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OZET

Karadeniz Bolgesi Propolisinin Karakterizasyonu, Aktioksidan ve Sitotoksik

Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ar irlnleriyle (bal, polen, propolis, ar1 siitii, ar1 zehri, ve ar1 ekmegi) yapilan
hastaligi Onleyici veya iyilestirici tedavi sekilleri apiterapi olarak adlandirilmaktadir.
Onemli bir ar1 iiriinii olan propolis, bal arilarinin dogadaki cesitli bitki ve agag tiirlerinden
topladiklar1 maddeleri kendi salgilariyla birlestirerek olusturdugu re¢inemsi yapida dogal
bir iiriindiir. Propolisin igerigi buna bagli olarak biyolojik aktivitesi toplandig1 bolgeye,
bitki florasina ve ar1 irki gibi faktorlere gore degiskenlik gosterir. Iliman iklim kusaginda
olmasit ve bitki ¢esitliliginin fazla olmasi nedeniyle Karadeniz Bolgesi propolis iiretimi

bakimindan yiiksek potansiyele sahiptir.

Planlanan bu ¢aligmada Karadeniz Bolgesi propolislerinin karakteristik 6zellikleri
ile baz1 biyolojik aktif ozellikleri arastirildi. Sinoptan Artvine kadar yedi farkli ilden
toplanan ham propolis 6rneklerinin pH, iletkenlik, briks, balsam, vaks, toplam polifenol,
toplam flavanoid, toplam antioksidan kapasite ve fenolik profilleri incelendi.
Ordu(Ulubey) iline ait propolis 6rneginin tim O6zellikler bakimindan en kaliteli drnek
oldugu tespit edildi. Daha sonra Ordu(Ulubey) iline ait propolisin metastatik meme kanser
hiicrest (MDA-MB-231) tizerindeki sitotoksik etkisi arastirildi. MTT testi ile yapilan
sitotoksisite ¢aligmasinda, Ordu (Ulubey) propolis ekstraktinin metastatik meme kanseri
(MDA-MB-231) hiicrelerinde saglikli fibroblast (NIH/3T3) hiicrelerine gore 1.92 kat daha
secici etkisinin oldugu belirlendi. Ayrica yapilan Anneksin V-PI analizi sonuglarina gore
Ordu(Ulubey) propolis ekstraktinin MDA-MB-231 hiicre serisinde nekrotik ve gec

apoptotik hiicre sayisin1 anlamli olarak arttirdig1 gozlemlendi.

Anahtar Sozciikler: Apiterapi, apoptoz, meme kanseri, propolis, sitotoksisite

Xiv



ABSTRACT

Characterization of Black Sea Region Propolis, Determination of Antioxidant and
Cytotoxic Activities

Preventive or curative treatments made with bee products (honey, pollen, propolis,
royal jelly, bee venom, and bee bread) are called apitherapy. Propolis, an important bee
product, is a natural resinous product created by honey bees by combining the substances
they collect from various plant and tree species in nature with their own secretions. The
content of propolis, therefore, its biological activity varies according to the area where it is
collected, plant flora and bee race. The Black Sea Region has a high potential in terms of

propolis production due to its temperate climate and high plant diversity.

In this planned study, the characteristics and some biologically active properties of
the Black Sea Region propolis were investigated. The pH, conductivity, brix, balsam, wax,
total polyphenol, total flavanoid, total antioxidant capacity and phenolic profiles of crude
propolis samples collected from seven different provinces from Sinop to Artvin were
examined. It was determined that the propolis sample belonging to Ordu (Ulubey) province
is the best quality sample in terms of all features. Later, the cytotoxic effect of propolis
from Ordu (Ulubey) city on metastatic breast cancer cell (MDA-MB-231) was
investigated. In the cytotoxicity study performed with the MTT test, it was determined that
Ordu (Ulubey) propolis extract had 1.92 times more selective effect on metastatic breast
cancer (MDA-MB-231) cells compared to healthy fibroblast (NIH/3T3) cells. In addition,
according to the results of Annexin V-PI analysis, it was observed that Ordu (Ulubey)
propolis extract significantly increased the number of necrotic and late apoptotic cells in
the MDA-MB-231 cell line.

Key Words: Apitherapy, apoptosis, breast cancer, cytotoxicity, propolis
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1. GIRIS ve AMAC

Cok eski caglardan beri insanlar hastaliklarin tedavisinde ar1 {iriinlerinden
faydalanmistir. A triinleriyle (bal, polen, propolis, ar1 siitli, ar1 zehri, bal mumu ve ar1
ekmegi) yapilan hastaligi Onleyici veya iyilestirici tedavi sekilleri apiterapi olarak
adlandirilmaktadir (1). Arn triinlerinden biri olan propolis, bal arilarinin dogadaki ¢esitli
bitki ve agag tiirlerinden topladiklar1 maddeleri kendi salgilariyla birlestirerek olusturdugu
reginemsi yapida dogal bir triindiir. Arilar propolisi kovanlarindaki c¢atlaklar1 kapatmak,
kovan dezenfeksiyonu saglamak, nem ve sicakligin1 dengelemek amaciyla kullanmaktadir
(2-4). Yapilan calismalarda propolisin bilesiminin ve ona bagl olarak biyolojik aktif
ozelliklerinin toplandig1 cografik bolgeye, ar1 irkina ve floraya gore degiskenlik gosterdigi
belirtilmistir. Propolis genel olarak toplandigi bolgeye gore Asya propolisi, Giiney
Amerika propolisi, Afrika Propolisi, Brezilya propolisi, Anadolu propolisi gibi
adlandirilmaktadir. Bilesimindeki polifenoller bakimindan zengin olan propolis,
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanser aktiviteleri

ile multifonksiyonel dogal bir ilagtir (4-7).

Kanser, ¢esitli faktorlerin etkisiyle hiicrelerin kontrolsiiz boliinerek g¢ogalmasi
ve/veya apoptozun azalmasiyla ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur (8). Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gére meme kanseri %11.7 ile en yaygin goriilen kanser tiiriidiir (9). Son
yillarda dogal bir iiriin olan propolisin kanser iizerine olan etkisi ile ilgili ¢ok sayida

calisma oldugu goriilmektedir (10-13).

Bu tez calismasinda ¢ok zengin floraya sahip olan Karadeniz Bolgesi propolisinin
karakterizasyonu, antioksidan ozellikleri ve diinyada en yaygin olarak goriilen meme
kanseri (MDA-MB-231) hiicre serisi tiizerindeki sitotoksik etkisinin incelenmesi
amaclanmistir. Karadeniz Bolgesi propolisinin ilk kez bu 6zelliklerinin aydinlatiimasi

tilkemiz ariciligina ve ekonomisine katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Propolis

Propolis, bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan agaglarin kozalak ve kabuklarindan,
bitkilerin yaprak ve tomurcuklarindan toplanan ¢esitli yaglar, polenler, regine ve mumsu

maddelerin karisimindan olusan yapiskan keskin kokulu dogal bir karigimdir (2).

Propolis sozciik olarak Yunan kokenli bir fiil olan “promalasso” (siirterek yogurup
esnetmek) sozcligiinden tiiretilmistir (6). Yunanca’da «pro» = On-giris, «polis» = sehir
olmak tizere “sehrin Oniinde” anlamina gelmektedir ve ar1 kolonilerini koruyucu role
sahiptir. Yunan diinyasinda propolis ayrica ar1 tutkali olarak bilinip ar1 kovanindaki

acikliklari kapatan ¢imento anlamina da gelir (14).

Arilar propolisi kovanlarinin i¢ sicakligini (~34°C) ve nemini (%40-65) ayarlamak,
kovanlarinin c¢atlak ve hasarli yerlerini tamir etmek, kovanlariin giris deliklerini
daraltmak, cesitli mikroplarin (viriis, bakteri, fungus vb.) iremesini engellemek, kovanin
icine giren zararlt maddeler, mikroorganizmalar ve boceklerin mumyalanarak etkisiz hale

getirilerek kovanin dezenfekte edilmesi gibi birgok amag igin toplamaktadirlar (3, 4).

Propolis toplanmasi bal arilarini ugrastiran zor bir siirectir. Bal arilari bitkilerin
tomurcuk ve yapraklarinda bulunan yapiskan maddeleri, recineli sizintilar1 arka ayaklar1 ve
iist ¢enelerini kullanarak toplar ve agizlarinda bulunan salgiladiklar1 enzimler yardimiyla
nemlendirerek yumusatir. Pelet sekline gelen propolis 6n ve orta bacaklar kullanilarak arka

bacaklardaki polen sepetgiklerine biriktirilerek kovana taginir (4, 15).

Bal arilart i¢in; Cam regineleri (Pinus spp), Hus (Betula spp), Kavak ve tiirleri
(Popolus spp), At kestanesi (Aesculus Hippocastonum), Sogiit (Salix spp), Kizil Agag
(Alnus spp), Koknar (Abies spp), Erik (Prunus spp), Kara Aga¢ (Ulmus spp), Mese
(Quercus spp), Disbudak (Froxinus Excelsior) gibi bitki tiirlerinin salgilari,
yapraklarindaki ve tomurcuklarindaki lipofilik maddeler ©nemli propolis kaynag:

olmaktadir (4).

Propolisin fiziksel ve kimyasal ozellikleri ile iiretim miktar1 toplandigi cografi
konuma, bolgenin flora ¢esitliligine, iklim sartlarina ve ar1 irkina bagh olarak degiskenlik
gosterebilir. Bir ar1 kolonisi yilda ortalama 150-200 g propolis toplayabilmektedir. Propolis
iireten baslica ar1 1rk1 Avrupa bal aris1 (Apis mellifera) ve onun tiirleri olan Italyan bal aris1

(Apis mellifera ligustica), Avrupa kara aris1 (Apis mellifera mellifera) ve Karniyol bal aris1



(Apis mellifera carnica)’dir. ilging bir sekilde tropik bal aris1 (Apis cerana, Apis florae,
Apis dorsata) ve Afrika bal arist (African Apis mellifera) tiirlerinin propolisi

kullanmadiklar1 goriilmiistiir (2, 6).

