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OZET

TURK PROPOLISININ FARKLI COZUCULERDEKI EKSRAKTLARININ
RADIKAL YAKALAMA VE DEMIR SELATLAMA AKTIVITESININ
INCELENMESI

Propolis, polifenolik bilesikler ve flavonoidler agisindan zengin, toplandigi
bolgenin cografyasina ve iklimine gore igerigi degisebilen, antitiimoral, antioksidatif,
antimutajenik, antibakteriyal ve diger faydali aktiviteleri olan 6nemli bir ar1 tiriiniidiir.
Flavonoidler; meyvelerde, sebzelerde, ¢ay, sarap, meyve suyu gibi i¢eceklerde dogal
olarak bulunan polifenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler ikincil bitki metabolitleridir ve
insanlar tarafindan sentezlenemedikleri i¢in, insan diyetinin onemli bir bdliimiinii
olusturmaktadir. Flavonoidlerce zengin olan propolis biyolojik aktivitesini agir metal
iyonlarini, biyolojik polimerleri baglayarak, elektron transportunu katalizleyerek ve
serbest radikalleri yok ederek gosterir. Serbest radikaller biyomolekiiller tizerinde

oksidatif hasara neden olurlar.

Bu c¢alismada yoremizden elde edilen propolisin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan
eksraktlarinin demir selatlama aktivitesi, serbest radikalleri yakalama kapasitesi
incelendi. Yaptigimiz bu ¢alismada propolisin etanol, metanol, DMSO ‘lu
ekstraktlarinin 25 mg/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda % 90’1n iizerinde metal
selatlama etkisi oldugu bulundu. DPPH tayiniyle propolisin radikal siipiiriicii aktivitesi
calisildi. Etanol ve metanollii ekstraktlarda 125ug/mL ve lizerindeki konsantrasyonlarda
%90 iizerinde siipiiriicii etki gozlendi. Propolisin DMSO ile hazirlanmis ekstraktlarinin
radikal stipiiriici aktivitesi 125pug/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda %73 olarak
bulundu. Daha oOnce yapilan c¢aligmalarda propolisin antioksidan o6zelligi ortaya
konulmustur. Bu tez ¢alismasiyla propolisin ortaya konmus olan antioksidan 6zelliginin
muhtemel mekanizmalarindan olan metal selatlama ya da serbest radikalleri yakalama
kapasitesinden kaynaklanip kaynaklanmadig:i in vitro ROS ol¢limii yapilarak ortaya
koyuldu. 300uM t-BHP ile hasarlanmig fibroblast hiicrelerinde 4 saatlik iyilesme siiresi
sonunda 200ug/mL propolisin pozitif kontrole gbére olusan ROS miktarini azalttigi,



bununda radikal siipiiriicii etki ve etkin olarak metal selatlama tizerinden gergeklesmis

olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Propolis, Metal Selatlama, Serbest Radikal, CM-H,DCFDA,
Fibroblast



SUMMARY

INVESTIGATION OF RADICAL SCAVENGING AND FERROUS IONS
CHELATING ACTIVITY OF TURKISH PROPOLIS EXTRACTS

Propolis is an important bee product, rich of polyphenolic compounds and
flavonoids, it has antibacterial, antitumoral, anti-inflammatory, antioxidative,
antimutagenic properties and changeable composition according to climate and
geography of harvest region, and is used as a natural drug with other useful activities.
Flavonoids are polifenolic compounds where they naturally take place in drinks such as
fruits, vegetables, tea, wine, juice. These compounds are secondary plant metabolites,
and they compose an important part of human diet as they can not be synthesized by
human. Its biological activity shows via combining heavy metal ions and polymers,
catalyzing electron transport and scavenging free radicals. Free radicals cause
oksidative damage on biomolecules.

In this study iron chelating activity and free radical scavenging capacity of
extracts of our regional propolis in different solvents were investigated. Propolis
extracts in ethanol, methanol and DMSO with 25 mg/mL and above concentrations
were found to have metal chelating effect over 90 %. Radical scavenging activity was
determined with DPPH method. Extracts in ethanol and methanol with 125pg/mL and
above concentrations demonstrated scavenging effect over 90 %. Extracts in DMSO
with same concentrations were found to have scavenging activity as 73 %. Antioxidant
effects of propolis were reported in previous studies. In this study known antioxidant
effect of propolis was investigated via in vitro ROS measurement if it was due to
possible mechanisms including metal chelating and radical scavenging capacity or not.
After a recruitment time for 4 hours in fibroblasts damaged with 300uM t-BHP
200pg/ml propolis reduced ROS amounts compared with the positive control by radical

scavenging effect and more effective by metal chelating activity.

Key Words: Propolis, Metal chelating, Free radical, CM-H,DCFDA, Fibroblast cell



3. GIRIS ve AMAC

Giiniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik
etmenlerinin bu ilaglara direng gelistirmesi insanlar1 dogal ila¢ olarak bilinen iiriinlerin
tiiketimine yoneltmistir. Bu dogal irilinler arasinda en yaygin olarak kullanilanlardan
birisi de bir ar1 iiriinii olan propolistir (1). Insanoglu propolisi ¢ok eski ¢aglardan beri
farkli amaglar i¢in kullanmistir. Uzun yillar boyunca da propolisten tipta ¢esitli amaglar
igin yararlanilmistir (3). Ari triinleri birgok hastalikta, hastaligin ilerlemesinin oniine

gecmek, agrilarin azaltilmasi ve hastaligin tedavi edilmesi amaciyla kullanilmaktadir (2,
3).

Propolis; bal arillarmin aga¢ kabuklarindan, bitkilerin filiz, dal ve
tomurcuklarindan toplayarak polen sepetgiklerinde biriktirdigi recinemsi maddeleri ve
bitki 6z sularini, bas kisimlarinda bulunan salgt bezlerinden salgilanan birtakim
enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratip balmumu ile karistirarak kovan igerisinde

olusturduklar reginemsi yapigkan, keskin ve giizel kokulu organik tiriindiir (8).

Propolisin igerigi toplandig1 bitkilerin tiir ve g¢esitlerine gore degisiklik
gostermektedir. Genel olarak, ham propolisin % 50’ sini regine ve bitkisel balsam, %
30’ unu balmumu, %10’ unu esansiyel ve aromatik yaglar, % 5’ ini polen ve % 5’ ini

diger organik maddeler olusturmaktadir (5).

Propolisteki ana kimyasal siniflar; flavonoidleri, fenolik bilesikleri ve cesitli
aromatik yapilari icermektedir. Bununla birlikte propolis bircok B- kompleks vitamini,

onemli mineralleri ve eser elementleri de biinyesinde barindirmaktadir (7).

Flavonoidler biyolojik aktivitelerini agir metal iyonlarini, biyolojik polimerleri
baglayarak, elektron transportunu katalizleyerek ve serbest radikalleri yok ederek
gosterir (5). Flavonoidler; alkilleyici ajanlara, polisiklik aromatik hidrokarbonlara,
radyoaktif kimyasallara ve diger mutajenlere/karsinojenlere karsi antigenotoksik

aktiviteye sahiptir (9). Flavonoidler antioksidan 6zelliklerini yapilarindaki karbonil ve



hidroksil gruplar, ¢ift baglar ve 3°,4’-dihidroksi katekol konfigiirasyonlari ile kazanirlar
(10, 9). Yapilan calismalarla propolisin; antioksidan, antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antiinflamatuar, radyoprotektif ve diger faydali biyolojik etkileri ile kimyasal

yapisina ait degerli bilgiler ortaya koyulmustur (11).

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron iceren atom veya
molekiiller olarak tanimlanirlar. Serbest radikallerin metabolizmaya ait bir iiriin oldugu
sonradan anlasilmistir. Bugiin radikallerin pek ¢ok hiicrede molekiiler degisimlere ve
gen mutasyonlarina yol actigi iyi bilinmektedir (12). Serbest radikallerin olusma

nedenleri endojen ve ekzojen kaynakli olabilmektedir (7).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler;
oksijenin kendisi, stiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerin iyonlar1 ve hidroksil
radikalidir (13). Bu serbest radikaller, hiicrede ¢esitli reaksiyonlar araciligi ile yeni
serbest radikallerin olusumlarini, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini, DNA zincir
kirtlmalarini, mutajenik ve karsinojenik etkileri olusturabilirler (14). Serbest radikaller
viicutta  antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini  astiklar1  zaman,
karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin tiim siniflar1 ve tiim hiicre
komponentleri ile etkilesme 06zelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik
degisikliklere neden olurlar (15). Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 onlemek i¢in viicutta antioksidan savunma sistemi adi verilen
birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma
sistemi enzimatik olarak (stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST),
mitokondrial sitokrom oksidaz) ve non-enzimatik (glutatyon, a-tokoferol (Vit E),
askorbik asit (Vit C), flavonoidler, melatonin, seruloplazmin, B-karoten, bilirubin,
laktoferrin, albiimin, transferrin, bilirubin) olmak iizere gorev yapan molekiillerden

olusur (1).

Antioksidanlar, hem dogrudan, hem de dolayli olarak serbest radikal

reaksiyonlarinin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir (16).



Antioksidanlar, membran lipidlerine, proteinlere, DNA’ ya saldiran ve
kardiyovaskiiler, diyabet, kanser, Alzheimer gibi bir¢cok hastalikta 6nemli rol oynayan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan olusturulan hasara kars1 viicudu koruyarak insan
sagliginda pozitif etki gostermektedirler (17). Flavonoidlerce zengin olan propolisin
serbest radikal toplama kapasitesinden dolay1 gosterdigi antioksidan ozellik, onun

hakkinda daha pek ¢ok alanda ¢aligma yapma ihtiyacini da beraberinde getirmistir (18).

Daha once boliimiimiizde yapilan ¢aligmalarla propolisin antioksidan 6zelligi ve
antioksidan 6zelliginden kaynaklanan faydali etkileri ortaya konulmustur. Bu ¢alismada
yoremizden elde edilen propolisin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlarinin demir
selatlama aktivitesi, serbest radikalleri yakalama kapasitesi incelenecektir. Bu tez
caligmasiyla propolisin ortaya konulmus olan antioksidan 6zelliginin metal selatlama ya
da serbest radikalleri yakalama kapasitesinden kaynaklanip kaynaklanmadigi in vitro

ROS 6l¢timii yapilarak degerlendirilecektir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Propolis

Gliniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik
etmenlerinin bu ilaglara direng gelistirmesi insanlart dogal ilag olarak bilinen trtinlerin
tikketimine yoneltmistir. Bu dogal iirlinler arasinda giderek 6nem kazanan ve en yaygin
olarak kullanilanlardan birisi de ar1 iirtinleridir. Ari iirlinleri bir¢ok hastalikta, agrilarin
azaltilmasi ve hastaligin tedavi edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Ari {riinlerinin
tedavi amaciyla kullanilmasina Apiterapi denilmektedir (1). Apiterapi; bal, propolis, ari

stitii, polen ve ar1 zehiri kullanimini kapsar (4).

