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1.0ZET

Etanollii Tiirk Propolis Ekstraktinin t-BHP ile Uyarilmis Oksidatif Hasara Karsi

Koruyucu Etkisinin Incelenmesi

Propolis bal arilar tarafindan degisik bitkilerden toplanarak iiretilen yapiskan
re¢inemsi bir maddedir. Propolisin etkisi arilarin bitkilerden topladig1 antioksidan etkili
bilesenlerine baglidir. Propolis igeriginin 6énemli bir boliimiinii flavonoidler, fenolik
bilesikler ve esansiyel yaglar olusturmaktadir. Fenolik bilesikler antioksidan 6zellikler
gostermektedir. Polifenoller indirgeyici ajan olma, metal selatlama ve serbest radikal
stiptiriici 6zellik gosterir. Arastirmalar sonucu eritrosit membranlarinin dis ylizeyinde
bulunan proteinler serbest radikaller i¢in kolay hedeftir. Ayrica eritrosit eldesinin kolay
olmasi ve c¢aligmalarda hiicre model olarak kullanilmasindan dolay1 oksidatif hasar
vermek i¢in etkin bir modeldir. Organik bir hidroperoksit olan t-BHP, oksidatif hiicre
hasar1 mekanizmalarini kapsayan c¢aligmalarda siklikla kullanilan bir bilesiktir. Bu
calismadaki amag etanollii propolis ekstraktinin hasarlanmis eritrosit hiicre modellerini
kullanarak koruma kapasitesini arastirmaktir. Saglikli bireylerden etik kurul onay1 ile
alman kanlardan eritrosit hiicreleri izole edildi. Elde edilen eritrosit paketi kontrol,
etanollii Turk propolis ekstrakti, pozitif kontrol (kuersetin) ve negatif kontrol (t-BHP)
olarak dort gruba ayrildi. Eritrosit paketlerine dncelikle ekstrakt muamelesi ve ardindan
t-BHP muamelesi uygulandi. Daha sonra negatif kontrolde olusacak hasara karsi
etanollii Tiirk propolisinin koruyucu etkilerini gérmek i¢in malondialdehit (MDA),
toplam antioksidan kapasite (TAK), toplam oksidan kapasite (TOK), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ¢alisildi. Etanollii Tiirk propolis
grubunda MDA ve SOD degerleri negatif kontrole goére anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.05). Etanollii Tiitk propolis grubunda TAK 0l¢limleri, negatif
kontrole gbére anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu calismada ilk olarak
etanollii Tiirk propolis ekstraktinin t-BHP tarafindan indiiklenen eritrosit hiicrelerinde in
vitro kosullarda olusan oksidatif hasara kars1 koruyucu etkisinin oldugunu gézlemledik.
Bu ¢aligmanin gelecekte yapilacak in vitro ve in vivo deneylerde yol gosterici olacagi

distiniilmektedir.

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



2. SUMMARY

Investigation of Protective Effects of Ethanolic Extract of Turkish Propolis
Against Oxidative Damage Induced by t-BHP

Propolis is an adhesive resinious matter produced by bees picking from various
plants. Major parts of propolis contain flavonoids, phenolic compounds and essential
oils. Phenolic compounds exhibit antioxidant properties. Polyphenols have reductive
agent property, metal chelating and free radical scavenging properties. The proteins on
the outer surface of the resultant erythrocyte membranes are easy to target by free
radicals. It is also an efficient model for the oxidative damage due to the ease of
erythrocyte elution and its use as a cell model in studies. Tertiary butylated
hydroperoxide (t-BHP) is a substance used in studies on mechanism of oxidative cell
damage. The aim of this study is to investigate the protective capacity of ethanolic
propolis extract using damaged erythocyte cell models. Erythrocyte cells were isolated
from blood taken by healthy ethics committee approval. The obtained erythrocyte
package was divided into four groups as control, ethanol extracted Turkish propolis
extract, positive control (quercetin) and negative control (t-BHP). Erythrocyte packages
were first treated with extract and then with t-BHP treatment. Malondialdehyde (MDA),
total antioxidant capacity (TAC), total oxidant capacity (TOC), superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) enzyme activities were evaluated to determine the protective
effects of the ethanolic Turkish propolis against the negative control. MDA and SOD
values were significantly lower in the ethanolic Turkish propolis extract group than the
negative control group (p<0.05). In the ethanol extracted Turkish propolis group, TAK
measurements were significantly higher than the negative control (p<0.05). In this
study, we first observed that the ethanolic Turkish propolis extract was protective
against oxidative damage caused by in vitro conditions in t-BHP-induced erythrocyte

cells. It is thought that this work will guide future in vitro and in vivo experiments.

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



3. GIRIS ve AMAC

Caglar boyunca insanlar hastaliklarinin tedavisi i¢in ilaglara degil dogaya
giivenmislerdir. Farkli kiiltiirlerde saglik bakiminda bitki tabanli sistemlerin énemli rol

oynadigi belgelendirilmistir (1).

Eski zamanlardan beri geleneksel alternatif tipta bal arilar1 veya ar1 iirlinleri
(6rnegin; ar1 zehiri ve propolis) agriy1 hafifletmek veya iltihabi tedavi etmek icin
kullanilmistir. Gegmiste bazi hastaliklarin iyilestirilmesi i¢in propolisi ila¢ olarak eski
Misirlilar, Romalilar ve Yunanlilar kullanmistir. Propolis bal mumu benzeri regineli bir
maddedir. Bal arilar1 tarafindan ¢imento olarak kovanin acik ve catlak yerlerini
kapatmada kullanirlar. Yiksek sicakliklarda yumusak esnek ve c¢ok yapiskan

sogutuldugunda ise sert ve kirilgan hale gelir (2).

Propolisin antibakteriyel, antifungal, antiviral, anti-inflamatuvar, antioksidan, anti
timdr, antiprotektif c¢ok yonlii farmakolojik faaliyetleri kanitlanmistir. Propoliste
yaklagik 300 bilesik tespit edilmistir. Bu bilesikler arasinda fenolik asitler, flavonoidler,

terpenler, balmumu, amino asitler ve sekerler gibi temel gruplari igerir (3, 4).

Hayatimizi devam ettirmek icin oksijen vazgecilmez temel bir elementtir.
Hiicreler oksijen kullanarak mitokondriden ATP elde ederler ve bunun sonucunda
serbest radikaller olusabilir. Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitaller de bir
veya daha fazla eslesmemis elektron igeren molekiiller veya molekiiler fragmanlar
olarak bilinir. Serbest radikaller eslesmemis elektronlar bulundurduklarindan dolay1
diger molekiillerle reaksiyon verebilmektedir. Serbest radikallerin biyolojik sistemde
olusma siireci oksijene dayali olmaktadir. Ortamda hasarli ve yaslh hiicrelerin fazlalig
serbest radikal tiretimini artirir. Olusan serbest radikallere, hiicresel redoks isleminden

kaynaklanarak olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) 6rnek verilebilir (5-8).

ROS etki mekanizmalarina bakildiginda hiicrelerin protein, DNA, karbohidratlar,
lipidler, enzimler ve diger molekiil gruplar ile etkilesime girerek metabolizmalarini
etkilemektedir. Organizmada olusan serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklar
tarafindan olusturulmaktadir. Prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde olusan serbest
radikaller hiicresel ve doku hasarlanmasina neden olabilirler. Olusan serbest radikaller

enzimatik ve non-enzimatik olarak savunma sistemi olusturur. Enzimatik savunma



sistemine Ornek olarak siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) verilebilir. Non-enzimatik savunma sistemine ise baslica glutatyon,

tiyoller, vitamin C ve vitamin E 6rnek verilebilir (7, 9, 10).

Oksidatif hiicre hasar1 olusturmak i¢in organik bir hidroperoksit olan tersiyer biitil
hidroperoksit (t-BHP) yaygin olarak ¢alismalarda kullanilmaktadir. t-BHP, serbest
radikal ara iriinlerine metabolize edilebilen organik bir hidroperoksidandir. t-BHP
hiicresel molekiillerle kovalent baglar olusturabilen, hiicre biitiinliiglinii etkileyen ayni

zamanda lipid peroksidasyonunu baslatabilen bir bilesiktir (11, 12).

Eritrositlerde olusan ROS’un zararlarin1 durdurmak veya azaltmak i¢in enzimatik
ve enzimatik olmayan etkin bir antioksidan sisteme sahiptir. Bu enzimatik sistem olusan
serbest radikalleri temizleyemediginde olusan asir1t ROS/RNS proteinleri, lipitleri ve
niikleik asitleri tahrip eder. Eritrosit membranlarinin dis1 fosfatidler proteinleri
acisindan zengindir. Serbest radikaller sonucu olusan MDA i¢in dis membrandaki
baslica proteinler kolay bir hedeftir. Artan MDA seviyesi, hiicre zar1 polaritesinde
degisiklikler, lipid faz1 yiizeyinde yiik paylasimi ve oligomer olusumuyla sonuglanir.
Eritrosit igerisindeki enzimatik sistem ve oksidatif stres arasindaki degisim bir¢ok 6zel
patolojik durumlarla iliskilidir. Bundan dolayr kolay elde edilebilme ve calismamiza

uygun olmasi sebebiyle eritrositler calismamizda kullanilmistir (13).

Yapilan literatiir arastirmalarinda 2,2'-azobis (2-aminopropan) hidrokloriir
(AAPH) tarafindan indiiklenen insan eritrositlerinde oksidatif hasar sonucu etanollii
propolis ekstrakti kullanarak in vitro etkinligini degerlendiren tek calisma Bonamigo

arkadaglar tarafindan ¢aligilmistir (14).

Ayni zamanda in vitro kosullarda Valente ve arkadaslari metanollii propolis
ekstrakti kullanarak insan eritrositlerinde lipid peroksidasyonuna kars1 vermis oldugu

etkileri incelemistir (15).

Bu caligmadaki ana amag etanollii Tiirk propolis ekstraktinin eritrosit hiicreleri

tizerinde olusan oksidatif hasara karsi koruma kapasitesinin degerlendirilmesidir.



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 iiriinlerin
tikketimine yoneltmistir. En yaygin olarak kullanilan dogal iiriinler arasinda ar1 {iriinleri
yer almaktadir. An iirlinleri bir¢ok hastalikta, hastaligin ilerlemesinin Oniine ge¢mek,
agrilarin azaltilmasi ve hastaligin ilerlemesinin oniine ge¢mek, agrilarin azaltilmasi ve
hastaligin tedavisi gibi bircok amacla kullanilmaktadir. Apiterapide tedavi amaciyla ar1

tirtinleri kullanilmaktadir (16).