Propolis ile ilgili son elli yilda yapilan ¢ok sayidaki ¢alisma genel olarak igeriginde
bulunan flavonoidler, fenolik asitler, esterler, aldehitler ve ketonlar gibi aktif bilesenler
sayesinde sahip oldugu antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, anti-inflamatuar
ve antikanser gibi bir¢ok biyolojik aktivitesini ortaya ¢ikarmistir (5, 7). Bunlarin
sonucunda ila¢ endiistrisinde kullanimi smirli olmakla beraber gida ve kozmetik
alanlarinda takviye edici tablet, burun ve bogaz spreyi, dis macunu, krem, sampuan, sabun

vb. bir¢ok tiriinde propolis kullanilmaktadir (4, 5, 7, 16).
2.2. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis kendine has keskin bir aromatik kokuya sahiptir ve toplandigi mevsim ile
botanik kaynaga bagli olarak kahverengi, yesil, sari, kirmizi gibi degisken renkleri
bulunabilir (17, 18). insan derisine temas ettiginde cildin yaglar1 ve proteinleriyle giiclii bir
etkilesime girdiginden c¢ikarilmas: giigtiir (14). Propolis sicakta yumusak, esnek ve
yapiskan bir yapiya sahipken sogukta sert ve kirilgan bir yapiya sahiptir. Genellikle 60-70
°C’de sivi haldeyken bazi propolis Orneklerinin sivilagmasi i¢in 100 °C’nin iizerindeki

sicakliklara ihtiya¢ duyulur (7, 19).

Propolis ham formu ile ¢ok fazla kullanilmaz ve c¢esitli coziiciilerle ekstrakte
edilerek saflastirilir (20). Arilar farkli habitatlarda propolis kaynagi olarak farkli bitki
tiirleri segerler bu yiizden propolisin igerigi toplanan bolgenin fitocografik o6zelliklerine
gore degisim gosterir. Bu durum propolisin standardizasyonunu zorlastirir ve kullanilan
farkli ¢oziiciiler aktivitesini etkileyen farkli bilesikler ortaya cikarabilir (21). Propolisin
ekstraksiyonunda su, etanol, metanol, kloroform, dimetil siilfoksit gibi ¢oziiciiler
kullanilmaktadir ancak suda az ¢6ziinen propolis i¢in aktif bilesenlerinin ¢ogunu ortaya
cikaran en iyi ve sik kullanilan ¢6ziicii %70’lik etanol olarak belirtilmistir (21-23). Ayrica
tibbi amagli olarak da %70’lik etanolde ekstrakte edilen propolis kullanilmaktadir (24).

2.3. Propolisin Kimyasal Kompozisyonu

Giintimiize kadar yapilan bir¢cok ¢alismada farkli cografik bolgelerden toplanan
propolislerin kimyasal iceriginin; toplandig1 bolgeye, bitki ortiisiine, iklim kosullara ve ar1

irkina bagl olarak c¢ok degisken oldugu belirtilmistir. 2000 yilina kadar propoliste



flavonoidler, terpenler ve fenoliklere ait 300’den fazla kimyasal bilesen tanimlanmistir
fakat yapilan son caligsmalarda farkli bilesik ve tiirevlerinin de oldugu ortaya koyulmustur

(7, 25-28).

Ham propolis genel olarak %50 recine, %30 vaks, %10 esansiyel yaglar, %5 polen
ve %5 diger organik bilesenlerden olusur (29-31). Propolisin yaklasik yarisi kadar olan
biiyiikk bir bolimiinii polifenoller olusturmaktadir (32). Fenolik bilesikler, bitkiler igin
morfolojik ve fizyolojik 6neme sahip olan ikincil metabolitlerdir ve en basit fenolik

bilesen, benzen halkasina bagli tek bir -OH grubu bulunduran fenoldiir (33).

Polifenoller; temel iskelet yapilari Sekil 1°de verilen fenolik asitler
(hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamik asitler), flavonoidler (flavonoller, flavonlar,
izoflavonlar, flavanonlar, antosiyaninler ve flavanoller) ve tanenler (ellagitanenler,
gallotanenler, kompleks tanenler, kondense tanenler) olmak tizere iice ayrilmaktadir (33,
34).
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Propolisteki hidroksibenzoik asit smifin1 gallik asit, p-OH benzoik asit ve
protokatekuik asidin olusturdugu, hidroksisinnamik asit siifini ise kafeik asit, ferulik asit
ve p-kumarik asidin olusturdugu bilinmektedir. Ayrica propoliste polifenollerin en genis
tiyesi olan flavonoid smifi (flavonlar: chrysin, apigenin ve luteolin; flavanoller: katesin,
rutin, Kuersetin, mirisetin, kemferol, galangin; flavanonlar: pinosembrin, naringin, (%)
naringenin, hesperitin; izoflavonlar: daidzein ve genistein) bilesiklerin de bulundugu

bilinmektedir (32, 35).

Propolis igeriginde B1, B2, B6, C ve E gibi 6nemli vitaminlerin yani1 sira
magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), potasyum (K), sodyum (Na), bakir (Cu), ¢inko (Zn),
manganez (Mn) ve demir (Fe) gibi eser elementlere de rastlanmistir. Propoliste siiksinik
dehidrojenaz, glikoz-6-fosfataz, adenosin trifosfataz ve asit fosfataz gibi birkag enzim de
bulunmaktadir (35).

Yapilan  literatiir =~ caligmalar1  bircok  propolis  Orneginin  igeriginde
antikanser/antitimoral etki gosteren ve meme kanserinde de sitotoksik etkisi bulunan

kafeik asit fenetil ester (CAPE) bilesiginin major olarak bulundugunu vurgulamistir (36-
41).

2.4. Propolisin Biyolojik Aktiviteleri

Propolisin biyolojik aktivitesinin i¢eriginde bulunan polifenollerden kaynaklandig:
vurgulanmaktadir. Ancak propolisin igerigi cografi bolge, ar1 irki, bitki Ortlisti, iklim
kosulu gibi faktorlere bagli olarak degisebildiginden tek bir tiir propolisten bahsetmek
zordur. Farkli kokenlere sahip binlerce propolis ve buna bagli olarak cesitli aktif
bilesenlerden kaynaklanan farkli biyolojik aktiviteler ortaya cikmistir. Ayrica farkh
¢oziiciiler kullanilarak yapilan propolis ekstraksiyonlar1 biyolojik olarak aktif bilesenlerin

aktivitesini degistirmektedir (30, 42).

Literatirde propolisin; anti-inflamatuar, antimikrobiyal, anti-kanser/timor,
antifungal, antioksidan, antibakteriyel, antialerjik, antiviral, lokal anestezik ve yara
iyilestirici gibi ¢esitli 6zellikleri ¢aligmalarla ortaya konulmustur (2, 4, 5, 14, 16, 30, 35,
42-44).
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Sekil 2. Propolisin aktivitelerin sematik gosterimi. ERK, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen
kinazlar; IL, interlokin; p38 MAPK, p38 mitojenle aktiflestirilen protein kinaz;
NFkB, aktive edilmis B hiicrelerinin niikleer faktér kappa-hafif zincir-
giiclendiricisi; NO, nitrik oksit; p21, CDK etkilesimli protein 1; TNF, timor
nekroz faktorii; TLR, Toll benzeri reseptor; MMP, matriks metalloproteinazlar
(Zabaiou’dan, 42)



Tablo 1. Propolis igerigindeki biyoaktif bilesikler, kimyasal
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2.4.1. Antioksidan Aktivite

Bitkilerde yaygin olarak bulunan polifenolik bilesiklerin (fenolik asitler,
flavonoidler, tanenler) antioksidan aktivite dahil olmak tizere birgok biyolojik etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (33, 45).

Propoliste bulunan ve antioksidan etkiye sahip maddeler; Kafeik asit fenetil ester
(CAPE), kafeik asit, ferulik asit, pinosembrin, kuersetin, ellajik asit ve luteolin gibi fenolik
bilesiklerdir (46-52). Propolis igeriginde bulundurdugu fenolik bilesikler ag¢isindan taninan
en iyi dogal antioksidanlardan biridir (53, 54). Ayrica yapilan g¢alismalar propolisin
antioksidan etkisinin cografik kosullara, icerisindeki fenolik bilesiklerin ¢esitliligine ve

miktarina bagli olarak degistigini gostermektedir (53, 55, 56).
2.4.2. Antikanser/Antitiimor Aktivite

Son yillarda propolis ile ilgili yapilan in-vivo ve in-vitro caligmalar antikanser
tedavide etkinligi olan dogal bir iiriin oldugunu bildirmektedir (10-12, 57-59). Propolis,
hiicre ¢ogalmasin1 veya apoptozu (programlanmis hiicre 6liimii) uyaran destekleyiciler
oldugu bilinen biyolojik olarak aktif kafeik asit fenetil ester (CAPE), kafeik asit, artepillin
C, kuersetin, naringenin, pinosembrin, kaemferol, galangin ve genistein gibi bilesikler
icermektedir (28, 60-66).
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Sekil 3. Bal iiriinlerinin antikanser ve antitiimor aktivitelerinden sorumlu molekiiler
mekanizmalar. IRS, insiilin reseptorii substrati; MAPK, mitojenle aktive olan
protein kinaz; NF«B, niikleer faktor kappa B; IL-1B, interlokin-1 beta; IL-6,
interlokin-6; TNF-o, timor nekroz faktori alfa; iINOS, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz; COX, siklooksijenaz; ROS, reaktif oksijen tiirleri; Bcl-2, B hiicreli
lenfoma-2; ve PARP, poli (ADP-riboz) polimerazlar (Pasupuleti’den, 35)

Propoliste bulunan artepillin C'nin, 6zellikle fagositik aktivitelerini arttirip
makrofajlart aktive ederek immiinostimiilasyon yoluyla kanser hiicrelerine gore sitotoksik

etki gosterdigi bildirilmistir (67).

