve
Romalilarca ya ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ya da etkilerinin azaltilmasinda yaygin olarak

kullanilmastir (16).

Propolis ilk kez antik ¢aglarda kesfedilerek dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir
(95). Propolisin biyolojik aktivitesinden sorumlu bilesiklerin flavonoidler, aromatik asitler
ve esterleri oldugu diisliniilmektedir. Bu aktivitenin fenolik ve resindeki diger bilesiklerin
sinerjistik etkisi ile olustugu belirtilmistir (4). Aslinda, antiinflamatuar, anti-viral,
anestezik, antibakteriyel ve anti-tiimoral gibi farkl etkileri propolise tedavi edici 6nemli
Ozellikler kazandirmaktadir (96).

Tiim diinyada hizla artan antimikrobiyal direng, hastalik ve 6liimlerin sayisinin artmasi

ile sonuclanmaktadir. Bu nedenle alternatif antimikrobiyal maddelerin bulunmasina ve dogal
uiriinlerle tedaviye yonelik ¢alismalar artmaktadir. Zengin besleyici 6zellige sahip ar1 liriinii
olan propolis ¢ok ¢esitli biyolojik aktivite gostermektedir (93).
Giintimiizde 8000 e yakin flavonoid tanimlanmistir fakat beslenme ilgili olarak bunlardan
cok az1 onem tagimaktadir (95, 96). 1990’lardan beri bu bilesiklere ilgi giderek artmaktadir.
Flavonoidleri igeren dogal iirlinler biyokimyasal ve farmakolojik olarak birgcok etkiye
sahiptir. Flavonoidlerin kanserden korumaya etkisi; serbest radikal temizleme, karsinojenleri
detoksifiye eden enzimleri modifiye etme gibi mekanizmalara dayandirilmaktadir(97-99).
Flavonoidlerin, antiinflamatuar, antikanser, antihepatotoksik, antiviral ve antibakterial
aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir (100).

Propolisin tiimor hiicrelerinde hiicre biiyiimesinin engellenmesi ve apopitozis ile ilgili
mekanizmalar1 son yillarda ¢esitli arastirmalarla gdsterilmistir. Apopitozis tarafindan

programlanmis hiicre o0liimii kanser gelisimi i¢in dogal bir bariyer gorevi goérmektedir.
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Ciinkii bu siire¢ mutasyona ugramis potansiyel zararli hiicreleri ortadan kaldirmaktadir. Bu

durumu destekleyici ¢caligmalara sik rastlanmaktadir (33).

Karadeniz Teknik Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda
Trabzon ilinden toplanan propolis ornekleri ile daha once ¢esitli caligmalar yapilmistir.
Cakiroglu calismasinda ¢esitli ¢oziiciilerle (su, etanol, DMSO, gliserol ve aseton) hazirlanan
Tiirk propolis ekstraktlarinin ¢oziiniirliigiinii, toplam polifenol ve flavonoid igerigini ve
antioksidan Ozelliklerini ortaya koymustur. Elde edilen bulgulara gore propolisin en iyi
DMSO’da, daha sonra sirasiyla etanol, aseton ve gliserolde, en az suda ¢oziindiigli kanaatine

varilmig ve yapilan HPLC analizleriyle de bu sonuglar desteklenmistir (101).

Yapilan bir diger ¢alismada Sulu Tiirk propolisinin ekstraktinin insan laringeal
epidermoid karsinoma (HEp-2) hiicre serilerinde in vitro sitotoksik etkisi belilendi.
Calismada hem WEP hem de EEP’nin HEp-2 hiicrelerine sitotoksik etkisi bulunmustur.
Yani, hiicre canlihigi azalmigtir (102). Akbulut calismasinda Tirk propolisinin sulu
ekstraktinin insan laringeal epidermoid karsinoma (HEp-2) hiicre serilerinde hiicreici serbest
kalsiyum ve hidrojen peroksit diizeylerine etkisini incelemistir. Popolis hiicre i¢i Ca?* ve
H,02 miktarin1 artirmaktadir. Hem H,02 hem de Ca?* seviyelerinde goriilen artis hiicrenin
zamanla apoptoz siirecine dogru ilerleyebilecegini gostermektedir (33).Yine boliimiimiizde
yapilan bir diger yiiksek lisans tez ¢alismasinda antioksidan sisteminde yer alan SOD ve
CAT enzimlerinin aktiviteleri hesaplanmistir. HEp-2 hiicrelerine propolis verildikten sonra
SOD ve CAT aktivitelerinde azalma goriildii. Bu azalmanin HEp-2 hiicrelerinde propolisten
kaynaklanabilecegini ve ayn1 zamanda hiicrelerin biiylimesine engel olabilecegini sonucuna

varmigstir (103).