Propolis, bal, balmumu ve bitki regineleri gibi mum ve botanik malzemelerin
karistirtlmas1 sonucunda bal arilar tarafindan tiretilir. Arilar i¢in propolis koruyucu bir
role sahiptir. Kovanda bulunan kiiciik delikleri ve c¢atlaklar1 kapatir ve bu da
mikroorganizmalarin, boceklerin ve olumsuz hava kosullarinin kovana zarar vermesini

engeller (17).

Propolis farkli ¢esitli agaclarin yaprak tomurcuklarindan tiretilen kimyasallarin bir
karisimi olarak diistiniilebilir. Propolisin bilesenleri toplanma zamanma ve bitki
materyallerinin bilesenlerine baglidir. Genellikle flavonoid ve fenolik asitlerden olusan
recineler (% 50), mumlar (% 30’dan fazla), esanslar (% 10), polen (% 5) ve cesitli
bilesenler (% 5) bulunmaktadir. Cesitli bilesenlere 6rnek olarak; Fe, Zn, benzoik asit,
yag asitleri, ketonlar, laktonlar, kinonlar sekerler, dogal pigmentler (klorofil ve

karatenoidler) ve yani sira vitaminleri (B1, B2, B3 ve B6) icermektedir (18, 19).

Propolisin antiseptik, antimikotik, antiprotozoan, antiviral, antiinflamatuar
spazmolitik ve immiin sistemi uyarici aktiviteler gibi birgok tibbi 6zellige sahip oldugu

bulunmustur (20).

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

sylvatica), akgaagac (Alnus glutinosa) ve ¢esitli bitkilerdir (21).
4.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis sert ve kirillgan bir yapiya sahip olmasina ragmen 1sitildiginda yumusak,

esnek ve yapiskan bir hal alir. Genel olarak propolis maddesi 60-70 derecede sivi hale



gelmektedir ancak bazi propolis numuneleri i¢in bu rakam 100 dereceye
ulagabilmektedir (2, 22).

Propolis su ve hidrokarbon c¢oziiclilerde diisiik, alkollerde ise yiiksek oranda
¢Oziiniirliik gosterir. Kovandan toplanarak topak haline getirilmis propolis 6rnekleri

Sekil 1°de gosterilmistir (23, 24).

Sekil 1. Topak Haline Getirilmis Propolis Ornekleri (Turan’dan, 24)

4.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve icerigi

Propolis farkli renklere sahiptir. Ornegin sar1 yesilimsiden koyu kirmzi ve
kahverengi gibi renklerde olabilmektedir. Propolisin sahip oldugu renk ve fiziksel
ozellikler propolisin toplandig1 kaynaga baglhidir. iklim, su durumu, cevresel faktérler,
bolgeden bolgeye farklilik gosteren farkli bitkisel kaynaklardan elde edilen regine ve
bitki eksudalar1 buna sebep olmaktadir. Ham propolisin bilesimi kaynagina gore
degismekle birlikte, genellikle % 50 recgine, % 30 mum, % 10 esansiyel ve aromatik

yaglar, % 5 polen ve % 5 diger organik maddelerden olusmaktadir (25- 27).



Propolis igerisinde bir¢ok element, yag asidi, enzim ve vitamin igermektedir. B1,
B2, B6, C ve E vitaminlerini igermektedir ayni zamanda igerisinde siiksinat
dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, asit fosfataz ve adenozin trifosfataz enzimleri
icermektedir. Igerisinde bulunan elementler ise; Magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), iyot
(D, sodyum (Na), potasyum (K), bakir (Cu), ¢cinko (Zn) mangan (Mn) ve demir (Fe)’dir
(28).

Tablo 1. Propoliste Bulunan Baslica Bilesenler (Demir’den, 16)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar
Flavonoidler
Regine Terpenler % 45-55
Fenolik asitler ve esterler
Arilardan veya bitkilerden mum, % 25-35
Mum ve yag asitleri  Bitkilerden ¢oklu doymamais yag
asitleri
Esansiyel yaglar Ucucu bilesenler % 10

Eser elementler

Polen p )
Serbest aminoasitler

%5
Laktonlar
o Steroidler b
Diger maddeler Sekerler % 5

Kinonlar

4.1.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler; meyvelerde, sebzelerde, cay, sarap, meyve suyu gibi iceceklerde
dogal olarak bulunan polifenolik bilesiklerdir. Bitkilerde flavonoidler aromatik
aminoasitler, fenilalanin, tirozin ve malonattan iceren bitkilerde bulunur (29, 30).

Flavonoidlerin genel yapisi Sekil 2°de gdsterilmistir.

Sekil 2. Flavonoidlerin Genel Yapisi (Pietta’dan, 30)



Flavonoidler biyosentetik olarak fenilalaninden tiiretilen ve bitkilerde yaygin
olarak bulunan pigmentlerdir. Bitkilerde 4000°den fazla flavonoid tespit edilmistir ve

sayilan gitgide artmaktadir (31).

Flavonoidler merkezindeki piran halkasinin oksidasyon durumuna bagli olarak
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler ve flavanoller

(katesinler ve proantosiyanidinler) olarak 6 alt sinifa ayrilirlar (32).

Propolis 6rneklerinden izole edilen en biiyiik bilesik grubunu flavonoidler temsil
etmektedir. Giiniimiize kadar propolisten 38’den fazla flavonoid izole edilmistir.
Bunlara 6rnek olarak galangin, kaempferol, kuersetin, pinosembrin, pinostobin ve
pinobanksin gosterilebilir. icerdigi bazi fenolik gruplara &rnek olarak sinnamil alkol,
sinnamik asit, vanilin, benzil alkol, benzoik asit, kafeik asit ve ferulik asitleri igerir (33,
34).

Propoliste bulunan bazi onemli flavonoidlerin kimyasal yapis1 Sekil 3’te

gosterilmistir (35).



HO O

Acacetin
OH O
I
Z
Chrysin
OH

OH O O

Genistein Kaempferol

o I
K

HO O

Naringenin Pinocembrin

Sekil 3. Propoliste Bulunan Bazi Onemli Kimyasallarm Siniflandiriimasi
(Valpi’den, 35)

Flavonoidler antiproliferatif, antikarsinojenik, antibakteriyel, antiinflamatuar,

antialerjik, antiviral, metal selatlama ve antioksidan aktiviteye sahiptir (31).
4.1.2.2. Ar1 Mumu ve Yag Asitleri

Propoliste bulunan ar1t mumu ve yag asitleri propolisin yaklasik % 30’unu
olusturur. Ar1 mumu baslica mono esterler, diesterler, uzun zincirli hidrokarbonlar,
hidroksiesterler, poliesterler, uzun zincirli yag asitleri, triesterler ve asit esterlerinden

olusur (36).
4.1.2.3. Esansiyel Yaglar

Propolisteki ugucu bilesenler propolisin yaklasik % 10’nunu olusturmaktadir.

Ancak Schmidth ve arkadaslarina gore propoliste bulunan ugucu yaglar, terpenler ve ari



mumu propolisin etkisini ve kimyasal 6zelliklerini anlamli bir sekilde etkilememektedir
(36).

4.1.2.4. Mineral Elementler

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

elementleri belirlenmistir (37).
4.1.3. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Propolis, antimikrobiyal, antifungal, antioksidan, antiinflamatuvar, antitimor,
radyoprotektif ve antililser ve yara iyilestirici 6zelliklere sahiptir. Propolis ayrica
bagisiklilik sistemini diizenleyici 6zellikler gostermektedir. Antikor iiretimini uyararak
makrofaj ve monosit gibi dogustan gelen bagisiklilikta bulunan hiicrelere ve dogal

oldiirticii hiicrelere etki ederler (38, 39).

Propolis, geleneksel olarak insanlar tarafindan tedavi amaciyla kullanilan dogal
bir trlindiir. Propolis ar1 ¢esitleri, toplanma bdlgeleri, iklim ve bitki kaynagiin farkl
olmasi sebebiyle farkli bir kimyasal igerige sahiptir. Bu sebeple propolis icerigini

kimyasal bilesige gore standardize etmek zordur (40).

Geleneksel bir ila¢ olan propolis, binlerce yildir antiinflamatuvar ve antioksidan

bir ilag olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (41).
4.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Sistem

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitallerde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron iceren molekiiller veya molekiiller fragmanlar olarak
tanimlanabilir. Eslesmeyen bu elektron ve elektronlar, genellikle serbest radikal i¢in
onemli miktarda reaktivite verir. Oksijenden tiiretilen radikaller, canli sistemlerde

iiretilen radikal tiirlerin en 6nemli sinifin1 temsil eder (6).

Serbest radikaller (¢ogunlukla oksijene bagli radikaller), canli organizmada
yaygin olarak bulunurlar ve homeostazi sagladigi bilinmektedir. Serbest radikaller
normalde hiicre metabolizmasinda pozitif roller oynamaktadir. Serbest radikaller asiri
tiretildiginde DNA, protein ve lipidlerle reaksiyona girerek hiicre bozulmasina neden

olmaktadir (42).
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Oksijen aerobik organizmalar i¢in 6nemli ve gereklidir. Ancak oksijen bazi
durumlarda hiicreleri oksidatif hasara wugratir. Bu hasarlar, norodejeneratif,

kardiyovaskiiler, kanser gibi sayisiz rahatsizliga yol agar (43).

Normal metabolik siire¢lerin bir parcast olarak ROS iiretilir. Metabolizma
sirasinda tiretilen ROS, hidrojen peroksit, siiperoksit anyon, singlet oksijen ve hidroksil
radikalleridir. Oksidatif stres, viicuttaki serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki
dengesizlik  sonucudur. Bu dengesizlik uzun siire olusursa, hiicrelere,

makromolekiillere, dokulara, organlara ve viicuda bir biitlin olarak zarar verir (44).

Oksidanlardan, hiicrelerden veya organizmalardan kaynaklanan hasarlara karsi
savunma sistemi olarak antioksidanlar kullanilir. Antioksidan, elektron veya hidrojen
atomlar1 vererek oksidanlarin neden oldugu oksidatif hasar1 bloke edebilen veya
geciktiren ve boylece zincir reaksiyonlarin1 durdurabilen herhangi bir bilesige verilen
isimdir. Endojen olarak, serbest radikal olusumu oOnlenebilir ve ayrica hiicrelerde
bulunan glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimleri gibi antioksidan

enzimler tarafindan noétralize edilebilir (45).
4.2.1. Serbest Radikallerin Genel Reaksiyonlar:
Serbest radikaller, diger molekiillerle ¢esitli yollarla reaksiyona girerler.

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

bir kovalent bag olusturacak sekilde birlesirler ve radikal 6zelliklerini kaybederler (46).
H +H — H;
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).
Xo — e- + Xo+

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

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

Bu reaksiyonlarin sonunda, radikal olmayan bilesik radikal hale gelir. Bu nedenle
serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle reaksiyonlar1 birbirini izleyen zincir

reaksiyonlar1 seklinde olur.