Propolisin ve igerdigi bilesiklerin antitlimoral etkisinin ortaya konmasi, yan etki
gOstermemesi propolisin potansiyel ila¢ olarak kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir (11).
Ayrica deneysel modeller ilizerinde yapilan testlerde, propolisin igerdigi flavonoidlerin
akciger, agiz, yemek borusu, mide, kolorektal, prostat ve meme kanserlerinin gelisimini

inhibe ettigi ortaya konulmustur (28).
2.5. Antioksidanlar

Antioksidan; oksidan Ozellik gosteren serbest radikallerle reaksiyona girerek

oksidan o0zelligi durduran ya da yavaslatan boylece hiicresel hasar1 engelleyen
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molekiillerdir. Antioksidanlar, hiicre i¢i ve hiicre dist ortamda hem enzimatik hem de

enzimatik olmayan formlarda bulunur (68, 69).

Antioksidanlar; aktivitelerine, ¢oziiniirliikklerine ve biiyiikliiklerine gore ii¢ farkl
sekilde kategorize edilebilir. Birinci kategoride aktivitelerine gére enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak iki sinifa ayrilir. Enzimatik antioksidanlar oksidatif tirtinleri;
bakir, ¢inko, manganez ve demir gibi kofaktorlerin varliginda asamali olarak hidrojen
peroksite (H,O;) ve daha sonra suya doniistiiriip pargalayarak ortadan kaldirir. Enzimatik
antioksidanlara glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR) 6rnek verilebilir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar ise serbest radikal zincir reaksiyonlarini kesintiye ugratarak calisir.
Enzimatik olmayan antioksidanlara askorbik asit(Vit C), a-Tokoferol (Vit E), polifenoller,
glutatyon (GSH), trik asit, transferrin, bilirubin ve melatonin 6rnek verilebilir (69, 70).
Ikinci kategoride ¢oziiniirliiklerine gére suda ve yagda ¢oziiniir antioksidanlar olarak iki
smifa ayrilir. Suda ¢6ziiniir antioksidanlar (Vit C), sitozol gibi hiicresel sivilarda bulunur.
Yagda ¢o6ziinen antioksidanlar (Vit E, karotenoidler ve lipoik asit) ise ¢ogunlukla hiicre
zarlarinda bulunur. Ugiincii kategoride ise boyutlarma gore kiigiik molekiillii antioksidanlar
(Vit C, Vit E, glutatyon, karotenoidler) ve biiyiik molekiillii antioksidanlar(siiperoksit
dismutaz, katalaz) olarak siniflandirilir (69).

2.5.1. Serbest Radikaller ve Tiurleri

Serbest radikal, atomik yoriingesinde eslesmemis bir elektron bulunan ve bagimsiz
olarak var olabilen atom, molekiil veya iyonlardir. Serbest radikaller kimyasal simgenin
sag ust kosesine konan nokta veya ¢izgi ile (R",R") ifade edilir. Serbest radikallerin ¢ogu
oldukca kararsiz ve reaktiftir. Serbest radikaller bir elektronunu baska molekiillere
verebilir veya bir elektron baska molekiillerden alabilir bu nedenle oksidan ve indirgen
ozellik gosterir. Biyolojik oneme sahip reaktif oksijen tiirleri(ROS); hidroksil (OH),
stiperoksit (O;"), alkoksil (RO"), peroksil (RO’), nitrik oksit (NO") radikalleridir (69, 71).

Serbest radikaller; hem ¢evre kirliligi, ozon, radyasyon, UV 1sin, sigara kullanimi
gibi kimyasal dis faktére bagli olarak hem de reperfiizyon hasari, fagositoz, enzim
reaksiyonlari, solunum patlamasi, arasidonat yollar1 gibi i¢ faktdrlerin etkisiyle olusabilir

(68, 71).
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2.5.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini ve olusturdugu zarar1 engellemek amaciyla
viicutta “antioksidan savunma sistemi” adi verilen savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir
(70). Serbest radikallerin tiretimi ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlik
sonucu olusan durum oksidatif stres olarak tanimlanir. Oksidatif stres; travma, enfeksiyon,
yaralanma, hipertoksi ve asir1 egzersiz sonucu yaralanan dokularda meydana gelebilir (71).
Oksidatif stres olustugunda, hiicreler oksidan etkilere karsi koymaya ve savunma
enzimleri, transkripsiyon faktorleri ve yapisal proteinleri kodlayan genlerin aktivasyonu
veya inhibisyonu yoluyla redoks dengesini yeniden saglamaya caligir. Antioksidanlar
serbest radikallerle reaksiyona girerek etkilerini durdurup ya da yavaslatarak bu dengenin
korunmasinda 6nemli rol oynar. Oksitlenmis ve indirgenmis glutatyon arasindaki oran,

viicuttaki oksidatif stresin 6nemli belirleyicisidir (72).

Viicutta yiiksek serbest oksijen tiirlerinin olusumu, DNA yapisin1 degistirebilir,
proteinlerin ve lipidlerin modifikasyonuna neden olabilir. Radikal iiretimi ve antioksidan
savunma sisteminin arasindaki dengenin saglanmasi hiicre canlilifi, aktivasyonu,
proliferasyonu ve organ islevi igin kritiktir (72, 73). Oksidatif stresin Alzheimer,
Parkinson, kanser, yaslanma, hipertansiyon, iskemik ve enflamatuar hastaliklara sebep
oldugu disiiniilmektedir (71, 72).

2.6. Kanser

Kanser, hiicre ¢gogalmasi ile hiicre 6liimii arasindaki dengenin asir1 hiicre ¢gogalmasi
ya da azalmig apoptoz yoOniinde bozularak hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi

sonucu olusan hastaliktir (74, 75).

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC) genetik faktorler, radyasyon,
kimyasal maddeler, sagliksiz beslenme, asir1 alkol kullanimi, fiziksel aktivite eksikligi,
hava-su kirliligi ve tiitin kullanimi gibi faktorleri kanserin olugma sebepleri olarak
belirtmektedir (76).

En yaygin kanser tiirlerinin basinda meme kanseri (%11.7), akciger kanseri
(%11.4), kolon rektum kanseri (%10), prostat kanseri (%7.3), mide kanseri (%5.6) ve
karaciger kanseri (%4.7) gelmektedir (77).

Viicutta basladigi yerden baska yerlere sigrayarak yayilan kansere metastatik

kanser, bu siirece ise metastaz denilmektedir (76). Metastaz kanserden 6liimiin en 6nemli
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sebeplerindendir. Diinyada en fazla 6liimiin oldugu kanser tiirlerinin basinda ise akciger
kanseri (%18), kolon rektum kanseri (%9.4) karaciger kanseri (%8.3) ve mide kanseri
(%7.7) gelmektedir (77).

2.7. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonu ile sonuglanan belirli asamalar boyunca
hiicrelerin diizenli olarak ilerlemesidir. DNA’nin kopyalanip ikiye dagitilmasiyla yeni
hiicrelerin olustugu bu dongiide, DNA biitiinliigiiniin nesiller boyunca korunmasi igin
hiicrelerin ge¢isinin diizenlenmesi 6nemlidir. Hiicre dongiisti, G1 (ilk aralik), S (DNA
sentez evresi), G2 (ikinci aralik) ve M (mitoz) fazlar olarak adlandirilan dort asamadan
olusur (78).

G1 evresi hiicrenin metabolik olarak aktif olup biyiidiigi fakat DNA’sini
kopyalayamadig1 hazirlik evresidir. Sinir hiicreleri dongliye girmeyip hep GO fazinda
kalirken karaciger hiicreleri gibi bazi hiicreler hasar goérmedik¢e boliinme siirecine
girmeyip GO fazinda kalabilir. G1 evresinden sonra gelen S (sentez) evresinde DNA
replikasyonu gerceklesir ve genetik materyal iki katina ¢ikarilmig olur. S fazim1 DNA
sentezinin tamamlanmasi, hiicre biiylimesinin devam ettigi ve proteinlerin mitoza hazirlik
icin sentezlendigi G2 faz1 (ikinci aralik) takip eder. Bolinmeye hazir hale gelen hiicre bes
evreden olusan M (mitoz) asamasina geger. Mitozdaki birinci asama olan profazda,
kromatinler kisalip kalinlasarak kromozama doniisiir. Bir ¢ift sentrozom ve i iplikleri
olusarak hiicrenin kutuplarma tasinir. Ikinci evre olan prometafazda, ig iplikleri uzar,
cekirdek zar1 ve gekirdekgik kaybolur. Ugiincii evre olan metafazda kromozomlar hiicrenin
ekvator diizleminde tek sira halinde dizilir. Dordiincii asama olan anafazda, kromozomlar
sentromerlerden ayrilip zit kutuplara goger. Son evre olan telefozda ise kromozomlar
¢oziilmeye baslar ve iki niikleer mebran olusur. Siire¢ sitoplazma bdliinmesi olan sitokinez
ile son bulur ve iki yeni hiicre olusur. Tamamlanan hiicre dongiisii boliinmenin bitmesiyle

tekrar baglar (78-82).

Hiicre dongiisiiniin sorunsuz ilerleyisi i¢in G1, G2 ve M evresinde olmak {izere ¢
kontrol noktas1 vardir. Bu kontroller DNA zarar gordiigiinde tamir edilmesi, olusacak
hiicrelere genetik materyalin diizgilin aktarilmasi ve kontrolsiiz cogalmay1 engellemek i¢in
onemlidir. G1 kontrol noktasinda, hiicrenin boliinmek i¢in yeterli boyutta olup olmadig,
DNA hasarinin olup olmadigi, biiylime faktorleri gibi faktorlerin ve besinlerin yeterliligi

kontrol edilir. G2 kontrol noktasinda, DNA da hasar olup olmadigi ve replikasyonunun
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diizglin olup olmadigi kontrol edilir. Son kontrol noktasi olan M evresinde ise,
kromozomlarin ig ipliklerine baglanmasi kontrol edilir. Dongiiniin kontrolii siklin ve DNA
(siklin bagimli kinaz) olarak adlandirilan proteinlerin etkilesimine bagimlidir. Kanser
tiirlerinin ¢ogunda bu kontrol mekanizmasi etkisini kaybetmis oldugundan kontrol
noktalarinin aktivasyonu 6nem tagir. Bu kontrol noktalarinda bir sorun olursa dongii durur
ve sorun ¢Ozilir eger tamir edilemeyecek kadar biiyilk bir hasar olursa hiicre

programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz yolagina yonlendirilir (83-85).

