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1. OZET

Sulu Turk Propolisi Ekstraktinin t-BHP ile Uyarilmis Oksidatif Hasara Karsi

Koruyucu Etkisinin Incelenmesi

Propolis, ¢esitli agag ve bitki tiirlerinden arilar tarafindan toplanan, ihtiva ettigi
zengin fenolik ve flavonoid igeriginden dolayr antioksidan, antibakteriyel, antiviral,
antitimor etkiye sahip dogal reginemsi bir ar tiriiniidiir. Oksidatif stres, serbest radikal
olusumu ve antioksidan sistem arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya c¢ikar.
Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller lipid, protein, DNA, karbohidrat
ve enzimler iizerine etki ederek hiicre hasarina neden olur. Eritrositler, elde edilmesinin
kolay olmasinin yani1 sira ihtiva ettigi hemoglobin ve bu hemoglobinin
oksidasyonundan dolay1 oksidatif stres sartlarina en ¢ok maruz kalan hicrelerdir.
Bundan dolay1 deneysel oksidatif hasar calismalar1 i¢in miikemmel bir modeldir.
Tersiyer bditil hidroperoksit (t-BHP) insan eritrosit hiicrelerinde oksidatif hasar meydan
getiren organik bir peroksittir. Bu c¢alismada sulu Tirk propolisinin t-BHP ile
indiiklenmis oksidatif hasara karsi koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.
Saglikli bireylerden etik kurul onayr ile alinan kanlardan eritrosit hicreleri izole
edilmistir. Elde edilen eritrosit paketi kontrol, sulu Turk propolisi, pozitif kontrol
(kuersetin) ve negatif kontrol (t-BHP) grubu olarak dorde ayrilmigtir. Deney modeli
olarak eritrosit paketlerine dncelikle ekstrakt muamelesi ve ardindan t-BHP muamelesi
ile birlikte negatif kontrolde olusacak olan hasara kars1 sulu Tiirk propolisinin koruyucu
etkileri lipid peroksidasyonunun son Griinli olan malondialdehit (MDA), toplam oksidan
kapasite (TOK), toplam antioksidan kapasite (TAK), superoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) enzim aktivitelerine gore degerlendirilmistir. Sulu Turk propolisi
grubunda MDA, CAT, SOD, TOK o&l¢umleri, negatif kontrole gore anlamli olarak
diisiik bulunmustur (p<0,05). Sulu Turk propolisi grubunda TAK oélgimleri, negatif
kontrole gore anlamli olarak ylksek bulunmustur (p<0,05). Bu ¢alisma ile sulu Tlrk
propolisinin eritrositlerde t-BHP ile indiiklenmis olan oksidatif hasara karsi1 koruyucu
etkinligi ortaya konulmustur. Azalan SOD ve CAT enzim aktivitesinin nedeninin sulu
Tiirk propolisi ekstraktinin ortamdaki serbest radikalleri antioksidan aktivite gdstererek
temizlemesinin sonucu olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Sozcukler: Antioksidan, Eritrosit, Oksidatif Stres, Propolis, t-BHP



2. SUMMARY

Investigation of Protective Effect of Water Extract of Turkish Propolis Against
Oxidative Damage Induced by t-BHP

Propolis is collected various trees and plant by bees, due to rich containing
flavonoids and phenolic it has antibacterial, antiviral, antitumor effect is a natural
resinous with bee products. Oxidative stress results in the deterioration of the balance
between free radical formation and the antioxidant system. Oxidative stress results in
free radicals that acting on lipids, proteins, DNA, carbohydrates and enzymes, causing
cell damage. Erythrocytes are a very important model for experimental oxidative
damage studies because they both easy to reach and the most exposed to oxidative stress
conditions due to the oxidation of hemoglobin that it contains. Tert-butyl hydroperoxide
(t-BHP) is an organic peroxide that causes oxidative damage in human erythrocyte cells.
The aim of this study is to evaluate the protective effect of water extract of Turkish
propolis against t-BHP induced oxidative damage on the erythrocyte cells. The
erythrocyte cells were isolated from the blood obtained by the ethical committee
approval from health individuals. The erythrocyte package obtained was divided into
four groups as control, water extract of Turkish propolis, positive control (quercetin)
and negative control (t-BHP) group. Red blood cells package as experimental model
was treated firstly with propolis extract. Then t-BHP was added to the cells packages.
Protective effects of water extract of Turkish propolis were invastigated by
malondialdenyde (MDA, final product of lipid peroxidation), total oxidant capacity
(TOC), total antioxidant capacity (TAC) and antioxidant enzyme activities of
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). In the water extract of Turkish
propolis group, MDA, CAT, SOD, TOC measurements were found to be significantly
lower than those in the negative control group (p<0.05); whereas TAC measurements
were found to be significantly higher than those in the negative control group (p<0.05).
The protective effect of water extract of Turkish propolis against oxidative damage
induced by t-BHP on erythrocytes was revealed. Decreased SOD and CAT activities
may be explained by water extract of Turkish propolis extract have antioxidant
compounds that they removes free radicals from the cells.

Key Words: Antioxidants, Erythrocyte, Oxidative Stress, Propolis, t-BHP



3. GIRIS ve AMAC

Son yillarda hastaliklarin tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin
ortaya ¢cikmasi ve hastalik etmenlerinin bu ilaglara karsi direng gelistirmesi insanlari
ilag olarak bilinen dogal iirlinlerin tiiketimine yd&neltmistir. Dogal iirlinler, yeni
farmakolojik kesifler i¢in gelecek vaadeden kaynaklardir. Bu dogal {irlinler arasinda en
yaygin olarak kullanilanlardan birisi de ar1 tirlinleridir. Ar1 {riinleri bircok hastalikta,
hastaligin ilerlemesinin Oniine ge¢cmek, agrilarin azaltilmasi ve hastaligin tedavi
edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Ari iriinlerinin tedavi amaciyla kullanilmasina
apiterapi denilmektedir. Apiterapi bal, polen, ari siitii, propolis, ar1 zehri ve bal mumu

gibi ar1 iirlinlerinin tibbi amaglar i¢in kullanilmasidir ve aricilik kadar eskidir (1).

Propolis, tiim diinyada geleneksel tipta yiizlerce yildir kullanilan, arilarin agag ve
bitkilerden toplayip iirettigi, dogal, son derece kompleks igerige sahip re¢inemsi bir ar1

uranudur (2).

Propolisin bilesimi olduk¢a karmasik olmakla birlikte toplandigi cografik
bolgenin kosullarina gore degisiklik gostermektedir. Propolisin igeriginde su ana kadar
en az 300 farkli bilesik tanimlanmistir. Genel olarak propolisin bilesiminde %50 regine,
%30 mum, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 cesitli diger bilesikler
mevcuttur. Propoliste bulunan ana kimyasal siniflar ise flavonoidler, fenolik ve ¢esitli
aromatik bilesiklerdir. Propolisin bilesimindeki bu antioksidan etkinlige sahip
muhteviyat immin sistemi etkilemekte ve bdylece antiinflamatuar, antibakteriyel,
antiviral ve antitiimoral etkiler géstermektedir Propolisin son zamanlarda hastaliklarin
tedavisinde ve hastaliklar1 onlemek amaciyla gida ve iceceklerde kullanimi artmistir.
Dolayisiyla propolis fonksiyonel gida, dizayn edilmis gida olarak da adlandirilmaktadir.
(3, 4).

Biyolojik sistemlerde bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom
veya molekdller serbest radikaller olarak adlandirilirlar. Serbest radikallerin aktif
oksijen turevlerine de oksidanlar denir. Serbest radikallerin hedef molekdllerden
elektron alma yetenekleri nedeniyle, bu hedef molekiiliin yapisim1 ve fonksiyonlarini
degistirerek hiicre zarini, DNA, RNA gibi genetik materyali ve degisik enzimatik
olaylann etkileyerek hiicre hasarlarina yol agtigi bilinmektedir. Bu oksidanlar canli

organizmalarda sitoplazmik, mitokondriyel ve ekstraselliler formlart olan siiperoksit



dismutaz, glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz gibi antioksian enzim sistemleri ile
seruloplazmin, transferrin, indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit (vitamin C) ve a-

tokoferol gibi antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilirlar (5, 6).

Organik bir hidroperoksit olan t-BHP, oksidatif hiicre hasari mekanizmalarini
kapsayan calismalarda siklikla kullanilan bir bilesiktir. Organik hidroperoksitler alkil
radikallerine bir oksijen eklenmesi ve/veya peroksil radikallerinden bir hidrojen
atomunun ¢ikarilmasi sonucu olusurlar. T-BHP sonradan diger alkoksil ya da peroksil
radikallerine ayrigabilmekte ve bu durumun lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini
hizlandirabilecegi belirtilmektedir (7, 8).

Insan viicudundaki hiicrelerin yaklasik %3’unu, dolasimdaki eritrositler olusturur.
Dolasimdaki bu eritrositler akcigerlerdeki oksidatif olaylar ve bobreklerdeki
hiperozmotik sartlardan dolay1 siirekli olarak oksidatif stres sartlarina maruz kalirlar.
Eritrositlerin ihtiva ettigi hemoglobin yapisindaki oksijen, demir ve pek c¢ok
fizyopatolojik faktor eritrositlerdeki ROS miktarini arttirir. Bunun yani sira eritrosit

hiicre eldesi kolay oldugundan in vitro ¢alismalar i¢in mitkemmel bir modeldir (9, 10).

Yapilan literatiir arastirmalarinda insan eritrosit hiicrelerinde, serbest radikal
indiiklii oksidatif hasarlar ve bu hasarlara karsi sulu Tiirk propolisi ekstraktlariin
etkinligini degerlendirmek igin in vitro herhangi bir ¢alisma bulunamamistir. Buradan
hareketle hazirlanan sulu Tiirk propolisi ekstraktinin biyomolekiilleri oksidatif hasara
kars1 koruma kapasitesi bu c¢alisma kapsaminda degerlendirilecek ve bu ¢alisma daha
sonraki in vivo denemelerin de 6n galismasi niteliginde olacaktir. Mispet sonuglarin
elde edilip, yayinlanmasinin bu iiriine olan talebi arttiracagi, bunun da yoremiz ve
tilkemizin bu iriinden elde ettigi katma degere olumlu bir sekilde yansiyabilecegi

diistiniilmektedir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Propolis

Ar iriinleri bircok hastalikta, hastaligin ilerlemesinin 6niine ge¢mek, agrilarin
azaltilmas1 ve hastaligin tedavi edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu ar iiriinlerinden
biri olan propolis; bal arilar tarafindan agaglarin yaprak ve kabuklarindan, bitkilerin
tomurcuk ve filizlerinden toplanan, 6zel re¢ine ve mumsu maddelerin, arinin tiikiiriik
enzimleriyle birtakim kimyasal reaksiyon sonucunda degisiklige ugratilmasiyla elde
edilen ve igerigi toplandig1 cografik bolgeye bagl olarak degisiklik gosterebilen bir
tiriindiir. Diger adi1 bee glue olan propolis kelime olarak pro- ve -polis koklerinden
olusur ve kovanin (sehrin) savunmasi anlamini tasir. Propolis; kovan i¢ yiizeyinin
kaplanmasi, yarik ve catlaklarin kapatilmasi, peteklerin kenarlarinin sertlestirilip
onarilmasi, yaz sonunda cercevelerin baglanmasi, kovan giris deliginin kiigiiltiilmesi,
ana ar1 yumurtlamadan once petek gozlerinin cilalanmasini saglamak gibi bir¢ok

amagla arilar tarafindan kullanilir (11-13).