Insanoglu propolisi ¢ok eski ¢aglardan beri farkli amaglar i¢in kullanmistir. Uzun
yillar boyunca propolisten tipta ¢esitli amaglar i¢in yararlanilmistir ve bu dogal iiriin
eski caglarda Avrupa ve Kuzey Afrika’da, Misir, Yunan ve Romalilarca yaygin olarak
kullanilmistir. Giintimiize kadar gelen Yunan yazitlar1 propolisin iltihaplanan yaralar ve
dis ciiriikleri i¢in tedavi amaciyla kullanildigini tanimlarken, Romalilar doneminde yara
lizerine konulan lapa benzeri karistmin igerisine katilarak kullanildigi aktarilmaktadir.
Avrupa’daki on ikinci yiizyil kayitlari, propolisin agiz ve yara enfeksiyonlarinin tedavisi
ve dis sagligi i¢in kullanimindan bahsetmektedir. Arilar propolisi milyonlarca, insanlar
ise binlerce yildir kullanmaktadir. Insanlik i¢in bu reginemsi yapinin kesfedilen yararlart

heniiz ¢ok fazla aydinlatilabilmis degildir (6, 3).

Propolis bal arilar1 tarafindan cesitli bitkilerden, aga¢ reg¢inelerinden toplanan
koyu renkli, kompleks kimyasal kompozisyona sahip bir materyaldir (5). Diger adi bee
glue olan propolis; pro- ve —polis koklerinden olusarak kovanin (sehrin) savunmasi

anlamini tagir (5, 19).

Arilar, bitkilerden elde ettikleri regineyi ¢igneyip tikiiriik enzimleriyle
karigtirarak kismen sindirirler. Toplama esnasinda polenle de harmanlanan regine daha

sonra balmumu ile karistirilir (5). Meydana gelen madde, arilar tarafindan kovanin



igindeki delikleri kapatmada, kovanin soguga ve disaridan gelen istilacilara karsi
korunmasinda ve leslerini mumyalamada kullanilir (20). Ayrica bakteri, mantar ve
viriislerle miicadele de etkili olan propolis, kovanda tiim ar1 populasyonu i¢in gesitli

enfeksiyonlara karsi koruyucu olarak gorev yapmaktadir (21).

Saglik i¢in alinmasi gereken 30’a yakin besin kaynagini biinyesinde bulundurmasi

bakimindan mitkkemmel bir dogal ilag olma 6zelligi ile 6nem kazanmistir (6).

Propolisin kaynagini olusturan bitkiler; kavak (Populus spp), kaym (Fagus
sylvatica),hus (Betula alba), kestane (Castanca sativa), at kestanesi (Alnus glutinosa)
gibi bitkiler olabilmektedir (22). Peteklerin kenarlarindaki propolis kalintilar1 sekill’de

gosterilmektedir.

Sekil 1. Ar peteklerinin kenarlarindaki propolis kalintilar1 (Yalgin’dan, 23)

Propolis:  antibakteriyel, antikaryojenik, antiinflamatuar, antimutajenik,
antioksidan gibi 6zelliklere sahip oldugu igin son yillarda ilag, kozmetik ve gida
endistrisinde de oldukga ilgi goérmektedir (5, 24). Cildi nemlendirme, yenileme,
kirigikliklart giderme ve antibakteriyel ozelliklerinden dolayr kremlerde, c¢esitli
losyonlarda kullanilarak kozmetik endiistrisinde yer alir (25). Ayrica propolis diseti,

dudak ve agiz iltihaplarint iyilestirebilmek icin dis macunlart ile agiz yikama



soliisyonlarinda da kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde de 6nemli bir yere sahip olan
propolis, kimyasal koruyucu olarak konservecilikte yer almaktadir. Ozellikle son
yillarda; propolis igeren tablet, toz ve sakiz iiriinleri marketlerde tiiketicinin hizmetine

sunulmustur (5).

Sekil 2. Calismada kullanilan propolis 6rnekleri (Demir’den, 1)

4.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis sogukta kati ve kirilgan, sicakta ise yumusak ve ¢ok yapiskan olup, 15-
25 °C arasinda ise mum gibi elastik bir yapidadir (8). Genel olarak 60- 69 °C arasinda
bir erime noktasina sahiptir (1). Propolisin rengi re¢inenin kaynagina bagh olarak sari-
yesilden, kirmizi ve koyu kahverengiye kadar degisebilmektedir. Propolisin rengi,
kokusu, kimyasal kompozisyonu toplandigi bélgenin bitki Ortiisiine ve mevsime gore
degisebilmektedir (26, 2). Calismada kullanilan propolis Ornekleri sekil 2’ de

gosterilmistir.

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

¢oziiniirlik gosterir (27).



4.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Propolisin kompozisyonu son derece karmasik bir yap1 gostermekte ve bu 6zelligi
toplandig1 bolgenin bitki ortiisiine ve mevsimine gore degisebilmektedir (2, 28). Ham
propolisin bilesimi, genellikle % 50 regine, % 30 mum, % 10 esansiyel ve aromatik
yaglar, % 5 polen ve % 5 diger organik maddelerden olusmaktadir (5, 29). Propolisteki
temel kimyasal siniflar; flavonoidler, fenolik ve ¢esitli aromatik bilesiklerdir. Bu siniflar
disinda birgok B- kompleks vitamini, 6nemli mineraller ve eser elementleri de igerir
(24). Ihiman bolgelere ait propolis drnekleri flavonoidler ve sinnamik asit tiirevleri gibi
fenolik Dbilesiklerce zengindir (30). Propolisin biyolojik aktivitesi, g¢ogunlukla

flavonoidlerin varligina atfedilmektedir (24).

Iliman kusak iilkelerinden elde edilen propolis Orneklerinden bugiline kadar
fenolik asitler, fenolik asit esterleri ve flavonoidler gibi ana smiflara dahil 300 kadar
bilesik belirlenmistir (1, 31). Tablo 1’ de propoliste bulunan baslica bilesenler, bulunma

oranlariyla birlikte verilmistir.

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (21)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%)
Flavonoitler

Reci Terpenler

ecine pen 45-55
Kumarinler

Fenolik asitler ve esterleri

Mum ve yag asitleri Aurilardan veya bitkilerden ¢oklu doymamis yag asitleri 25-35

Esansiyel yaglar Ucucu bilesenler 10
Proteinler

Polen Serbest aminoasitler 5

Vitaminler (A, B, C, E, PP,vs)

Eser elementler (Cu, Mn, Fe vs)
Ketonlar
Diger maddeler Laktonlar 5
Kinonlar
Steroidler
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4.1.2.1. Propolisin I¢eriginde Bulunan Flavonoidler

Flavonoidler, bitkisel orijinli, diisik molekiil agirlikli, genellikle flavon
¢ekirdegine sahip olan bilesiklerdir (8). Biyosentetik olarak fenilalaninden tiiretilen
flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak bulunan pigmentlerdir. Flavonoidler oksijen
iceren heterosiklik alt1 tiyeli halkay1 c¢evreleyen, iki aromatik halkaya sahiptir (32).

Flavonoidlerin genel yapis1 Sekil 3” de gosterilmistir.

Sekil 3. Flavonoidlerin genel yapis1 ( 32)

Propolis 6rneklerinden izole edilen bilesiklerin en biiyiik grubunu, bitkilerde
yaygin olarak bulunan flavonoid pigmentleri olusturmaktadir (33, 27). Flavonoidler;
meyvelerde, sebzelerde, cay, sarap, meyve suyu gibi iceceklerde dogal olarak bulunan
polifenolik bilesiklerdir (34). Bu bilesikler, sekonder bitki metabolitleri oldugu igin,
insanlar tarafindan sentezlenemezler ve insan diyetinin Onemli bir bdlimiini
olusturmaktadirlar (33, 27). Tablo 2’de propolisin igeriginde bulunan flavonoid tiirleri

verilmistir.

Tablo 2 . Propolis igeriginde bulunan flavonoid tiirleri (32)

Flavonid Cesidi Bilesik

Flavonoller Kuersetin, Kaempferol, Galangin, Fisetin
Flavononlar Pinosembrin, Naringin, Hesperidin
Flavonlar Apigenin, Akasetin, Krisin, Luteolin
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Propolisten izole edilen flavonoidler, propolisin biyolojik aktivitesinin 6nemli bir
kismindan sorumludur (35). Bugiine kadar propolisten 38’ den fazla flavonoid izole
edilmistir (32). Flavonoidler sahip olduklari halka yapilar1 ve hidroksil gruplarinin
antioksidan Ozelligi ve radikal yakalama aktivitesi nedeniyle son yillarda dikkat
¢ekmeye baglamiglardir. Bu durum, flavonoidlerin hidroksil gruplarinin pozisyonu ve
sayilari ile iligkilidir (36).

Flavonoidler hidrojen verici, radikal siipiiriicii antioksidanlardir. Demir iyonlar1
ile kompleks olusturan flavonoidler, hidroksil radikali olusturan Fenton reaksiyonunu
baskilar. Flavonoidler alerjilere, inflamasyona, hipertansiyona, eklem iltihaplarina,
mutasyonlara ve Karsinojenlere, kanser ve AIDS’ e karst aktivite gosterirler.
Polifenoller cGMP ve cAMP fosfodiesteraz, ksantin oksidaz ve elastazi inhibe ederler
(37,32).

Flavonoidler alkilleyici ajanlara, polisiklik aromatik hidrokarbonlara, radyoaktif
kimyasallara ve diger mutajenlere/karsinojenlere karsi antigenotoksik aktiviteye sahiptir
(3). Bu ozellikleri gosteren propoliste bulunan bazi flavonoid ve fenolik bilesikler tablo

3’ te verilmistir.

Tablo 3. Propoliste bulunan baz1 flavonoidler ve fenolik bilesikler (3)

Flavonlar Apigenin, Akasetin, Baisetin, Krisin, Luteolin, Tektokrisin

Flavonoller Kaempferol, Kaempferid, Galangin, Isohamnetin, Ramnetin Mirisetin, Fisetin,
Rutin

Flavononlar Pinosembrin, Sakuranetin, Isosakuranetin

Dihidro-

Pinobaksin, Pinobaksin -3-asetat, Pinobanksin-7-metil eter
Flavoneller

Sinnamik  asit

.. . Ferrulik asit, Kafeik asit, p-Kumarik asit
tiirevleri

11-Farnesenol (seskiterpen), B-karyofilen, Terpinkol(terpenoid) Benzoik asit,
Digerleri Syringaldehit (diterpenikasit) Protocate huikasit(benzoik asit tiirevi), Vanillin
(benzaldehit tiirevi)

12



4.1.2.2. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Polifenol terimi kimyasal olarak, sahip oldugu aromatik halkada g¢esitli
fonksiyonel gruplara (esterler, metil esterler, glikozitler vb.) ilave olarak hidroksil grubu
tasiyan madde olarak tanimlanir (38, 21). Fenolik bilesikleri; igerdikleri fenol
halkalarinin sayisina ve bu halkalarin birbirine baglanmasiyla olusan yapisal

molekiillere baglh olarak degisik gruplar seklinde siniflandirmak miimkiindiir (39).