2.8. Hiicre Oliimii

Hiicre 6liimii, doku fonksiyonlarin1 korumak i¢in hasar gormiis islevini yitirmis
veya yaglanmig hiicrelerin ortadan kaldirilmasidir. Hiicre 6liimii ile hiicre proliferasyonu
arasindaki dengenin bozulmasi otoimmiin bozukluklar, nérodejenaratif bozukluklar ve

kanser gibi hastaliklarin olusmasinda etkilidir (70, 86).

2.8.1. Apoptoz

Apoptoz kelimesi Yunanca’da ¢igek ya da agaglardan diisen yaprak anlamina
gelmektedir ve ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kullanilmistir (87).
Apoptoz organizmadaki istenmeyen hiicreleri kontrollii bir sekilde diger hiicrelere zarar
vermeden oldiiren bir 6lim seklidir. Apoptoz, biiyiime faktorlerinin azalmasi, radyasyon,

reaktif oksijen tiirleri, kemoterapi gibi hiicre hasariyla baslatilabilir.

Apoptozda hiicre, komsu hiicrelere zarar1 en aza indirgeyecek sekilde hiicre icinden
bozulmaya baslar. Morfolojik olarak bir dizi degisiklige ugrar. ilk olarak cekirdegin
cevresinde kromatin yogunlasmasi gerceklesir ve hiicre, dokuyu ¢evreleyen hiicrelerden ve
hiicre dis1 matristen ayrilir. Apoptoz ilerledikge hiicre kiiclilerek yuvarlaklagir, ¢ekirdek
sikigir ve pargalanir. Daha sonra hiicre, bir par¢a plazma zari ile ¢evrili hiicresel materyalin
herhangi bir boliimiinii i¢erebilen apoptotik cisimlere pargalanir. Son adimda, apoptotik
cisimler makrofajlar ve diger hiicreler tarafindan fagositozlanir ve lizozomal yolla
sindirilir. Apoptozun tanimlayici morfolojik dnemli 6zelligi son agsamaya kadar membran

biitiinligiiniin korunmasidir (88).

Apoptoz sitoplazmada proenzim olarak bulunan kaspazlarin aracilik ettigi bir seri
karmagik biyokimyasal olaylar barindirir. Apoptoz basladiginda prokaspazlar boliiniir ve
aktif kaspazlar hiicresel proteinleri pargalar bdylece hiicrede morfolojik degisiklikler

olusur. Apoptozda i¢sel ve digsal olmak iizere iki biyokimyasal yolak vardir.
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Ekstrinsik/digsal apoptoz olim ligandlarinin (TNFo, FASL) 6liim reseptorlerine
(TNFR1, FAS) baglanmasiyla aktive edilir. Bu 6liim reseptorleri, TNF reseptorii ile iligkili
6liim alan1 (TRADD) ve FAS ile iliskili 6liim alan1 (FADD) gibi adaptor proteinlerini ve
kaspaz 8 gibi sistein proteazlarini toplayan bir hiicre i¢i 6liim alanina sahiptir. Biitiin bu
ligand-reseptor-adaptdr protein kompleksi 6liim indiikleyici sinyallesme kompleksi (DISC)
olarak adlandirilir. Daha sonra DISC prokaspaz 8’i aktive eder ve kaspaz 8’1 olusturur.

Aktif kaspaz 8, apoptozla sonuglanan prokaspaz 3'lin aktivasyonuna yol agar (88, 89).

Icsel ya da mitokondriyal apoptoz DNA hasari, siddetli oksidatif stress, hipoksi,
radyasyon gibi etkenlerle aktive edilir. Bu uyaranlar mitokondriyal transmembran
potansiyelinin kaybolmasina ve sitokrom c¢ gibi pro-apoptotik molekiillerin sitozole
salinmasina neden olur. Hem pro- hem de antiapoptotik iiyeleri igeren Bel-2 protein ailesi,
mitokondriyal gecirgenligi diizenler. Sitozolde sitokrom c, prokaspaz 9'u aktive eden
apoptozomu olusturmak ig¢in apoptotik proteaz aktive edici faktorii (APAF-1) baglar.
Olusan apoptozom prokaspaz-3’ii aktive ederek kaspaz-3’ti meydana getirir ve siireg

apoptozla sonuglanir (88-90).

Yapilan g¢aligmalarda kanser hiicrelerinin apoptozdan kagmasinda proapoptotik ve
antiapoptotik proteinlerin arasindaki dengenin bozulmasi, azaltilmis kaspaz aktivasyonu,
bozulmus 6liim reseptdrii ve ¢ogunlukla da tiimor baskilayict gen olan p53 genindeki

mutasyonun neden oldugu bildirilmektedir (91, 92).

2.8.2. Nekroz

Nekroz, kontrolsiiz bir hiicre 6liim seklidir. Kimyasal etkenler, yaralanma, yanik,
enfeksiyon gibi durumlar hiicreyi nekroza indiikler. Apoptozdan farkli olarak nekrozda
hiicrenin membran biitlinliigii bozulur ve hiicre i¢i disariya salinarak hiicrede enflamasyon

olusur (88, 90).
2.9. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite, incelenen maddenin miktarina ve etki siiresine bagli olarak hiicreler
tizerinde olusturdugu toksik etkiyi gosterir (93). Hiicreler sitotoksik etkiye maruz
kaldiginda apoptoz, nekroz gibi olaylar sonucu olebilir ya da ¢ogalma ozelligini
kaybedebilir (94). Sitotoksisite calismalarinda 6nemli olan fiziksel, biyolojik ya da
kimyasal etkilere maruz birakilan hiicrenin etki sonrasi canli/6lii miktarinin belirlenmesidir

(95).
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Sitotoksisite belirleme yontemleri genel olarak kolorimetrik, liiminesans ve
enzimatik metodlardir. Kolorimetrik metodlarda tetrazolyum tuzlari olan MTT (3-(4,5 -
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir), XTT, WST, MTS kullanilarak renk
degisikliginin spektrofotometrik Ol¢timii yapilir. Luminometrik metodlar floresans ve
biyoliiminesans olarak ikiye ayrilmaktadir. Floresans metodlarda, floresans ozellikte
maddeler kullanilirken biyoliiminesans metodlarda lusiferaz denilen enzimler ve
substratlar1 ile canli/0lii hiicre tespiti yapilir. Ayrica hiicre 6liimiinde sizan enzimler de
belirte¢ olarak kullanilir. Sitoplazmik bir enzim olan laktat dehidrojenaz hiicreler hasar
gordiigiinde hiicre disina sizar bu enzimin aktivitesinin olgiilmesiyle hiicre hasar1 tespit
edilebilmektedir (93).

1983 yilinda Tim Mosmann tarafindan gelistirilen MTT testi en yaygin kullanilan
sitotoksisite testidir. Sar1 renkte olan MTT, canli hiicrelerin varliginda NAD(P)H’a bagl
mitokondriyal —oksidorediiktaz enzimleri yardimiyla mavi-mor rengindeki suda
¢oziinmeyen formazon adli yapiya indirgenir. Tetrazolyum halkasi ancak aktif mitokondri
tarafindan yikilabilir bu yiizden 6lii hiicreler indirgeme yeteneklerini kaybeder ve renk
olusumuna sebep olmaz. Olusan mavi-mor rengin spektrofotometrik olarak 540-720 nm

dalga boyunda absorbansi dlgiilerek canli/6li hiicre miktar belirlenir (93, 96).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec
3.1.1. Hiicre Hatlan

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Tezde kullanilan hiicre hatlarina ait bilgiler

Hiicre Hatt1 ATCC Kodu Temin Edildigi Yer

MDA-MB-231

(Metastatik Meme Kanseri ATCC"HTB-26™
Hiicre Serisi)

Karadeniz Teknik Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

NIH/3T3 Karadeniz Teknik Universitesi Molekiiler
(Fare Embriyonik Fibroblast ATCC®CRL-1658™  Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Hiicre Serisi)

3.1.2. Propolis Ornekleri

Propolis 6rnekleri Giimiishane (Kelkit), Bayburt (Demirozii), Ordu (Ulubey), Sinop
(Erfelek), Artvin (Borgka), Rize (ikizdere) ve Trabzon (Arakli) illerindeki aricilardan

temin edilerek satin alindi ve -20°C’de muhafaza edildi.