Bu ozellikleri ile reaktif oksijen tiirleri; Tablo 3’te verildigi gibi radikaller ve

radikal olmayanlar olarak iki ana baglik altinda incelenmektedir (47).

Tablo 2. Biyolojik Onemi Olan Reaktif Oksijen Tiirleri (Ozden’den, 47)

Radikaller Nonradikaller
Stiperoksit, Oy Hidrojen peroksit, H,O,
Hidroksil, OH' Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, ROO Hipobroméz asit, HOBr
Alkoksil, RO Singlet oksijen, O
Peroksinitrit, ONOO Ozon, O3

Hidroperoksil, HO, Peroksinitrit, ONOO
Nitrik oksit, NO° Hidroperoksit, L(R)OOH

4.2.2. Serbest Radikallerin Olusum Nedenleri

ROS iiretiminin biiyiik bir kismi hiicrelerdeki mitokondride bulunan elektron
tasima zincirinin (ETS) tretmis oldugu ROS’dir. Hiicresel redoks isleminden reaktif
oksijen tiirleri olugsmaktadir. Olusan ROS yapmis oldugu etki bakimindan toksik veya
yararl etki gosterebilmektedir. Bu iki karsit etkinin arasinda bulunan denge yasam i¢in

onemli bir yer tutmaktadir.

ROS farkli kaynaklardan da iiretilebilirler. Cogu hiicre tiirii belirli kosullar altinda
ROS iiretebilir. Ozellikle fagositik hiicreler (makrofajlar, kupffer hiicreleri, polimorf
niikleer notrofiller, endotel hiicreleri) ve cesitli epitel hiicreleri (enterosit, hepatosit,
alveolar epitel hiicreleri ve renal tiibiiler epitel hiicreleri) 6rnek gosterilebilir. Ayrica
bazi enzimlerin (oksidazlar, siklooksijenaz, lipoksigenazlar, dehidrogenazlar ve
peroksidazlar) aktivitesi sonucunda serbest radikal olusmaktadir. Sitokrom P450

metabolizmasi, lizozomlar, peroksizomlar ve inflamatuar hiicre aktivasyonu, ROS’un
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diger endojen kaynaklaridir. Buna ek olarak, demir, bakir, krom, kursun, civa, nikel ve

vanadyum gibi metaller ROS iiretebilir (48- 52).
4.2.3. Serbest Radikal Tiirleri
4.2.3.1. Siiperoksit Radikali

Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
olusur. Biyolojik sistemlerde reaksiyona girdigi molekiiliin potansiyeline bagli olarak
indirgen veya ylikseltgen olarak bulunabilir. Siiperoksit radikali biyolojik sistemde
birgok diger ROS olusumunda 6ncii rol oynamaktadir. Ornegin hidrojen peroksit

(H20,), hidroksil radikali (OH") ve peroksinitrit (OONQO").
4.2.3.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit kendiliginden veya siiperoksidin dismutasyonu sonucu
olusabilir. Siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan bu dismutasyon reaksiyonu
katalizlenmektedir. Siiperoksit radikalinin aksine hidrojen peroksit fizyolojik kosullar
altinda kararlidir. Hidrojen peroksit yagda ¢oziiniir oldugundan membranlara kolayca
yayilabilir ve bu nedenle olustugu organellerden baska yerlere kolaylikla gegebilmekte

ve hiicrelerde reksiyon verebilmektedir.

Bu baglamda, H;0,, diger eylemlerin yan1 sira vazodilatasyonu artirma, gen
transkripsiyonunu aktive etme, fosfataz aktivitesini degistirme ve diger ROS
kaynaklarimi aktive etme sinyali veren bir molekiil olarak dahil edilmistir. Antioksidan
savunma mekanizmalarindan olan CAT ve GPx enzimi olusan H,;0, su (H0)
molekiiliine indirgeyebilmektedir. Miyeloperoksidaz, yiiksek reaktiviteye sahip kuvvetli
bir oksidan olan hipokloréz asit (HOCI) iretmek i¢in H202’nin kloriir iyonuyla

reaksiyona girmesini katalize eder (53).
4.2.3.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir. Yari
omrii yaklagik 10° s olan oldukca giiclii bir oksidandir. Bilinen en toksik radikal
olmakla birlikte lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi hemen hemen biitiin

makromolekiilleri okside edebilmektedir.

13



Redoks metal iyonlar1 hidroksil radikalini olusturmak ig¢in hidrojen peroksit ile
birlikte reaksiyona girerler. Ayrica siiperoksit radikali Haber-Weiss reaksiyonu ile

hidroksil radikaline doniistir.

Stres kosullar1 altinda siiperoksit radikali F e+2’yi kullanilabilir duruma getirerek

hidroksil radikali olusumuna destek olur (6).

Olusan hidrojen peroksit Fe*?/Cu*? varliginda veya diger gecis metalleri (Zn, Mn,
Cr, Co, Ni, Mo) ortamda bulundugunda indirgenerek hidroksil radikaline doniisiir. Bu
reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir. Siiperoksit radikali varliginda ise

hidrojen peroksit Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikallerine doniisiir (7).

Haber-Weiss ve Fenton Reaksiyonu

H,0, . Cu'/Fe"> __» OH +OH +Cu*¥Fe"™ Fenton Reaksiyonu
Cu*/Fe®+0,” _—» Cu'lFe™ + O,

O, + H,0, — % OH +OH +0; Haber-Weiss Reaksiyonu

4.2.3.4. Tersiyer Biitil Hidroperoksit (t-BHP)

Oksidatif hiicre hasar1 mekanizmalarini kapsayan ¢aligmalarda siklikla kullanilan
organik bir hidroperoksit olan t-BHP organik hidroperoksitlerin alkil radikallerine bir
oksijen eklenmesi veya peroksil radikallerinden bir hidrojen atomunun g¢ikarilmasi
sonucunda meydana gelmektedir. t-BHP metal iyonlar1 ve onlarin kompleksleri
vasitastyla diger alkoksil ya da peroksil radikallerine ayrisabilir ve bunun sonucunda

lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlari hizlandirilabilir.

t-BHP kaynakli toksisitenin nedenleri i¢in Onerilen etki mekanizmalar1 soyledir;
intraseliiler kalsiyum dengesindeki degisiklikler, glutatyon ve protein tiyol diizeyindeki
azalma, DNA tek zincir kiriklarmin olusumu, lipid peroksidasyonunun baglamasi,
tersiyer biitoksil radikallerinin olugsmas1 ve t-BHP kaynakli genotoksisitedir. Bir gegis
metali aracilikli reaksiyon ile H2O, gibi degisik tipteki ROS’larin {iretimiyle sonuglanan

bir stiregtir (11).
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Sekil 4. t-BHP’nin ac¢ik kimyasal formiilii (Lima’dan, 11)

4.2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

ROS ve reaktif azot tiirleri (RNS) normal hiicresel metabolizma iiriintidiir. ROS
ve RNS canli sistemler i¢in zararlar1 ve yararlari mevcuttur. Reaktif oksijen tiirleri
ortamda diisiik yogunlukta bulunduklarinda birgok hiicresel yanita karsi O, ve H,0;
urettigi cesitli caligmalarla bulunmustur. Reaktif oksijen tiirlerinin bir¢ok fizyolojik
fonksiyonda yararli etkileri vardir. Bunlar arasinda; fagositoz araciligiyla enfeksiyonlara
kars1 savunma, sitotoksik lenfositler ve makrofajlar tarafindan kanser hiicrelerini
Oldiirme, sitokrom p450 tarafindan ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, mitokondride
ATP firetimi, hiicre biiylimesi ve diisiik konsantrasyonlarda mitojenik yanitlara neden

olma sayilabilir (6, 7).

Potansiyel biyolojik hasara neden olan serbest radikallerin zararh etkisi, oksidatif
stres ve nitrosatif stres olarak adlandirilir. Asirt derecede tiretilen ROS hiicresel lipitlere,
proteinlere ve DNA’ya normal islevlerini engelleyecek sekilde hasar verebilir. Son
yillarda yapilan c¢aligmalarda, serbest radikallerin miyokard enfarktiisii, iskemi,
ateroskleroz, nérolojik ve kas hastaliklari, astim, diyabet, katarakt, yaglanma ve kanser
gibi bircok hastalikla iliskili oldugu goriilmektedir. Serbest radikallerin faydali ve
zararl etkileri arasindaki hassas denge, canli organizmalarin ¢ok énemli bir unsurudur

ve "redoks diizenlemesi" ad1 verilen mekanizmalarla basarilir (6, 54).
4.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres terimi serbest radikallerin DNA, lipit ve proteinler iizerindeki
zararl etkilerini yok etmek i¢in hiicrelerin bu etkiyi ortadan kaldiracak detoksifikasyon

yetenegi arasindaki dengesizligi ifade etmek i¢in kullanilir.
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Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, amiyotrofik lateral skleroz,
kardiyovaskiiler hastalik, alerjiler, bagisiklilik sistemi islev bozuklugu, seker hastaligi
ve kanser oksidatif stres ile ilgili hastaliklardir (55).

Oksidatif strese yol acan reaksiyonlarin reaksiyonlarin olusmasin tetikleyen iki
molekiil smift vardir. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri bu iki simifi
olusturmaktadir. Olusan serbest radikaller daha cok lipidler iizerine etki etmektedir.
Biyomolekiiller arasindaki doymamis yag asitlerinde bulunan C=C baglar1 serbest
radikal hasarina kars1 oldukca hassaslardir. Lipit peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag
asitlerininin oksidatif yikimi1 sonucu meydana gelmektedir. Serbest radikallerin veya
radikalik yapidaki oksidan molekiillerin 6zellikle C=C c¢ift bag1 iceren drnegin ¢oklu
doymamig yag asitleri gibi lipitlere saldirmasi ile baslatilan bir reaksiyon zinciri
sonucunda lipid peroksil radikalleri ve hidroperoksitleri olusturur. Lipidlerin oksidatif
olarak yikiminin ve olusan doku hasarinin belirteci olarak MDA miktar
gosterilmektedir. MDA iki veya daha fazla ¢ift bag igeren doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusan aldehit yapili bir yan iriindiir. Elektrofilik yapisindan
dolayr oldukg¢a reaktif bir molekiildiir ve proteinlerle ve serbest aminoasitlerle schiff
baz1 olusturabilir. Olusan lipit peroksidasyonu sonucunda hiicre membran akiskanligi

artmaktadir ve hiicre membranlarinin biitiinliigline zarar verebilir (56, 57, 58).
4.3.1. Antioksidan Savunma Sistemi

Bir antioksidan serbest radikallere elektron bagislayip notralize edebilecek kadar
kararl1 bir molekiildiir. Oksidatif stres serbest radikaller tarafindan olusturuldugunda bu
etkiyi detoksifiye ederek ortadan kaldiracak antioksidanlar, serbest radikalleri

temizleyebilen ve olusan hiicre hasarini engelleyen ve geciktirici siiptiriictilerdir.