Bizde bu ¢alismalardan yola ¢ikarak, propolisin antikanser 6zelligi dikkate alinarak,
insan laringeal epidermoid karsinoma (HEp-2) hiicrelerinde mitokondriyal mebran

potansiyelinde ne tiir degigmelere sebep oldugunu incelemek amaciyla basladik.

Uygun hiicre sayisina Akbulut’un yaptig1 tez calismasini dikkate alarak 1000 olarak
kullandik (33). Kullandigimiz boya konsantrasyonuna ve boyanin muamele siiresine literatiir
aragtirmasi sonucunda karar verdik. Uygun DiOCe konsantrasonuna literatiir incelendiginde
elde edilen arastirmalar sonununca 10 nM olarak karar verdik (91). Yine literatiir
incelemeleri dogrultusunda boyanin muamele siiresinin 30 dakika olacagina karar verilmistir

(92).
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Caligmamizda bagil mitokondriyal membran potansiyelleri hesaplanmistir. HEp-2
hiicrelerine propolis verildikten sonra mitokondriyal membran potansiyellerinde kontrol
grubuna gore anlamli azalma goriildii ( p<0.001 ). Bu azalmalar Tablo 11, Tablo 12 ve Tablo
13’te verilmistir. Bu azalmanin HEp-2 hiicrelerinde propolisten kaynaklanabilecegini ve

ayni zamanda hiicrelerin biiyiimesine engel olabilecegini diislinebiliriz.

Daha 6nce ana bilim dalimizda gergeklestirilen bir doktora tezinde etanollii propolis
ekstraktinin A549 hiicrelerinde apoptoz ve ER stresi iizerine etkilerinin ¢alismalarinda
ekstraktin IC50 konsantrasyonunun sadece anneksin V pozitif dolayisiyla erken apoptotik
hiicre sayisini arttirdigi, saglikli hiicre sayisini azalttii, mitokondri membran potansiyelini
degistirmedigi, CHOP protein ekspresyonu artisindan dolayr ER stresini ve kaspaz
aktivitesini arttirdig1 belirlendi. Ekstraktin IC90 konsantrasyonunun ise anneksin V
analizinde nekrotik ya da ge¢ apoptotik sinifina giren hiicre sayisin arttirdigi, saglikli hiicre
sayisini azalttii, mitokondri membran potansiyelini azaltip, CHOP protein ekspresyonu

artisindan dolay1 ER stresini ve kaspaz aktivitesini arttirdig belirlendi (71).

Yapilan bir diger calismada; ¢esitli kanser hiicrelerinin apoptoz indiiklenmesinde
propolis, CAPE ve krisin gibi aktif bilesikleri tarafindan kullanilan dogal iiriin
konsantrasyonuna bagl oldugunu ve propolis kaspaz kaskatini , pro-apoptotik proteinlerin
(Bax, Bad, p53, p21) aktivasyonu yoluyla mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c salinimi

yoluyla apoptoz i¢sel yolu aktif ettigini ileri siirmiislerdir (104).

Motomura ve arkadaglarmin yaptigr bir diger ¢aligmada propolisin insan losemi
(U937) hiicrelerinde biiyiimeyi Onledigi ve apoptoz indiikledigini ileri siirmiislerdir.
Propolis Kaspaz-3 aktivasyonu ve Bcl-2'nin baskilayarak U937 hiicrelerinde apoptoza

aracilik edebilicegini sdylemislerdir (105).

Literatiirde propolis ve propolisten izole edilen maddelerin apoptoz iizerine
etkilerinin arastirildigi ¢aligmalar incelendiginde; Kamiya ve arkadaslar1 kirmizi Brezilya
propolisinin etanollii ekstraktlarinin meme (MCF-7) kanseri hiicre serilerinde kaspaz 93
aktivitesini arttirarak DNA fragmentasyonu olusturdugunu, Bax artisina ve Bcl-2 azalmasina
neden olarak apoptotik prosesleri harekete gecirdigini, CHOP ekspresyonunu arttirarak ER
stresi lizerinden mitokondriyal apoptoz mekanizmasinin aktiflendigini bildirmislerdir (106).
Yine propolisin ana bilesenlerinden olan kuersetinin meme (MCF-7) kanseri hiicre

serilerinde; hem dis apoptoz yolagini aktifleyerek, hem ER stresini dolayisiyla artmig ER
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stresi belirteglerinden CHOP ekspresyonunu 24 ve 48. saatlerde arttirarak mitokondri
bagimli apoptozu indiikleyerek, hem de hiicre dongiisiinii S fazinda tutuklayarak sitotoksik

etki gosterebildigini bildirilmektedir (107).