Propolis sahip oldugu icerikten dolayi sitotoksik, antioksidan, antibakteriyel,
antihepatotoksik, noroprotektif, antimikrobiyal, antiviral gibi bircok farmakolojik ve
biyolojik 6zellige sahiptir. Bundan dolayr son zamanlardaki ¢aligmalarin ilgi ¢ekici bir
konusu olmustur. Zaten insanoglu propolisi ¢ok eski ¢aglardan beri farkli amaglar i¢in
kullanmistir. Ornegin; gunimize kadar gelen eski Yunan Yaztlari propolisin
iltihaplanan yaralar ve dis ciirtikleri i¢in tedavi amaciyla kullanildigini gostermistir.
Giliniimiizde ise kozmetikte, gidalarin bir bilegseni olarak ve diger bircok alanda
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda Asya, Avrupa ve Amerikan sehirlerinde saglik icecegi
olarak tiiketilmektedir. Insanlik i¢in bu reginemsi yapinin kesfedilen yararlar1 heniiz ¢cok

az aydnlatilabilmistir (14-16).
4.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolisin rengi kaynagina ve depolama siiresine bagli olarak hardal sarisi,
kirmizi, kahverengi ve yesil gibi degisken olabilmektedir (12). Kendine 6zgii kokusu
olup ciltteki yaglarla ve proteinlerle beraber giiclii etkilesim gostermesinden dolay1

yapiskan bir 6zellige sahiptir (17).

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

¢oziinlirliik gostermesinin yani sira erime noktasi 60-69 °C arasinda olup, sogukta sert



ve kirilgan, sicakta ise yumusak ve yapiskan bir yapisi vardir (18). Kovandan

toplanarak topak haline getirilmis propolis 6rnekleri Sekil 1°de gosterilmistir (19).

Sekil 1. Kovandan toplanarak topak haline getirilmis propolis (Turan’dan, 19)

4.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve icerigi

Islem gérmemis propolisin igerigi kaynagma gére degismekle birlikte, genellikle
%50 recine, %30 mum, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 diger
organik maddelerden olusmaktadir (20). Propolisteki temel kimyasal smiflar;
flavonoidler, fenolik ve c¢esitli aromatik bilesiklerdir. Propoliste bulunan baglica

bilesenler Tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (Demir’den, 21)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar
Recine Flavonoidler %45-55
Terpenler

Fenolik asitler ve esterler

Mum ve yag asitleri Doymamis Yag asitleri %25-35
Esansiyel yaglar Ugucu bilesenler %10
Polen Eser elementler
. . %5
Serbest aminoasitler
Diger maddeler Laktonlar %5
Steroidler
Sekerler
Kinonlar

Bu bilesenlerin yani sira arilarin ¢ok degisik flora ziyaretleri ile birlikte
bilesenlerin bdlgeden bolgeye degisiklik gostermesinin bir sonucu olarak birgok
vitamin, mineral ve eser elementler gibi toplam 300’den fazla igerik belirlenmistir. Bu

etken maddelerden bazilar1 Tablo 2’de verilmistir (22).



Tablo 2. Propolisin igerdigi etken maddeler ve bilinen etkileri (Yang’dan, 22)

Krizin: Tumor hucre toksisitesi, anti-helicobacter pylori
Apigenin: Gastrik ilserin iyilestirilmesi
Akasetin: Ates diisiiriicti

Kuersetin: Antiviral, kilcal damarlarin gii¢lendirilmesi, antitiimoral aktivite,
spazmolitik, antihistaminik, iilser iyilestirici

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

Kaemperol-7,4-dimetil eter: Antifungal

Baicalin: Antigenotoksik

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

Pinobanksin: Antibakteriyel ve antifungal

Pinobanksin-3-asetat: Antibakteriyel ve antifungal

Pinostrobin: Lokal anestezik

3,4 -dihidroksiflavonidler: Kilcal damarlarin glclendirilmesi

Flavan-3-ol: Kilcal damarlarin giiglendirilmesi

Pektolinaringenin: Spazmolitik

Luteolin: Antiviral, gastrik tlserin iyilestirilmesi

Luteolin 3,4-dimetil eter: Spazmolitik ve hipokoleretik

Artepillin C: Antitimaral, antilokemik etki

Eriodiktiol: Kalp yetmezligini iyilestirici etki, akut kalp yetmezligini 6nleyici etki

Pinosilvin (3,5-dihidroksistilben): Bacillus subtilis ve Bacillus cereus’u inhibe
edici, mycobacterium phlei ve M. semegmatis’e kars1 etkinlik

Ferulik asit: Antibakteriyel etki, aglutinant etki, kollojenik etki

Isoferulik asit: Staphylococcus aureus’ a karsi etkinlik

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




4.1.2.1. Flavanoidler

Flavonoidler meyve ve sebzelerin yani sira g¢ay, sarap, meyve suyu gibi
iceceklerde dogal olarak bulunan polifenolik bilesiklerdir (23). Bugiine kadar
propolisten 38’den fazla flavonoid izole edilmistir. Bunlara galangin, kaempferol,
kuersetin, pinosembrin, pinostobin ve pinobanksin 6rnek olarak verilebilir. Propolisteki
tipik flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi1 Sekil 2°de gosterilmistir.

Propoliste bulunan bazi flavonoidler ve fenolik bilesiklerde Tablo 3’de verilmistir (25).

3 o OH
HO L — _."'_.--—\_'\._ HO, L —
_{ HO— | | i CH=CHCOOH k p— i oM
W L Wil ~ o,
Jpe Ve -@
Ve HO P OH
=i " M
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Sekil 2. Propoliste bulunan tipik flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin kimyasal yapilar
(Colak’tan, 25)

Propolisin fenolik bilesikleri arasinda baslica; sinnamil alkol, sinnamik asit,
vanilin, benzil alkol, benzoik asit, kafeik asit ve esterleri, ferulik asit yer almaktadir
(24).

Tablo 3. Propoliste bulunan bazi flavonoidler ve fenolik bilesikler (Colak’tan, 25)

Flavonlar  Flavonoller Flavononlar  Dihidro Sinnamik Digerleri
Flavoneller Asit Turevleri

Apigenin Kaempferol  Pinosembrin Pinobanksin  Ferulik asit  11-Famesol

Akasetin Kaempferid Sakuranetin  Pinobanksin-3 Kafeik asit  p-Karyofilen

-asetat
Baicalin Galangin Isosakuranetin Pinobanksin-7- p-Kumarik Terpinkol
metileter asit
Krisin Isohamnetin Benzoik asit
Luteolin Ramnetin Siringaldehit
Tektokrisin  Mirisetin Protokatekvik asit

Flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri olduk¢a genis bir alan1 kapsar. Serbest
radikal yakalayicis1 olmalari, enzim aktivitelerini diizenlemeleri, hiicre ¢ogalmasini

inhibe etmeleri, antibiyotik, antiallerjen, antiviral, antitimdor, antimutajen, antitilser ve



antiinflamatuar ilag gibi hareket etmeleri ile insan sagligina bir¢ok faydasi var oldugu
bilinmektedir (26). Ayrica epidemiyolojik caligmalar; giinliik diyete ilaveten cesitli
kaynaklardan (yesil ¢ay, kirmizi {iziim, propolis gibi) alinan polifenollerin, 6zellikle
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere karsi koruyucu olabilecegini ortaya koymustur

(27).
4.1.2.2. Ar1 Mumu ve Yag Asitleri

Art mumu ve yag asitleri propolisin yaklasik %30’unu olusturur. Art mumu
baslica monoesterler, diesterler, uzun zincirli hidrokarbonlar, hidroksiesterler,

poliesterler, uzun zincirli yag asitleri, triesterler ve asit esterlerinden olusur (28).
4.1.2.3. Esansiyel Yaglar

Ucgucu bilesenler propolisin yaklasik %10’unu olusturur. Propoliste bulunan
ucucu yaglar, terpenler ve ar1 mumu propolisin etkisini ve kimyasal 6zelliklerini

anlamli bir sekilde etkilememektedir (28).
4.1.2.4. Mineral Elementler

Propolis mineral elementleri {izerine yapilan c¢alismalarda, Makedonya
orneklerinde; Ca, Mg, K, Na, Fe ve Zn; Kilba orneklerinde ise Fe, Mn, Zn, Cu

elementleri belirlenmistir (29).
4.1.3. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Propolis cografi kosullara bagli olarak degisken bir kimyasal igerik gosterdigi igin
cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Propolisin sahip oldugu bu biyolojik aktiviteler
cesitli {lilkelerde bilimsel arastirma gruplar tarafindan kapsamli bir sekilde ¢alisilmaya

devam etmektedir (30).

Cesitli cografik orjinlerden toplanan (Arjantin, Avusturya, Brezilya, Bulgaristan,
Sili, Cin, Macaristan, Yeni Zelanda, Glney Afrika, Tayland, Ukrayna, Uruguay,
Amerika ve Ozbekistan) propolis ornekleriyle yapilan bir ¢alismada propolisin
antioksidan aktivitesi karsilastirilmis ve toplam polifenolik ve flavonoid igerigine bagh
olarak antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (11).

Ayrica propolisin bu giiclii antioksidan Ozelliginin yani sira antimikrobiyal

0zelliginin de polifenol ve flavonoid igerigi ile iliskili oldugu bilinmektedir (31).
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4.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Sistem

Serbest radikaller bir ya da daha fazla ortaklanmamig elektron igeren atom veya
molekiillerdir. Normal metabolizma olaylar1 sirasinda da Uretilmektedirler. Radikallerin
canliya zarar verme potansiyeli olmasina ragmen bazi metabolik olaylarin devamliligi
icin bunlarin olusumu kagmilmazdir. Bu molekiiller fizyolojik olarak mitokondriyal
elektron transport sistemi reaksiyonlari, ksantin oksidaz, lipooksijenaz gibi enzimlerin
reaksiyonlari, antimikrobiyal aktivite sirasinda olusan solunum patlamasi, oto-
oksidasyon reaksiyonlar1 gibi bir¢ok endojen kaynak tarafindan iretilmektedirler.
Ayrica bu molekiiller gevresel ajanlar, farmasoétikler, endiistriyel kimyasallar, sigara

gibi bir dizi eksojen kaynak tarafindan da iiretilebilmektedir (32).

Oksijen fazla etkin olmayan ancak in vivo sartlarda ¢ok etkin tiirevlere metabolize
olabilen bir bilesiktir. Oksijen canli sistemde iki sekilde indirgenmektedir. Bunlarin ilki
oksijenin 4 elektron alarak suya indirgenmesidir (%95 oraninda). ikincisiyse oksijenin
basamak basamak tek degerli indirgenmeye ugramasidir (%5 oraninda). Serbest
radikaller de bu olay sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikallerin olusum semast

Sekil 3’te belirtilmistir (33).

Bu sekilde biyolojik sistemlerde ortaya ¢ikan en dnemli serbest oksijen gruplari
stiperoksit radikali (O2~ ), hidrojen peroksit (H20-), hidroksil radikali (OH" ) ve singlet
oksijendir ( 10y).

+-8:5-1
Oz
O S -

Siupercoksit radikali
( slperolosit @am o)

t—e*.?H'
e
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Hidrojen peroksit

[l

FIoC 4+ COEL™
O H

Hidroks<il radik=ale

o

iy (Sud

Sekil 3. Serbest radikallerin olusum semasi (Tokag’dan, 33)

11



Son derece reaktif olan bu molekdller elektron agigini kapatmak igin lipidler,
proteinler, karbohidratlar ve niikleik asitler gibi bircok biyomolekiile saldirabilmektedir.
Oksijen serbest radikalleri ya da daha genel ismiyle reaktif oksijen tirleri (ROS) ve
benzer sekilde reaktif azot tirleri (RNS) denen bu molekiller normal hicresel
metabolizmanin triinleridir. ROS ve RNS tirleri Tablo 4 ve Tablo 5’te belirtilmistir.

Diisiik ve orta diizeydeki konsantrasyonlar yararli etkilere sahipken yiiksek
miktarlar1 biliyiilk oranda hiicre hasarina sebep olabilmektedir. Oksidan molekiiller
seklinde de adlandirilan ROS ve/veya RNS dogrudan ya da dolayli olarak
biyomolekiillere hasar verebilmektedir. Bu nedenle reaktif tiirlerin olusumunu ve
bunlarin meydana getirdigi hasari 6nlemek icin viicutta bazi savunma mekanizmalari
gelistirilmistir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” olarak adlandirilmaktadir. Bu
savunma sisteminde gorev alan molekillere de “antioksidan molekdller” denilmektedir
(34).