Bu antioksidanlar diisiik molekiil agirligina sahiptir ve serbest radikallerin
olusturdugu zincir reaksiyonlarini giivenli bir sekilde etkilesim kurarak sonlandirabilir
ve hayati molekiillerin zarar gérmesini engelleyebilir. Antioksidanlar radikal siipiiriicii,
hidrojen verici, elektron verici, peroksit dekompozeri, singlet oksijen sondiiriicli, enzim

inhibitdrii, sinerjist ve metal selatlayici olarak gorev yaparlar.

Dogal antioksidan sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
ROS’u ortadan kaldirmak i¢in hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlarda bulunur. Enzimatik

grup, katalaz, glutatyon tiyaredoksin sisteminin enzimleri ve sliperoksit dismutaz gibi
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bir dizi enzimi igerir. Enzimatik olmayan grup, dogrudan oksidatif maddeler tizerinde

etkili olan ve beslenme kaynaklarindan edinilen bir takim antioksidanlari igerir. Bu

grup, C vitamini (askorbat), E vitamini (tokoferol), karotenoidler, flavonoidler ve

polifenoller gibi bilesikleri igermektedir (55, 59, 60).

Tablo 3. Ana Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (Caylak’dan, 61)

Antioksidan
Enzimler ve Rolii Ozellikleri
Vitaminler
Manganez igerir (Mn-SOD )
Bakir ve ¢inko igerir (CuZn
Stiperoksit —SOD)

dismutaz (SOD)

Katalaz (CAT)

Glutatyon
peroksidaz (GPx)

Alfa tokoferol

Beta karoten

Askorbik asit

O3~ H207’ye dontistiiriir.

H,0;’yi H,O ya gevirir.

H20, ve lipit peroksitlerini
etkisizlestirir.

Lipid peroksidasyonunu kirar.
Lipit peroksitlerini O, ~ ve OH
temizler.

Peroksi radikalleri ile O, " ve OH

temizler.

Vitamin A’nin oksidasyonunu
onler.

Gegis metallerini baglar.

Direk olarak O, , OH ve H,0,’yi

temizler.
Detoksifikasyon metabolizmasi

esnasinda meydana gelen serbest

radikalleri ve ROS’lan etkisiz
hale getirir. Vitamin E’nin
rejenerasyonunu saglar.

Mn ve Fe igerir (Fe-SOD)
Ni igerir (Ni-SOD)

Bakir igerir (Cu-SOD)
Peroksizomlarda yer alan
tetramerik bir proteindir.
Selenoprotein (Se** icerir),
daha ¢ok sitozolde, az
olarak mitokondride bulunur
ve GSH kullanir.

Yagda ¢oziiniir.

Yagda ¢oziiniir.

Suda ¢oziiniir.

4.3.2. Enzimatik Antioksidanlar

4.3.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Bu, en etkili hiicre i¢i enzimatik antioksidanlardan biridir ve siiperoksit

anyonlarinin dioksijene ve hidrojen peroksit'e doniisiimiinii katalize eder. SOD

enziminin insan viicudunda baslica {i¢ tane ana formu vardir. Bu izoformlardan CuZn-
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SOD sitozolde, Mn-SOD mitokondri ve ekstraselliiller —SOD olarak bulunmaktadir.
CuZn-SOD molekiil agirligi 32 kDa olan iki 6zdes alt birime sahiptir ve alt birimlerin
her biri aktif bolge olarak bakir ve ¢inko iyonlarindan olusan diniikleer metal kiimesi
igcerir. Mitokondriyal Mn-SOD dort alt grup igerir. Ekstraselliiler -SOD bakir ve ¢inko
icerir ve glikozaminoglikanlar i¢in yiiksek bir afiniteye sahip sekrete bir glikoproteindir.
Ancak bu SOD enzimi oksidatif strese yanit olarak degil Il esas olarak sitokinler

tarafindan koordine edilerek meydana getirilir (62).
4.3.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz peroksizomlarda lokalize olan ve (hidrojen peroksit oksidorediiktaz;
CAT, E.C 1.11.1.6) ferroporfirin proteinidir. Dort tane monomere sahiptir ve hidrojen
peroksitin bozunmasini katalize etmektedir. Her katalaz alt birimi stabilize olmak i¢in
bir NADPH molekiiliinii baglar. Bu reaksiyon sonucunda hidrojen peroksit molekiilii su
ve oksijene doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit O, ’ye bir elektron ilavesiyle ya da O;’ye

iki elektron eklenmesiylede dogrudan meydana gelir.

H, Oy + Hy O3 »2H,0+0,

Katalaz ¢ogunlukla in vivo kosullarda peroksidaz aktivitesi gosterir. Memelilerde
cogunlukla karaciger, eritrosit ve bobreklerde bulunur. Katalaz hepatik hiicrelerde ve
kanda oksijen dehidrojenazlarin etkisiyle Tretilen hidrojen peroksiti giderdigi

diistintilmektedir (7, 63).
4.3.2.3. Glutatyon Peroksidaz

GPx-1 (glutatyon: hidrojen peroksit oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9) eritrositik bir
enzimdir ve hemoglobini oksidatif hasara kars1 korudugu 1957 yilinda bulunmustur.
Mitokondri ve sitozol arasinda bolinmiis glutatyon peroksidaz-1 (GPx-1) selenyum
bagimli hidrojen peroksit toplayicisidir. Serbest hidrojen peroksidi suya veya lipit
hidroperoksitleri karsilik gelen alkollere indirgeyerek hiicreleri oksidatif hasara kars

korur (64, 65, 66).

GEH-Px

2GSH + H202 + NADP G386 + 2 H:0 + NADPH:

G5H-Px
ROOH + 2 GSH ROH + GS55G + H:
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GSH-Px enzimi H,O’nin indirgenmesi reaksiyonunda GSH’1 elektron vericisi
olarak kullanir ve olusan okside glutatyon (GSSG), NADPH bagimli glutatyon rediiktaz
enzimi tarafindan yenilenir. Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin, GSH); serbest siilfidril
grubu igeren bir tripeptiddir. Eritrositlerde GSH-Px hemoglobinin methemohlobine

oksidasyonunu azaltarak eritrositin Omriinii uzatir (67).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kullamilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar gerecleri ve malzemeler

Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Calismada Kullanilan Cihazlarin ve Laboratuar Malzemelerinin Ozellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Marka

Calkalayici

Niive, SL 350

Dondurucu Argelik, _ Altus (-20 °C), TermoElectron
Corporation (-80 °C)

Etiiv Gallenkamp

Hassas Terazi Mettler Toledo, AB204-S

Inkiibator Shel Lab Shaking Incubator, Heraeus

Karistici Ika Vortex Genius 3

Manyetik Karistirict Ikamag RH

Mikropleyt Okuyucu Molecular Devices

Otomatik Pipet 0.5-10 uL Eppendorf

Otomatik Pipet 100-1000 puL Socorex

Otomatik Pipet 10-100 uL Socorex

Otomatik Pipet 1-5 mL Eppendorf

Otomatik Pipet 20-200 uL Eppendorf

pH —metre

Hanna Instruments HI 2211

Santrifiij

Eppendorf, 5810

Sogutmali santrifiij

Beckman Coulter Allegra 64R

5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve cozeltiler Tablo 5’de

verilmistir.
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Tablo 5. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Kullanilan Kimyasal Madde/Cozelti Marka
Amonyum siilfat Merck
Bakir (IT) kloriir (CuCly) Sigma
Bovine serum albumin (BSA) Sigma
Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPQOy,) Merck
Dimetil siilfoksit Sigma
Etanol Sigma
Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) Merck
Gliserol Sigma
Hidrojen peroksit (H,05) Sigma
Kloroform Merck
Ksantin Sigma
Ksantin oksidaz Sigma
Kuersetin Sigma
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy,) Merck
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Merck
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) Merck
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma
Sodyum karbonat (Na,CO3) Merck
Sodyum kloriir (NaCI) Merck
Sodyum meta-arsenit Merck
Stiperoksit dismutaz (SOD) standarti Sigma
Tersiyer-biitil hidroperoksit (t-BHP) Sigma
Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma
Trikloro asetik asit (TCA) Sigma
5.2. Yontem

5.2.1. Etanollii Propolis Ekstraktinin Hazirlanmasi

Tiirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanan propolis ornekleri toz haline getirilip
karistirild: ve Tiirk propolisi toz karisimi elde edildi. 5 g toz propolis 100 mL % 70’lik
etanol ile ¢oziildii. Iyice vortekslendikten sonra 60 °C’de siirekli ¢alkalanarak en az 24
saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda calkalayict inkiibatdrden ¢ikarilan ekstrakt,
stizge¢ kagidindan siiziildii ve ardindan 0,22 pm’lik steril filtrelerden gegirilerek
deneyde kullanima hazir hale getirildi. Bu sekilde hazirlanan 50 mg/mL’lik
konsantrasyondaki  stok  propolis  ekstraktindan  seyreltme yoluyla cesitli

konsantrasyonlarda ¢alisma ¢dzeltileri hazirlandi.
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5.2.2. Eritrosit Hiicre izolasyonu

Etik kurul onayr alindiktan sonra, KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
laboratuarinda c¢alisan 15 goniilliiden (sigara, alkol, ila¢g kullanmayan, kronik
rahatsizligi olmayan, agir egzersiz yapmayan) onam formu esliginde 3’er adet EDTA’l1
tiipe (eritrosit eldesi i¢in) kan ornegi alindi. Alinan kanlar 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilip plazmalar1 ayrildi. Plazmalari ayrilan EDTA’ll tilipteki kanlara
hacimlerinin 3 katina kadar izotonik tuz ¢ozeltisi ilave edildi, tiip birka¢ defa hafifce
ters-diiz edilip santrifiij edildi. Ara yilizeyde beyaz bir tabaka seklinde duran l6kositler
ve ist kisim uzaklastirildi. Bu yikama islemi iist kisim berraklasana kadar devam
ettirilerek eritrosit paketleri hazirlandi. Hazirlanan eritrosit paketlerinden havuz
olusturuldu. KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvar’inda Hematokrit (Hct) ve
hemoglobin degerleri Olciildii. Hematokrit orant deneylerde % 10 olacak sekilde %
0,9’luk NaCl ile seyreltildi. Hazirlanan eritrosit paketi 4 °C’de saklandh.

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

1987,5 uL PBS steril 15 mL’lik falkon tiipe alind1. Uzerine stok t-BHP sisesinden
(7.989 M) 12,5 pL konuldu. Iyice vortekslenerek tamamen ¢oziilmesi saglandi. Boylece
50000 uM konsantrasyonda ara stok olusturulmus oldu.