Resim 1. Calismada kullanilan propolis numunelerinin bazilari
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3.1.3. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlarin marka ve modelleri

Cihaz Marka/Model
Calkalayici Heidolph Promax 2020
Hassas terazi Precisa 321

Saf su cihazi
Spektrofotometre

HPLC

Ultrasonik banyo

Magnetik karigtirici/isitict
Rotary evaporator

Ogiitiicii mikser

Buzdolabi

Derin dondurucu

Santrifiij

Inverted mikroskop

Hiicre kiiltiirii kabini
Karbondioksit destekli inkiibator
Su banyosu

Hiicre sayact

Mikropleyt okuyucu spektrofotometre
S1vi azot tanki

Hiicre azot tanki

Buz makinesi

Mikroplak ¢alkalayici

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
pH metre

Vorteks (Karistirici)

Otoklav

Refraktometre

Merck Direct-Q 3UV
Thermo Scientific Evolution 201

Elite LaChrom Hitachi L-2300

Everest Ultrasonic
Heidolph MR 3001
IKA®-Werke RV 05 Basic

Waring Commercial 8010ES
Siemens KD53NNW20N

Vestel CDE-L1203 X A+NF
Niive NF 1200

Carl Zeiss VertAl

ESCO Class Il BSC (Air Stream)
Niive EC 160

Niive NB20

Life Technologies Countess Il FL
Molecular Devices Versamax
International Cryogenics Inc IC35D Storage Dewar
Thermo Scientific Lacator JR
Hoshizaki FM-80EE

Isolab 613.11.001

Socorex Acura 825

Hanna H12030-02 edge

Vortex EU-plug Starlab

Tommy SS-325

Aichose SR0017-ATC

3.1.4. Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler Tablo 4’de sunulmustur.
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Tablo 4. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler

Marka

Filtre kagidi

Spektrofotometre kiiveti

Membran filtre (0.22um)

Membran filtre (0.45um)

Steril enjektor

Steril 15 mL hacimli falkon tiipler
Steril 50 mL hacimli falkon tiipler
Steril 96 kuyucuklu pleytler

T-25 hiicre kiiltiir flasklart

T-75 hiicre kiiltiir flasklart

Steril 5 mL hacimli serolojik pipetler
Steril 10 mL hacimli serolojik pipetler
Steril 0.1-1000uL hacimli pipet uglar
Steril kriyotiip

Vida kapakli vial

Parafilm

Cesitli cam malzemeler

Sartorius Stedim Grade 391
Biosigma BSA001
Sartorius Stedim Minisart
Isolab 094.01.003

Ayset

Corning

Corning

Nest Scientific

Corning ve Grainer

Sarsted

CAPP

CAPP

Axygen ve Grainer

Isolab 09111102

VWR International 548-008
Parafilm-M PM-996

Isolab

3.1.5. Kimyasallar

(Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasallar

Satin alindig1 firma/Kodu

Thiazoyl blue tetrazolium bromide (MTT)
Steril dimetil siilfoksit(DMSO)

Dimetil siilfoksit(DMSO)

Tripan mavisi

FITC AnneksinV-PI Kit
Tripsin-EDTA(%0.25)

Dulbecco’s phosphate buffered saline(DPBS)

Roswell Park Memorial Institute-1640 Medium(RPMI)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM)
Fetal bovin serum(FBS)

Bovin serum albiimin(BCS)
Penisilin/Streptomisin(Pen/Strep)
Glasiyal asetik asit (CH;COOH)
Hidroklorik asit %37 (HCI)

Metanol (CH;OH)

Etanol (C,HsOH)

Asetonitril (CH;CN)

Asetik asit (CH;COOH)

Dietileter ((CH;CH,),0)

Etil asetat (C4HgO5)

Sodyum karbonat (Na,COs)

Sodyum hidroksit(NaOH)

Folin Ciocalteu’s fenol reaktifi

2,2 Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH")
Troloks

TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin)
Sodyum asetat trihidrat (CH;COONa.3H,0)
Demir (II) siilfat heptahidrat (FeSO,4.7H,0)
Demir (I11) kloriir (FeCly)
Aliiminyum nitrat nonahidrat (Al(NOs)s.9H,0)
Amonyum asetat (CH;COONH,)
Kuersetin

Gallik asit

Kafeik asit

Protokatekuik asit

p-OH Benzoik asit

Siringik asit

Epikatesin

p-Kumarik asit

Ferulik asit

Rutin

Mirisetin

Resveratrol

Daidzein

Luteolin

trans-Sinnamik asit

Hesperetin

Chrysin

Pinosembrin

Kafeik asit fenetil ester(CAPE)
Klorojenik asit

m-OH Benzoik asit

Ellajik asit

Apigenin

Ramnetin

Curcumin

Bio Basic,T0793(DB0362)
Sigma Aldrich,D8418
Carlo Erba,445103
Sigma Aldrich,T81154
BD Biosciences,556547
Multicell,325-043-EL
Multicell Wisent,311-010-CL
Multicell Wisent,350-005-CL
Multicell Wisent,319-005-CL
Sigma Aldrich,12103C
Sigma Aldrich,12133C
Multicell, 450-201-EL
Merck,137000
Merck,100317
Merck,106009

Symras, 3050500

Sigma Aldrich,34851
Sigma Aldrich,27225
Sigma Aldrich,24004
Sigma Aldrich,27227
Sigma Aldrich,13418
Merck,106462

Sigma Aldrich,F9252
Sigma Aldrich,D9132
Sigma Aldrich,238813
Sigma Aldrich,T1253
Sigma Aldrich,25022
Merck,103965

Carlo Erba,451695
Sigma Aldrich,237973
Carlo Erba,418777
Lancaster,6151-25-3
Sigma Aldrich,G7384
Sigma Aldrich,C0625
Sigma Aldrich,03930590
Sigma Aldrich,240141
Sigma Aldrich,S6881
Sigma Aldrich,E1753
Sigma Aldrich,C9008
Sigma Aldrich,128708
Sigma Aldrich,R5143
Sigma Aldrich,M6760
Sigma Aldrich,R5010
Sigma Aldrich,D7802
Sigma Aldrich,L.9283
Sigma Aldrich,C80857
Sigma Aldrich,Ww431300
Sigma Aldrich,C80105
Sigma Aldrich,P5239
Sigma Aldrich,C8221
Sigma Aldrich,C3878
Sigma Aldrich,36333
Sigma Aldrich,E2250
Sigma Aldrich,10798
Sigma Aldrich,17799
Alfa Aesar,B21573
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3.1.6. Cozeltiler ve Hiicre Kiiltiir Medyalar
3.1.6.1. Hiicre Kiiltiir ve Dondurma Medyalari

MDA-MB-231 hiicre serisi kiiltiir medyasi: 44.5 mL RPMI 1640 medyas1 igerisine SmL
FBS ve 0.5mL penisilin-streptomisin eklenerek hazirlandi ve 0.22um’lik filtreden
gecirildi. +4°C’de muhafaza edildi.

MDA-MB-231 hiicre serisi dondurma medyasi: 34.5 mL RPMI 1640 medyas: igerisine 10
mL FBS, 5 mL steril DMSO ve 0.5mL penisilin-streptomisin eklenerek hazirlandi ve
0.22pum’lik filtreden geg¢irildi.

NIH/3T3 hiicre serisi kiiltiir medyasi: 44.5 mL. DMEM medyasi igerisine SmL BCS ve
0.5mL penisilin-streptomisin eklenerek hazirlandi ve 0.22um’lik filtreden gegirildi.
+4°C’de muhafaza edildi.

NIH/3T3 hiicre serisi dondurma medyasi: 34.5 mL DMEM medyas: igerisine 10 mL
BCS, 5mL steril DMSO ve 0.5mL penisilin-streptomisin eklenerek hazirlandi ve
0.22um’lik filtreden geg¢irildi.

3.1.6.2. HPLC ile Fenolik Bilesen Analizi Cozeltileri

HPLC ile fenolik bilesen analizinde kullanilan ¢ozeltiler Tablo 6’da sunulmustur.
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Tablo 6. HPLC ile fenolik bilesen analizinde kullanilan ¢6zeltiler

Cozeltiler

Hazirlanisi

Gallik asit
Protokatekuik asit
Klorojenik asit
m-OH Benzoik asit
Ellajik asit

p-OH Benzoik asit
Kafeik asit
Siringik asit
p-Kumarik asit
Ferulik asit
trans-Sinnamik asit
Rutin

Mirisetin
Apigenin
Epikatesin
Resveratrol
Daidzein

Luteolin
Hesperetin
Chrysin
Pinosembrin
Ramnetin
Curcumin
Kuersetin

Kafeik asit fenetil ester (CAPE)

%50-50 metanol-saf suda 1000 ppm’lik stok
¢ozeltileri hazirlandi, 1.25-2.5-5-10-20 ve 40 ppm
olacak sekilde %50-50 metanol-saf su ile
seyreltmeleri yapildi.

%100 metanolde 1000 ppm’lik stok c¢ozeltileri
hazirlandi, 1.25-2.5-5-10-20 ve 40 ppm olacak
sekilde % 100 metanol ile seyreltmeleri yapildi.

%2’lik Asetik asit

%70-30 Asetonitril-Saf Su

20 mL glasiyal asetik asit balon jojede ultra saf su
ile 1000 mL’ye tamamlandi.

700 mL asetonitril balon jojede ultra saf su ile 1000
mL’ye tamamlandi.

3.1.6.3. Toplam Polifenol Madde Miktar1 Analizi Cozeltileri

1 mg/mL Gallik Asit Cozeltisi: 5 mg gallik asit tartilip 5 mL metanolde ¢oziilerek

Img/mL’lik gallik asit standardi elde edildi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden metanolde

¢oziilmiis 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125 mg/mL’lik gallik asit standartlar1 seri diliisyon

ile olusturuldu.

%10°luk Na,CO3 Cozeltisi: 10 g Na,COs tartilip bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra son

hacim balon jojede saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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0.5 N Folin Ciocalteu’s Fenol Reaktifi: 10 mL 2 N Folin-Ciocalteu reaktifine 40 mL saf

su eklenerek 1:4 oraninda seyreltilerek kullanildi.
3.1.6.4. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Analizi Cozeltileri

1 mg/mL Kuersetin Cozeltisi: 10 mg kuersetin tartilip 10 mL metanolde c¢oziilerek
Img/mL’lik kuersetin standardi hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden metanolde
¢oziilmiis 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125 mg/mL’lik kuersetin standartlar1 seri diliisyon
ile elde edildi.

%10°luk AI(NOs); Cozeltisi: 1 g AI(NO3)s tartildi ve bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra

son hacim balon jojede saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

1 M NH4,CH3COO Cozeltisi: 7.7 g NH,CH3COO tartilip bir miktar saf suda ¢oziildi ve

ardindan son hacim 100 mL’ye balon jojede saf su ile tamamlanda.
3.1.6.5. DPPH" Radikal Temizleme AKtivitesi Tayini Cozeltileri

0.04 mg/mL DPPH" Cézeltisi: 100 mL’si i¢in; 4 mg DPPH’ tartildi, 90 mL metanolle

¢oziildii ve 100 mL’ye tamamlanda.