Tablo 4. Oksijen kaynakl serbest radikaller (Valko’dan, 5)

Radikaller Nonradikaller

Superoksit (7% Hidrojen peroksit H.0,
Hidroksil OH: Hipoklordz asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromoz asit HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen 0,
Hidroperoksil HO; Ozon O3
Lipid peroksil LOO

Antioksidan molekdller etkilerini dort farkli yolla ortaya koyabilmektedir.
Oksidan molekiilleri daha zayif bagka bir molekiile ¢evirerek, kendilerine baglayarak
veya molekiillere bir hidrojen aktararak onlarin aktivitelerini azaltarak, hatta yok ederek
etkisiz hale getirebilmektedirler. Bir diger yol ise oksidatif olarak hasar gormiis

molekiilleri onarmaktir (35).

Tablo 5. Azot kaynakli serbest radikaller (Valko’dan, 5)

Radikaller Nonradikaller

Nitrik oksit NO Nitrik asit HNO;

Azot dioksit NOy Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO-
Diazot tetroksid N204
Diazot trioksid N203
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Antioksidanlar hiicrede farkli kompartmanlarda veya hiicre digsinda yerleserek
savunma mekanizmasinda rol oynamaktadir. Antioksidanlar enzimatik olarak etki
gosterebilecekleri gibi non-enzimatik olarak da etki edebilmektedirler. Enzimatik olarak
etki eden antioksidanlari, hiicrenin ¢esitli organellerinde etki gosteren siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz gibi enzimler olusturur. Cesitli metal iyonlarii baglama, serbest
radikalleri yakalama, hapsetme ve slplrme gibi etkilere sahip glutatyon, bilirubin,
ferritin, seruloplazmin ve Urik asit gibi yapilarsa non-enzimatik antioksidanlara érnek
olarak verilebilir. Bu antioksidanlar sayesinde organizma serbest radikallerin ve reaktif
oksijen tiirlerinin olusturacag1 zarardan ya daha az etkilenir ya da hi¢ etkilenmez (36,

37).
4.2.1. Serbest Radikallerin Genel Reaksiyonlari

Serbest radikaller, diger molekiillerle ¢esitli yollarla reaksiyona girerler.
1. Iki serbest radikal karsilastiklarinda, her ikisinin de ortaklanmamus elektronlar1 bir

kovalent bag olusturacak sekilde birlesirler ve radikal 6zelliklerini kaybederler (38).
H +H — H2
2. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir bilesikle reaksiyona girdiginde yeni bir

radikal olusur:

» Radikal, ortaklanmamis elektronunu eslemek {izere radikal olmayan baska bir

bilesikten elektron alabilir (okside edici radikal).
X —e+X™

» Radikal, ortaklanmamis elektronunu radikal olmayan bir bilesige verebilir (rediikte

edici radikal).
X +Y->X"+Y"
» Radikal, radikal olmayan bir bilesige katilabilir.
X' +Y — [X-Y]
» Radikal, C-H bagindan bir hidrojen atomu koparabilir.

CH+OH — C +H0
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Bu reaksiyonlarin sonunda, radikal olmayan bilesik radikal hale gelir. Bu nedenle
serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle reaksiyonlar: birbirini izleyen zincir

reaksiyonlar1 seklinde olur (39).
4.2.2. Serbest Radikallerin Olusum Nedenleri

Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar tara-

findan meydana getirilebilir. Serbest radikaller hiicrede ve cevrede surekli olarak
uretilir (40).

4.2.2.1. Endojen Kaynaklar

*Mitokondride aerobik solunum sirasinda elektron transport sistemi tarafindan katalize
edilen oksijenler serbest radikalleri yan trlin olarak dretirler.

*Yangi durumunda sitokinler serbest birakilir ve bunun sonucunda nétrofiller ve
makrofajlar serbest radikalleri liretmeye baglar.

«Serbest radikaller lipid peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel sitokrom
oksidaz gibi ¢esitli kaynaklardan olusabilir.

*Diiz kas hiicreleri, plateletler ve arasidonik asit metabolizmasi tarafindan serbest
radikaller tretilebilir.

*Otooksidasyon reaksiyonlari sirasinda ksantin oksidaz (XO) ile nikotinamid adenin
dintkleotid fosfat (NADPH) oksidaz gibi enzimlerle endoplazmik retikulumda sitokrom
p450 sisteminde meydana gelen elektron kacaklarindan olusabilir.

Zihinsel stres veya viicut yorgunlugundan kaynaklanan stres toksik yan driin olarak
serbest radikal {iretebilir. Ayrica kortizol ve katekolamin gibi hormonlar viicutta stres
reaksiyonlarina yol acarlar. Ayni zamanda bu hormonlarin kendileri de serbest
radikallere doniisebilirler.

«Immun sistem hiicreleri patojenlere yanit olarak ROS fiiretebilir.
4.2.2.2. Eksojen Kaynaklar

*UV 1sinlar, X-1s1nlari, gamma 1sinlari, mikrodalga 1sinlari,
*Pigirme sirasinda organik maddelerin yakilmasi,

*Orman yanginlari, volkanik faaliyetler,

*Asbest, benzen, karbonmonoksit, formaldehit, ozon ve toluen gibi hava kirleticiler,
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*Temizlik trtinleri, tutkal, boya, tiner, parflimler ve bocek ilaclart gibi kimyasallar,
*Kloroform ve diger trihalometanlar gibi su kirletici maddeler,

*Alkol ve sigara kullanimi, sigara dumani, egzoz dumani, eksojen olarak serbest radikal

tiretimine katkida bulunabilir (41).
4.2.3. Serbest Radikal Turleri

Oksijen canli i¢in vazgegilmez bir element olup hidrojen, karbon, azot ve kukurt
ile organik molekiillerin temel yap1 taglarini olusturur. Bununla birlikte hiicrelerde
gerceklesen metabolik reaksiyonlar i¢cin gerekli olan oksijenin %90°1 mitokondride
oksidatif fosforilasyon sirasinda kullanilir. Bu oksijenin %1-3’0 mitokondrilerde ROS’a
dontigiir (42, 43).

4.2.3.1. Superoksit Radikali

Oksijen molekuline bir elektron eklenmesiyle 02_ olusur (44). Serbest radikal

olmasma ragmen yiiksek derecede reaktif degildir. Siiperoksitin iiretimi ¢ogunlukla
elektron transfer sistemiyle ATP iiretimi sirasinda hiicre mitokondrisinde gerceklesir

(45). Normalde oksijenin suya doniistiiriilmesi gerekirken, toplam elektronlarin %5’i

O, siiperoksit radikali olusturur (46).

4.2.3.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, bir serbest radikal olmamasina ragmen yine de ¢ok dnemlidir.
Clnku biyolojik membranlara nifuz edebilir. Hidrojen peroksit, notrofillerin

fagozomlarinda bulunan bir enzim olan miyeloperoksidaz tarafindan hipoklordz asite

(HOCI) dontstiirtiliir. Bu sirada gecis metallerinin oksidasyonu yoluyla da OH
olusmasina neden olarak ROS molekiillerinin iiretilmesinde bir araci olarak rol oynar.

Hidrojen peroksidin bir diger 6nemli fonksiyonu da hiicre igi sinyal molekili rolini
yerine getirmektir. Hidrojen peroksit, Oz_’ye bir elektron ilavesiyle ya da O,’ye iki
elektron eklenmesiyle de dogrudan meydana gelir (41).

202"+ 2H" — H,Op + O2

Uretilen hidrojen peroksit, katalaz, glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler

olarak adlandirilan antioksidan enzim sistemleri tarafindan ortadan kaldirilir (46).
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4.2.3.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en gigcli serbest radikaldir.
H2O02’nin Fe?* veya Cu?* ile reaksiyona girmesiyle OH® olusmaktadir. H,02
toksisitesinin biiylik ¢ogunlugunun temelinde, bu olusan OH" radikalinin oldugu
diistiniilmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmistir ve

gunimuzde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe?* + H,0, — Fe®* + OH + OH"®
Cu+ + H,02 —» Cu** + OH + OH "

Hidroksil radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak
Uzere hemen hemen butin hicresel molekdllerle reaksiyona girebilme yetenegine
sahiptir. OH" radikallerinin, DNA’da bulunan deoksiriboz molekdiline etki ederek
cesitli tirlinler olusturdugu ve olusan bu {irlinlerin bazilarinin mutajenik olduklar cesitli
caligmalarla ortaya konulmustur. Bunun yani sira OH" radikalleri aromatik halkaya
katilma 6zelligi gosterdiginden, DNA ve RNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlarina
katilarak, radikal olusumuna neden olurlar. Ornegin; timine katilarak timin radikalini
olusturabilir ve timin radikali de oksijenle reaksiyona girerek son derece reaktif olan
timin peroksil radikaline doniigebilir. Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen OH"
radikali, DNA’nin baz ve seker yapilarinda da ciddi hasarlar olusturarak DNA {izerinde
zincir kiriklart meydana getirirler. Hasarin ¢ok kapsamli olmasi durumunda, olusan
hasar hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda

mutasyonlar ve hucre 6lumleri meydana gelebilir (39).
4.2.3.4. Tersiyer Butil Hidroperoksit

Organik bir hidroperoksit olan t-BHP, oksidatif hiicre hasari mekanizmalarini
kapsayan c¢alismalarda siklikla kullanilan bir bilesik olup, a¢ik formiilii Sekil 4’te
verilmigtir. Organik hidroperoksitler alkil radikallerine bir oksijen eklenmesi ve/veya
peroksil radikallerinden bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi sonucu olustuklart ortaya
konulmustur. t-BHP sonradan diger alkoksil ya da peroksil radikallerine ayrisabilir ve
bu durum lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini hizlandirabilir. Bu ayrisma

reaksiyonlar1 metal iyonlar1 ve onlarin kompleksleri vasitasiyla gerceklesir. t-BHP
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kaynakli toksisitenin nedenleri i¢in Onerilen etki mekanizmalar1 sdyledir; intraseliiler
kalsiyum dengesindeki degisiklikler ve bunu takiben glutatyon ve protein tiyol
diizeyindeki azalma, DNA tek zincir kiriklarinin olusumu, lipid peroksidasyonunun
baslamasi ya da tersiyer bitoksil radikallerinin olusmasi, t-BHP kaynakli genotoksisite;
bir geg¢is metali aracilikli reaksiyon ile H202 gibi degisik tipteki ROS’larin iiretimiyle

sonuclanan bir sirectir (7).

H.C O.
3 OH
H:C CH,

Sekil 4. t-BHP nin a¢ik kimyasal formulu (Luo’dan, 4)
4.2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Dusiik yogunlukta olduklarinda ROS’un yararli etkilerinden s6z etmek

miimkiindiir. Birgok hiicresel yanita kars1 normal fizyolojik bir fonksiyon olarak bir¢cok
hlicrede 02_ ve H,0, iirettigi calismalarla ortaya konulmustur. Reaktif oksijen turlerinin

baz1 yararli faaliyetleri arasinda fagositoz aracilifiyla enfeksiyonlara kars1 savunma,
sitotoksik lenfositler ve makrofajlar tarafindan kanser hiicrelerini 6ldiirme, sitokrom
p450 tarafindan ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, mitokondride ATP {iretimi, hiicre
bliylimesi ve diisiik konsantrasyonda mitojenik yanitlara neden olma sayilabilir. Ayrica
diisiik yogunluklarda bulunduklarinda ROS’un niikleer transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu, intraselliller depolardan Ca?’nm salmimi, tirozin amino asidinin
fosfatlanma aktivasyonu, non-reseptor tirozin kinaz aktivasyonu, bazi sitokinler ve
blylme faktor sinyallerinin aktivasyonu gibi hicresel sinyaller Gizerine énemli rolleri
oldugundan bahsedilebilir. Bunlarin disinda ROS; prostaglandin ve tiroksin gibi
molekiillerin biyosentezine katilip bu islemlerin gelisimini uyarir. Reaktif oksijen turleri
hlcrede ¢ozlinerek guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesinde ve gen transkripsiyonu

gibi yasamsal faaliyetlerde kullanilir (41).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu; inflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden
yiiksek parsiyel oksijen basinci (pOz2), 0zon (O3), azot dioksit (NO2), kimyasal maddeler

ve ilaglar gibi baz1 uyarilarin etkisiyle artmasiyla birlikte serbest radikallerin; hiicrelerin
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lipid, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine olan zararl

etkileri Tablo 6 ve Sekil 5’te 6zetlenmistir (33).