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 cesitli

konsantrasyonlarda ara stoklar hazirlandu.
5.2.5. Eritrosit Hiicresi Icin Uygun t-BHP Konsantrayonunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak olan t-BHP konsantrasyonunun bulunmasi i¢in farkli
dozlarda t-BHP eritrosit paketleri {izerine t-BHP eklenip, 1 saat 37 °C de inkiibasyona
birakildi. Daha sonra eritrosit paketlerinde MDA o6l¢iimii gergeklestirilerek kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p<0.05) hasar olusturan 750 puM t-BHP

konsantrasyonu seg¢ildi.
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5.2.6.t-BHP  Kaynakh Eritrosit Hiicre Hasarimi  Onleyecek Propolis

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

50 mg/mL’lik etanollii Tiirk propolis ekstraktindan ¢esitli konsantrasyonlarda ara
stoklar hazirlandi. Eritrosit paketlerine 6nce 50 ile 500 pg/mL arasinda degisen
konsantrasyonlarda etanollii Tiirk propolis ekstrakti eklendi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe
edildi ve daha sonra eritrosit paketlerine belirlenen t-BHP konsantrasyonu eklenip 1 saat
37 °C inkiibasyonda birakildi ve MDA &l¢iimii gerceklestirildi. Kontrol grubuna yakin
olan propolis konsantrasyonu deneylerde kullanmak iizere segildi (Sonuglar Ek 1’de

verilmistir).
5.2.7. Deneyde Kullanilacak Kuersetin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

1 mg/mL‘lik kuersetin ekstraktindan ¢esitli konsantrasyonlarda ara stoklar
hazirlandi. Eritrosit paketlerinin {izerine c¢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 inkiibe edilip, MDA 6l¢iimii gergeklestirildi. Eklenen t-
BHP hasarin1 en fazla indirgeyen ve negatif kontrole gore anlamli derecede diisiik

(p<0.05) konsantrasyon olan 2 pg/mL seg¢ildi.
5.2.8. Deney Gruplar
Deney gruplar1 Tablo 6’da olusturuldu. Pipetlemeler uL olarak yapildi.

Tablo 6. Deney Gruplart

Kuersetin t-BHP
(Pozitif (Negatif
Kontrol)  Kontrol)

2000 1965.6 1965.6 1969.6

Kontrol Etanollii Tiirk

Hacim (pL) Grubu  Propolis Grubu

Eritrosit Paketi

(Hct: 9% 10)

Etanollii Tiirk Popolisi
(100 pg/mL)

Kuersetin

(2 pg/mL)

- 4 - -

- - 4 -
37 °C’de 2 saat karanlikta inkiibasyona birakildi.
- 30.4 30.4 30.4
37 °C’de 1 saat karanlikta inkiibasyona birakildi.

t-BHP
(750 pM)
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5.2.9. Eritrosit Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

SOD aktivitesi, Sun ve Oberley (68) metoduna gore yapildi. Bu metod, ksantin-
ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu siiperoksit radikallerinin nitro blue tetrazoliumu
(NBT) indirgeyerek olusturdugu mavi-mor rengin 560 nm’de verdigi absorbansin
spektrofotometrik olarak Gl¢iilmesi esasina dayanir. Eritrositlerdeki SOD’un ortamdaki
stiperoksit 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 Cézeltisi: 3.65 mg ksantin 80 mL deiyonize suda ¢6ziildii.
0.6 mmol/L EDTA Cozeltisi: 8.93 mg EDTA 40 mL deiyonize suda ¢6ziildii.

150 nL. NBT Cozeltisi: 4.9 mg NBT 40 mL deiyonize suda ¢oziildii. NBT giinliik

taze hazirlandi.
400 mM Na,COj3 Cozeltisi: 1.01 g Na,CO3 24 mL deiyonize suda ¢o6ziildii.
1 g/L BSA: 12 mL deiyonize suda 12 mg BSA ¢oziildii.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3.3 U/mL’lik orijinal siseden 101 puL alinip

2 mL’ye amonyum siilfatla tamamlandi. Ksantin oksidaz giinliik hazirlandi.

0.8 mmol/L CuCl, Cozeltisi: 5.37 mg CuCl, 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.

Giinluk taze hazirlandi.

2 mol/L Amonyum Siilfat: 2.64 g amonyum siilfat 10 mL deiyonize suda

¢Ozildii.

SOD Standartlar:: 20, 16, 0,5, 0,313, 0,125 U/mL’lik SOD standartlar1 ve kor

hazirlandi.

Reaksiyon karistmi: 80 mL 0,3 mM ksantin ¢6zeltisi, 40 mL 0,6 mM EDTA
cozeltisi, 40 mL 150 uM NBT c¢ozeltisi, 24 mL 400 mM Na,COs ¢ozeltisi, 12 mL 1g/L
BSA karistirildi. Reaksiyon karisimi hazirlanirken hacimler hesaplanip biitiin maddeler
ayni kapta karigtirildi.  Yukarida ifade edilen konsantrasyon ifadeleri son

konsantrasyonlardir.
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Deneyin yapilist

100 pL eritrosit paketi 900 pL soguk saf su ile karigtirilip hemoliz edildi. Elde
edilen hemolizata 800 pL etanol: kloroform (5:3) karisimi eklenip vortekslendi. 18 000
x g’de 4 °C’de bir saat santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan SOD aktivitesi ve katalaz

aktivitesinin Sl¢limiinde kullanildi.

Tablo 7. SOD Aktivitesi Ol¢iimii

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

25 °C’ da 20 dakika inkiibasyona (karanlkta) birakildi.
Bakar Klortir 0.5

560 nm’de absorbans o6l¢iildii.

Tablo 7°da ifade edildigi gibi pipetlemeler ve islemler yapildi ve 560 nm’de
absorbanslar o6l¢iildii. Hesaplamalar % inhibisyon olarak hesaplandi. Sekil 5’deki
standart grafigi SOD aktivitesinin logaritmasi almarak Sekil 6’deki lineer standart
grafigine doniistiiriildii. Bu grafikten yararlanilarak % inhibisyonlar SOD aktivitesine
doniistiiriildii. % 50 inhibisyona karsilik gelen SOD aktivitesi bir bir enzim {initesi

olarak alindi. Sonuglar hemoglobin miktarina béliinerek U/g Hb olarak hesaplandi.

(A koér — A numune)

% inhibi = 100
% inhibisyon Ao X
80 -
. '/‘*/'*’_’
- 60 -
S 50 - y =4,52191n(x) + 61,863
% 40 - R2=0,992
2
k= 30 -
=3 20 -
10 -
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Standart SOD Aktivitesi (U/mL)

Sekil 5. Standart SOD Aktivitesi ve % Inhibisyon Grafigi
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80 -

70 _/
— y = 10,412x + 61,863

50 R? = 0,992
40 -

% inhibisyon

30 -
20 -
10 +

O
A\ T T 1

-1 -0,5 0 0,5 1 15

Log (SOD Aktivitesi)

Sekil 6. Log (Standart SOD Aktivitesi) ve % Inhibisyon Grafigi

5.2.10. Eritrosit Katalaz Aktivitesi Tayini

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

Goth (69) metoduna gore belirlendi.
Kullanilan Cozeltiler

60 mM Sodyum Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7.0): 5.37 g KH,PO,4 ve 3.65 ¢
NapHPO,4.2H,0 yaklasik 750 mL saf suda ¢oziiliir, pH 7.0’a ayarlanir ve hacmi 1 L’ye

tamamlandi.

32.4 mM Amonyum Molibdat Cézeltisi: 1.89 g amonyum molibdat 50 mL saf

suda ¢ozildi.

65 mM H;0; Cozeltisi: 327 pL % 30’luk H,O, 50 mL fosfat tamponunda

¢oOziildii. H,O, ¢ozeltisi taze hazirlandi.
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Tablo 8. Katalaz Aktivitesi Ol¢iimii ve Yapilan Islemler

Cozeltiler Numune Kor 1 Kor 2
Numune 20 uL
Tampon 20 uL 120 uL
H,0, ’li tampon 100 pL 100 uL
37 °C’ de 1 dakika bekletildi.
Amonyum molibdat ¢6zeltisi 100 uL 100 uL 100 pL

405 nm’de absorbanslar1 okundu.

Tablo 8’da ifade edilen islemler yapildi. Olgiilen absorbans degerleri asagidaki
denklemde vyerine konularak katalaz aktivitesi hesaplandi. Sonuglar hemoglobin
miktarlaria boliinerek U/g Hb olarak ifade edildi.

(AKor2 — A numune) x 271
(Akor2 —Akor1)

U
Katal ktivitesi (—) =
atalaz aktivitesi (mL)

5.2.11. Eritrosit MDA Seviyesinin Belirlenmesi

Eritrosit MDA seviyesi Stocks ve Dormandy (70) metoduna gore gergeklestirildi.
Bu metod MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA)’in 1sitilmast 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 KH,PQO, ¢ozeltisi ve 6.08
mL 0.5 M K;HPO, ¢ozeltisi % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde karistirilip pH 7.4°e ayarlandi

ve ¢Ozeltinin hacmi 1 L’ye tamamlandi.
0.4 M Sodyum Azid: 2.6 g NaN3 100 mL PBS’de ¢oziiliir.

TBA Cozeltisi: 0.1 g TBA 500 uL 1 N NaOH ¢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 ¢oziiliir.

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

¢Oziiliir.

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

konsantrasyonlarda MDA standartlar1 hazirlandu.
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Tablo 9. Eritrosit MDA Olgiimii ve Yapilan islemler

Cozelti Hacim (uL)
Eritrosit paketi 300
Azitli PBS ¢ozeltisi 2700
37 °C ‘de 10 dakika karisitirlir.
PBS c¢ozeltisi 3000
37 °C’de 2 saat ¢alkalayici lizerinde inkiibasyona birakildi. Hiicre silispansiyonu
olusturuldu.
Siispansiyon 900
TCA — Arsenit 600
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatan alindi.
Stipernatan ve Standartlar 300
TCA 100
TBA 100

15 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.
Sogutulduktan sonra mikropleyte aktarildi ve 532 nm’de absorbanslar1 okundu.

Tablo 9’da ifade edildigi gibi islemler gergeklestirildi. Sekil 7°daki MDA standart
grafiginden yararlanarak Orneklerdeki MDA konsantrasyonu hesaplandi. Belirlenen

MDA diizeyleri hemoglobin degerlerine boliinerek ifade edildi.