0.02 mg/mL Troloks Cozeltisi: 10 mg troloks tartild1 vel0 mL metanolde ¢oziiliirek stok
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 0.02 mg/mL’lik ara stok ¢ozelti metanol

ile seyreltilerek elde edildi.
3.1.6.6. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Giic-Frap Tayini Cozeltileri

40 mM HCI Cozeltisi: Yaklasik 30 mL saf suyun tizerine %37’lik HCI’den 340 uL ilave

edildi ve saf suyla son hacim balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

10 mM TPTZ Cozeltisi: 156.166 mg TPTZ tartildi ve 50 mL 40 mM’lik HCI i¢inde

¢Ozildii.

20 mM FeCl; Cozeltisi: 324,4 mg FeCl; tartildi ve bir miktar saf suyla ¢oziildiikten sonra

balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

300 mM Asetat Tamponu (pH:3.6): 0.775 g NaCH3COO.3H20 bir miktar saf suda
coziildiikten sonra tlizerine 4 mL glasiyal asetik asit ilave edildi. Son hacim saf suyla 250

mL’ye tamamlandi.

FRAP Reaktifi: 300 mM pH:3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCI3 (10:1:1)

oraninda karistirilarak taze olarak hazirlandi.
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1000 uM FeSO,H,0 Cozeltisi: 27.8 mg FeSO,.7H,0 tartilip son hacim saf su ile 100
mL’ye tamamlandi. Bu stok ¢ozeltinin 500, 250, 125, 62.5 ve 31.25 uM’lik

konsantrasyonlari saf su ile seyreltilerek olusturuldu.
3.2. Yontem
3.2.1. Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

-20°C’de muhafaza edilen propolis 6rnekleri 6giitlicii mikserde parcalanarak toz
hale getirildi. Her propolis 6rneginden 3.5 g tartilip lizerine % 70’lik etanol eklenerek 48
saat oda sicakliginda 200-225 rpm’de calkalandi. 48 saat sonunda karisimlar once adi
stizge¢ kagidindan ardindan mavi bant siizge¢ kagidindan siiziildii ve son hacimleri
%70’lik etanol ile 30 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ekstraktlar analizlerde kullanilmak

tizere +4°C’de saklandi (32, 97).
3.2.2. Briks Degeri Tayini

Hazirlanan propolis ekstraktlarinin % ¢oziinen kati miktarini tayin edebilmek i¢in
refraktometre cihazi kullanildi. Refraktometre, 15181 bir ortamdan diger ortama gegerken
yogunluk farkindan dolay1 kirinima ugramast ile kirilma indisini 6l¢en cihazdir. % ¢oziiniir
kuru madde miktarim1 bulmak i¢in cihaz temizlendi, her bir propolis numunesinin
ekstraktindan 2-3 damla okuma yapilacak alana damlatildi ve gozlemlenen deger
kaydedildi (98).

3.2.3. Elektriksel Tletkenlik-pH Degeri Analizi

Hazirlanan propolis ekstraktlarmin pH ve elektriksel iletkenlik degerleri,
kalibrasyonu yapilmus iletkenlik probu da bulunan pH metre cihazi ile 6lgiildii. iletkenlik
degerleri us/cm olarak ifade edildi (99).

3.2.4. % Balsam Miktar1 Tayini

% Balsam miktar1 tayini i¢in sabit tartima gelen bos balon tartildi ardindan
hazirlanan %70’lik etanolik propolis ekstraktindan 2 mL igerisine konuldu ve evaporate
edildi. Evaporasyon sonrasi sabit tartima gelen dolu balon tekrar tartildi. Her 6rnek i¢in ii¢
tekrar yapilarak dolu ve bos balon arasindaki farktan yararlanilarak % balsam degeri

hesaplandi (44).
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3.2.5. % Vaks Miktar1 Tayini

% Vaks miktar1 tayini i¢in 0gitiiliip toz hale getirilmis propolis 6rneklerinden 3 g
falkona tartilip tlizerine 15 mL mutlak metanol eklendi ve 2 saat 200-225 rpm’de
calkalandi. Ardindan falkondaki bu karisimlar 24 saat -20°C’de bekletilmek iizere derin
dondurucuya birakildi. Siire sonunda falkonun iist kismindaki ¢ozelti dekante edilip
alarak tartimi alinmis siizge¢ kagidindan siiziildii. Siizge¢ kagidinda kalan vaks miktar
tartildi ve her 6rnek icin ii¢ tekrar yapilarak siizge¢ kagidinin son tartimi ile ilk tartimi

arasindaki fark alindi. % Vaks miktar1 ‘Esitlik 1° kullanilarak hesaplandi (100).

o __ Son Tartim—ilk Tartim .
% Vaks = Propolis Mkan G ) ~ 100 (Esitlik 1)

3.2.6. Toplam Polifenol Madde Miktar1 Analizi

Toplam fenolik madde miktar1 tayininin esas1 fenolik bilesiklerin bazik ortamda
oksitleyici bir bilesik olan Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip kendilerinin ytikseltgenmis
forma doniistiigli redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Reaksiyon sonucunda indirgenmis
ayracin olusturdugu mor-mavi rengin 760 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesiyle ornekteki
fenolik bilesiklerin toplam miktar1 hesaplanir. Standart grafigin hazirlanmasinda, gallik
asidin farkli konsantrasyonlar1 (1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625; 0.03125 ve 0.015625 mg/mL)
kullanild1. Konsantrasyona karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik ¢izilip ¢izilen

grafige gore gallik asit esdegeri olarak toplam polifenol madde miktar1 bulundu (101, 102).

Toplam polifenol madde miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismadaki

pipetleme isleme Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Toplam polifenol madde miktari analizinde yapilan pipetleme islemi

Kor Standart Numune
Distile su 700 puL 680 puL 680uL
Standart (Gallik asit) - 20 pL
Numune - - 20 pL
0,5 N Folin Ciocalteu Reaktifi 400 uL 400 uL 400 pL
Tiipler vorteks ile karistirilir
%10 Na,CO3; 400 pL 400 pL 400 puL

760 nm’de kore karsi absorbans okunur.
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3.2.7. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Analizi

Toplam flavonoid madde miktar1 analizi Fukumoto ve Mazza ’ya gore yapildi.
Standart grafigin hazirlanmasinda kuersetinin farkli konsantrasyonlar1 (1; 0.5; 0.25; 0.125;
0.0625; 0.03125 ve 0.015625 mg/mL) kullanildi. Konsantrasyona karst bulunan
415nm’deki absorbans degerleri ile grafik ¢izilip ¢izilen grafige gore kuersetin esdegeri

flavonoid madde miktar1 bulundu (103).

Toplam flavonoid madde miktarmin belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismadaki

pipetleme isleme Tablo 8’de sunulmustur.

Tablo 8. Toplam flavonoid madde miktar1 analizinde yapilan pipetleme islemi

Kor Renk Korii Standart Numune
Numune - 250uL - 250uL
Standart (Kuersetin) - - 250uL
Mutlak Metanol 2.4 mL 2.25mL 2.15mL 2.15mL
%10°luk AI(NO3); 50uL - 50uL 50uL
1 M NH,CH,COO 50uL - 50uL 50uL

40 dk oda sicakliginda inkiibe edilir ve 415 nm’de absorbans okunur.

3.2.8. DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Radikal temizleme aktivitesi tayini, mor menekse renkli ticari DPPH" (2,2- difenil-
1-pikrilhidrazil) radikalinin antioksidan madde varliginda 517 nm’deki maksimum
absorbansinda olusan azalma ile tespit edildi. Deneyde standart olarak troloks kullanilirken
DPPH’ radikalinin de 0.04mg/mL’lik ¢6zeltisi kullanildi. Esit miktarda DPPH’ ¢6zeltisi ve
numune c¢ozeltileri karistirtlip oda sicakliginda 50 dakika bekletildi ve absorbanslar
Ol¢iildii. Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gegirilerek SCsp
degerleri hesaplandi (104). SCsy degeri DPPH’ radikal miktarini yariya indiren numune
konsantrasyonunu ifade eder. Her numune igin alt1 farkli konsantrasyonda galisilarak SCsg

degerleri mg/mL cinsinden ifade edildi.
3.2.9. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Gii¢-Frap Tayini

FRAP metodu (Fe(l11)-TPTZ-2,4,6-tris(2-pyridly)-S-triazin) kompleksindeki demir

(IIT) iyonunun antioksidanlar varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks olan Fe(ll)-
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TPTZ olusturmasina dayanir. Olusan bu kompleks 593 nm’de maksimum absorbans verir
(105). Standart grafigin hazirlanmasinda FeSO47H,0’un farkli konsantrasyonlart (31.25;
62.5; 125; 250; 500; 1000 uM) kullanild1. Sonuglar FeSO47H20 esdegeri antioksidan gii¢
olarak ifade edildi. Calismada kullanilan pipetleme islemi Tablo 9’daki gibidir.

Tablo 9. FRAP tayininde yapilan pipetleme islemi

Kor Standart Numune
FRAP Reaktifi 1.5mL 1.5mL 15mL
Standart (FeSO,7H,0) - 50 uL
Numune - - 50 uL
Saf Su 50 pL

4. dakikada 593 nm’de absorbans okunur.