. 3 Solunumsal
Protein Hasar o mse fg’ Enzimier; =Y

. 7 8\ =i~ Mitokondrial
Membran [ [ < — Rpe X Vs Hasar
Hasan [ e RER 5 |
| A * x iy, '\‘ f -t 2 .
: \ - OH - MO |
\ 7

Y o ;
Na‘y - Hucre jismesi

=i 1-“"_L=‘-"ﬁrtml§

DNA Hasar ~so—os SHHA|

! <% Gegirgeniik
: : Lo viksek Miktarda
Ca+2 Girigi

Lipid Peroksidasyonu

Sekil 5. Hiicrede serbest oksijen radikal aracili hasar (Tokag’dan, 33)

0" radikali ve OH" radikali; sitoplazma, mitokondri, ¢ekirdek ve endoplazmik
retikulum  membranlarinda lipid peroksidasyonunu  baslattigi  belirtilmistir.
Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gecirgenligi
artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein sulfidril gruplart ve diger
aminoasit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur
(47, 48).

Tablo 6. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararli etkileri (Tokag¢’dan, 33)

Lipidler Kolestrol ve yag asitlerinde oksidasyon

Lipidlerde ¢apraz baglanmalar
Karbohidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Nukleik asitler Tek ve ¢ift zincir kiriklari, protein ¢apraz baglari,

Baz icermeyen bolgeler, kimyasal modifikasyonlar

Proteinler Peptid zincirinde kopmalar, denatiirasyonlar

Bununla birlikte serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin,

bircok patolojik olayda ve hastalikta rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Iskemi/reperfiizyon
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hasar1, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, akut renal yetmezlik, diyabet, bobrek
yetmezligi, kanser, anfizem/bronsit, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar gibi
hastaliklarda ROS aracilikli hiicre hasarinin s6z konusu oldugu son yillarda yapilan

calismalarla ortaya konulmustur (48).
4.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Insan viicudunda serbest radikaller tarafindan olusturulabilecek oksidatif stresi
ortadan kaldirmak i¢in en Onemli silah antioksidanlardir. Antioksidanlar serbest
radikalleri temizleyebilen ve hiicre hasarin1 engelleyebilen maddelerdir. Insanda
bulunan antioksidanlar ya viicut tarafindan dogal olarak {iiretilirler ya da disaridan ilave
olarak alinirlar. Hem endojen hem de eksojen antioksidanlar serbest radikal supurici
olarak hareket ederler. Bundan dolay1r savunma sisteminin etkisini artirarak hastalik
riskini de azaltirlar. Endojen ve eksojen antioksidanlarin smiflandirilmas: Tablo 7’°de

gosterilmistir (38).
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Tablo 7. Endojen ve eksojen antioksidanlarin siniflandirilmasi (Sen’den, 38)

ENDOJEN ANTIOKSIiDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar Non-enzimatik Antioksidanlar
Sulperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit (a)-Lipoik asit
Glutatyon rediktaz (GR) Bilirubin Transferrin

Albumin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Vitamin Antiokasidanlar Ila¢ Olarak Kullanilan Antioksidanlar

(a)-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitdrleri (allopdrinol,
oksipurinol, pterin aldehit, tungsten)

(B)-Karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin,

lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerler1)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9) Troloks-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar

(GPx aktivitesini artiran ebselen ve

asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilari

Demir redoks déngusu inhibitorleri

(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri
Sitokinler (TNF ve IL-1)
Barbituratlar

Demir selatorleri
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4.3.1. Antioksidan Enzimler
4.3.1.1 Superoksit Dismutaz

Stperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1), superoksitin, hidrojen peroksit ve molekuler

oksijene doniisiimiinii katalizleyen enzimdir.
02~ +02~ +2H" — H20,+ 0O

Bu reaksiyondandan da anlasilacagi lizere SOD gergekte detoksifiye edici bir
enzim degildir. Cilinkii reaksiyon sonucunda olusan H>O> toksik bir molekildir. Fakat
bu reaksiyon siiperoksit radikalinin detoksifikasyonuna giden yolun ilk basamagini
olusturmaktadir. Ikinci basamak katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan
H202’in suya doniismesini saglanmaktadir. Bu sekilde detoksifikasyon gercek-
lestirilmektedir (49).

Insanda iki tip SOD bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn
ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden
izomerlerdir (Mn SOD). Temel fonksiyonu oksijenin metabolize edildigi hiicreleri
siiperoksit radikallerinin zararli etkilerinden korumaktir. Bu sekilde siliperoksit
radikalinin baglatabilecegi lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedir. Oksijen
kullaniminin fazla oldugu dokularda SOD aktiviteside yliksektir ve oksijenin kismi
basincinin artig1 ile SOD aktivitesi artmaktadir. Fizyolojik sartlarda hiicreler tarafindan
yiiksek oranda siiperoksit liretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde hiicre ici
stiperoksit diizeyi diigiiriilmektedir. SOD’un hiicre i¢i aktivitesi ¢ok yiiksekken hiicre
dis1 aktivitesi ¢cok diisiiktiir (50). SOD fagosite edilmis bakterilerin hiicre i¢inde etkisiz
hale getirilmesinde de rol oynadigindan graniilosit fonksiyonu ic¢in ¢ok Onemlidir.
Lenfositlerde de yiiksek oranda SOD bulunmaktadir. SOD enziminin yiiksek katalitik

aktivitesi sayesinde hiicrelerde superoksit birikimi engellenmektedir (51).
4.3.1.2. Katalaz

Katalaz (EC 1.11.1.6) dort tane hem grubu bulunduran bir hemoproteindir. Her alt
birim enzimin kararliliginda énemli rol oynadig: diigiiniilen bir molekiil olan NADPH
icermektedir. Katalaz oksijenli solunum yapan sitokrom sistemi iceren tim hicrelerde

bulunmaktadir. Katalaz, peroksizomlar basta olmak iizere endoplazmik retikulum ve
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sitozolde bulunmaktadir. Aktivitesi karaciger, bobrek, miyokard, c¢izgili kaslar ve

eritrositlerde hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalamaktir (52).
H202 — 2H20 + 202

Katalaz hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi kiciuk molekdlleri
indirgeyebilmektedir. Blylk molekulll lipid hidroperoksitlerine etki etmemektedir
(53).

4.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.9), dort selenyum igeren tetramerik yapiya sahip
sitozolik bir enzimdir. En ¢ok karaciger ve eritrositte bulunmaktadir. Tipki katalaz gibi
hiicrede H202’nin temizlenmesinden sorumlu enzimdir. GPx hidrojen peroksit ve lipid
hidroperoksitlerinin indirgenmesini katalizler. Bu sekilde hiicreler oksidatif hasara karsi
korunmaktadir (54).

Glutatyon peroksidaz enzimi hidroperoksitlerin indirgenmesi reaksiyonu
esnasinda rediikte glutatyonu (GSH) elektron vericisi olarak kullanir ve sonugta olusan
okside glutatyon (GSSG) NADPH bagimli glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan

yenilenir.
2GSH + H202 + NADP — GSSG + 2H>0 +NADPH
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H>0

Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin); serbest stlfidril grubuna sahip tripeptitdir.
Eritrositlerde ise GPx hemoglobinin methemoglobine oksidasyonunu azaltarak

eritrositin Omriinii uzatir (55).
4.3.2. Antioksidan Etki Mekanizmalari

Toplayic1 (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar
tutma veya ¢ok daha zayif bir molekiile ¢evirme islemidir. Antioksidan enzimler ve

fenolik bilesikler bu tipte etki gosterirler.

Bastiric1 (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak, aktivitelerini azaltan ve inaktif sekle doniistiiren mekanizmadir. A

vitamini ve flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.
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Onaricl (repair) etki: Antioksidan 6zellige sahip polifenolik bilesiklerin, BER
mekanizmasinda gorevli olan 8-oksoguanin DNA glikosilaz 1, apdrinik/apirimidinik
endonikleaz ve DNA polimeraz beta gibi DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini ve

ekspresyonlarini indiikledigi ortaya konmustur.

Zincir kiric1 (Chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak, zincirlerini kirip fonksiyonlarim1 engelleyici etkidir. Hemoglobin,

seruloplazmin, E vitamini ve mineraller zincir kiric1 6zellik gosterirler (56).
4.4. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin ortadan kaldirilma hiz1
bir denge icerisindedir ve bu durum “oksidatif denge” olarak tanimlanmaktadir. Cilinkii
fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi ile hasar olusturmasi arasindaki denge
ROS ve RNS’lerin olusum ve ortamdan wuzaklastirllma hizina  gore
degerlendirilmektedir. Ornegin, bir hiicrede saniye yaklasik 50 hidroksil radikali
olusturmakta ve giin boyunca bu say1 4 milyona ulagmaktadir. Olusan bu molekiiller ya
antioksidanlar tarafindan uzaklastirilmaktadir ya da c¢evredeki biyomolekiillere
saldirmaktadir (57). Bu radikallerin olusum hizindaki artis ya da ortadan kaldirilma
hizindaki diisiis bu dengenin bozulmasina sebep olmaktadir. Bu sekilde oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasiyla olusan duruma
“oksidatif stres” denilmektedir. Artan oksidanlar dokularda harabiyete, proteinler,
niikleik asitler, yapisal karbohidratlar ve lipidler gibi bir¢ok biyomolekiiliin hasarina

sebep olabilmektedir (58, 59).

Serbest radikallerin DNA ile reaksiyonu sonucunda baz ve scker
modifikasyonlari, baz delesyonlari ve zincir kirtlmalar1 gergeklesebilmektedir. DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona, hiicresel disfonksiyona ve 6lime yol acabilmektedirler
(60). Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar DNA ve proteinlere baglanip capraz baglar
olusturabilir (61). Proteinler, serbest radikal hasarina duyarli molekillerdir. Serbest
radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit icerigine gore degisir. Serbest
radikallerin etkisi ile protein molekiilleri iizerindeki siilthidril ve amino gruplarinda
daha fazla hasar meydana gelmektedir. Bununla beraber triptofan, tirozin, fenil alanin,

histidin, metionin, lizin ve sistein gibi aminoasit i¢eren proteinler daha duyarlidirlar.
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Serbest radikallerin proteinlerle etkilesmesi sonucu olusan yapisal degisiklikler iige

ayrilir:

1) Aminoasitlerin modifikasyonu,
2) Proteinlerin fragmantasyonu,

3) Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalardir.

Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenitesindeki degismeye ve proteolize
hassasiyete yol acabilir. Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler ve
enzim, norotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina neden
olabilirler. Serbest radikallerin etkisiyle IgG ve albiimin gibi fazla sayida disiilfit bag
bulunduran proteinler {i¢ boyutlu yapilari1 kaybederler. Bdylece normal

fonksiyonlarini yerine getiremezler (62, 63).

Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde degisiklikler
meydana gelebilir. Hem proteinleri de serbest radikallerden O6nemli oranda zarar
gorirler. Ozellikle oksihemoglobin H.O, ile reaksiyona girerek methemoglobin

olusturur (64).

Serbest radikallerin etkilerine karsi en duyarli olan ve en c¢ok maruz kalan
molekiiller lipidlerdir. Biyomolekiiller arasinda doymamis yag asitleri yapilarindaki
C=C g¢ift baglar nedeniyle radikal hasarina en hassas olanlaridir. Coklu doymamis yag

asitlerinin oksidatif yikimi “lipid peroksidasyonu” olarak tanimlanmaktadir.

Lipid peroksidasyonu hem bitkilerde hem de hayvanlarda gergeklesebilen
kompleks bir islemdir. Bir hidrojen ¢ikisiyla veya bir oksijen radikalinin eklenmesi ile
baslatilan ve ¢coklu doymamis yag asitlerinin hasariyla sonuclanan geri doniistimsiiz bir

zincir reaksiyonudur.