3,5
3 - y =0,0736x + 0,034
€ R?=0,9977
< 25
(o]
on
n 2
c
o 1,5
Ke]
—
3 1
<
0,5
O 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 7. MDA Standart Absorbans Grafigi

5.2.12. Eritrosit TOK Seviyesinin Belirlenmesi

Orneklerin toplam oksidan kapasitesi (TOK), Rel Assay marka ticari kitler

kullanilarak 6lciildii. Olgiim, testin ¢alisma prensibinde ifade edildigi {izere drneklerin
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icerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine
dayanan, kolorimetrik yontem kullanildi. Tablo 6’da olusturulan deney gruplarindaki

eritrosit paketinde calisildi. Sonuglar umol H,0O; esdegeri/L olarak ifade edildi (70).
5.2.13. Eritrosit TAK Seviyesinin Belirlenmesi

Omneklerin total antioksidan kapasitesi (TAK), Rel Assay marka ticari kitler
kullanilarak o6l¢iildii. Olgiim ydntemi Ornekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli
ABTS* katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan
molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina
dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan trolox kullanilir.
Sonuglar mmol trolox esdegeri/L olarak ifade edildi (71). Tablo 6’da olusturulan deney
gruplarindaki eritrosit paketinde calisildi.

5.3. istatiksel Yontem

Veriler SPSS22 (Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar paket
programina aktarilarak, istatistiksel olarak degerlendirildi. Normal dagilima
uygunluklar1 Shapiro-wilk Testi ile kontrol edildi. Tim gruplardaki parametrelerin
hepsi normal dagilima uygun oldugu bulundu. ikiden fazla bagimsiz gruplarin
degerlendirmesinde ANOVA ve Post-hoc Tukey testi uygulandi. Elde edilen degerler
aritmetik ortalama + standart sapma (x + S.D) olarak ifade edildi. p<0.05 istatistiksel

olarak anlaml kabul edildi. Tiim deneyler en az ii¢ kez (n=3) tekrarlandi.
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6. BULGULAR

6.1. Eritrosit MDA Seviyeleri
Gruplarin MDA seviyeleri Tablo 10 ve Sekil 8’de gosterilmistir.

Tablo 10. Eritrosit MDA Sonuglari

Grup Eritrosit MDA (nmol/g Hb) ANOVA p
Kontrol 1.15+0.27° 0.0001
Etanollii Tiirk Propolis Ekstrakt 0.94+0.26"
Kuersetin (Pozitif Kontrol) 2.82+0.55°
t-BHP (Negatif Kontrol) 66.4+0.88"

a-c, a-d, b-c, b-d, d-c Post Hoc Tukey testine gore anlamli derecede farkli

bulunmustur. (p< 0.05).

80
70
60
50
40

30

MDA (nmol / g Hb)

20

10
S — I

Kontrol Etanollt Turk Propolis Kuersetin t-BHP
Ekstrakti

Sekil 8. Eritrosit MDA sonuglari

Caligmamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit paketlerinde etanollii Tiirk
propolis ekstrakt grubunun MDA seviyesi, negatif kontrole gore anlamli derecede

(p<0,05) diisiik bulundu. Kontrol ve propolis grubu arasinda anlamli bir fark yoktur.
6.2. Eritrosit Toplam Oksidan Kapasite (TOK) Seviyesi

Gruplarin toplam oksidan kapasitesi (TOK) seviyeleri, Tablo 11 ve Sekil 9’da

verildi.
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Tablo 11. Eritrosit TOK Seviyeleri

Eritrosit TOK (p mol H,0,
Grup esdegeri/L) ANOVA, p
Kontrol 20.21+0.123 0.059
Etanollii Tiirk Propolis Ekstrakt 18.77+1.70
Kuersetin (Pozitif Kontrol) 17.14+2.145
t-BHP (Negatif Kontrol) 21.38 £1.77

Anova ve Post Hoc Tukey testine gore gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmedi. (p>0.05).
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Sekil 9. Eritrosit TOK seviyeleri

6.3. Eritrosit Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Seviyesi

Gruplarin toplam antioksidan kapasitesi (TAK) seviyeleri, Tablo 12 ve Sekil
10°da gosterildi.

Tablo 12. Eritrosit TAK Seviyeleri

Eritrosit TAK (mmol trolox
Grup esdegeri/ L) ANOVA, p
Kontrol 1.69 +0.12° 0.0001
Etanollii Tiirk Propolis Ekstrakt 2.68 +£0.04°
Kuersetin (Pozitif Kontrol) 2.15+0.19°
t-BHP (Negatif Kontrol) 1.61 +0.08"

a-b, a-c, b-c, b-d, c-d Post Hoc Tukey testine gore anlamli bulunmustur. (p< 0.05).
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Sekil 10. Eritrosit TAK Seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; etanollii propolis ekstrakt grubunda
negatif kontrol grubuna gore toplam antioksidan kapasite anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Etanollii propolis grubunda TAK seviyesi diger tiim gruplardan anlamli

derecede yiiksektir.
6.4. Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Elde edilen aktivite degerleri hemoglobin bagina verildi, Tablo 13 ve Sekil 11°de

gosterilmistir.

Tablo 13. Eritrosit SOD Aktivitesi

Grup Eritrosit SOD Aktivitesi (U/g Hb)  ANOVA, p
Kontrol 629.7 + 39.40° 0.0001
Etanollii Tiirk Propolis Ekstrakt 566.8 +20.59"

Kuersetin (Pozitif Kontrol) 597.8 + 8.15°

t-BHP (Negatif Kontrol) 902.5 + 20.29°

Post Hoc Tukey testine gore a-d, b-d, c-d anlamli derecede farkli bulunmustur.

(p< 0.05)
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Sekil 11. Eritrosit SOD aktiviteleri

Elde edilen bulgulara gore negatif kontrol grubu (t-BHP) diger gruplara gore

anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
6.4. Eritrosit Katalaz (CAT) Aktivitesi

Gruplarin katalaz seviyeleri, Tablo 14 ve Sekil 12°de verilmistir.

Tablo 14. CAT Enzim Aktivitesi

Grup Eritrosit CAT Aktivitesi (U/g Hb) ANOVA, p
Kontrol 46237 £ 1861 0.05
Etanollii Tiirk Propolis Ekstrakt 46109 + 1638

Kuersetin (Pozitif Kontrol) 47130 + 1575

t-BHP (Negatif Kontrol) 49850 + 515

Anova testine gore gruplar arasinda anlamli fark bulunamamastir.

33



51000

50000
= 49000
T
oo 48000
~
)
— 47000
wv
£ 46000
=
k]
< 45000
©
743 44000
< 43000

42000

41000

Kontrol Etanolli Turk Propolis Kuersetin t-BHP
Ekstrakti

Sekil 12. Eritrosit CAT Aktiviteleri

34



7. TARTISMA

Propolis ¢ogunlukla regine (% 50), mum (% 30), ucucu yaglar (% 10), polen (%
5) ve diger organik bilesiklerden (% 5) olusur. Propoliste bulunan 6nemli organik
bilesikler; fenolik bilesikler, esterler, flavonoidler, terpenler, beta-steroidler, aromatik
aldehitler ve alkollerden olugsmaktadir (73).

Propolis etanolik ekstraktinin antibakteriyel, antifungal, antiinflamatuar,
antibiyotik, antiviral, anestezik, immiinostiimiilan ve sitotoksik etki olmak tiizere birgok

biyolojik aktiviteye sahip oldugundan dolay1 aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. (74).

Oksidatif stres, ROS iiretimi ve biyolojik sistemin detoksifikasyonda yetersiz
kalmasi sonucu olusan dengesizlikten kaynaklanmaktadir. t-BHP tarafindan oksidatif

stres olusturdugu bilinmektedir.

Kan, oksijeni ve besin maddelerini tiim viicut boliimlerine tagimaya yardime1 olan
akiskan bir bag dokusudur. Lenfatik sistemle birlikte farkli hiicre tiplerinden olusan kan,
yabanci cisimlere veya antijenlere karsi biliylik bir savunma hatt1 olusturur. Hiicreler
veya dokular t-BHP gibi dis toksinlere maruz kaldiginda membran gegirgenligi olusur

ayn1 zamanda su gozenekleri olusur ve membran hiperpolarize olur.

Bulunan sonuglara gore t-BHP’nin membrana bagli enzimleri segici olarak inhibe
ettigi ve methemoglobin olusumunu artirdig1 ayn1 zamanda baz1 membran proteinlerinin
yiiksek molekiil agirlikli polimerlerin olugsmasina neden oldugu ileri siiriilmiistiir. t-BHP
ve hemoglobin reaksiyona girdiginde t-butoksil radikalleri olusur ve mebran lipitleri ile
reaksiyona girer. Olusan hidroperoksitler zincir reaksiyonlarini baglatmaktadir ve bunun

sonucunda alkenaller, aldehitler, ketonlar ve hidrokarbon gazlari olusmaktadir (75).

Propolisin bal arilar tarafindan gesitli bitki kaynaklarindan toplanan regineli bir
kovan firiiniidiir. Geleneksel tipta M.O 3000°li yillarindan itibaren kullanilmakta olan
propolis bircok biyolojik fonksiyona ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir (76).

Viicut hiicre ve organlarin olusan ROS’lara kars1 olduk¢a karmasik bir savunma
sistemine sahiptir. Olusan serbest radikalleri nétralize etmek ve sondiirmek igin
etkilesimli ve sinerjistik olarak gorev yapan cesitli endojen ve eksojen bilesenleri

icermektedir. Bunlar arasinda serbest radikalleri sondiiren antioksidan enzimler,
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oksidatif reaksiyonlar1 katalizleyebilen serbest demir, bakir iyonlarini sinirlayan metal
baglama proteinleri ve diyet ile alinan ve tiiretilen diisiik molekiil agirlikli (askorbik

asit, vitamin E, karotenoidler, polifenoller, a-lipoik asit) bulunmaktadir (77).

Calismamizda bulunan sonuglara gore; eritrosit paketlerinde 100 ug/mL etanolli
propolis konsantrasyonu kullanilmistir. t-BHP ile hasar verilen grubun MDA seviyeleri
diger gruplara gore anlami derecede yliksek bulunmustur. t-BHP uygulamasindan once
100 pg/mL etanollii propolis ile muamele edilen grubundan lipid peroksidasyonunu
anlamli derecede azalttigini tespit ettik. Bulunan bu sonuglara gore t-BHP kaynakli
olusan serbest radikalleri siipiirme etkisi ve lipid peroksidasyonuna kars1 koruyucu etki

gosterdigi bulunmustur. Yapilan diger ¢alismalarla sonuglarimiz uyumlu bulunmustur.