Fenolik bilesiklerin en 6nemlileri; sinnamil alkol, sinnamik asit, vanilin, benzil
alkol, benzoik asit, kafeik asit ve ferulik asitlerdir (8). Bitkilerde yaygin olarak

bulunurlar ve birgok biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 belirtilmistir (40).

Fenolik bilesikler, pek ¢ok bitkide renk, koku ve tattan sorumlu olarak Snemli
duyusal ozellikler icermenin yani sira, Oksidatif stres ile iliskilendirilmis ¢esitli
hastaliklarin 6nlenmesinde de anahtar rol oynarlar.Bu bilesenlerin antioksidan aktivitesi

ozellikle radikal temizleme etkisine dayanmaktadir (41).

4.1.2.3. Ar1 Mumu ve Yag Asitleri

Propoliste bulunan art mumu ve yag asitleri propolisin yaklagik % 30’ unu
olusturur (42). Ar1t mumu baslica mono esterler, diesterler, uzun zincirli hidrokarbonlar,
hidroksiesterler, poliesterler, uzun zincirli yag asitleri, triesterler ve asit esterlerinden

olusur (3).
4.1.2.4. Esansiyel Yaglar
Propolisteki ugucu bilesenler propolisin yaklasik % 10’ unu olusturur (42). Ancak

Schmidt ve arkadaglarina gore propoliste bulunan ugucu yaglar, terpenler ve art mumu

propolisin etkisini ve kimyasal 6zelliklerini anlamli bir sekilde etkilememektedir (3).
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4.1.2.5. Mineral Elementler

Propolis mineral elementleri iizerine yakin zamanda yapilan c¢alismalarda
Makedonya orneklerinde; Ca, Mg, K,Na, Fe ve Zn (3), Kiiba 6rneklerinde ise Fe, Mn,
Zn, Cu (43) belirlenmistir. Her iki calismada atomik absorbsiyon spektrokopisi

kullantlmistir.
4.1.3. Propolisin ve Iceriginde Bulunan Bilesenlerin Biyolojik Aktiviteleri
Propolisin tibbi 6zellikleri, eski ¢aglardan beri bilinmektedir. Yillar boyunca
propolis, insanlar tarafindan degisik hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (26).
Propolisin yapisinda bulunan bazi bilesiklerin biyolojik aktiviteleri Tablo 4’ te

gosterilmistir.

Tablo 4. Propolisin yapisinda bulunan bazi bilesiklerin biyolojik aktiviteleri (32)

Bilesik Biyolojik Aktiviteler
Galangin Antiinflammatuar, antioksidan, antiviral, antibakteriyel
CAPE Antiinflammatuar, antitiimoral, antiviral,
Kuersetin Antii'nt']amt'n'at'uar, antitimoral, antiviral, antibakteriyel, antikanser,
yara iyilestirici
Luteolin Antitiimoral, antiviral
Naringin Antitilser
Pinosembrin Antibakteriyel, antifungal
Hesperitin Antitilser
Rutin Antiviral
Kaempferol Antiviral, antitilser

Dikafeoilkuinik asit tiirevleri Gigli antioksidan

Propol Giiglii antioksidan

Propolisin  antibakteriyel, antiviral, antifungal, antikaryojenik, antiiilser,
immiinomodiilator, antiinflammatuar, antioksidan, anestezik, antitiimoral, antikanser,
radyoprotektif, noroprotektif, antiproliferatif ve tiimor indiiklii anjiogeneze karsi
koruyucu gibi c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu yapilan degisik arastirmalarla
gosterilmistir (45, 46, 11, 44, 47).
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Polifenoller pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip sekonder bitkisel metabolitlerdir.
Antioksidan aktivitelerinin yani sira diger enzim ve antioksidanlarla sinerjik
etkilesimleri tanimlanmistir. Polifenollerin degisik hiicre tiplerinde oksidatif DNA

hasarimi engelledigine dair pek gok ¢alisma mevcuttur (47).

Farkl1 yapisal 6zelliklere sahip olan flavonoidler biyolojik aktivitelerinde dnemli
cesitlilikler gosterir (32). Flavonoidlerin hayvan sistemlerindeki biyokimyasal etkileri;
biyolojik polimerlere baglanmasi, agir metal iyonlarina baglanmasi, elektron

taginmasinin hizlandirilmasi ve serbest radikalleri yakalamasi seklinde belirtilmektedir

).

Flavonoidler antioksidan etkilerini reaktif oksijen, azot ve klor tiirlerini direkt
yakalayarak ve antioksidan enzim sistemlerini aktiflestirerek gosterirler. Yapilan son
calismalar flavonoidlerin DNA (DSB, SSB, seker ve baz rezidiilerinin oksidasyonu,
kromozomal aberasyon ve mutasyon gibi) ve hiicredeki diger bilesenleri oksidatif

hasara kars1 korudugunu gostermistir (48).

Propolisin antibakteriyel etki gosteren aktif bilesenleri pinocembrin, galangin,
kafeik asit, benzil ester, sakuraretin ve pterostilben’dir. Antibakteriyel etki bakteriyel
RNA polimeraz inhibisyonuna baglanmaktadir (49). Anti-viral etkiden sorumlu

bilesenler kafeik asit, lutseolin ve kuersetin’ dir.

Propolisin deride yara iyilesmesi, yaniklar, iltihabi yaralar, cilt inflamasyonlar1 ve
diger deri hastaliklarinda tedavi edici etkisinin de bulundugu belirtilmis ve yara
iyilesmesinden sorumlu olan en énemli igeriginin flavonoidler ve fenolik asit bilesikleri

oldugu belirtilmistir (8).

Bununla beraber tiim flavonoidlerin tamamen saglikli oldugunu diisiinmek yanlis
olur. Bazi polifenol tiirlerinin konsantrasyona bagli olarak mutajenik ve pro-oksidan
ozellik gosterebilecegi, dolayisiyla topoizomeraz enzim aktiviteleri, prostanoid
biyosentezi ve sinyal transdiiksiyonu gibi esansiyel biyokimyasal yolaklari olumsuz

etkileyebilecegi de ileri siiriilmektedir (50).
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4.1.3.1. Propolisin Antioksidan Aktivitesi

Propolisin son yillarda iizerinde durulan ve tartisilan Ozelliklerinden biri de
antioksidan etkisidir. Organizmada metabolik olaylar asamasinda kaginilmaz bir sekilde
ortaya ¢ikan serbest radikaller, hiicresel yaslanma ve buna bagli olarak, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, diyabet, artritis, parkinson, alzheimer gibi hastaliklara zemin
hazirlamaktadir. Organizma da ise serbest radikaller baslica antioksidan enzimler olan
SOD, CAT, GPx, GR ile temizlenir, eger oksidan madde diizeyi antioksidan enzim
kapasitesini asarsa antioksidan vitaminler (6zellikle C ve E) ikincil savunma hatt1 olarak

devreye girmektedirler (51).

Propolisin en 6nemli antioksidan mekanizmas1 serbest radikallerin olusturdugu
DNA hasarlarini tamir edici 6zellikte olmasindan ve lipid peroksidasyonuna neden olan
polimer zincir reaksiyonlarini kirict 6zelligi ile ROS’ lar1 dokulardan uzaklastirict etki

gostermesinden kaynaklanmaktadir (52).

Flavonoidler, fenolik asitler ve tanninler gibi fenolik bilesikler gidalarin
antioksidan potansiyeline katki saglayan baslica bilesikler olarak diisiiniilmektedir.
Polifenollerin antioksidan aktivitesi biiyilik 6lglide serbest radikalleri etkisizlestirici rol
oynamasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica antioksidanlar sinerjistik yolla birbirini
etkilerler ve herhangi birinin digerini oksidatif hasara kargi koruyabildigi ayr1 ayri
etkilere sahiptirler (53).

Flavonoidlerin antioksidan aktivitesinin radikal temizleme ve metal selatlama
olmak tizere iki oOnemli etkiye dayandigi distiniilmektedir (32). Hidrojenlerin
ayrilmasiyla olusan flavonoid radikalleri, ortamdaki eser metallerle selat halka

olusturarak kararli duruma gegerler (54). Bu durum Sekil 4’te gosterilmistir.
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Sekil 4. Eser metallerin flavonoidlerde baglandig: yerler (21)

Flavonoidler antioksidan o6zelliklerini yapilarindaki hidroksil gruplar, O-
metillenmis gruplar, 2. ve 3. karbon arasindaki ¢ift bag (doymamis yapi1) ve 4. karbonda
bulunan karbonil grubu (4-okzo grubu), karbohidrat birimleri ve 3’,4’-katekol

konfigiirasyonlari ile kazanirlar (55).

Propolisin etken maddelerinden biri olan CAPE ’nin insan nétrofillerinde ve
ksantin oksidaz (XO) sisteminde reaktif oksijen tiretimini bloke ederek antioksidan etki
olusturdugu gosterilmistir. Major flavonoidlerden giiclii bir antioksidan madde olan
kuersetin, doku yenilenmesinin hizlandirilmas: ve yash bireylerde bazi enzimlerin
aktive edilmesi gibi antioksidan 6zellik gosterir (56, 8). Yapilan denemelerde 6zellikle
lipid peroksidasyonunu baslatan ajan olarak bilinen OH" radikalinin propolis etkisi ile
engellendigi, bu antioksidan etkinin E ve C vitaminlerinin antioksidan etkilerinden daha

giiclii oldugunu saptanmustir (8).

Propolisin aktif bilesenlerinden olan CAPE’ nin, 1s1 uygulamasi ile yanik
olusturulan ratlarda plazma lipid peroksidasyonu ve nitrik oksit diizeylerine etkileri
arastirtlmis ve CAPE eklenen grupta SOD aktivitesi artmis; ksantin oksidaz aktivitesi
ise inhibe edilmistir. Malondialdehit (MDA) ve NO in plazmadaki diizeylerinin ise
diistis gosterdigi belirlenmistir (57).
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4.2. Radikal Kavram ve Oksidatif Stres

4.2.1. Serbest Radikaller

Atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ¢iftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dig yoriingede
bulunan elektron ciftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi ya da g¢ikmasiyla
bozulursa, momenti dengelenmemis bu tek elektron; atoma ya da molekiile biiylik bir
aktiflik kazandirir (3). Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslenmemis elektron
tasiyan ve genellikle reaktif olan kimyasal maddelerdir. Bir atom veya molekiil bir
orbital lizerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron tasiyorsa radikal olarak
tanimlanir (58, 59). Reaktif oksijen tiirleri ise kimyasal olarak reaktif, bir veya daha
fazla oksijen atomu igeren molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri
serbest radikalleri ve biyolojik molekiilleri okside edebilen radikal olmayan reaktif
bilesikleri kapsamaktadir. Bu nedenle reaktif oksijen tiirleri ayn1 zamanda oksidanlar

veya prooksidanlar olarak da ifade edilmektedir (60).