Lipid peroksidasyonu genel olarak serbest radikaller ya da radikalik yapida
olmayan maddeler gibi oksidan molekiillerin 6zellikle coklu doymamis yag asitleri gibi
karbon-karbon cift bagi igeren lipidlere saldirmasi ile baslatilan lipid peroksil radikalleri
ve hidroperoksitlerin olusumuyla sonuglanan bir reaksiyon dizisi olarak tanimlanir.
ROS, lipid peroksidasyonunu indiikleyerek fonksiyonel ve yapisal hiicre hasarina neden
olabilmektedir. Bu nedenle serbest radikal kaynakli hasarin ana kaynagi lipid

peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu hiicre membranlarinin biitiinliigiinii tehlikeye
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sokar ve hiicre membraninin akiskanligmni artirir. Membrana bagli reseptor ve

enzimlerin inaktive olmasina neden olur (65).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg

5.1.1. Kullanilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar geregleri ve malzemeleri

Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuvar malzemelerinin dzellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme Marka
Calkalayici Nuve, SL 350
Dondurucu Arcelik, Altus (-20 °C), TermoElectron Corporation (-80 °C)

Etlv Gallenkamp

Hassas terazi

Inkiibator

Karistici

Manyetik karistirici
Mikropleyt okuyucu
Otomatik pipet 0.5-10 pL
Otomatik pipet 100-1000 uL
Otomatik pipet 10-100 uL
Otomatik pipet 1-5 mL
Otomatik pipet 20-200 L.
pH metre

Santrifij

Sogutmali santrifiij

Mettler Toledo, AB204-S

Shel Lab Shaking Incubator, Heraeus
Ika Vortex Genius 3

Ikamag RH

Versa Max Microplate Reader
Eppendorf

Socorex

Socorex

Eppendorf

Eppendorf

Hanna Instruments HI 2211
Eppendorf 5810

Beckman Coulter Allegra 64R
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5.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Bu tez caligmasinda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler Tablo 9’da

verilmistir.

Tablo 9. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Kullanilan Kimyasal Madde/Cozelti Marka
Amonyum Sulfat Merck
Bakar (IT) Klortr (CuClyz) Sigma
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma
Disodyum Hidrojen Fosfat (NazHPOa) Merck
DMSO Sigma
Etanol Sigma
Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) Merck
Gliserol Sigma
Hidrojen Peroksit (H20>) Sigma
Kloroform Merck
Ksantin Sigma
Ksantin Oksidaz Sigma
Kuersetin Sigma
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4) Merck
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Merck
Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO4) Merck
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma
Sodyum Karbonat (Na2CO3) Merck
Sodyum Klorir (NaCl) Merck
Sodyum Meta-Arsenit Merck
Tersiyer-Bitil Hidroperoksit (t-BHP) Sigma
Tiyobarbitlrik Asit (TBA) Sigma
Trikloro Asetik Asit (TCA) Sigma
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5.2.YOontem
5.2.1. Sulu Propolis Ekstraktinmin Hazirlanmasi

Tirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanan propolis ornekleri toz haline getirilip
karistirildi. 50 g toz propolis 100 mL saf su ile ¢oziildii. Iyice vortekslendikten sonra 60
°C sicakta siirekli calkalanarak en az 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
calkalayict inkiibatorden ¢ikarilan ekstrakt, stizge¢ kagidindan siiziildii ve ardindan 0.22
um’lik steril filtrelerden gecirilerek deneyde kullanima hazir hale getirildi. Bu sekilde
hazirlanan 50 mg/mL’lik konsantrasyondaki stok propolis ekstraktindan seyreltme

yoluyla ¢esitli konsantrasyonlarda ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi.
5.2.2. Eritrosit Hiicre izolasyonu

Etik kurul onay1 alindiktan sonra, KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma
Laboratuvari’nda ¢alisan 15 gondlliden (sigara, alkol, ila¢c kullanmayan, kronik
rahatsizlig1 olmayan, agir egzersiz yapmayan) onam formu esliginde liger adet EDTA’I1
tipe (eritrosit eldesi igin) kan Ornegi alindi. Alinan kanlar 1690xg ’de 10 dakika
santrifiij edilip plazmalart ayrildi. Plazmalar1 ayrilan EDTA’l tiipteki kanlara
hacimlerinin U¢ katina kadar izotonik tuz ¢dzeltisi ilave edilip ve tiip birka¢ defa hafifce
ters-duz edildikten sonra santrifuj edildi. Ara yilizeyde beyaz bir tabaka seklinde duran
l6kositler ve iist kistm uzaklastirildi. Bu yikama islemi iist kisim berraklasana kadar
devam ettirilerek eritrosit paketleri hazirlanarak havuz olusturuldu. Eritrosit
paketlerinin KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari’nda hematokrit (Hct) ve
hemoglobin degerleri 6l¢lldu. ematokrit oran1 deneylerde %10 olacak sekilde %0.9’1uk

NaCl ile seyreltildi. Hazirlanan eritrosit paketleri aligotlanip +4 °C’de saklandi.
Kullanilan Cozeltiler

%0.9’luk NaCl: 9 g NaCl tartilip bir miktar saf su ile ¢oziiliip hacmi 1 L’ye

tamamlandi.
5.2.3. Tersiyer Butil Hidroperoksit (t-BHP) Hazirlanmasi

1987.8 uL PBS steril 15 mL’lik falkon tiipe alind1. Uzerine stok t-BHP sisesinden
(7.989 M) 12.5 uL konuldu. Iyice vortekslenerek tamamen ¢oziilmesi saglandi. Boylece
50000 uM konsantrasyonda ara stok olusturuldu.
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Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS): 1.76 mL 0.5 M KH2PO4 ¢ozeltisi ve
6.08 mL 0.5 M KzHPOs c¢ozeltisi %0.9’luk NaCl ¢o6zeltisinde karistirihip pH 7.4°e

ayarlandi ve ¢6zeltinin hacmi 1 L’ye tamamlandi.
5.2.4. Kuersetin Hazirlanmasi

1 mg kuersetin tartildi ve 1 mL DMSO ilavesiyle iyice vortekslenip ¢oziilerek
1000 pg/mL’lik c¢alisma stogu hazirlandi. Daha sonra bu stoktan c¢esitli

konsantrasyonlarda ara stoklar hazirlandi.
5.2.5. Deneyde Kullanilacak t-BHP Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak olan t-BHP dozunun bulunmasi i¢in farkli dozlarda t-BHP
eritrosit paketleri itizerine ¢esitli konsantrasyonlarda t-BHP eklenip, 1 saat 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Daha sonra eritrosit paketlerinde MDA 6l¢iimii gerceklestirilerek
kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek (p<0.05) hasar olusturan 750 uM t-BHP
konsantrasyonu secildi (Sonuglar EK 1°de verilmistir).

5.2.6. Deneyde Kullanilacak Sulu Tiirk Propolis Konsantrasyonunun Belirlenmesi

50 mg/mL’lik sulu Tark propolisi ekstraktindan gesitli konsantrasyonlarda ara
stoklar hazirlandi. Eritrosit paketlerinin tizerine ¢esitli konsantrasyonlarda (5-400
pug/mL) sulu Turk propolisi eklenip, 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra
750 uM t-BHP eklenerek 1 saat daha 37°C’de inkibe edilip, MDA &l¢imi
gerceklestirildi. MDA sonuglarina gére hem t-BHP’nin olusturdugu hasar1 kontrol
grubuyla ayni seviyede sonug aldigimiz hem de negatif kontrole gére anlamli derecede

diistik (p<0.05) konsantrasyon olan 200 pg/mL secildi (Sonuglar EK 2’de verilmistir).
5.2.7. Deneyde Kullanilacak Kuersetin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

1 mg/mL’lik kuersetin ekstraktindan cesitli konsantrasyonlarda ara stoklar
hazirlandi. Eritrosit paketlerinin iizerine ¢esitli konsantrasyonlarda (1-10 pg/mL)
kuersetin eklenip, 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra 750 uM t-BHP
eklenerek 1 saat daha 37°C’de inkibe edilip, MDA olgiimii gergeklestirildi. MDA
sonuglarina gére hem t-BHP’nin olusturdugu hasar1 kontrol grubuyla ayni seviyede
sonu¢ aldigimiz hem de negatif kontrole goére anlamli derecede disiik (p<0.05)

konsantrasyon olan 2 ug/mL segildi (Sonuglar EK 3’de verilmistir).
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5.2.8. Deney Gruplar

Deney gruplar1 Tablo 10’daki gibi olusturuldu. Pipetlemeler puL olarak yapildu.

Tablo 10. Deney gruplari

Kontrol Grubu

Sulu Tark
propolisi Grubu

Pozitif Kontrol
(Kuersetin)

Negatif Kontrol
(t-BHP) Grubu

Grubu
Eritrosit
Hemolizati
2000 1928.8 1967.6 1969.6
(Hct: 9%010)
Sulu Turk
Propolisi
- 40.8 - -
(200 pg/mL)
Kuersetin
(2 pg/mL) - - 2 -
37°C’ de 2 saat karanlikta inkiibasyona birakildi.
t-BHP
(750 nM) - 30.4 30.4 304

37°C’ de 1 saat karanlikta inkiibasyona birakildi.

5.2.9. Eritrosit Superoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

Superoksit dismutaz aktivitesi, Sun ve Oberley (66) metoduna goére yapildi. Bu

metot, ksantin-ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu siiperoksit radikallerinin nitro

blue tetrazoliumu (NBT) indirgeyerek olusturdugu mavi-mor rengin 560 nm’de verdigi

absorbansin spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi esasina dayanir. Eritrositlerdeki

SOD’un ortamdaki siiperoksit radikallerini uzaklastirmasi sonucu optik dansitede

meydana gelen azalmadan yararlanilarak SOD tarafindan katalizlenen reaksiyonun %

inhibisyonu hesaplandi.

Kullanilan Cozeltiler

Etanol:Kloroform Karisimi (5:3): 50 mL etanol 30 mL kloroformla karistirildi.

0.3 mmol/L Ksantin Cozeltisi: 3.65 mg ksantin 80 mL deiyonize suda ¢6zuldi.
0.6 mmol/L EDTA Cozeltisi: 8.93 mg EDTA 40 mL deiyonize suda ¢ozildi.
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150 pL. NBT Cozeltisi: 4.9 mg NBT 40 mL deiyonize suda ¢ozuldu. NBT gunlik
taze hazirlandu.

400 mM Na2COs Cozeltisi: 1.01 g Na2CO3 24 mL deiyonize suda ¢ozuldu.

0.5 g/L BSA: 24 mL deiyonize suda 12 mg BSA ¢ozulda.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3.3 U/mL’lik orijinal siseden 101 pL alinip
2 mL’ye amonyum siilfatla tamamlandi. Ksantin oksidaz giinliik hazirlandu.

0.8 mmol/L CuCl2 Cozeltisi: 5.37 mg CuCl> 50 mL deiyonize suda ¢6zildu.
Glinliik taze hazirlandi.

2 mol/L Amonyum Suilfat: 2.64 g amonyum sulfat 10 mL deiyonize suda
¢ozalda.

SOD Standartlari: 20, 16, 0.5, 0.313, 0.125 U/mL’lik SOD standartlar1 ve kor
hazirlandi.

Reaksiyon karisgimi: 80 mL 0.3 mM ksantin c¢ozeltisi, 40 mL 0.6 mM EDTA
¢ozeltisi, 40 mL 150 uM NBT ¢ozeltisi, 24 mL 400 mM NaCOs ¢Ozeltisi, 12 mL 1g/L
BSA karnistirildi. Reaksiyon karisimi hazirlanirken hacimler hesaplanip biitiin maddeler
aynt kapta karistirlldi. Yukarida ifade edilen konsantrasyon ifadeleri son

konsantrasyonlar olarak verildi.
Deneyin yapilist

100 pL eritrosit paketi 900 puL soguk saf su ile karistirilip hemoliz edildi. Elde
edilen hemolizata 800 pL etanol:kloroform (5:3) karisimi eklenip vortekslendi.
18000g’de 4°C’de bir saat santrifij edildi. Elde edilen sipernatan SOD ve CAT
aktivitesinin yani sira TAK ve TOK 6lglimiinde kullanildi.