Lee ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada propolisin 6nemli bir bileseni olan
kafeik asit fenetil esterinin (CAPE) kiiltiirlenmis bir HepG2 hiicre hattinda ve sicanlarda
t-BHP ile indiiklenen karacigerde hepatotoksisite tlizerine koruyucu etkileri
arastiritlmistir. CAPE’nin hiicre canliligi ve membran doymamis yag asitlerinin baslica
oksidatif bozunma {iiriinii olan MDA olusumu ag¢isindan HepG2 hiicrelerini t-BHP’den
etkili bir sekilde korudugu bulunmustur. Sican karacierinde t-BHP’nin
uygulamasindan 6nce CAPE ile 6n tedavinin doz bagimli olarak lipid peroksidasyonunu
ve karaciger enzim belirteclerinin (alanin aminotransferaz ve aspartat aminotransferaz)
serum seviyelerinde 6nemli Olg¢iide azalttigi bulunmustur. Birlikte ele alindiginda, bu
sonuglar, CAPE’nin t-BHP kaynakli hepatotoksisiteye karst koruyucu etkilerinin, en
azindan kismen, ROS’u siipiirme ve DNA’y1 oksidatif stres kaynakli hasardan koruma
kabiliyetine bagli olabilecegini diisiindlirmektedir. Bununla birlikte, bu calisma,
CAPE’nin, hiicreleri DNA hasarindan korumak igin hidroksil radikalleriyle reaksiyona

girdigini ve siiperoksit radikallerini temizledigini ilk kez gostermistir (78).

Al Ghamdi ve arkadaglar1 streptozotosin (STZ) ile indiiklenen tip I diyabetik fare
modelinde propolisin etanol-¢oziiniir tiirevi ile tedavisinde lipid peroksidasyonunu ve
kan, karaciger ve lenfoid organlarda serbest ROS seviyesini diislirerek oksidatif stresi
onemli Ol¢iide engelledigi bulunmustur. Propolisin oksidatif stresin iyilestirilmesi ve
diyabetik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinin geciktirilmesi ic¢in giiclii bir anti-

oksidan oldugu diistiniilmiistiir (79).

36



Bonamigo ve arkadasglarmin yapmis oldugu in vitro calismada Brezilya’da
bulunan ignesiz arilardan (Scaptotrigona depilis ve Melipona quadrifasciata) elde
edilen propolisin etanollii ekstraktlarinin 2,2’-azobis (2-aminopropan) hidrokloriir
(AAPH) tarafindan indiiklenen insan eritrositlerindeki lipid peroksidasyonuna karsi
etkileri incelenmistir. Hazirlanan % 2.5’luk eritrosit siispansiyonu Oncelikle farkli
konsantrasyonlardaki propolis ekstraktlariyla 30 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra
AAPH tarafindan indiiklenen eritrositlerdeki lipid peroksidasyonunu en aza indirgeyen
konsantrasyon 125 pg/mL bulunmustur (14). Biz kendi ¢aligmamizda oksidatif hasar
olusturmak i¢in literatiir arastirmalar1 sonucu t-BHP kullandik. Kendi ¢alismamizda
indiiklenen eritrositlerdeki lipid peroksidasyonunu temizleyen konsantrasyon olarak 100
pg/mL konsantrasyonu bulunmustur. Bonamigo arkadaglar1 gibi bizde kendi
calismamizda etanollii propolis ekstrakti kullanilarak lipid peroksidasyonunun

engellendigi ve MDA seviyelerinin diistiglinii gézlemledik.

Valente ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada 50 mM AAPH tarafindan
indiiklenen insan eritrositlerin de Bornes ve Fundao propolisinin metanollii ekstraktlar
kullanilarak lipid peroksidasyonu inhibe etme etkinlikleri gdzlemlenmistir. Lipid
peroksidasyon derecesi karbonil iriinii olan MDA olusumuyla orantili oldugu
bilinmektedir. Bornes propolis ekstrakti (5-20 pg/mL) ve Fundao propolisi (10-40
nug/mL) konsantrasyonlarinda hazirlanarak % 5.2°lik eritrosit siispansiyonu iizerine
uygulanmistir. AAPH tarafindan indiiklenen eritrositlerde konsantrasyona bagimli bir
sekilde lipid peroksidasyonunun diistiigli gozlemlenmistir. Lipid peroksidasyonunu
maksimum indigeyen her iki propolisinde en yiiksek konsantrasyonlarinda (Bornes
propolisi; 20 ug/mL ve Fundao propolis; 40 pg/mL ) gdzlemlenmistir. Inkiibasyon
ortaminda bulunan propolisin polifenolik bir bilesik olmasindan dolay1 olugan serbest
radikallerin eritrosit zarimin biyomolekiillerine saldirmadan 6nce sulu fazdaki peroksil

radikallerini sondiirdiigii diisiiniilmiistiir (15).

Orsolic ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada propolisin suda ¢oziiniir ve
etanolik ekstraktlar1 kullanilarak diyabetik hayvanlarda alloksan kaynakli toksisiteyi
hafifletmis ve hayatta kalma siirelerini uzatmistir. Ayn1 zamanda diyabetik farelerde
alloksan kaynakli oksidatif stresi azaltarak olusan hepatotoksisite ve nefropatiyi

azaltmistir. Bu calismada propolisin nefropati ve hepatoksisite de olusturdugu etki
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diyabetik hepatorenal hasarin azaltilmasi propolisin preparatlarinin anti-oksidatif etkisi

ile oldugu diistiniilmiistiir (80).

Ebeid ve arkadagslariin yaptig1 bu calisma, radyoterapi uygulanan meme kanseri
(BC) hastalarinda propolis takviyesinin radyo-koruyucu etkisini degerlendirmek icin
yapilmistir. 45 kisiden olusturulan 3 grup; grup I (kontrol grubu yas ve menopoz
durumlar1 benzer 45 saglikli kadin), grup II (kemoterapi alan 45 gogiis kanseri hastalari
ardindan radyoterapi almistir), grup III (kemoterapi alan 45 go6giis kanseri hastasi
ardindan radyasyon tedavisi ve propolis takviyesi aldi) olusmaktadir. Grup III’de
radyoterapi Oncesi (400 mg propolis kapsiilii, giinde 3 kez) ve radyoterapi sonrast 10
giin boyunca propolis verilmistir. Gruplardan vendz kan 6rnegi alinarak serumlarinda
MDA ve TAK degerlerine bakilmistir. Bu ¢alismada, propolis uygulamasi ile
radyoterapinin radyasyona bagli lipid peroksidasyonunu MDA {iretimi acisindan 6nemli
Olciide dustlirdiigii ve TAK kapasitesinde anlamli bir artisa neden oldugu gozlenmistir.
Bu ¢alismaya gore propolis indirgeme giicii ve antioksidan aktivitesinin kiyaslanilabilir

oldugu ciinkii propolisin besin degeri yiiksek ve onemli miktarda polifenol icerdigi
bilinmektedir (81).

Calismamizda kuersetin pozitif kontrol olarak kullanilmistir ve propolis igerisinde
yiiksek oranda bulundugu bilinmektedir. Bolimiimiizde Cakiroglu tarafindan yapilan
calismada ise yapilan analizde etanollii Tirk propolis ekstraktinda toplam bulunan
flavonoid igerigine bakilmistir. Etanollii Tirk propolis ekstraktinda bulunan kuersetin
konsantrasyonu 47.79 mg/g propolis olarak belirlenmistir. Kuersetin propolis igerisinde
yiiksek oranda bulundugundan dolayr ¢alismamizda pozitif kontrol olarak kuersetin
secilmistir. Kuersetin olusan oksidatif strese karsi kuvvetli bir flavonoid olarak
bilinmektedir. Kuersetin fisetin, katesin ve mirisetine benzer sekilde flavonoid
agilikondur ve 3-OH gruplarma sahip olup lipid oksidasyonunun giicli
onleyicilerindendir. Kuersetin zincir reaksiyonunun ilk adimini engelleyerek zincirin

¢ogalmasini durdurur (82, 83).

Bolimiimiizde Yigit tarafindan yapilan ¢aligmada belirlenen eritrositler
tizerindeki lipid peroksidasyonunu en aza indirgeyen kuersetin konsantrasyonu (2
pg/mL) ve aymi zamanda eritrositler iizerinde maksimum hasar olusturan t-BHP

konsantrasyonu (750 uM) kullanilmistir  (84). Calismamizda 2  pg/mL
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konsantrasyonunda DMSO igerisinde ¢oziinen kuersetin bilesigi kullanilmistir. t-BHP
ile hasar verilen gruba gore 2 pg/mL kuersetin ile 6n muamele yapilan grupta MDA
seviyesi anlamli derece diisiik bulunmustur. Kuersetinin olusan oksidatif strese karsi
etkili bir flavonoid oldugu ¢alismamizda da gézlemlenmektedir. Calismamizda oksidatif
hasar olusturacak t-BHP i¢in PBS ile 50000 uM’lik ara stok hazirlanarak maksimum
hasar elde edilen 750 uM t-BHP eritrositler iizerine oksidatif hasar olusturmak igin

uygulanmustir.

Yigit rarafindan boliimiimiizde yapilan ¢alismada t-BHP tarafindan indiiklenen
eritrosit hiicrelerinde sulu Tiirk propolis ekstraktinin olusan oksidatif hasara karsi olan
etkileri incelenmistir. Calismada yapilan konsantrasyon belirleme caligmalarinda 200
pg/mL konsantrasyondaki sulu propolis ekstrakti maksimum koruma gerceklestirdigi
tespit edilmistir. Calismada MDA, SOD, CAT, TAS veTOS parametrelerine bakilmistir.
Bulunan sonuglara gore t-BHP uygulanan eritrositlerde olusan oksidatif stres sonucu
meydana gelen serbest radikalleri sulu Tirk propolisinin ortamdan siipiirdiigii
diigiiniilerek artan lipid peroksidasyonunu indirgedigi gozlemlenmistir. t-BHP ile hasar
verilen eritrosit hiicrelerinde artan SOD ve CAT degerleri ise ortamda bulunan serbest
radikallerin fazla olmasindan dolayr SOD ve CAT enzimlerinin bu etkiyi ortamdan
kaldirmak i¢in daha aktif oldugu diisiiniilmiistiir. Hasar verildikten sonra eklenen sulu
Tiirk propolis gruplarinda enzim aktivitesinin azalmasi propolis igerisinde bulunan
bir¢ok antioksidan sebebiyle enzim aktivitesine katkida bulundugu ve bu sebepten 6tiirii

enzim aktivitesinde azalma oldugu diisiiniilmiistiir (84).