Fe**, Cu®*, Mn*" ve Mo gibi gecis metalleri ortaklanmamis elektronlara sahip
olduklar1 halde serbest radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal
olusumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli veya

elektriksel olarak notr olabilirler.

Organizmada gecis metallerini (Fez+ ve Cu’ gibi metaller) igeren enzimler
vasitastyla molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi suretiyle, oksidasyon

reaksiyonlar1t meydana gelir (61).

4.2.1.1. Serbest Radikal Olusum Nedenleri

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda  meydana gelebildigi gibi, organizmada bazi yabanct maddelerin

(ksenobiyotikler) metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis

etkenlere maruz birakilmasiyla da meydana gelebilir. Bu nedenle serbest radikal
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olusturan mekanizmalar endojen ve ekzojen olarak ikiye ayrilmaktadir (62). Serbest

radikal olusum nedenleri Sekil 5° de gosterilmektedir. Bunlar :

e Aktive olmus fagositler (respiratory burst),

e Radyasyon,

e Alkol,

e Uyusturucu,

e Cevresel faktorler (sigara dumani, aromatik hidrokarbonlar),

e Cerrahi stres,

e Mitokondriyal elektron (e-) transportu: Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal
kaynagidir. Elektron transportu sirasinda, elektron sizmasi olur. Sizan e-’ larin
O2’ i indirgemesi ile ROS meydana gelir.

e Ksantin oksidaz:Enerji azligi ve artmis intraseliiler kalsiyum varhiginda
kalsiyuma bagimli proteaz aktive olarak, ksantin dehidrogenazi ksantin
oksidaza dondstiiriir. ksantin oksidaz, ksantinin tirik aside doniisiimii sirasinda
O;” olusumuna neden olur.

e Hemoglobin yikimi: Hem yikiminda gorevli bir enzim olan, hem oksidaz
enzimi ROS olusumuna neden olur.

e Endoplazmik retikulum e-transport sistemleri,

e Peroksizomlarda bulunan oksidazlar: Bol miktarda hidrojen peroksit iiretirler.

e Arasidonik asit metabolizmasi: Lipooksigenaz ve siklooksigenaz, reaksiyonun
kataliz sirasinda ROS olustururlar.

o Iskemi,

e Travma gibi (1, 6).
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Sekil 5. Serbest radikal olusum nedenleri (Takim’dan, 59)

4.2.1.2. Serbest Radikallerin Genel Reaksiyonlari

Serbest radikaller, diger molekiillerle ¢esitli sekillerde reaksiyona girerler.

1. ki serbest radikal karsilastiklarinda, her ikisinin de ortaklanmamis elektronlari

bir kovalent bag olusturacak sekilde birlesirler ve radikal 6zelliklerini kaybederler (63).

H +H — H

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

radikal olusur:

e Radikal, ortaklanmamis elektronunu eslemek iizere radikal olmayan bagka bir

bilesikten elektron alabilir (okside edici radikal).

e Radikal,

X -

(rediikte edici radikal).

e- + X.+

ortaklanmamis elektronunu radikal olmayan bir bilesige verebilir
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X +Y->X+Y"

e Radikal, radikal olmayan bir bilesige katilabilir.

X' +Y = [X-Y]

¢ Radikal, C-H bagindan bir hidrojen atomu koparabilir.

CH+OH — C +H,O

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

nedenle serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle reaksiyonlar1 birbirini izleyen

zincir reaksiyonlari seklinde olur.

Bu ozellikleri ile reaktif oksijen tiirleri; Ttablo 5’ te verildigi gibi radikaller ve

nonradikaller olarak iki ana baslik altinda incelenmektedir (64).

Tablo 5. Biyolojik 6nemi olan reaktif oksijen tiirleri (64)

Radikaller Non -radikaller
Stiperoksit radikali, (O;"7) Hidrojen Peroksit (H202)
Hidroksil radikal (OH") Hipoklordz asidi, HOCI
Peroksil, RO, Ozon, O,

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

4.2.1.3. Serbest Radikal Tiirleri

4.2.1.3.1. Siiperoksit Radikalleri (O2")

Stiperoksit radikali (O27), hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusan bir ajandir. O;" radikalleri hiicrelerde rediikte
elektron tasiyicilarinin otooksidasyonu ile {iretilmektedirler. O;” olusumu; elektron

tasiyicisinin redoks durumuna ve ortamdaki oksijen derisimine baglidir. Uzun bir yar1
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omre sahip olup, lipofilik 6zellik gosterir. Bu 6zelliginden dolay1 da olustugu yerden

uzak bolgelere diflizyonla yayilabilmektedir (3).

Stuiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil
onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi

olmasidir.
Fe" +0, — Fe’+0y

Cu"+0, —— CU*+0,

Siiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler oksijen ve

hidrojen peroksit meydana gelir ( 65).
O, + e- — Oy (sliperoksit radikali)
H,0,+0, - OH +OH + 0O,

En ¢ok mitokondri, endoplazmik retikulum ve kloroplast gibi hiicresel
organellerde, elektron transport zincirinin ¢esitli komponentlerinden O; ’e elektron
sizmasi ile olusur (62).

4.2.1.3.2. Hidroksil Radikalleri (OH")

Hidroksil radikali (OH"), biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir
(3). Hidroksil radikali (OH"), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu

hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici

radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.
Fe?* + H,0, — Fe* +OH + OH’
Cu* + H0; — Cu?* + OH + OH
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Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma 6mrii ¢ok
kisadir.Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton
kopararak tiyil radikalleri (RS"), karbon merkezli organik radikaller (R*), organik
peroksitler (RCOQO") gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta biiyiilk hasara neden
olur (63, 65).

Hidroksil radikalleri basta lipid, protein Ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak
lizere hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH"
radikali, DNA’ nin baz ve seker yapilarinda da ciddi hasarlar olugturarak DNA {izerinde
zincir kiriklart meydana getirirler. Hasarin ¢ok kapsamli olmasi durumunda, olusan
hasar hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda

mutasyonlar, hiicre 6liimleri meydana gelebilir (63, 66).

4.2.1.3.3. Hidrojen Peroksit (H202)

Molekiiler oksijenin c¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii de

iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi olusturur.

H,0,, siliperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonu sonucu
ortaya cikar. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni
olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iriinler meydana geldiginden bu bir
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir (15, 62).

20,"+2 H" — H,O, + O,

H,O, bir serbest radikal degildir, fakat biolojik membranlara kolaylikla
girebilmesinden dolay1 olduk¢a 6nemlidir (15).

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen bilesikleri

kapsamina girer. Ciinkii Fe®* veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton
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reaksiyonu, Oy~ radikalinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve
zarar verici serbest oksijen radikali olan OH’ radikali olusturur (64).

Fe?* + H,0, — Fe* + OH"

Fenton Reaksiyonu

0"+ H,0, - OH"+ OH+ O,

Haber — Weiss Reaksiyonu

Peroksizomlar ¢ok 6nemli hiicre i¢i H,O; kaynagidirlar. Bu organeldeki D-amino
asid oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asid oksidaz ve yag asidi acil- COA oksidaz gibi

oksidazlar siiperoksit tiretmeden, bol miktarda H,O; tiretimine sebep olurlar (64).

4.2.1.3.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Notrofiller, stoplazmada bulunan myeloperoksidaz (MPO) enziminin katalizledigi

reaksiyonla giiclii oksidatif bir yapi1 olan hipokloridi olusturur (67).

MPO
H,O, + Cl - ———> HOCI+OH

4.2.1.3.5. Peroksil Radikali (ROO")

R’ radikalleri hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek ROO"yi olustururlar
ROO", lipit peroksidasyonunu baslatan radikallerdir.(68).

R'+0, —» ROO’
4.2.1.3.6. Nitrik Oksit (NO")
Memeli hiicrelerinde NO baslica NOS’ un (NO-Sentaz) aktivitesi sonucu

sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino asitinden sitriilin ve NO’ yu

olusturur. Bu olay, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), flavin
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mononiikleotit (FMN), flavin adenin diniikleotit (FAD), tetrahidrobiopterin (BH,4) ve
kofaktor olarak bir tiyol dondriine ihtiyac duyar (69).

02 NO

<SS
Arginin » Sitriilin + H20

x>
NADPH + H+ NADP

Eslesmemis elektronu nedeniyle bir serbest radikal tiirli olarak bazi memeli hiicre
tiplerince tretilen NO; platelet agregasyonunda, 16kosit adezyonunda, hiicre aracili
immiin sitotoksisitesinde, sinaptik gecirgenlikte sinyal molekiilii olarak Onem

tasimaktadir (69).

4.2.1.3.7. Tersiyer Biitil Hidroperoksit (t-BHP)

Organik bir hidroperoksit olan t-BHP, oksidatif hiicre hasar1 mekanizmalarin
kapsayan calismalarda siklikla kullanilan bir bilesiktir ve agik formiilii Sekil 6’ da
verilmistir. 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 ayrigabilir ve bu durum lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini hizlandirabilir. Bu ayrisma reaksiyonlart metal
iyonlar1 ve onlarin kompleksleri vasitasiyla gerceklesir. t-BHP 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 kiriklariin olusumu, lipid peroksidasyonunun baslamasi ya da tersiyer biitoksil
radikallerinin olugmasi. t-BHP kaynakli genotoksisite; bir gecis metali aracilikli
reaksiyon ile H,O, gibi degisik tipteki ROS’ larin iiretimiyle sonuglanan bir siirectir
(3,70).
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chXO\OH

H:C  CH;
Sekil 6. t-BHP’ nin agik kimyasal formiilii (3)

4.2.1.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu; inflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden
yiiksek parsiyel oksijen basinci (pOz), ozon (Os), azot dioksit (NO;"), kimyasal
maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikaller hiicre ve
dokularda birgok zarara yol agmaktadir (71). Hiicre ve dokularda ROS’un etkisi Sekil 7

de gosterilmistir. Bu zararlar sdyle siralanabilir:

e DNA' nin tahrip olmasi,

e Niikleotit yapili koenzimlerin yikimu,

e Lipit peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,

e Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,
e Membran proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,
e Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “turnover” nin artmasi

e Mukopolisakkaritlerin yikim1 seklinde 6zetlenebilir (72).

Solunumsal

Protein Hasari ~6--«— ‘EE Enzimler'ug;
[ \ 8 < Mitokondrial
Membran ‘,‘( /"‘v g \SER m‘.-.x\ ‘y\' y‘\y Hasar
H ~»--T» oo C
asari |‘ \l\,' RER o ‘\ “

\
J

A . OH* MiO e o]
N\ AR Naw oo Hicre Sigmesi
DNA Hasar! ~eere SONA) cate. sy
‘.5 \‘“‘k Artmig
.' ‘1.‘1 Gegirgenlik

{ 110 Yiiksek Miktarda
) 3 Ca+2 Girigi
Lipid Peroksidasyonu

Sekil 7. Hiicre ve dokularda ROS’un etkisi(Tokag’dan, 66)
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Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin, birgok patolojik
olayda ve hastalikta rolii oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi/reperfiizyon hasari, Parkinson
hastaligi, Alzheimer hastaligi, akut renal yetmezlik, diyabet, bobrek yetmezligi,
anfizem/bronsit, kanser, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar gibi durumlarda ROS

aracilikli hiicre hasar1 s6z konusudur (73, 74).