Tablo 11. SOD aktivitesi élgimi

Cozeltiler Hacim (mL)
Reaksiyon karisimi 1.225
Slpernatant 0.25
Ksantin oksidaz 0.025

25 °C’ da 20 dakika inkiibasyona (karanlikta) birakildi.
Bakir Kloriir 0.5

560 nm’de absorbans 6l¢uldu.
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Tablo 10°da ifade edildigi gibi pipetlemeler ve islemler yapildi ve 560 nm’de
absorbanslar o6lguldi. Hesaplamalar % inhibisyon olarak hesaplandi. Sekil 6’daki
standart grafigi SOD aktivitesinin logaritmasi alinarak Sekil 7°deki lineer standart
grafigine doniistiiriildii. Bu grafikten yararlanilarak % inhibisyonlar SOD aktivitesine
doniistiiriildii. Sonuglar hemoglobin miktarina boliinerek U/g Hb olarak hesaplandi.

(A kor — A numune)

% inhibisyon = — x 100
Y A kor
90 - y =5,1202In(x) + 61,523
80 - R? = 0,9968
70 -
60 -
=
S 50 -
[
S 40 -
N
30 -
20 -
10 -
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
% Inhibisyon

Sekil 6. Standart SOD aktivitesi ve % inhibisyon grafigi

90 1 y =11,79x + 61,523
80 -

R2=0,9968
20 _/

40 -
30 -
20 -
10 -

Log Standart

[en]

'
[aEN

-0,5 0 0,5 1 1,5

Sekil 7. Log(Standart SOD aktivitesi) ve % inhibisyon grafigi
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5.2.10. Eritrosit Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

Katalaz aktivitesi, temel prensibi amonyum molibdatin hidrojen peroksitle
olusturdugu sar1 renkli kompleksin 405 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanan

Goth (67) metoduna gore yapildi.
Kullanilan Cozeltiler

60 mM Sodyum Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7.0): 5.37 g KH2PO4 ve 3.65
g NaHPO4.2H20 yaklasik 750 mL saf suda ¢oziiliir, pH 7.0’a ayarlanir ve hacmi 1
L’ye tamamlandi.
32.4 mM Amonyum Molibdat Cozeltisi: 1.89 g amonyum molibdat 50 mL saf
suda ¢ozulda.
65 mM H202 Cozeltisi: 327 puL % 30’luk H2O> 50 mL fosfat tamponunda
¢ozildu. H202 ¢ozeltisi taze hazirlandi.

Tablo 12. CAT aktivitesi 6lglimii ve yapilan islemler

Cozeltiler Numune Kor 1 Kor 2
Numune 20 uL

Tampon 20 uL 120 uL
t-BHP ’li tampon 100 pL 100 pL

37°C’ de 1 dakika bekletildi.
Amonyum molibdat ¢6zeltisi 100 uL 100 uL 100 uL

405 nm’de absorbanslar1 okundu.

Tablo 11°de ifade edilen islemler yapildi. Olgiilen absorbans degerleri asagidaki
denklemde yerine konularak katalaz aktivitesi hesaplandi. Sonuglar hemoglobin

miktarlaria boliinerek U/g Hb olarak ifade edildi.

(Akor2 — Anumune) x 271
(Akor2 —Akor1)

U
Katal ktivitesi (—) =
atalaz aktivitesi (mL)
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5.2.11. Eritrosit MDA Seviyesinin Belirlenmesi

Eritrosit MDA seviyesi Stocks ve Dormandy (68) metoduna gore gergeklestirildi.
Bu metot MDA nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA)’in 1sitilmasi sonucu olusan

pembe renkli kompleksin 532 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanir.
Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS): 1.76 mL 0.5 M KH2PO4 ¢ozeltisi ve
6.08 mL 0.5 M KzHPOs c¢ozeltisi %0.9°1luk NaCl ¢o6zeltisinde karistirtip pH 7.4%e
ayarlandi ve ¢6zeltinin hacmi 1 L’ye tamamlandi.

0.4 M Sodyum Azid: 2.6 g NaN3 100 mL PBS’de ¢ozilur.

TBA Cozeltisi: 0.1 g TBA 500 pL 1N NaOH c¢ozeltisinde ¢oziiliir bir miktar saf
su ilave edilir 1sitilir iyice ¢oziindiikten sonra hacmi 10 mL’ye tamamlanir.

% 28’lik Trikloro Asetik Asit Cozeltisi: 14 mg TCA 50 mL saf suda ¢ozulir.

Sodyum Arsenit Cozeltisi: 0.52 g sodyum meta-arsenit 20 mL % 28’lik TCA’da
cozulir.

Standartlar Cozeltileri: 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.313 nmol/mL

konsantrasyonlarda MDA standartlar1 ve kor hazirlandi.

Tablo 13. Eritrosit MDA 6l¢iimii ve yapilan islemler

Cozelti Hacim (uL)
Eritrosit paketi 300
Azitli PBS ¢ozeltisi 2700

37 °C¢de 10 dakika karigitirilir.
PBS c¢ozeltisi 3000
Slispansiyon 900
TCA - Arsenit 600
1690 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi.
Siipernatan ve Standartlar 300
TCA 100
TBA 100

15 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.

Sogutulduktan sonra mikropleyte aktarildi ve 532 nm’de absorbanslar1 okundu.
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Tablo 12’de ifade edildigi gibi islemler gergeklestirildi. Sekil 9’daki MDA
standart grafiginden yararlanarak Orneklerdeki MDA konsantrasyonu hesaplandi.

Belirlenen MDA diizeyleri hemoglobin degerlerine bdliinerek ifade edildi.

2,5 - y = 0,047x + 0,0688
R?*=0,998
—~ 2
€
e
A
0 15
n
8
s! 1
o
n
o)
<< 05
0 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
MDA Standart Konsantrasyonu (nmol/mL)

Sekil 8. MDA Standart absorbans grafigi
5.2.12. Eritrosit TOK Seviyesinin Belirlenmesi

Orneklerin toplam oksidan kapasitesi (TOK), Rel Assay marka ticari Kitler
kullanilarak &lgiildii. Olglimde, testin calisma prensibinde ifade edildigi iizere
orneklerin igerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak
oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontem kullanildi. Sonuglar pmol H20:

equivalent/ L olarak ifade edildi (69).
5.2.13. Eritrosit TAK Seviyesinin Belirlenmesi

Orneklerin total antioksidan kapasitesi (TAK), Rel Assay marka ticari Kitler
kullanilarak o6l¢iildii. Ol¢iim ydntemi &rnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli
ABTS* katyonik radikalini rediklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan
molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina
dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan trolox kullanilir.

Sonuglar mmol trolox equivalent/L olarak ifade edildi (70).
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5.3. istatiksel Yontem

Veriler SPSS 22 (Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar paket
programina aktarilarak, istatistiksel olarak degerlendirildi. Normal dagilima
uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal dagilima uyan ikiden
fazla bagimsiz gruplarin degerlendirmesinde One Way ANOVA ve post-hoc Tukey
testleri, normal dagilima uymayan ikiden fazla parametrenin degerlendirilmesinde ise
Kruskal-Wallis testi uygulandi ve ikili Mann Whitney-U testine gore degerlendirildi.
Elde edilen degerler, aritmetik ortalama + standart sapma (X = S.D) olarak ifade edildi.
Parametreler arasindaki iliski ortaya konmasinda Pearson ve Spearman korelasyon testi

uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Eritrosit Toplam Oksidan Kapasite (TOK) Seviyesi

Gruplarin toplam antioksidan kapasite (TOK) diizeyi, Tablo 13 ve Sekil 9°da

gosterilmistir.

Tablo 14. Eritrosit TOK Seviyeleri

Grup (n=3) Eritrosit TOK (umol H202 Equivalent/L) ANOVA, p
Kontrol 0.18 +0.038? 0.0001
Sulu Tirk Propolisi Ekstrakt 0.68 + 0.028°

Pozitif Kontrol 0.47 +0.028°

Negatif Kontrol 1.22 + 0.146¢

a-b,a-c,a-d,b-c,b-d,c-d, Post-hoct Tukey testine gore anlamli fark vardir (p<0.05).

1,6 -
1,4 -
- 1,2 - [
=
3
< 1]
=
E‘J’, 0,8 -
~ I
O 06 -
N
I I
= 04 -
e
= 02 - I
0 T T T 1
Kontrol Sulu Tark Propolis Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
Ekstrakti

Sekil 9. Eritrosit TOK seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; sulu Turk propolis ekstrakt grubunda
negatif kontrol grubuna gore toplam oksidan kapasite anlamli derecede diisiik

bulunmustur.
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6.2. Eritrosit Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Seviyeleri
Gruplarin toplam antioksidan kapasite (TAK) diizeyi, Tablo 14 ve Sekil 10’da
gosterilmistir.

Tablo 15. Eritrosit TAK Seviyeleri

Grup (n=3) Eritrosit TAK (mmol trolox equivalent/L)  ANOVA, p
Kontrol 0.19 £ 0.0122 0.001
Sulu Turk Propolisi Ekstrakti 0.21 + 0.025°
Pozitif Kontrol 0.14 + 0.001°
Negatif Kontrol 0.14 +0.001¢

a-c,a-d,b-c,b-d,c-d, Post-hoct Tukey testine gore anlamli fark vardir (p<0.05)

0,25 -

0’2 | “' w
—
=
c
<
£ 015 | : -
S
o
@
3 01
o
S
|_
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Kontrol Sulu Tiirk Propolis Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
Ekstrakti

Sekil 10. Eritrosit TAK seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; sulu Turk propolis ekstrakt grubunda
negatif kontrol grubuna gore toplam antioksidan kapasite anlamli derecede yiiksek

bulunmustur.
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6.3. Eritrosit MDA Seviyeleri
Gruplarin MDA seviyeleri, Tablo 15 ve Sekil 11°de gosterilmistir.
Tablo 16. Eritrosit MDA sonuglari

Grup (n=3) Eritrosit MDA (nmol/g Hb) Kruskal-Wallis,p
Kontrol 2.81+£0,52% 0.001
Sulu Tirk Propolisi Ekstrakti 2.87 +0,47°

Pozitif Kontrol 10.6 £ 1,49°

Negatif Kontrol 89.7 + 4,29¢

a-c,a-d,b-c,b-d,c-d, Mann-Whitney testine gére anlamli fark vardir (p<0.05).
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80 -
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Kontrol Sulu Tirk Propolis Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
Ekstrakti

nmol/g Hb

Sekil 11. Eritrosit MDA sonuglari

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit paketlerinde sulu Tirk
propolis ekstrakt grubunun MDA seviyesi, negatif kontrole gore anlamli derecede
diisiik bulundu. MDA seviyesinin anlamli derecede diisiik olmasi oksidatif hasari
onlemek icin verilen 200 pg/mL sulu Tiirk propolis ekstraktinin antioksidan etki
gostererek, reaktif oksijen radikallerini ortadan kaldirmasi sonucunda lipid peroksi-

dasyonunu onleyici yonde etki ettigini gdstermektedir.
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6.4. Eritrosit Stperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi
Gruplarin SOD aktivitesi, Tablo 16 ve Sekil 12°de gosterilmistir.
Tablo 17. Eritrosit SOD Aktivitesi

Grup(n=3) Eritrosit SOD Aktivitesi (U/g Hb) Kruskal-Wallis,p
Kontrol 104.2 £ 24.172 0.05
Sulu Tirk Propolisi Ekstrakt: 129.4 + 8.43°

Pozitif Kontrol 121.2 + 15.64°¢

Negatif Kontrol 221.2 +11.77¢

a-c,a-d,b-c,b-d,c-d, Mann-Whitney testine gére anlamli fark vardir (p<0.05).
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Sekil 12. Eritrosit SOD Aktiviteleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit lizatinda, sulu Tiirk propolis
ekstrakt grubunun negatif kontrole gére SOD enzim aktivitesi anlamli derece diisiik
bulunmasi, oksidatif hasart Onlemek igin verilen 200 pg/mL sulu Tirk propolis
ekstraktinin antioksidan etki gostererek ortamdaki serbest oksijen radikallerini
uzaklastirarak ya da metabolize ederek, SOD enzimin aktivitesinin bu radikallerden
etkilenmesini engelleyerek tiiketimini azalttigi ve endojen antioksidan sistemi

giiclendirdigini gostermektedir.
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6.5. Eritrosit Katalaz (CAT) Aktivitesi
Gruplarin CAT aktivitesi, Tablo 17 ve Sekil 13°da gosterilmistir.