Gasmi ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada piretroid bocek ilact olan deltamethrin
tarafindan 90 giin boyunca (0.32 mg/kg/giin) indiiklenen wistar si¢can beyninin
(hipokampus ve striatumunda) nevrotoksisiteyi ve kuersetinin (10 mg/kg/giin) koruyucu
etkilerini degerlendirmeyi amaglanmistir. Deltamethrine maruz kalan beynin iki
kisminda da MDA seviyesi yiiksek bulunmustur, SOD aktivitesi ayni sekide anlaml
derecede yiiksek bulunmustur. Kombine olarak verilen deltametrin ve kuersetin
grubunda ise beynin striatum kisminda yiikselen sod aktivitesi anlaml1 derecede azaldig1
goriilmiistiir. Deltamehrinin sebep olduguVserbest radikallere karsi kuersetinin

tyilestirici etkisi oldugu gozlemlenmistir (85).
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Kasmi ve arkadaslariin yaptigi calismada difenokonazol ile indiiklenen
sicanlarda kombinasyon halinde kuersetinin oral uygulanmasi sicanlarin hepatik
dokularinda artmis olan MDA diizeylerini 6nemli 6l¢iide diisiirUmiistiir. Kuersetinin
serbest radikal yakalama kabiliyeti sebebiyle lipid peroksidasyonunu bastirabilir ve bu

gozlem kuersetinin antiperoksidatif ve antioksidan etkilerini gostermistir (86)

Calismamizda elde edilen bulgulara gore eritrosit lizatinda, 100 pg/mL etanollii
Tiirk propolis ekstrakt grubu negatif kontrole (t-BHP ilave edilen grup) gére SOD
enzim aktivitesi anlamli derecede diisiik bulunmustur. Ayn1 sekilde 4 pg/mL Kkuersetin
ekstrakt grubu (pozitif kontrol), negatif kontrol (t-BHP) eklenen gruba gére SOD enzim
aktivitesi anlamli derecede diisiik bulunmustur. CAT enzim aktivisinde ise ANOVA

testine gore gruplar arasinda anlamli fark gézlemlenmemistir.

SOD enzim aktivitesinin t-BHP (negatif kontrol) grubunda yiiksek bulunmasi ve
etanollii propolis ve kuersetin ile 6n muamele edilen ve daha sonradan hasar verilen
grupta SOD aktivitesinin azalmasi propolisin ve kuersetinin ortamda olusan serbest
radikalleri yiiksek oranda temizledigi icin SOD enziminin aktivitesine ortamda daha az
ihtiya¢ duyuldugu diisiiniilmiistir. Caligmamizda propolis eklenen ve daha sonra hasar
verilen grupta MDA seviyesinin kontrol grubundan diisiik bulunmasi, propolisin
ortamdaki lipid peroksidasyonunu ortadan kaldirmasi1 sebebiyle SOD enzim
aktivitesinin antioksidan iceren gruplarda az olmasi beklenilen bir sonug¢ oldugu

kanaatine varilmistir.

Song JJ ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismanin amaci, CAPE’nin
kiltirlenmis insan orta kulak epitel hiicreleri {izerindeki anti-inflamatuvar ve
antioksidatif etkilerini degerlendirmektir. H,O, ile indiiklenen iltihaplanmanin CAPE
tarafindan doza ve zamana bagli olarak TNF-a ve COX-2 ekspresyonunu inhibe ettigi
bulunmustur. Kiiltiirlenmis insan orta kulak epitel hiicrelerinde H,O, uyarimu ile olusan
ROS birikimi ve SOD ekspresyonunu CAPE 6n mumelesiyle azalttigi goriilmiistiir.
CAPE gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin oksijensiz radikallerle reaksiyona
girdigini ve SOD gibi endojen O; temizleyici antioksidanlara olan talebi azalttig1

sonucuna varilmistir (87).

Enis Yonar ve arkadaslari sazanlarin doku ve kanlarimi klorpirifoslar (CPF)

tarafindan indiikleyerek ve ayni zamanda I¢ Anadolu Kayseri ilinden elle toplanan
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kavak propolisinin etanol ekstraktini kullanarak olusan olumsuz etkilere karsi propolisin
roli arastirilmigtir. Baliklar 10 giin siireyle subfetal CPF konsantrasyonlarina (0.040 ve
0.080 mg/L) ve es zamanl olarak kilogram basina 10 mg propolis uygulanmistir. Kan
ve doku numuneleri (karaciger, bobrek, solungag) toplanmistir. Deney sonunda
hematolojik parametreler, malondialdehit (MDA) seviyeleri, siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitelerine bakildu.
Calismada CPF kaynakli lipid peroksidasyonunda propolis ile es zamanli tedavide,
baliklardaki farkli dokularindaki MDA seviyelerinin diisiirtildiigli goriilmiistiir. Propolis
icerisinde bulunan fenolik bilesikler ve antioksidan ozellikleri sebebiyle siliperoksit
anyon radikal iretimini engelleyecegi diisiiniilmiistir. Sadece CPF’ye maruz kalan
gruplarin karaciger, bobrek ve solungaglarinda SOD aktivitesi 6nemli 6l¢iide artmigtir.
Propolis ile birlikte verildiginde ise SOD aktivitelerinin belirgin diizeyde
normallesitigini gormiislerdir. SOD aktivitesindeki bu azalma, propolisin siiperoksit
radikal olusumunun inhibisyonuna veya potansiyel serbest radikal siipiirme aktivitesine

atfedilebilecegi diisiintilmiistiir (88).

Okutan ve arkadaslarimin yaptig1 calismada streptozotosin (STZ) ile indiiklenen
diyabetik sicanlarin kalplerinde CAPE’nin antioksidan etkisi géz Oniine alinarak
CAPE’nin antioksidatif etkileri arastirllmistir. Bu calismada diyabetik sicanlarda
oksidatif stresin kalpteki MDA diizeylerinde artis meydana getirdigi ve bunun olusan
oksidatif strese cevab olarak ortaya c¢iktigi diisiiniilmiistiir. CAPE ile tedavi edilen
sicanlarin MDA seviyeleri kontrol grubuna indirilmesi CAPE’nin antioksidan 6zelligine
atfedilmistir. Diyabetik si¢can grubunun kalp dokularinda artmis olmasi oksidatif stresin
bir sebebi olabilecegi diisiiniilmiistiir. CAPE serbest oksijen radikallerinin bir toplayicisi
olabilecegi ve sican kalbindeki oksidatif stresi onleyerek SOD ve CAT enzimlerinin

yiikselmesine engelleyebilecegi diisiiniilmiistiir (89).

De David ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada tiyoasetamid (TAA) ile indiiklenen
karaciger toksisitesinde kuersetinin etkilerini arastirmisladir. TAA uygulanan siganlarda
hepatik SOD aktivitesinin belirgin bir sekilde arttigi bulunmustur. Bununla birlikte
TAA ve kuersetin alan grupta hepatic SOD aktivitesinin TAA alan gruba gére daha
diisiik oldugu ve kontrole yakin seviyelere diisiiriildiigii gézlemlemislerdir. SOD’un

artmis aktivitesi uygulanan TAA’nin Oncii hiicreler {izerindeki etkisini ortadan
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kaldirmak sebebiyle bu aktivasyonu yansitmakta ve oksidatif stresin biiyiikligline ve

dolayistyla stres faktorlerinin dozuna bagli olabilecegi diistintilmiistiir (90).

Rocha de Oliveria ve arkadaslar1 yaptigi calismada tarimda pestisit olarak
kullanilan poliklorlu bifeniller (PCB’ler) kullanilarak sigandaki karaciger hasarinda
kuersetinin etkisi arastirilmistir. Yapilan ¢alismada PCB uygulanan grupta yapilan
Olciimde TBARS degerlerindeki artig PCB’lerin membran lipidlerini degistirebildigini
ve hiicrenin normal islevini bozdugunu diisiindiirmiistiir. PCB ile kuersetin uygulanan
grupta azalmis lipoperoksidasyon degerlerinin kuersetinin polifenolik bir bilesik
olmasindan dolayr serbest radikalleri etkisiz hale getirdigi diistiiniilmistir. PCB
grubundaki SOD aktivitesinin artmig olmasi hiicreler iizeindeki ksenobiyotik stres
olusturmakta ve siiperoksit anyonundaki artisin sebep oldugu etkileri ortadan
kaldirabilmek i¢in cevap olarak SOD aktivitesinin "saldirganlik" ve stresdr dozuna bagli
olarak artmis oldugu bulunmustur. SOD artis1, oksidatif stres artis1 nedeniyle siiperoksit

anyonunun dismutasyonundan kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmiistiir (91).

Sonug olarak bu calismada ilk defa etanollii Tiirk propolis ekstraktinin in vitro
sartlarda, insan eritrosit hiicrelerinde t-BHP ile indiiklenmis oksidatif hasara karsi
koruyucu etkinligi ortaya konuldu. Elde edilen bulgular in vitro ve in vivo ¢alismalarin
onciisli niteligindedir. Bu ¢alismalardan da elde edilecek olumlu verilerle propolisin

alternatif, tamamlayici dogal bir iirlin olarak kullanilabilecegini 6ngdrmektedir.
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9. EKLER

Ek 1. Deneyde kullanilacak Etanollii Tiirk Propolis Ekstraktinin Konsantrasyonunun

Belirlenmesi

50 100 250 350 500 Negatif
Kontrol | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL Kontrol
propolis | propolis | propolis | propolis | propolis (t-BHP)

MDA
21 6+ 7+ 210 £ 108 +
(nmol/g | 6 +0.69 656 +24.9
Hb) +2.70 0.39 6.18 24 9.14
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Ek 2. Gontlli Onam Formu

GONULLT OLUR. FORMU

yiririlmektes olan “Cesith an inin ve bith elstraldlarmm H0; veveya -EHP e ayanimr;
ol=idatif hasara lara keroyoce etidlerinm moelenmes™ adh arastrmays denek alarmk kanlmay
anfinksidan sist=me olan kafk ve dnens anlanlcd B gahcmada pelenskzel tedavi amach clarsk
knllamian dogal drimlerin {propelis, polen, an sin ve cegitl bitkilenn) oksidan haxara kars
konnooobagumm amstnlacay ve beklenen somiclann almmas halinds ba dogal dnimlenin

Yaplacak olan bu cahicma ign bir defaya mahsus bir gecelik achk sonmands kan verscegim,
farkh olarak herhansi bir iglem uyeolarmayacagy we daha soom o kaolards kopo e dsil

Ean alma lemi asrasmds ghzlenebilecsk istermeyen efidler arasmda bayilma, agn veveya
momme gbi olas bir soruma kars gerekli tedbirlenm almacagy doldonmma haber werensk
arasnmadan gekilme haklom oldugum ve kendimle ilgili bir ohomsuzhok hiszettgimds Ars, Gir
Eibra AEBULUT a (5398877267 nohr telefondan 24 saat nlacabilecsgimi hitivorom

Aragrmanm 15 kisivi kapsayan bir cahsma obdugum biltyonm

Arpstrma somuclanmon, epitim va da bilineel amaclarla kullamives srasmds bemim
arasnmamn suonomik sonmebnhazumm bana ait olmachim bilyonm

Ba acklamalan anladm ve pomilhiikis u opann verdim. Soz kemesn arsstomaya, highar
baskn we zorlama almak=szn kendi nramia kanimay kabal edivenm

Tapk / Vil - Hasta Dienegin -
A Sopd A Sovadh
Iz : Tneras
Telefom : Addresj
Telefon
Myémiatan Helim Ad Sovad ve Imeasr:
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