4.2.2. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak tanimlanir. Oksidatif denge
saglandig1 slirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin
bozulmasina sebep olur (75). Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki
dengenin oksidanlar lehine bozulmasiyla hasarlara yol agarak insanda pek c¢ok

hastaligin olugmasini saglayan durum olarak tanimlanir (76, 75).

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

artmig DNA hasar1 oksidatif stresin bulgulari arasinda gosterilebilir (70).

Endojen ROS’ larin esas kaynagi Oncelikle mitokondrilerdeki oksidatif
metabolizmanin trilinleridir. Reaktif oksijen tiirleri her zaman hiicresel metabolizmanin
bir iiriinii olmayabilir; sitokinlere, biiyiime faktorlerine ve spesifik sinyal yolaklarindaki
ikincil habercilere cevap olarak 0zel plazma membran oksidazlar1 tarafindan da

iiretilebilir (77).

Oksidatif stres, ateroskleroz, diyabet, kanser, kronik inflamasyon hastaliklari,
santral sinir sistemi bozukluklar1 gibi fizyopatolojik olaylarda, hiicre yaslanmasinda ve
dolayisiylan hiicresel yikim, hiicre hasar1 ve hiicre oliimiinde rol oynayan 6nemli bir

mekanizma olarak son yillarda biiyiikk 6nem kazanmustir (75).
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4.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin serbest radikaller tarafindan oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen
maddelere antioksidan ve bu olaya antioksidan savunma denir. Antioksidan savunma
elemanlari hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda farklidir (78). Tablo 6’da enzimatik ve non-

enzimatik antioksidan sistemde gorevli molekiiller verilmistir.

Insanda belli bash hiicre i¢i antioksidanlar SOD, CAT ve GPx enzimleridir.
Siiperoksit dismutazin yapisinda bakir, ¢inko ve manganez; GPx'de ise selenyum iyonu
bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar. Hiicre dis1 sivilarda
enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirlidir. Bu nedenle hiicre disi ortamda
antioksidan savunmadan esas olarak E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin,
seruloplazmin, albumin, bilirubin, B-karoten, iirik asit, glukoz, sistein sorumludur (79,
78).

Tablo 6. Antioksidan sistem (1)

Enzimatik Non- Enzimatik
Siiperoksit dismutaz(SOD) Glutatyon Bilirubin
Katalaz(CAT) a-tokoferol (Vit E) Urik asit
Glutatyon peroksidaz(GSH-Px) askorbik asit (Vit C) Melatonin p-karoten
Glutatyon S-transferaz(GST) Haptoglobin,
Mitokondriyal stokrom oksidaz Transferrin Seruloplazmin Albumin Flavonoidler

Antioksidanlar, oksidatif su prensipler dogrultusunda koruma saglarlar:

e Enzim aktivitesi iizerinden veya dogrudan kimyasal reaksiyonlar yoluyla,

e Oksijenden tlireyen molekiillerin olusumunu en az diizeye indirerek,

o Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gecerek,

e Reaktif metabolitlerin temizlenmesini veya bu radikallerin daha az aktif ve
toksik olmayan iiriinlere doniisiimiinii saglayarak,

e Zayif reaktif tiirlerin daha zararh tiirlere doniigiimii i¢in gereksinim duyulan

metal iyonlarini baglayarak,
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e Hedef molekiilde olusan hasar1 onarma yoluyla,

e Hasarin ¢ok biiyiik oldugu durumda, hasara ugramis molekiilii uzaklastirarak
(80).

Antioksidanlarin  oksidatif strese karsi koruyuculuklari, reaktif oksijen
bilesiklerine karsi reaktivitelerine baghidir. In vitro galismalarda flavonoidler, basit
fenolik asitler ve karotenoidler gibi dogal bilesiklerin ¢ok etkili serbest reaktif oksijen
siiptiriiclileri oldugu ancak bunlarin kendilerinin de reaktif sekonder radikaller
olabilecegine iligkin bulgular elde edilmistir. Bu sekonder radikaller hiicre i¢ine ulasip
burada lipidler, proteinler ve DNA gibi kritik hedeflerde sitotoksik ve genotoksik
etkilere yol acabilecek degisiklikler yapabilir.

Gidalarda bulunan antikarsinojen ozellikteki bilesiklerin antioksidan 6zellik
tasidigi bilinmektedir. Bu bilesiklerin islevleri; serbest radikallerin siipiiriilmesi,
antioksidan savunma enzimlerinin aktivitesini arttirma ya da redoks homeostazindaki
biyokimyasal olaylar1 etkilemektir. Bir¢ok rahatsizhiga karst koruyucu oldugu
varsayilan antioksidanlar ile ilgili ¢alismalar in vitro kosullarda yapilmis olup, in vivo
calismalardan elde edilen bilgiler sinirlidir. Antioksidan etkinin kansere karsi koruyucu

rolii heniiz kesin olarak aydinlatilamamistir (81).

4.3.1. Antioksidan Etki Mekanizmalari

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

fenolik bilesikler bu tipte etki gosterirler.
B. Bastirict (quenching) 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.

C. Onaric1 (repair) etki: Antioksidan 6zellige sahip polifenolik bilesiklerin, BER

mekanizmasinda gorevli olan 8-oxoguanin DNA glikozilaz 1,apiirinik/aprimidinik
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endoniikleaz ve DNA polimeraz beta gibi DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini ve

ekspresyonlarini indiikledigi ortaya konulmustur.
D. Zincir kirici (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine

baglayarak, zincirlerini kirip fonksiyonlarin1 engelleyici etkidir. Hemoglobin,

seruloplazmin, E vitamini ve mineraller zincir kiric1 6zellik gosterirler (73, 17, 1, 32).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihaz, Alet, Malzeme ve Kimyasallar

5.1.1. Cihazlar ve Malzemeler

Tezde kullanilan cihaz, alet ve malzemeler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Derin dondurucu, -20 °C

Derin dondurucu, -80°C

Etiiv

Calkalayici

Hassas analitik terazi

Manyetik karistirict

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
Pipet pompast

Mikropleyt okuyucu
Spektrofluorimetre

Membran filtreleri

Hiicre kiiltiirii kabini

Invert mikroskop

CO, inkiibator

Standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltiir flasklari
Santrifiyj

15 mL’ lik ve 50 mL”’ lik steril falkon tiipler
Neubauer hematositometre lami

10 mL’ lik steril disposible pipetler
0,5 ve 1,5 mL’ lik eppendorf tiipler
Calkalayici inkiibator

pH metre

Vorteks (Karistirici)

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

Yatay ve dikey tip boyama saleleri
Buzdolabi, +4 °C
Otoklav

Altus
Thermo Electron Corporation
Heraeus

Eppendorf Thermo Mixer Comfort

Mettler Toledo AB204-S
Termal

Eppendorf

JetPip Pipette Aid
Molecular Devices Versa
Spectra Max M2

Agilent Econofilter 0,22um
Heraeus KS-12 Air Flow
Nikon Eclipse TS100
Thermo Forma 381
Greiner Cellstar
Eppendorf 5810

TPP, Greiner

Marienfeld
Grenierbio-one, 607 180
Greiner

ShelLab/Sheldon S14-2
Hanna Instruments, HI 9321
IKA Genius 3

Isolab

Isolab

Altus

Tuttnauer 3150 ELV




5.1.2. Kimyasal Maddeler

Tezde kullanilan kimyasal maddeler Tablo 8’ de verilmistir.

Tablo 8. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler Uretici firma, iiriin kodu ve safhig
Tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) Sigma

Etilen Diamin Tetra Asetik asit (EDTA) Sigma

Dimetil siilfoksit (DMSO) Merck

Fetal Bovine Serum Biochrom S0113
Tripsin/ EDTA ¢ozeltisi Gibco 25300
Tripan Blue Sigma, T8154
DMEM Lonza

PBS Tablet Medicago
CM-H,DCFDA Invitrogen C6827
Ferrozin Sigma 82950
Demir(2)klorid tetrahidrat Sigma 380024
Askorbik asit Lancaster 5385
Deferoksamin mesilat (DFO) Sigma D9533
DPPH Sigma D9132
Etanol Sigma %99,8
Metanol Merck % 99,9

pH-metre kalibrasyon ¢ozelti (4.01, 7.00, 9.18) Merck

5.2.1. Kullanilan Cézelti, Kimyasal Madde ve Malzemelerin Hazirlanmasi

Propolisin Farkli Coziiciilerle Ekstraktlarinin Hazirlanmasi (25 mg/mL):

Trabzon ve ¢evresinden toplanarak temin edilen, buzdolabinda -20 °C’ de
dondurulmus olan dogal propolis iiriinii rendelendi. Rendelenen propolis, dgiitiiclide toz

haline getirildi ve -20 °C’ de donduruldu.

0,5 g toz propolis 10 mL saf etanol, metanol, DMSO ile ¢oziildi. Saf etanol,
metanol, DMSO ile 20 mL’ ye tamamlandi. Iyice vortekslendikten sonra 60 °C’ de 150
rpm’ de siirekli ¢alkalanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 4000
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rpm’ de 10 dk santrifiijlendi. Partikiilleri tam ¢okmeyen propolis ekstraktlart 10000 g’
de 10 dk santrifiij edildi. Slipernatantlar siizge¢ kagidindan siiziildii ve ardindan 0,22
um’ lik filtrelerden gegirildi. Daha sonra kullanilmak tizere alikotlanip -20°C’ de,

karanlikta saklanda.

0,1 mM DPPH Céezeltisi: 3,94 mg DPPH tartildi, etanol ile ¢oziliniip hacmi 100

mL’ye tamamlandi.

Askorbik asit Cozeltisi: 4.40 mg askorbik asit 5 mL saf su ile ¢oziilerek
5000uM’lik askorbik asit standardi elde edildi. 5000uM olarak hazirlanan ¢ozeltiden 25
kat diliisyon ile 200uM’lik askorbik asit standarti elde edildi.

0,2 mM FeCl,.4H,0 Cozeltisi: 9,94mg FeCl,.4H,0 tartildi, saf su ile ¢oziinerek
hacmi 25 mL’ ye tamamlandi. 2 mM olarak hazirlanan ¢ozeltiden 10 kat diliisyon ile
0,2 mM c¢ozelti elde edildi.

5 mM Ferrozin Cozeltisi: 62 mg Ferrozin tartilip, saf su ile ¢oziinerek hacmi 25

mL’ye tamamlandi.

DFO (Deferoksamin mesilat) Cozeltisi: 98,5 mg olarak DFO tartilip 0,5mL saf su
ile 30mM ‘lik DFO standardi elde edildi.