Tablo 18. Eritrosit CAT Enzim Aktivitesi

Grup(n=3) Eritrosit CAT Aktivitesi (U/g Hb) ANOVA,p
Kontrol 3118 + 44.417 0.0001
Sulu Tirk Propolisi Ekstrakt: 3247 +18.65°
Pozitif Kontrol 3140 £ 40.00°
Negatif Kontrol 3396 + 70.60¢

a-d,b-d,c-d, Post-hoct Tukey testine gére anlamli fark vardir (p<0.05).
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Sekil 13. Eritrosit CAT Aktiviteleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit lizatinda, sulu Tiirk propolis
ekstrakt grubunun negatif kontrole gore CAT enzim aktivitesi anlamli derece diisiikk
bulunmasi, oksidatif hasar1 onlemek i¢in verilen 200 pg/mL sulu Tiirk propolis
ekstraktinin antioksidan etki gostererek ortamdaki serbest oksijen radikallerini
uzaklastirarak ya da metabolize ederek, CAT enzimin aktivitesinin bu radikallerden
etkilenmesini engelleyerek tiiketimini azalttigi ve endojen antioksidan sistemi

giiclendirdigini gostermektedir.
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Calismamiz sonucunda oksidatif stres biyobelirtegleri arasinda yapmis
oldugumuz korelasyon testine gore; MDA’ nin CAT, SOD ve TOK ile arasinda pozitif
korelasyon var iken TAK ile arasinda negatif korelasyon vardir. SOD’un MDA, CAT
ve TOK arasinda pozitif korelasyon vardir. CAT 1n MDA ve SOD ile arasinda pozitif
korelasyon vardir. TAK’in MDA ile arasinda negatif korelasyon vardir. TOK’un MDA
ve SOD ile arasinda pozitif korelasyon vardir (Tablo 19).

Tablo 19. Olgiilen Oksidatif Stres Biyobelirteclerinin Korelasyon Tablosu

MDA SOD CAT TAK TOK

MDA r=0.938 r=0.822 r=-0.599 r=0.878
p<0.01 p<0.01 p<0.05 p<0.01

SOD r=0.938 r=0.833 r=-0.567 r=0.259

p<0.01 p<0.01 p>0.05 p>0.05
CAT r=0.308 r=0.720 r=-0.151 r=0.522

p<0.01 p<0.01 p>0.05 p>0.05
TAK r=-0.782 r=-0.537 r=-0.151 r=-0.418

p<0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
TOK r=0.783 r=0.357 r=0.259 r=-0.418

p<0.01 p>0.05 p>0.05 p>0.05
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7. TARTISMA ve SONUC

Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikal olarak adlandirilan bu reaktif oksijen
tirleri canli sistemdeki DNA, protein, lipid ve karbohidrat gibi molekiller ile
reaksiyona girerek onlarin yapisini bozarlar ve dolayistyla hiicre hasarina neden olurlar.
Organik bir peroksit olan t-BHP akut oksidatif hasar ¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ciinkii t-BHP’nin, alkoksil ve peroksil radikallerine doniiserek daha

reaktif bir radikal olan hidroksil olusumuna neden oldugu belirtilmistir (71, 72).

Eksojen kaynakli radikaller membranda hasara ve bu hasara bagli olarak
membranin hiperpolarize olmasina neden olur. Ayrica t-BHP’nin membrana baglh
enzimleri se¢ici olarak inhibe ettigi, methemoglobin olusumu artirdig1 ve bazi membran
proteinlerinin yiiksek molekiil agirlikli polimerlere kiimelesmesine neden oldugu

belirtilmektedir (76).

t-BHP, hemoglobin ile etkilesime gectiginde t-biitoksil radikali olusur ve bu
radikal membran lipidleri ile tepkimeye girerek lipid peroksidasyonunu baslatir. Bu
zincir reaksiyonlarin malondialdehit, aldehitler ve ketonlar gibi gesitli reaksiyonlarin

son iiriinler olusuncaya kadar devam ettigi belirtilmistir (77, 78).

Yapilan literatiir taramasi sonucunda in vitro sartlarda model hiicre olarak
eritrositler secilirken, oksidatif hasar olusturmak igin de eksojen bir oksidan olan t-BHP

secildi.

Giliniimiizde kullanilan sentetik ilaclarin ¢esitli yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi
insanlar1 dogal ilag¢ olarak bilinen iiriinlerin tiiketilmesine yoneltmistir. Ari {iriinleri de
en ¢ok tercih edilen dogal {iriinlerden biridir. Aslinda insanoglu eski ¢aglardan beri ar1
urnlerini gesitli amagclar i¢in kullanmistir fakat bu reginemsi ar1 {irliniiniin faydalar

heniiz ¢ok az aydinlatilabilmistir (79).

Propolisin polifenol bilesik bakimindan zengin bir {irlin olmasi ve bu
bilesiklerinde  antioksidan, antimutajenik, tlimorisidal, antikarsinojenik  ve
antiinflamatuar Ozellikler tasidigi bilinmektedir. Propolisin biyolojik aktivitesinden
sorumlu bilesenler; polifenolik bilesikler ve esas olarak flavonoidlerdir. Bundan dolay1

propolisin oksidatif hasar1 6nleyebilecegi diisiiniilmektedir (1, 15).
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Aliyazicioglu ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada ise propolisin DMSO’lu
ekstraktlarinin konsantrasyona bagli olarak K-562 kanser hiicrelerinde solunumsal
patlamay1 inhibe ettigi flow-sitometrik analizlerle ortaya konulmus ve propolis

ekstraktlarinin bu etkiyi antioksidan ozellikleri ile gergeklestirdigi savunulmustur (81).

Yine Aliyazicioglu ve arkadaslarinin bir bagka ¢alismasinda, fibroblast hiicre
serileri kullanilarak ¢esitli konsatrasyonlarda hazirlanan propolisin  etanolik
ekstraktlarinin, hidrojen peroksit (H202) ile indiiklenmis DNA hasar1 Uzerine etkisi
comet analizi ile incelenmistir. Hiicrelerin, propolisin 50 pg/mL’lik konsantrasyondaki
etanolik ekstraktiyla; genotoksik ajandan Once, genotoksik ajanla ayni anda ve
genotoksik ajandan sonra muamelesi sonucunda, H20- ile indiiklenmis DNA hasarinda,
genotoksik etki yaratmadan, anlamli azalma oldugu ve bunun da propolisin i¢inde
bulunan fenolik bilesenlerinin antioksidan aktivitesinden kaynaklanabilecegi sonucuna

vartlmigtir (82).

Colak ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada; dogal propolisin DMSO ile
hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlart HL-60 hiicre serisi ile inklbe
edildikten sonra flow-sitometri ile hiicre siklusu analizleri ve spektrofotometrik kaspaz3
aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglarda 0.25-0.50 mg/mL’lik konsan-
trasyondaki propolisin differansiasyon oranini ve kaspaz-3 aktivitesini arttirdigi ve
bdylece apoptozu indiikleyip antitiimoral aktiviteye sahip oldugu kanaatine varilmistir

(80).

Turan’1n ¢alismasinda, Tirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanip etanolik ekstrakti
hazirlanmis propolis 6rneklerinin DNA tamir enzimlerinden olan hOGG-1 ve Neil-1
DNA glikozilazlarin ekspresyonlar1 {izerinde etkisi gen ekspresyon calismalarinda
kullanilan real-time PCR yo6ntemi kullanilarak ifade edilmistir. hOGG-1 ve Neil-1’in
mRNA ekspresyon analiz sonuglarina gore deney grubunda her ikisinin mRNA
ekspresyonlarinin arttigi gozlenmistir. DNA hasarinin tespiti i¢in ise komet analizi
kullanilmistir. Komet sonuglart ile birlikte degerlendirildiginde etanollii propolis
ekstraktlarinin antigenotoksik 6zelliginin, DNA tamir enzimlerinin ekspresyonlarinda
artisgtan ziyade farkli mekanizmalar ile hasar olusumunun propolis tarafindan

engellenmesi 6zelliginden kaynaklanabilecegi sonucuna varilmigtir (19).
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Yal¢in ve arkadaslan tarafindan yapilan bir baska ¢alismada, Tiirk propolisinin
farkl1 konsantrasyonlarda hazirlanmis etanollii ekstraktlarinin  fibroblast hiicre
serilerinde gama radyasyon ile uyarilmig DNA hasarin1 engelledigi ve radyoprotektif

etkinlige sahip oldugu ortaya konulmustur (83).

Misir’in yaptigr calismada Trabzon yoresinden elde edilen propolisin etanol,
metanol, DMSO’lu ekstraktlarinin demir selatlama aktivitesi ve serbest radikalleri
yakalama Kkapasitesi incelenmistir. Bu ekstraktlarin 25 mg/mL ve Uzerindeki
konsantrasyonlarda %90’1n iizerinde metal selatlama etkisi oldugu bulunmustur. 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) metoduyla radikal slpurici aktivitesi tayin edilerek
etanolli, metanolli ve DMSO’lu ekstraktlarda radikal sipurict aktivitesi oldugu
bulunmustur. Ayni1 zamanda in vitro ROS 6l¢iimii yapilarak propolisin pozitif kontrole
gore olusan ROS miktarim1 azalttigi, bunun da radikal siipiiriicii etki ve etkin olarak

metal selatlama lizerinden ger¢eklesmis olabilecegi sonucuna vartlmistir (84).

Akbulut ve arkadaslarinin yaptigi, propolisin sitotoksik etkisinin mekanizmasin
aciklayabilmek igin hiicreici hidrojen peroksit ve Ca?* diizeylerinin arastirilmasimin
amaglandigr ¢alismada HEp-2 (insan laringeal epidermoid karsinoma) hicreleri
kullanilarak Tiirk propolisinin sulu ve etanollii ekstraktlarmin, hiicreici ve serbest Ca®*
indeksine etkisi spektroflorometrik yontemle incelenmistir. Sulu ve etanolik
ekstraktlarin hiicre ici H2O, konsantrasyonlarmi ve Ca®* indekslerini kontrole gore
florimetrik okumalarda arttirdigt ve hiicreleri bu sekilde apotoza gotiirebilecegi
sonucuna varilmigs (85). Calismanin devami niteligindeki bir baska ¢alismada
antioksidan sistemde 6nemli enzimler olan stperoksit dismutaz ve katalazin aktiviteleri
spektrofotometrik yontemle 6l¢iilmiis ve sulu propolis ekstraktinin HEp-2 hiicrelerinde

SOD ve CAT enzimlerinin aktivitelerini azalttigi1 sonucu bulunmustur (86).

Demir ve arkadaslarinin yaptgi A549 hiicre serisindeki sitotoksik etkinin ve olasi
etki mekanizmalarinin ortaya konulmasinin amaglandigi kapsamli ¢alismada etanollii
propolis ekstraktinin antioksidan kapasitesi toplam fenolik igerik, toplam flavonoid
icerik ve demir indirgeme giicii testleriyle, sitotoksik etkinligi ise MTT metoduyla
belirlenmistir. Devaminda ise etanollii Tiirk propolisi ekstraktinin A549 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin mekanizmasi; apoptoz, mitokondri membran potansiyeli,

hlcre dongusu, hicre igi reaktif oksijen tirleri, endoplazmik retikulum stresi ve kaspaz
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3/7 aktivitesi yoniinden incelenmistir. Caligmanin sonucunda ekstraktin A549 hiicre
serisi lizerindeki sitotoksik etkisinin normal fibroblast hiicrelerine gore segici oldugu
gozlenmistir. Ayrica ekstraktin A549 hiicrelerini hiicre dongiisiiniin G1 evresinde
durdurdugu; hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinin miktarin1 arttirmasina bagli olarak
mitokondri membran potansiyelini azalttig1, endoplazmik retikulum stresini ve kaspaz

aktivitesini arttirarak proapoptotik dzellik gosterdigi belirlenmistir (87).

Barlak tarafindan yapilan calismada, PMN I6kositlerin forbol miristat asetat
(PMA) indiiklenmesiyle solunumsal patlamanin uyarildifi  durumda artan
konsantrasyonda DMSO’lu propolis ekstraktlarinin hem solunumsal patlamay: hem de

PMN elastaz salgilanmasini azalttigi bulunmustur (88).