3.2.10. HPLC ile Fenolik Bilesen Analizi
3.2.10.1. Numunelerin HPLC-UV Analizine Hazirlanmasi

Boliim 3.2.1.°de hazirlanan %70’lik propolis ekstraklarimin her birinden 15’er mL
bir balona alindi. Balon igerikleri 40-50°C’deki rotary evaporatdrde uzaklastirildi.
Balonlardaki kalintilara pH:2 olan saf sudan 10 mL koyuldu ve ultrasonik banyo
yardimiyla kalintilar ¢6ziildii. Ardindan her balon 6nce ii¢ kez 5 mL dietil eter ile sonra ii¢
kez 5 mL etil asetat ile ekstrakte edildi. Eksraktsiyon sonucu alinan {ist fazlar bir balona
topland1 ve rotary evaporatdrde ucuruldu. Kalan kisim 2 mL metanolde ¢oziiliip 0.45

um’lik filtreden gegirilerek cihaza verildi (106).
3.2.10.2. HPLC-UYV Kosullar

HPLC-UV analizi 280-315 nm dalga boyunda UV-VIS dedektor ile donanimli
HPLC sisteminde yapildi. Analizler ters faz Cig kolonu (150 mm x4.6 mm, Sum; Fortis)
kullanilarak ve asetonitril, su, asetik asitten olusan gradient program uygulanarak
gerceklestirildi (107). A rezervuarinda % 2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda % 70-
30 asetonitril-saf su bulunan Tablo 10’da verilen gradient program kullanildi. Ayrica
numune ve standartlarin enjeksiyon hacmi 20 uL’ ye, mobil faz akis hiz1 0.75 mL. dk ™ ya

ve kolon sicakligr kolon firminda 30 °C’ ye ayarlanarak galisma optimizasyonu sagland

(106).
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Tablo 10. HPLC-UV gradient programi

Zaman(dk) A Re-zervuarl B Reze.rvluarl
% 2 asetik asit (ultra saf suda) % 70-30 asetonitril-ultra saf su
1.00 95.00 =00
3.00 95.00 5 00
8.00 85.00 15.00
10.00 80.00 20.00
12.00 75.00 25 00
20.00 60.00 40.00
30.00 20.00 80.00
35.00 95.00 5 00
50.00 95.00 5 00

3.2.10.3. Standart ve Kalibrasyon

Standartlardan; gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, siringik asit,
epikatesin, m-OH benzoik asit, ellajik asit, t-sinnamik asit, hesperetin, chrysin,
pinosembrin ve kafeik asit fenetil ester (CAPE) 280 nm’de, kafeik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, rutin, mirisetin, resveratrol, daidzein, klorojenik asit, kuersetin, apigenin,

ramnetin, curcumin, ve luteolin ise 315 nm’de analiz edildi.

Standart ¢6zeltilerden, gallik asit, protokatekuik asit, klorojenik asit, ellajik asit, p-
OH benzoik asit, m-OH benzoik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asidin
%50-50 metanol-saf suda hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltilerinden 1.25-2.5-5-10-20
ve 40 ppm’lik ara stok c¢ozeltileri olusturularak kalibrasyon egrileri hazirlandi. Rutin,
mirisetin, curcumin, Kkuersetin, ramnetin, apigenin, epikatesin, resveratrol, daidzein,
luteolin, hesperetin, chrysin, trans-Sinnamik asit, pinosembrin ve kafeik asit fenetil esterin
(CAPE) ise %100 metanolde hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltilerinden olusturulan
1.25-2.5-5-10-20 ve 40 ppm’lik ara stok c¢ozeltileri ile kalibrasyon egrileri hazirlandi.

3.2.11. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi, Pasajlanmasi ve Saklanmasi

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalart KTU Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii Genetik Anabilim Dali ve KTU Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Mikrobiyoloji
Anabilim Dali hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda steril ortamda gergeklestirildi. Tiim

calismalar 6ncesinde ve sonrasinda hiicre kiiltiirii kabini 15 dk UV 1s1k altinda steril edildi.
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Ayrica calismalar sirasinda kullanilan tiim malzemeler %70 etanol ile dezenfekte edilerek

kabine alinip kullanildu.

Hiicrelerin kiiltiirii i¢in daha Onceden iretici firmadan alinan metastatik meme
kanseri (MDA-MB-231) ve negatif kontrol olarak kullanilan fare embriyonik fibroblast
(NIH/3T3) hiicre serilerine ait kriyotiipteki hiicreler azot tankindan ¢ikarildi. Donmus
halde bulunan kriyotiipteki hiicreler 37°C’deki su banyosunda 1-2 dk tutularak
¢oziindiiriildii. Coziintip falkona alinan MDA-MB-231 hiicre serisi iizerine %10 FBS (Fetal
Bovin Serum) ve %1 penisilin-streptomisin igeren RPMI 1640 kiiltiir medyasindan 3 mL
eklenirken, ¢oziiniip falkona alinan NIH/3T3 hiicre serisine ise %10 BCS (Bovin serum
albiimin)ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM Kkiiltiir medyasindan 3 mL eklendi.
Falkonlar 125g’de 6 dk santrifiijlendi. Santrifiij ardindan falkonlardaki siipernatantlar atildi
ve kalan hiicre peletleri ImL her hiicrenin kendi taze kiiltiir medyasinda hafif pipeta;j ile
siispanse hale getirildi. Siispanse hale getirilen hiicrelerin iizerine kendi medyalarindan 10

mL eklenerek hiicreler T-75 flasklara alind1 ve 37°C’de %5 CO; igeren etiivde gogaltildi.

Hiicreler her giin kontrol edilerek flask igindeki yogunluklari mikroskobik olarak
gozlemlendi. Cogalan hiicrelerin flask yogunluklar1 %70-80’e ulastiginda pasajlama islemi
gerceklestirildi. Pasajlama isleminde, flasklardaki medya uzaklastirildi ve flasklar iki kez
SmL PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra hiicreleri kaldirmak i¢in her bir flaska 2
mL Tripsin-EDTA ¢6zeltisi eklendi ve 3 dk 37°C’de %5 CO; igeren etiivde inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin kalkip kalkmadig1 invert mikroskop ile kontrol
edildi ve flask yiizeyinden ayrildig1 goriilen hiicrelere tripsinizasyonu durdurmak i¢in her
hiicrenin kendi kiiltiir medyasindan 5 mL eklendi. Ardindan flasktaki hiicreler toplanarak
15mL’lik falkonlara aktarildi ve falkonlar 125g’de 6 dk santrifiijlendi. Santrifiij ardindan
falkonlardaki siipernatantlar atildi ve kalan peletler 2 mL her hiicrenin kendi kiiltiir
medyasinda hafif pipetaj ile slispanse hale getirildi. Hiicre sayimi i¢in siispanse hale gelmis
hiicrelerden ependorfa 10uL alinip lizerine 10uL tripan mavisi eklenerek karistirildi ve bu
karigim pipetajlanarak hiicre sayaci lamina aktarildi. Hiicre sayaci cihazindan alinan hiicre
sayisina gore hiicreler gerekli sayidaki T-75 flasklara kendi kiiltiir medyalarindan 10 mL

eklenerek boliindii ve 37°C’de %5 CO; igeren etiivde ¢ogaltilmaya devam edildi.

Cogaltilan tiim hiicreler tez boyunca biitiin deneylerde ve tekrarlarinda kullanilmak
tizere donduruldu. Dondurma islenminde, etiivden alinan flasklardaki hiicrelerin medyalari

uzaklastirildt ve flasklar iki defa 5 mL PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra
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flasklardaki hiicreleri kaldirmak icin her flaska 2 mL Tripsin-EDTA eklendi ve 3 dk
37°C’de %5 CO; igeren etiivde inkiibasyona birakildu. Inkﬁbasyon ardindan hiicrelerin
kalkip kalkmadigi invert mikroskop ile kontrol edildi ve tripsinizasyonu durdurmak igin
her flaska hiicrelerin kendi kiiltiir medyalarindan 5 mL eklendi. Daha sonra flasklardan
toplanan hiicreler 15 mL’lik falkonlara alindi ve hiicreler 125g’de 6 dk santrifiijlendi.
Santrifiij ardindan siipernatantlar atildi ve peletler 1 mL her hiicrenin kendi kiiltiir
medyasinda siispanse hale getirildi. Siispanse hale gelen hiicrelerden 10 pL alinip {lizerine
10 pL tripan mavisi eklenerek sayim yapildi. Sayim sonrasinda her deneyde ve tekrarinda
kullanilacak olan hiicre sayisi géz Oniine alinarak hiicreler istenen sayida kriyotiiplere
boliindii. Bu islemde MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicre serileri igin Bolim 3.1.6.1°de
belirtildigi gibi dondurma medyas1 hazirland1 ve karanlik ortamda buzda bekletildi. Sayim
sonrast siispanse haldeki hiicrelere kendi dondurma medyalarindan eklenerek hiicreler
kriyotiiplere alindi. Kriyotiipler 24 saat -80°C’de bekletildikten sonra sivi azot tankina
yerlestirildi.

3.2.12. Hiicrelerin ikilenme Zamaninin (Doubling Time) Belirlenmesi

(Calismada kullanilan MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicrelerinin sayilarini iki katina
cikardiklar siirenin tespit edilmesi; hiicrelerin biiylime egrilerinin belirlenmesi, muamele
sonrast hiicrelerin kiiltiirde ne kadar kalmas1 gerektigi ve calisilmasi gereken uygun hiicre

sayisinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

Kullanilan MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicre hatlarimin ikilenme siiresi
belirlenirken; her hiicre hattindan 1x10° hiicre alinarak 24, 48 ve 72 saat birakilmak tizere
ii¢ tane T75 flasklara ekildi. Hiicrelerin flaska ekildigi an 0. saat ve 1x10° hiicre olarak
kabul edildi. 24. saatin sonunda flaskdaki hiicreler Tripsin-EDTA ile tripsinize edildi ve
tripan mavisi ile sayim yapildi. Ayn islem 48. ve 72. saat i¢in her iki hiicre hattina
gerceklestirildi. Bu iglemler sonucu her iki hiicre hatt1 i¢in 0, 24, 48 ve 72. saat sonucu

sayilan hiicre sayilar1 kullanilarak biiylime egrisi ¢izildi ve ikilenme zamani tespit edildi
(108).

3.2.13. MTT Yontemi ile Sitotoksisite Analizi

Bir dogal bilesigin kemoterapdtik agidan etkili oldugunun belirlenmesinde kanserli
hiicrelerde gosterdigi sitotoksik etkiyi normal ve saglikli hiicrelerde gostermemesi

onemlidir (109). Bu yiizden propolis ekstraktinin MDA-MB-231 kanser hiicre serisi
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tizerindeki olas1 sitotoksik etkisinin segici oldugunun belirlenmesi i¢in analiz saglikli

fibroblast (NIH/3T3) hiicre serisi tizerinde de gergeklestirildi.