DMEM Hazirlanmasi: 442,5 mL DMEM (glukoz igeren) lizerine 50 mL FBS ve
7,5 mL penisilin-streptomisin eklendi. 50 mL’ lik falkon tiiplere béliinerek +4 °C’ de

saklandi.

t-BHP Hazirlanmasi: 1987,8 uL PBS steril 15 mL’ lik falkon tiipe alind1. Uzerine
stok t-BHP sisesinden (7.989 M) 12,5 pL konuldu. lyice vortekslenerek tamamen

¢oziilmesi saglandi. Boylece 50000 M konsantrasyonda ara stok olusturulmus oldu.

PBS (Phosphate Buffer Solution), pH 7.4, 1 L: Temiz bir behere 900 mL kadar saf

su ve 10 tane PBS tablet konularak manyetik karistiricida manyetik bar yardimiyla
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¢oziildii. pH-metrenin kalibrasyonu yapildiktan sonra ¢ozeltinin pH’ s1 7. 4’ e ayarlandi.
Cozelti balon jojeye aktarilarak, saf su ile son hacim 1 L’ ye tamamlandi ve +4 °C’ de

saklandi.

CM-H,DCFDA Cozeltisi: 50ug CM-H,DCFDA igeren bir tiip alinip, 1000 pL saf
etanol ile ¢oziinerek 87uM’ lik CM-H;DCFDA ¢ozeltisi elde edildi.

5.2.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Propolis ekstraktlarinin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme
aktivitesi, Yu ve arkadaslar tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanildi
(82). DPPH radikali, ticari olarak satin alinabilen bir radikal olup, 517 nm dalga
boyunda maksimum absorbans degeri vermektedir. Antioksidan madde veya maddelerle
muamele edildiginde, DPPH ’den kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbans
degerlerinin diigmesine neden olmaktadir. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin
giderilmesine ait reaksiyon Sekil 8’ de gosterilmektedir. Caligmada satin alinan bu
radikalin  0,ImM’lik etanolik ¢dzeltisi kullanildi. Propolis ekstraktlar1 degisik
konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 pL) DPPH ve numune ¢ozeltileri
kanigtirllip oda sicakliginda 50 dk bekletildi. Siire sonunda DPPH’in maksimum
absorbans degerini verdigi 517 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu. Negatif
kontrol olarak DPPH ¢ozeltisi ve numunenin ¢oziildigii ¢oziicii kullanildi. DPPH
radikal siipiiriicii aktivite tayini i¢in deney esnasinda yapilan pipetlemeler Tablo 9’da

gosterilmektedir.

NO- NO;
) ®
& N : O:N /L\ =~

T 3 T NO;
> (AH), NH .

l. . ————— ‘
O T
= ™ '/J

DPH DPPH-H

(A S

Sekil 8. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi
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Sonuglar1 karsilastirmak amaciyla dogal antioksidan olarak ise askorbik asit
kullanildi. Numune ve standartlarin radikal siipiirticii aktivitesi negatif kontrole oranla

% olarak verilmektedir ve Esitlik 1’e gore hesaplanmaktadir.

kontrol absorbansi—numune absorbanst
%RSP = x 100 1)

kontrol absorbansi

Tablo 9. DPPH tayini i¢in deney esnasinda yapilan pipetlemeler

Kontrol Numune Standart
Etanol / Metanol / DMSO 750 pL - -
DPPH cozelitisi 750 pL 750 pL 750 pL
Ekstrakt(degisik konsantrasyonlarda) - 750 pL -
Standart( degisik konsantrasyonlarda) - - 750 pL

Oda sicakliginda, karanlikta 50 dakika inkiibe edildi.

517 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildii.

5.2.3. Metal Selatlama Aktivitesi Tayini

Propolisin demir iyonu (Fe+?) selatlama aktivitesi Dinis ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen metod modifiye edilerek kullanildi (83). Propolisin farkli ¢dziiciilerde
hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki eksraktlari, FeCl, ve ferrozin c¢ozeltileri
belirlenen miktarda kullanilarak 562 nm’de absorbans oOl¢limii yapildi. Sonuglari
karsilastirmak amaciyla g¢aligmalarda sentetik antioksidan EDTA, in vitro hiicre
calismalarinda ise deferoksamin (DFO) kullanildi. Numune ve standartlarin demir
baglama oranlar1 negatif kontrole oranla % olarak verilmektedir ve Esitlik.2’e gore
hesaplanmaktadir. Metal selatlama aktivite tayini igin deney esnasinda yapilan

pipetlemeler Tablo 10’da gosterilmektedir.

: vy . kontrol absorbansi—nmumune absorbanst
%Inhibisyon = x100 (2)

kontrol absorbanst
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Tablo 10. Metal sclatlama aktivitesi tayini i¢in deney esnasinda yapilan pipetlemeler

Kor Numune Standart
Etanol/ Metanol/ DMSO 50uL - -
Ekstrakt(degisik konsantrasyonlarda) - 50uL -
Standart( degisik konsantrasyonlarda) - - 50pL
Distile su 1,7mL 1,7mL 1,7mL
0,2 mM FeCl,.4H,0 ¢ozeltisi 50uL 50puL 50puL
5 mM Ferrozin ¢6zeltisi - 0,2mL 0,2mL

Karisimlar vortekslendi ve 10 dakika sonra 562 nm ‘de absorbans olgiildii.

Inkiibasyondan sonra ¢dzeltinin 562 nm’deki absorbansi ferrozin hari¢ geriye
kalan ¢6zeltiden olusan kore karst kaydedildi. Negatif kontrol olarak da numune yerine

saf ¢oziictlisii kullanildi.

5.2.4. Hiicre Kiiltiirii

Biitlin hiicre kiiltlirii caligmalar1 hiicre kiiltiirii kabininde (air flow kabin), steril
ortamda gergeklestirildi. Hiicre kiiltiiri ¢alismalarina baslamadan 6nce kabin % 70’ lik
etanol ile silindi. UV 1siktan etkilenmeyen ve kabin igerisinde kullanilacak olan
malzemeler kabin igerisine konularak 15 dakika UV 1s1ga maruz birakildi. Calisma
sonunda kabin % 70’ lik etanol ile tekrar silindi. Kabinin kapag: kapatildi. Kabin ve

hiicre kiiltiirti odasi 1 saat UV 1518a maruz birakildi.

5.2.4.1. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Sayilmasi ve Canliligin Tespiti

Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 pL’ si 10 pL tripan
blue ile karistirilarak neubauer hematositometre camina aktarildi. Isik mikroskobu
altinda canli hiicreler sayildi. Olii hiicrelerde islev gormeyen Na'-K* ATPaz pompasi
nedeniyle boya membran tarafindan absorblanmakta ve disari atilamamakta, dolayisiyla
hiicreler mavi renkte goriilmektedir Tripan blue ile boyanan hiicrelerden canli olanlar

sari-yesil renkte, 6lii olanlar mavi renkte gorildii (1).
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5.2.4.2. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Coziilmesi, Cogaltilmasi

Bu calismada, boliimiimiizde yapilmis olan baska bir calismada dondurularak
saklanmis olan primer fibroblast hiicreleri kullanildi. Fibroblast hiicreleri L-Glutaminli,
% 10 FBS, % 1 penisilin + streptomisin igeren DMEM besiyerinde, % 5 CO; ortaminda,
37 °C’ de, T-25 ve T-75 lik flasklarda, inkiibatorde ¢ogaltildi. Donmus hiicreler
asagidaki sekilde ¢oziildii.

1. Kriyovial i¢inde bulunan 1 mL fibroblast hiicreleri azot tankindan ¢ikarildiktan
sonra 37 °C’ de su banyosunda tamamen ¢oziildii.

2. Fibroblast hiicreleri (I mL) 15 mL’ lik falkon tiipe aktarildi ve hacmi L-
Glutaminli, % 10 FBS, % 1 penisilin + streptomisin ve yiiksek oranda (4,5 g/dL) glukoz
iceren DMEM besiyeri ile 10 mL’ ye tamamlandi.

3. Hiicre siispansiyonu 400 g’ de 5 dakika santrifiij edildi.

4. Santriflij sonunda siipernatant kismi1 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi ve
hiicre ¢okelegi tliplin ucuna parmak ucuyla vurularak, hiicreler 1 mL besiyeri i¢inde
¢Ozildii.

5. Coziilen hiicrelerin iizerine istenilen miktarda taze DMEM besiyeri eklendi ve
% 5 CO; ortaminda, 37 °C’ de, T- 75’ lik flasklarda, inkiibatorde ¢ogaltildi.

5.2.4.3. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Cogalan hiicreler flask yiizeyinin % 70- 80’ lik kismin1 kapladiktan sonra hiicre

pasajlamasi yapildi.

1. Pasajlama i¢in 6ncelikle hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi.

2. 8 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra 75 cm?® lik flasklara, 3 mL tripsin-
EDTA ¢ozeltisi eklendi. Flasklar 3 dakika inkiibatorde bekletildi.

3. Inkiibasyon sonrast 9 mL % 10 FBS iceren DMEM ile hiicreler falkon tiip
igerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonu 400 g’ de 5 dakika santrifiijlendi.

4. Santrifiij sonunda siipernatant kismi 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi.

Hiicreler 1 mL besiyeri i¢inde sulandirilarak sayildi. Hiicre sayimi yapildiktan sonra T-
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75 flasklara uygun sayida hiicre aktarildi ve toplam besiyeri hacmi de 15 mL’ ye

tamamlandi.

5.2.4.4. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Sayilmasi

1. Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 uL’ si 10 pL tripan
blue ile karigtirilarak karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

2. Karisim pipet ile tekrar karistirilarak 10 pL alinarak neubauer hematositometre
lamina aktarildi.

3. Isik mikroskobu altinda 10x objektif kullanarak canli ve 6lii hiicreler sayildi.
Olii hiicrelerde islev gormeyen Na'/K® ATPaz pompasi nedeniyle boya membran
tarafindan absorblanmakta ve disar1 atilamamakta, dolayisiyla hiicreler mavi renkte
goriilmektedir. Tripan blue ile boyanan hiicrelerden canli olanlar sari-yesil renkte, 6lii
olanlar mavi renkte goriildii.

4. Mikroskopla bakildiginda hematositometrede 16 kiigiik karenin dort kosede
bulundugu goriiliir. Capraz koselerde bulunan hiicreler sayilir ve mililitredeki canli ve
Olu hiicre sayisi; sayilan hiicre sayist x seyreltme orani x 104 bagintis1 kullanilarak

hesaplandi.