Lee ve arkadaslar yaptig1 calismada epigallokateksin-3-galatin (EGCG) HEp-2
hiicre serilerinde mitokondriyal membran potansiyelini azaltip apoptozu indiikledigini ileri
stirmiiglerdir (108). Paramasivan ve arkadaslarinin yaptig1 diger bir ¢alismada ise Nelumbo
nucifera ( Lotus) bitkisinin tohumundan elde edilen bisbenzilizokinolin alkoloid olan
neferinin HEpG2 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini kontrol grubuna
anlamli derece de azalttigin1 ve mitokondriyal membran potansiyelinde olan bu azalmanin
apoptozu indiikleyecegini ileri siirmiislerdir (92).

Polifenollerin ve polifenolce zengin ekstraktlarin antikanser ve apoptoz uyarict
ozellik gostermeleri, onlarin antioksidan giliciinden ziyade pro-oksidan oOzellikte
olabilmelerinden kaynaklanmaktadir. Ornegin polifenollerin  pro-oksidan &zelligi
neticesinde hiicre i¢inde artan ROS kanserli hiicrelerde apoptotik DNA fragmentasyonuna
neden olabilmektedir (109). Literatiirde propolis ekstraktlarinin ve propolisten izole edilen
bilesiklerin yliksek konsantrasyonlarda hiicre ici ROS miktarini arttirarak sitotoksik etki
mekanizmalarin1 harekete gegirebildigine dair ¢alismalar mevcuttur. Cin propolisinin
etanollii ekstraktinin meme kanseri (MCF-7 ve MDA-MB-231) hiicre serilerindeki
sitotoksik etkinliginin; ekstraktin yliksek konsantrasyonlarda Janus ozellik sergileyerek
hiicre ici ROS miktarin1 arttirarak, mitokondri membran potansiyelini azaltarak ve apoptozu

indiikleyerek gerceklestirdigi bildirilmektedir (110).

Bu caligma, Tirk propolisinin HEp-2 hiicre serisindeki sulu ekstraktinin
mitokondriyal membran potansilini anlamli derecede azalttig1 sonucuna varildi. Buradan
hareketle caligmalarin farkli kanser hiicre serilerinde ve deneysel yaklasimlarla devam
ettirilmesinin, klinik ¢calismalarin 6niinii agabilecegi diisiiniilebilir. Bu ¢aligmalardan da elde
edilecek miispet verilerle propolisin alternatif, tamamlayici bir iiriin olarak gida ve ilag

endiistrisine adaptasyonunun saglanabilecegi, kansere karsi kullanilabilecegi ongoriilebilir.
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8. SONUCLAR ve ONERILER

8.1. Sonuclar

1.

Propolisin sulu ektraktlari, kontrole gore 1, 2 ve 3 mg/mL konsantrasyonlarinda HEp-2
hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyelini konsantrasyon ve zamana bagli olarak

azaltmistir.

. Propolisin  etanolik ekstraktlari, kontrole goére 0.075, 0.15, 0.30 mg/mL

konsantrasyonlarinda HEp-2 hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyelini

konsantrasyon ve zamana bagli olarak azaltmistir.

24, 48 ve 72 saatlik propolis inkiibasyonlari sonunca en biiylik azalma 72 saatlik propolis

muamele grubunda goriilmiistiir.

Bu bulgular 1s18inda, propolisin antikanser etkisini agiklamalara katki saglayip, insan
laringeal epidermoid karsinomlarina etkisine iliskin mevcut sinirli sayidaki literatiire

katki saglanmugtir.

8.2. Oneriler

1.

2.

Mitokondriyal memran potansiyeli tayini i¢in baska kanser hiicrelerinde de ¢aligilabilir.

Apopitozisi teyid etmek i¢in calismalar yapilabilir (Flow sitometrik DNA analizi,

Annexin V analizi, DNA fragmentasyonu v.b.).
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