Barlak ve arkadaslarmin yapmis oldugu bir baska ¢alismada Turk propolisi
ekstraktlarinin prostat kanser hiicre serilerinin proteomigine etkisinin incelendigi bir
baska caligmada ise propolisin antioksidan potansiyelinin DMSO’lu ve sulu
ekstraktlarmin total fenolik bilesimleriyle korelasyon gosterdigi ve ayni ekstraklarin
MTT testi sonucu hiicre canliligimi azalttigi belirlenmistir. Bunun sonucu olarak
propolisin PC-3 prostat kanser hicre serilerinde protein ekspresyon profilini

degistirerek, antiproliferatif aktiviteye sahip olabilecegi sonucuna varilmis (89).

Propolis; recinemsi yapisindan dolayr ham halde kullanilamamakta, cesitli
coziiclilerle ekstrakt haline getirilmektedir. Bu islem esnasinda inert bilesenlerin
uzaklastirilmasinin ve polifenolik igerigin korunmasi gerektigi dikkat edilmesi gereken

hususlar oldugu vurgulanmaktadir (90).

Propolis  ekstraksiyon islemlerinde  farkli  yontemler ve  ¢ozuculer
kullanilmaktadir. Bu kullanilan ekstraksiyon yontemine ve ¢oziiciiye gore de propolis

ekstraktlar1 farkli aktiviteler sergileyebilmektedirler (91).
Moreno ve arkadaslar1 Arjantin propolisinde antioksidan aktivite ile flavonoid
igeriginin belirgin bi¢imde iligkili oldugunu gostermislerdir (92).

Buradan hareketle literatiirle uygun sekilde olmasina dikkat edilerek bu ¢alismada
kullanilacak propolis numuneleri 6nce donduruldu, sonrasinda toz haline getirildi ve toz
haldeki propolis numuneleri distile su ilavesi ile konsantrasyonu 50 mg/mL’lik sulu

Tiirk propolis ekstrakti hazirlandu.
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Calismamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit paketlerinde sulu Turk propolis
ekstrakt grubunun MDA seviyesi, negatif kontrole gore anlamli derecede diigiik
bulundu. MDA seviyesinin anlamli derecede diisiik olmas1 oksidatif hasar1 6nlemek i¢in
verilen 200 ug/mL sulu Tiirk propolis ekstraktinin antioksidan etki gostererek, reaktif
oksijen radikallerinin temizlenmesi sonucu, lipid peroksidasyonunu onleyici yonde etki
ettigini gostermektedir. Yapilan diger ¢alismalar bizim bulgularimizla uygunluk

gOstermektedir.

Isla ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir bagka ¢alismada ise propolisin flavonoid
icerigiyle MDA yiizdesi arasinda negatif bir iliski oldugu belirtilmistir. Ayrica
flavonoid igerigin haricinde diger propolis bilesenlerinin antioksidan aktiviteye sahip

oldugu belirtilmistir (93).

Hosnuter ve arkadaslarinin yaptig1 calismada propolisin temel bilesenlerinden biri
olan Kafeik asit fenil esteri (CAPE)’nin, lipid peroksidasyonunu baskilayarak MDA
diizeyini diisiirdligii, reaktif oksijen tiirlerini azaltici etki gosterdigi belirtilmistir (94).

Yine yapilmis olan ¢alismalarda propolisin igerindeki polifenol bilesiklerin
oksidatif stres sartlar1 maruz birakilan eritrositlerde antihemolitik etki ve lipid

peroksidasyonuna karsi koruyucu 6zelligi ortaya konulmustur (95, 96).

Kanbur ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir baska ¢alismada ise propolisin, rat
eritrositlerinde propetamfos ile indiiklenmis oksidatif hasara karsi koruyuculugu

incelenmis ve plazma MDA seviyesini diisiirdiigii belirtilmistir (97).

Serbest radikallerin asir1 reaktif yapida molekiiller olmasindan dolay1 hiicresel
bilesenlerdeki karbohidrat, protein ve lipidlerin oksidasyonuyla sonug¢lanacak zararin

Onlenmesi antioksidanlarin gorevidir (98).

SOD, CAT ve GPx gibi redoks dongusunde yer alan enzimler endojen
antioksidanlardir ve bu enzimler hicre icindeki primer koruma sistemini olustururlar
(99).

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit lizatinda, sulu Tiirk propolis
ekstrakt grubunun negatif kontrole gére SOD ve CAT enzim aktivitesi anlamli derece
diisiik bulunmasi, oksidatif hasar1 6nlemek i¢in verilen 200 pg/mL sulu Tiirk propolis

ekstraktinin antioksidan etki gostererek ortamdaki serbest oksijen radikallerini
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uzaklastirarak ya da metabolize ederek, SOD ve CAT enzim aktivitesinin bu
radikallerden etkilenmesini engelleyerek tiiketimini azalttigi ve endojen antioksidan
sistemi giiglendirmis olabilecegi ortaya konuldu. Literatiirde bulgularimizi destekleyen

SOI’]UQ|8.I’ mevcuttur.

Abdallah ve arkadaslarinin insan HepG2 hiicrelerinde cesitli fenolik bilesiklerin t-
BHP ile uyarilmis oksidatif hasara karsi koruyucu etkilerinin incelenmis oldugu
calismada, t-BHP’nin hiicrelerde SOD enzim aktivitesini anlamli derecede artirdigi

ortaya konulmustur (100).

Bais ve arkadaslarinin insan eritrosit ve 1okosit hiicrelerinde Amorphophallus
campanulatus bitki ekstraktlarinin H>O» ile uyarilmis oksidatif hasara koruyucu
etkinliklerini inceledidkleri ¢alisma sonucunda, H2O2 in eritrosit ve l6kositlerde SOD

enzim aktivitesini dnemli derecede artirdig1 ortaya konulmustur (101).

Slamenova ve arkadaglarinin insan HepG2 hiicrelerinde gerceklestirmis oldugu t-
BHP’ye bagli SOD enzim aktivitesinin normal hiicre serilerine gére anlamli derecede

artirdig1 ortaya konulmustur (102).

Slamenova ve arkadaglarinin insan HepG2 ve fare v79 hiicrelerinde gesitli serbest
radikaller (H.O, t-BHP ve MMS) kullanarak yapmis olduklari bir bagka ¢aligma
sonucunda t-BHP’nin HepG2 hiicrelerinde CAT aktivitesini, V79 hiicrelerinde ise SOD
enzim aktivitesini anlamli derecede artirdig1 ortaya konmustur. Yine ayni c¢alismada
farkli hiicre tiplerinde t-BHP’nin metobilize edilme yontemi farkli unsurlar tarafindan
gerceklestigi tartisilmis hatta gesitli konsantrasyonlardaki t-BHP’nin enzim aktivitesi

tizerine farkli etkiler yaptig1 ortaya konulmustur (103).

Hosnuter ve arkadaglariin yaptig1 ¢alismada propolisin temel bilesenlerinden biri
olan CAPE'in, ksantin oksidaz ve nitrik oksit sentaz aktivitelerini baski altinda tutarak
engelledigi ve siiperoksit dismutaz aktivitesinin tiiketiminin onlenmesi ile antioksidan

Ozellik gosterdigi bildirilmistir (94).
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Sonug olarak bu c¢aligmada ilk defa sulu Tiirk propolis ekstraktinin in vitro
sartlarda, insan eritrosit hiicrelerinde t-BHP ile indiiklenmis oksidatif hasara karsi
koruyucu etkinligi ortaya konuldu. Elde edilen bulgular ¢esitli in vitro ve in vivo
caligmalarin Onciisii niteligindedir. Bu ¢alismalardan da elde edilecek miispet verilerle
propolisin  alternatif, tamamlayict dogal bir iriin olarak kullanilabilecegi

Ongorilmektedir.
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9. EKLER

EK 1 Deneyde kullanilacak t-BHP konsantrasyonunun belirlenmesi.

Kontrol  [250 uM | 500puM | 750 uM | 1000 uM | 2000 uM
t-BHP t-BHP t-BHP t-BHP t-BHP
MDA
(nmol/gHb) | 4+09 | 14+16 | 201+ 21 | 272+36 | 304+16.7 | 101+6.9
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EK 2 Deneyde kullanilacak sulu Tlrk propolisi konsantrasyonunun belirlenmesi.

Kontrol 50 pg/mL | 100 ug/mL | 200 pg/mL | 400 ng/mL | Negatif
Propolis Propolis Propolis Propolis Kontrol*
MDA
(mollgHb) | 4409 | 80+05 | 37:16 | 3+04 4+16 | 272+36

*Negatif Kontrol: 750 uM t-BHP
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EK 3 Deneyde kullanilacak kuersetin konsantrasyonunun belirlenmesi.

Kontrol 1 pg/mL 2 pg/mL 5 pg/mL 10 pg/mL | Negatif
Kuersetin Kuersetin | Kuersetin | Kuersetin | Kontrol*
MDA
(mollgHb) 1 4400 | 43+76 | 49+084 | 108+32 | 8149 | 272436

*Negatif Kontrol: 750 uM t-BHP
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EK 4 Gonulli Onam Formu.

CONULLD OLUE FORMIT

yiririlmekte olan “Cesitli an firidn ve bitld ekstralflarmm H0; ve'veya BHF ile oyanims
olksidatif hasara loara keroyoce efidleringn incelenmesi™ adh aragtrmaya denek alarak kanbmayn
antick=idan sisteme olan kafkn ve dnemd anlahld Bo ahsmada geleneksel tedavi amach clarak
kullamian dogal wrmlerin (propolis, polen, an sobd we gegifli bitkilenn) oksidan hasara kars
konpooohagumm amstnlacag1 ve beklenen somilann ahnmaz halinds a dogal @nimlerin
Sl idaif hasarla ilikili hastabkd cind . 5l ind
kullam kabilirlsginin Gniimin aqlacag nurguland.

Yaplacak clan ba gahsma igin bir defaya mabaus bir pecelik achk sonmanda kan verscegim,
farkh olarmak herhangi bir iglem uygolammayacazr we daba soom bu kanlards, kom e dgh

Ean alva islemi espasnda gozlenshilecek istenmeyen etidler arasnda bayilma, agn ve'veya
momma gibi olasm bir sonma karp gerskll tedbirlernin abmacagl, dolconmma haber werersk
arasommadan fekolme hakkom oldogum ve kendimle ilgli bir olomsurhik hissettgmade Arg. Gar
Kitbra AFBULUT a (05390877252) molu telefondan 24 saat ulasabilecegim biliyonmm.

Aragtmranm 15 kigiyi kapsayan bir cahsma eldugum bilfyonm.

Arssboma somuglanmn, egiim ya da bilimsel amaclarla kuflambmes srasmda bemim
mahremiyetime saye gosterilecegine inarmyonmm  Gomilld olarak kahlmaya karar verdigim

Bu apklamalan anladmm ve pomilliiikle bu onamm verdim 5oz komiso arastrmar a, hichar
haskn we zocama olmaksizm kendi nramia kaxhimays kabual edivonm.

Tanak / Vieldl HastaDhenegin :
Af Soyad Adh Sovad
Imeas : Ioras
Talefomm : Aginesi

Telefom
Aycmlacan Hekim Ady Sovad ve Imeasi:
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10. ETiK KURUL ONAY FORMU

1L ;
KARADENLZ TEKNIK UNIVERSITESI REKTORLOGH
L KTU TIP FAKULTESI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETIK KURUL
BASKANLIG

Sayi : 24237859672 0111212016
Konu:  Erik kurul onay belgesi

Sayin: Prof.Dr.Orhan DEGER
Tibbi Biyokimyz ABD,

“Cesitli An Uriin ve Bitki Ekstraktlarinn Hy0, ve/veya t-BHP ile Uyanimis Oksidatif
Hasara Karsi Koruyueu Etkilerinin Incelenmesi™ baslikh etik kurul 20167163 no.lu caligmast
raportdr ve etik kurul girfisleri dogrultusunda; ubbi etik agidan uyeun oldufuna karar

verilmistir,
ﬂ D%rh AYDIN \

Etik kurut Baskans

Bilginizi ve peregini rica ederim.
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