5.2.5. CM-H,DCFDA ile Hiicre i¢i Oksidatif Stresin Spektroflorometrik
Analizi

Cesitli radikaller tarafindan oksitlenen CM-H,;DCFDA hiicrede olusan ROS
tiretimini 6lgmek i¢in kullanildi (84). CM-H,DCFDA; H,DCFDA'nin klorometil tiirevi
olup hiicre i¢i ROS 6lgtimiinde kullanigh bir indikatordiir. CM-H,DCFDA pasif
diflizyonla hiicre igine girer, esterazlar tarafindan deasetillenir ve tiyol reaktif klorometil
gruplar intraseliiler glutatyon ve diger tiyol iceren bilesiklerle etkilesir. Boylece 2°,7’-
DCFH-DA, fluoresans 6zelligi olmayan diklorofluoreskin (2°,7’-DCFH) iiriinii haline
dontisiir. DCFH ortamdaki reaktif tlirler tarafindan, giiglii fluoresans 1s1ma veren DCF

(diklorofluoreskein)’e doniisen bir probdur ve Sekil 9’da gosterilmektedir.
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Sekil 9. DCFH-DA’nin 1s1ma veren DCF (diklorofluoreskein)’e doniisiimii

Yontemin Uygulanmasi

1. Hiicreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her kuyucuguna
200 pL besiyeri i¢inde 5000 hiicre ekildi.

2. Baglangigtan 24 saat sonra pleyt inkiibatorden alindi, icerigi uzaklastirildi ve
propolis (200 pg/mL), DFO(15 mM), askorbik asit (200 uM) olacak sekil pleyte
eklendi. 1 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra pleyt igerigi uzaklastirildi ve ortama 200 pL yeni DMEM
eklendi. 300 t-BHPuM ilave edildi ve 1 saat 37 °C’ de inkiibasyona birakildu.

4. Pleyt inkiibatorden alindi, igerigi uzaklastirildi ve ortama 200 L yeni DMEM
eklendi

5. 4 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

6. Pleyte son konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde CM-H,DCFDA boyasi
eklendi.

7.10 dk 37 °C’ de inkiibe edildi.

8. Eksitasyon(492), Emisyon(527) da okuma yapilir.
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5.2.6. Kullanilan Istatistiksel Yontemler

Elde edilen degerler, aritmetik ortalama + standart sapma (x £+ S.D.) olarak ifade
edildi. Gruplar arasindaki iliskinin ortaya konulabilmesi i¢in One Way ANOVA ve
post-hoc Tukey analizleri kullanildi. Metal selatlama, DPPH tayini ile ilgili verilerinin
metanol, etanol, DMSO propolis ekstraktlari arasinda karsilagtirilma yapildi. CM-
H,DCFDA ile hiicre igi oksidatif stresin spektroflorometrik analizi ile ilgili verilerinin
negatif kontrol grubu ile t-BHP, propolis, DFO ve askorbik asit muamelesine maruz
birakilan hiicreler grubunda karsilastirilma yapildi ve p < 0,05 olanlar anlamli kabul

edildi. Tim tayinler 3 kez ¢aligildu.
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6. BULGULAR

6.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktive Tayin Sonuglari

DPPH radikali dogal antioksidanlarin serbest radikal yakalama aktivitesini
degerlendirmek i¢in kullanilir. Propolisin farkli ¢oziiciilere ait ekstraktlarinin serbest
radikal giderici etkileri DPPH radikali iizerinden tayin edildi. DPPH ¢6zeltisi mordur ve
antioksidan bir bilesikle etkilestiginde yapis1 degiserek sar1 renkli yeni bir bilesik haline
gelir. Bu renk degisikliginin derecesi, antioksidanin konsantrasyonu ile oOrantilidir.
Calismadaki propolis ekstraktlarin DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine ait
konsantrasyon-% inhibisyon grafikleri Sekil 10 ‘da gosterilmektedir. Standart olarak
askorbik asit kullanild.
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Sekil 10. DPPH serbest radikali giderme aktivitesine ait konsantrasyon-% inhibisyon
grafikleri A:Etanollik ekstrakt, B:Metanollik ekstrakt, C: DMSO’lu
ekstrakt, D: Askorbik asit

Propolisin etanol, metanol ve DMSO’lu ekstraktlarinin DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi (%) sonuglar1 etanollu (94+0.1, 93,3+0,09, 88,5+0,2, 56+0,6, 32+8, 22,6+2.7,
17,243,9), metanollu (95+0,3, 94,7+0,2, 91,7+0,2, 58+1,3, 35,5+0,3, 26,1+0,5,
18,5+0,8), DMSO ‘lu (72+ 1,4, 72,7+1,1, 54+0,4, 28,7+5,4, 16,5 +1,3, 12,9+0,4,
11+0,1) ve standart olarak kullanilan askorbik asit 96+0,07 olarak bulundu.
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6.2. Metal Selatlama Aktivitesi Tayin Sonuglari

Metal selatlama aktivitesi; propolisin ¢ozeltideki Fe?* iyonlarini baglayabilmek
i¢in ferrozin ile yarismasia gore degerlendirildi. Ferozin, ferrz iyonlari (Fe?*) gibi 2*
degerlikli metal iyonlar: ile kantitatif miktarda bile kompleks olusturmaktadir. Olusan
renkli ferrozin-metal kompleksi ise 562 nm’de maksimum absorbans sergilemektedir.
Metal selatlayici ajanlarin varliginda ferrozin-metal kompleksi olusmaz. Dolayisiyla
selatlama aktivitesinde 562 nm’de absorbansta meydana gelen azalma metal
selasyonunun gostergesidir. Metal selatlama aktivitesinde azalan absorbans ferrozin
baglanmadan 6nce metal iyonlarinin selatlandigini gosterir. Standart olarak iyi bir metal
selatlayici olan EDTA se¢ildi. Propolisin farkli ¢oziiciilere ait ekstraktlarinin metal
selatlama aktivitesini gdsteren konsantrasyon-% inhibisyon grafigi Sekil 11 ‘de

gosterilmektedir.

120 +

[

100 { ABC

40 -

20 -

Metal Selatlama Aktivitesi(%)
()]
o

50mg/mL 25mg/ mL 12,5mg/ mL  0,001lmg/mL

Sekil 11. Metal selatlama selatlama aktivitesini gosteren konsantrasyon-%
inhibisyon grafigi A:Etanollik ekstrakt, B:Metanollik ekstrakt, C:
DMSO’lu ekstrakt, D: EDTA

Propolisin etanol, metanol ve DMSO’lu ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi
(%) sonuglari etanollii (92 +0,5, 91+1,5, 55+1,7), metanollii (95+1,1, 94,3+0,5, 48+2),
DMSO ‘lu (92,6+0,5, 89,0+2, 54+0) ve standart olarak kullanilan EDTA 98+1,7 olarak
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bulundu. Her 3 farkli ¢o6ziiciide de metal selatlama aktivitesi agisindan benzerlik

gozlenmistir.

6.3. CM-H,DCFDA Hiicre I¢i Oksidatif Stresin Spektroflorometrik Analiz
Sonuclan

Cesitli radikaller tarafindan oksitlenen CM-H,DCFDA hiicrede olusan ROS
tiretimini 6l¢mek i¢in kullanildi. Hiicre i¢i oksidatif stresin spektroflorometrik analizi ile
ilgili verilerinin negatif kontrol grubu ile pozitif kontrol grubu(300uM t-BHP),
200ug/mL propolis, 15mM DFO ve 200uM askorbik asit muamelesine maruz birakilan
hiicreler grubunda karsilastirilma yapildi. Elde edilen veriler Tablo 11°de

gosterilmektedir.

Tablo 11. ROS 6l¢iim sonuglari

negatif ZOOug/_mL 15mM 2OQuM_
propolis+ DFO+300uM t- askorbik asit+ 300uM t-BHP
kontrol 3, M -BHP BHP 300uM t-BHP
n 3 3 3 3 3
Bagil yogunluk (%) (99+1,4)  (99,6+2,35) (94,3+0) (117,146) (130+1,6)
p 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

300uM t-BHP ile hasarlanmis fibroblast hiicrelerinde 4 saatlik iyilesme siiresi
sonunda 200ug/mL propolis, 15mM DFO ve 200uM askorbik asidin pozitif kontrole
gore olusan ROS miktarin1 azalttig1 gézlendi. ROS iiretiminin bagil yogunluk yiizdesi
grafigi Sekil 12 de gosterilmektedir.
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Sekil 12. ROS iiretiminin bagil yogunluk yiizdesi
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7. TARTISMA

Giiniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik
etmenlerinin bu ilaglara direng gelistirmesi insanlar1 dogal ila¢ olarak bilinen iiriinlerin
tilketimine yoneltmistir. Bu dogal iirlinler arasinda en yaygin olarak kullanilanlardan
birisi de ar1 {riinleridir. Ar {rlinleri birgok hastalikta, hastaligin ilerlemesinin 6niine

gecmek, agrilarin azaltilmasi ve hastaligin tedavi edilmesi amaciyla kullanilmaktadir

(1,2).

Bir ar iirlinii olan propolis; bal arilar1 tarafindan agaclarin kabuklarindan,
bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden toplanan cesitli polenler, yaglar, 6zel regine ve
mumsu maddelerden olusur. Propolis, kompleks kimyasal bilesiminden dolay1 halk
tibbinda uzun yillardir yaygmn olarak kullanilmaktadir (31). Propolisin, 6nemli
farmakolojik  Ozelliklerinden dolayr inflamasyon, diyabet, kanser ve kalp
hastaliklarindan korunmada ve genom kararliliginin siirdiiriilmesinde 6nemli rolii

olabilecegi diisiiniilmektedir (3).

Dogal iiriinler, yeni ilag kesfi icin umut verici bir kaynaktir. Son yillarda,
propolisin  kompozisyonu ve biyolojik 0&zelliklerini ele alan bircok ¢alisma,

arastirmacilarin bu ar tiriiniine ilgisini arttirmigtir (2).

Bizde calismamizda propolis igeriginde bulunan flavonoidlerden sadece birisini
izole edip ¢alismak yerine, total propolis ekstrakti kullanip hem dogal ve yoresel bir
irtinlimiiz olan propolisin, daha dnce yapilan ¢aligmalarla ortaya koyulan antioksidan
ozelliginin muhtemel mekanizmalarindan olan metal selatlama ya da serbest radikalleri
yakalama kapasitesinden kaynaklanip kaynaklanmadigi in vitro ROS 06l¢iimii yaparak

degerlendirilmesini amagladik.

Farkli c¢oziicliler, farkli bilesenleri ¢oziip ekstrakte edecegi icin propolis

ekstraktsiyon metodlari, propolisin aktivitesini etkileyebilmektedir. Biyolojik
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Olgtimlerde propolis ekstraktti hazirlamada yaygin olarak kullanilan ¢oziiciiler; etanol,

metanol ve sudur (21).

Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1’ nda
Trabzon ilinden toplanan propolis 6rnekleri ile daha once ¢esitli ¢calismalar yapilmistir.
Cakiroglu, calismasinda ¢esitli ¢oziiciilerle (su, etanol, DMSO, gliserol ve aseton)
hazirlanan Tiirk propolis ekstraktlarinin; ¢oziiniirliiglinii, toplam polifenol, 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 kanaaitine varilmis ve yapilan HPLC analizleriyle de bu sonuglar

desteklemistir (31).

Yaptigimiz bu ¢alismada kullanilan ¢oziiciilerin belirlenmesinde literatiir destegi
ve daha Once bolimiimiizde yapilan caligmalar (1, 3, 31) referans alinarak etanol,

metanol ve DMSO olarak belirlendi.

Miguel ve arkadaslar1 yaptiklart calismada propolisin ii¢ tip ekstraktinin
(hidroalkolik, metanolik ve sulu) igerigini aydinlatmaya ¢alismislardir. Propolisin sulu
ekstraktinin, fenolik bilesikleri ekstrakte etmek i¢in metanol ve su-etanol
ekstraktlarindan daha az etkili oldugu gosterilmistir. Hidroalkolik ekstraktlarda;
dihidroflavonollar, flavononlar ve toplam fenollerin daha yiiksek miktarlarda oldugu
ileri siiriilmiis olup metanolik ekstraktlarda ise sadece flavonlar ve flavonollarin daha

fazla oldugu belirtilmistir (85).

DPPH radikali biyolojik bir radikal olmamasina ragmen, antioksidanlarin serbest
radikal giderme aktivitelerinin tayini igin kabul gormiis bir indikatordiir (86).
Calismamizda; farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis propolisin serbest radikal giderici etkisi
stabil bir radikal olan DPPH {izerinden test edilmistir. Ekstraksiyon icin kullanilan
¢oziiciilerin radikal giderme aktivitesinde etkili oldugu bilinmektedir. Calismamizda
etanol ve metanollii propolis ekstraktlarinin 125ug/mL gibi diisiik konsantrasyonlarda

bile etkili oldugu ve benzer radikal siipliriicii etkiye sahip olduklar1 gozlenirken
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DMSO’lu propolis ekstraktlarinin ise etanol ve metanollii ekstraktlara kiyasla daha

diistik stiptirticii etkiye sahip oldugu bulundu.

Geckil ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada propolisin  etanolik
ekstraktlariin radikal siipiiriicii etkisini 200pug/pL ve iizerindeki konsantrasyonlarda %

90 ‘larda oldugunu gostermislerdir (87).

Li-Chang L. ve ark. tarafindan Tayvan’min farkli bolgelerinden, Cin ve
Brazilya’dan edinilen propolislerde 80ug/uL ve iizerindeki konsantrasyonlarda %90
tizerinde radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu gosterildi (88). Bu iki ¢alisma ile
karsilastirildiginda yoremiz propolisinin radikal siipiiriicli etkisinin literatiirle benzer
oldugu goriilmektedir. DMSO ‘lu propolis ekstraktlarinin etanol ve metanollii
ekstraktlarla kiyaslandiginda daha diistik siipiiriicii etkiye sahip olmalar1t DMSO’ da

¢oziinen bilesenlerin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.

Propolisin etanol, metanol ve DMSO’lu ekstraktlarinin Fe2* iyonlarini gelatlama

aktivitesi 25 mg/mL tizerindeki konsantrasyonlarda % 90 seviyelerinde bulundu.

Wang ve ark. propolisle yapmis olduklart g¢alismada 2mg/mL’lik etanolik
ekstraktin % 50 diizeyinde metal selatlayici aktivite gosterdigini belirtmislerdir (89).

Geckil ve arkadaslarinin  yapmis oldugu ¢alismada propolisin  etanolik
esktraktlarinin metal selatlama aktivitesinin 2mg/mL’lik konsantrasyonda % 70 oldugu

bulunmustur (87).

Literatiirdeki verilerle kiyaslandiginda c¢alisma sonucunda elde ettigimiz
sonuglarin literatiire gore daha yiiksek konsantrasyonlarda goriilmesinin Ssebebi;
bolgemiz  propolisinin  igeriginin, literatirde c¢alisilan propolis  6rneklerinin

iceriklerinden farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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In vitro oksidatif stres ¢alismalarinda; hiicrelerde ROS olusturmak igin, metil
metansiilfonat (MMS), H,0,, ferroz siilfat, tersiyer-biitil hidroperoksit (t-BHP),
formaldehit, 1,2-dimetilhidrazin, doksorubisin gibi kimyasallar kullanilmaktadir (1,3).

Calismamizda fibroblast hiicrelerinde ROS olusturmak igin bu kimyasallar
arasindan t-BHP secildi. Boliimiizde yapilan bir ¢alismada fibroblast hiicrelerinde hiicre
canliligini azaltmadan maksimum DNA hasar1 olusturabilecek t-BHP konsantrasyonu
300 uM olarak bulunmustur. DNA hasarlarinin tespiti i¢in hassas, hizli ve giivenilir bir
yontem olan komet analizi skorlarina gore yapilan degerlendirmede etanolik
ekstraktlarin DNA hasarin1 engellemede olduke¢a etkili oldugu ve 4 saatlik iyilesme
zamant sonrast t-BHP kaynakli hasarin biiylik boliimiiniin ortadan kaldirildig:

gozlenmistir (3).

Hiicrede olusan ROS {iretimini 6lgmek i¢gin CM-H,;DCFDA kullanildi. Propolisin
o6n muamelesinde pozitif kontrol grubuna gore daha az ROS miktar1 gozlendi. DFO
verilen hiicrelerde metal iyonlarinin selatlanarak ROS olusumunun engellendigi ve
radikal siipiiriicii aktivitesinin yiiksek oldugu bilinen askorbik asit verilen grupta da
reaktif oksijen tiirlerinin pozitif kontrole gore anlamli sekilde azaltildigi gozlendi.
Propolisin ROS miktarin1 azaltmasinin, radikal siipiiriicii etkisi ve etkin olarak metal

selatlama 6zelliginden kaynaklanabilecegi sonucuna varildi.

Literatiirde flavonoidler, fenolik bilesikler ve bunlari igeriginde barindiran dogal
driinlerin  hiicre i¢ci ROS miktarim1 azaltarak biyomolekiilleri oksidasyondan
koruduklarina dair ¢aligmalar mevcuttur. Sharon ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada
Caco-2 hiicre serisinde t-BHP ve menadione ile indiiklenmis oksidatif hasarmin
engellenmesinde kuersetin ve rutinin hem radikal siipliriicii ozellikleri hem de
ortamdaki gecis metallerini selatlayip radikal firetici reaksiyonlart inhibe ederek
biyomolekiillerin hasarini engellediklerini bildirmislerdir. Kuvvetli bir metal selatorii
olan DFO ‘nin standart olarak kullanildigr bu ¢alismada DNA hasarmi azalttigi da

gosterilmistir (90).
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Kang ve ark. ise WI-38 hiicre serisinde yaptiklari ¢alismada kafeik asidin, H,O,
ile uyarilmig hiicre hasar1 tizerine etkilerini aragtirmislar; kafeik asidin radikal siipiiriicii
Ozellikleri ile hiicre i¢i ROS miktarin1 azaltmak ve katalaz enziminin aktivasyonunu

arttirmak suretiyle hiicre hasarin1 engellediklerini bildirmislerdir (84).

Yen ve ark. tarafindan lenfosit hiicrelerinde yapilan ¢alismada askorbik asit ve
gallik asidin, H,O; ile uyarilmis oksidatif hasar tizerine etkilerini arastirmislar; askorbik
asit ve gallik asitin yiiksek radikal toplayic1 6zellikleri ve indirgeyici giicii ile DNA
hasarini azalttigi bulunmustur. Yine ayni ¢alismada askorbik asit ve gallik asidin zayif

metal selatlama 6zelligi oldugu vurgulanmistir (91).

In vitro ROS ol¢limii bulgulary; literatiirdeki farkli hiicre serilerinde farkl
hasarlayicilarla olusturulan akut oksidatif stresin neden oldugu hiicre i¢ci ROS
miktarinin flavonoid ve fenolik bilesiklerle azaltilmasinin hedeflendigi ¢alisma
sonuclariyla ortiismektedir. Uzel ve arkadaslar1 yaptiklari ¢calismada Anadolu’nun dort
farkli ilinden (Bursa/Orhangazi, Bartin, Ankara/Mamak ve Trabzon) toplanan propolis
orneklerinin kimyasal kompozisyonunu GC-MS yontemiyle ortaya koymuslardir.
Trabzon 6rneklerinin pinosembrin, naringenin, krisin ve 3, 4°, 7-trimetoksi flavanon
gibi flavonoidlerce diger 6rneklere gore daha zengin oldugu belirtilmistir (92).Yapilan
calismada propolis ekstraktlarinin hiicre i¢i ROS miktarini azaltmasinin nedeni, onun
yoreye 6zgii flavonoid ve polifenolik iceriginden kaynaklaniyor olabilir. De Flora’ ya
gore biyopolifenoller; antimutajenik ve antikarsinojenik etkilerini sadece radikallerin
yayilmasini engellemekle degil, ayn1 zamanda ortamdaki gecis metallerini selatlayarak
ve radikal {iretici reaksiyonlar1 inhibe ederek, dolayisiyla radikal olusumunu 6nleyerek

gosterirler (93).
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8. SONUCLAR ve ONERILER

8.1. Sonuglar

1. Yaptigimiz bu ¢alismada propolisin etanol, metanol, DMSO °‘lu ekstraktlarinin
25 mg/mL ve lizerindeki konsantrasyonlarda % 90’in iizerinde metal selatlama etkisi
oldugu bulundu.

2. DPPH tayiniyle propolisin ROS siipiiriicii aktivitesi ¢alisildi. Etanol ve
metanollii ekstraktlarda 125ug/ mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda % 90 {izerinde
stiptiriicti etki gozlendi.

3. Propolisin DMSO ile hazirlanmis ekstraktlarmin ROS siipiiriicti aktivitesi
125ug/ mL ve tizerindeki konsantrasyonlarda % 73 olarak bulundu.

4. 300uM t-BHP ile hasarlanmis fibroblast hiicrelerinde 4 saatlik iyilesme siiresi
sonunda 200ug/mL propolisin pozitif kontrole goére olusan ROS miktarini azalttigi,
bununda radikal siipiiriicii etki ve etkin olarak metal selatlama iizerinden {izerinden
gerceklesmis olabilecegi sonucuna varildi.

5. 15mM DFO’ nun ROS olusumunu metal selatlama iizerinden etki ederek
azalttig1 bulundu.

6. Radikal siipiiriicii etkisi yiiksek olan askorbik asitin 200uM ‘nin pozitif

kontrole gore olugan ROS miktarini azalttig1 gozlendi.

8.2. Oneriler

1. Bu calisma farkl coziiciilerle hazirlanmis propolis ekstraktlariyla farkli hiicre
serilerinde yapilabilir.

2. Dort saatlik iyilesme siiresi yerine farkli zaman dilimlerinde calisma
planlanabilir.

3. Propolisin farkli antioksidan maddelerle ROS siipiiriicii etkisi ve metal
selatlama aktivitesi karsilastirilabilir.

4. Farkli hasarlayicilar kullanilarak ayni hiicre serisinde yeni bir ¢aligma

planlanabilir.
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5. Propolisin kimyasal igeriginin belirlenmesi, gosterdigi aktiviteyi aydinlatmak
icin yol gosterici olabilir.
6. Deneysel hayvan c¢alismalari ile propolisin ayni etkileri in vivo kosullarda

gergeklestirip gerceklestiremedigi incelenebilir.
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