Propolisin MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicre serileri iizerindeki sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in MTT yontemi kullanildi. Bu yontemde tetrazolyum tuzu olan sar1 renkli
MTT, canlt hiicrelerin mitokondriyal enzimleriyle indirgenerek mor renkli formazan adli
yapiya doniisiir. Olii hiicreler ise tetrazolyum bilesiklerini indirgeyemezler ve dolayisiyla
herhangi bir renk degisimine neden olmazlar. Olusan ve suda coziilmeyen formazan
kristalinin DMSO ile ¢oziindiiriilmesiyle ortaya ¢ikan renk yogunlugu canli hiicre sayisiyla
orantili olup 570 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir (95, 96, 110).

MTT analizi, hazirlanan etanolik propolis ekstraktlarina yapilan antioksidan
analizler sonucu digerlerine gore daha yiiksek antioksidan etki gosteren Ordu (Ulubey)
iline ait propolis ile yapildi. Etanolik Ordu propolis ekstraktinin ¢oziiclisii evaporate edilip
DMSO’da ¢oziildii. Hazirlanan stok ¢ozeltiden belirtilen propolis konsantrasyonlari her
hiicrenin kendi kiiltir medyasinda seyreltilerek kullanildi. MDA-MB-231 ve NIH/3T3
hiicre serilerinin sitotoksisite analizinde MTT yontemi (70, 96, 110) modifiye edilerek

asagida belirtildigi gibi uygulanda.

e T-75 flasklarda ¢ogaltilan MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicreleri tripsinizasyon
ile kaldirildi ve sayildi. Sayimdan sonra 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir
pleytinin her kuyucuguna 5000 hiicre diisecek sekilde 100 pL her hiicrenin
kendi kiiltiir medyasinda ekim yapildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi.

e 24 saat sonra pleytler inkiibatorden alindi ve igerikleri uzaklastirildi. Her
hiicrenin kendi kiiltiir medyasinda hazirlanan ve son konsantrasyonu 200, 100,
50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 pg/mL olan propolis ekstraktindan kuyucuklara
100’er pL eklendi. Sonrasinda pleytler 72 saat 37°C’de %5 CO; igeren etiivde
inkiibasyona birakildi. Her bir hiicre serisi i¢in kullanilan tiim konsantrasyonlar
alt1 kuyucuk olacak sekilde yapildi.

e Siire sonunda karanlik ortamda steril hiicre kiiltiir pleytlerinin her
kuyucuguna 5 mg/mL’lik MTT c¢ozeltisinden 10uL eklendi ve 3.5 saat daha
37°C’de %5 COzigeren etiivde inkiibasyona birakildi.

5 mg/mL MTT (Thiazoyl blue tetrazolium bromide) Cozeltisi: 60 mg MTT boyasi tartildi

ve 12 mL steril distile suda tamamen ¢oziiliinceye kadar manyetik karistiricida bekletildi.
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Tamamen ¢oziildiikten sonra 0.22 pm’lik filtreden gegirilip 1’er mL halinde alikotlanarak

deneylerde kullanilmak iizere -20 °C’de saklandi.

Inkiibasyon sonunda pleytlerdeki tiim icerikler uzaklastirildi ve kuyucuklara
100’er L. DMSO ilave edilip pleytler 151k gérmemesi i¢in aliiminyum folyoya
sartlarak 45 dk boyunca olusan formazan kristallerinin ¢dziinmesi amaciyla
calkalayicida bekletildi.

Kuyucuklarda olusan formazan kristallerinin tamamen ¢oziinlip ¢éziinmedigi
invert mikroskop ile kontrol edildi. Her kuyucukta olusan mor rengin
absorbansi 570 nm’de mikropleyt okuyucu spektrofotometre ile dlgiildii. MTT
sitotoksisite deneyi her hiicre serisi i¢in li¢ kere tekrar edildi.

Her konsantrasyon i¢in elde edilen absorbans degeri, herhangi bir islem
gérmeyen kontrol absorbans degerine oranlandi ve 100 ile carpilarak % hiicre
canlilif1 hesaplandi. Elde edilen % hiicre canliligi degerlerinin logaritmik
konsantrasyona kars1 grafiginin ¢izilmesiyle MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicre

serilerinde kullanilan propolis ekstraktinin ICso degerleri hesaplandi.

ICs (yar1 inhibitdr konsantrasyonu); potansiyel olarak ilag olabilecek bir maddenin

kanser hiicresi lzerindeki etkilerinin negatif kontrol grubu ile kiyaslanmasi sonucu

absorbans degerinde %50 azalmaya sebep olan konsantrasyonudur (70, 86).

Segicilik indeksi (SI) =

Propolis ekstraktinin iki hiicre serisi lizerindeki ICsy degerleri bulunduktan
sonra agagidaki esitlik yardimiyla kullanilan maddenin kanser hiicresini normal
hiicreden ne kadar daha fazla etkileyebildigini gosteren secicilik indeksi (SI)
degeri hesaplandi (110).

Saglikh Hiicre IC,, (NIH/3T3)
Kanser Hucresi IC,, (MDA - MB -231)

(Esitlik 2)

3.2.14. Anneksin V-PI Analizi

Propolisin, MDA-MB-231 meme kanseri ve NIH/3T3 saglikli fibroblast hiicreleri

tizerindeki hiicre 6liimiine (apoptoz ve/veya nekroz) olan etkisini tespit etmek igin ticari bir

kit olan FITC Anneksin V-PI kiti kullanildi. Kit iceriginde, apoptoza ugrayan hiicreleri

tespit etmek igin floresans Ozellik gosteren madde olan FITC (floreskein izotiyosiyanat) ile
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isaretlenmis anneksin V boyasi ve nekroza ugrayan hiicreleri tespit etmek i¢in kullanilan

propidyum iyodiir (PI) boyast olmak tizere iki boya bulunmaktadir.

Programlanmis bir hiicre 6liimii olan apoptoz siirecinde hiicrenin kromatini ve
sitoplazmasinda yogunlasma, hiicrede kii¢iilme ve niikleer parcalanma gibi morfolojik
degisiklikler olusur. Apoptoza ugrayan hiicrelerde membran biitiinliigii son asamaya kadar
korunur. Apoptoz basladiginda hiicre membraninin i¢ kisminda bulunan fosfotidilserin
(PS) yer degistirerek dis kisma geger. Annexin V, fosfatidilserin kalintilar1 ile giiclii ve
spesifik bir sekilde etkilesime giren proteindir. Bu yiizden FITC (floreskein izotiyosiyanat)
gibi floresan Ozellik gosteren boyalar ile konjuge edilerek yapilan 1simadan apoptoz
seviyesinin Dbelirlenmesinde kullanilir. Ancak Annexin V ayni zamanda membran
biitiinliigi bozulmus fakat apoptoza ugramamis hiicrelere de girerek 1s1ma
yapabilmektedir. Bunu engellemek ve apoptotik hiicreleri nekrotik hiicrelerden ayirmak
icin ise ikinci bir boya olan propidyum iyodiir (PI) kullanilir (70, 86, 89). Yapilan boyama
akig sitometresi, floresans mikroskobu ve otomatik hiicre sayaci gibi lazer 1511 kullanan
cihazlar ile tespit edilir (111).

Anneksin V-PI analizi i¢in, MTT analiz sonuglar1 degerlendirilerek kullanilan Ordu
(Ulubey) propolis ekstrakt konsantrasyonlar: 0, 9, 18, 36 ve 54 pug/mL olarak belirlendi ve
asagida belirtildigi gibi uygulandi.

e Deneylerde kullanilmak {izere sivi azot tankinda stoklanan MDA-MB-231 ve
NIH/3T3 hiicreleri agilarak T75 flasklara ekildi ve 24 saat 37°C’de %5 CO;
iceren etlivde inkiibasyona birakildi.

e T75 flasklara ekilen hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirildi ve tripan mavisi
ile boyanip otomatik hiicre sayacinda sayildi. Her konsantrasyon icin ayr1 ayri
T25 flasklara birer milyon hiicre ekildi ve 24 saat 37°C’de %5 CO, igeren
etiivde inkiibasyona birakildi.

e 24 saat sonra flasklar inkiibatorden alindi, igerikleri uzaklastirildi ve PBS ile
yikandi. DMSO’da ¢oziinmiis Ordu propolis ekstraktindan her hiicrenin kendi
kiiltiir medyasinda hazirlanan ve son konsantrasyonu 54, 36, 18, 9 pg/mL olan
dozlar flasklara eklendi. Ayn1 zamanda negatif kontrol i¢in propolis ekstrakti
icermeyen kiiltiir medyas1 (0 pg/mL) belirtilen T25 flaska eklendi. Flasklar 72
saat 37°C’de %5 CO;igeren etiivde inkiibe edildi.

e Siire sonunda 54, 36, 18, 9 ve 0 pg/mL konsantrasyonlarina ait T25 flasklar
inkiibatorden alindi, igerikleri uzaklastirildt ve PBS ile yikandi. Her
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konsantrasyona ait T25 flasklardaki hiicreler tripsinizasyon islemi ile
kaldirilarak ayri falkonlara toplandi ve santrifiij yapildu.

Santrifiij ardindan siipernatant atildi ve pelet soguk PBS ile siispanse edilip
tekrar santrifiijlendi. Bu yikama islemi 2 kez tekrar edildi ve hiicreler sayildi.
Ardindan kit igerisinde bulunan 10X baglayict1 tampon ddH,O ile 1X’e
seyreltilip falkonlara eklenerek pelet hiicreler siispanse hale getirildi. Kullanilan
kitin protokoliinde bir milyon hiicre icin 1 mL 1X baglayict tampon
kullanilmas1 gerektigi belirtildigi i¢in hiicreler sayilarak sayima uygun miktarda
1X baglayici tampon falkonlara eklenerek hiicreler siispanse edildi.
Falkonlardan 100 bin hiicre i¢in 100’er puL alinarak kapakli 1.5 mL’lik tiiplere
konuldu. Karanlik ortamda FITC Anneksin V ve PI soliisyonlarindan 5’er pL
tiiplere eklendi ve tiipler hafif¢e karistirildi. Ardindan karanlik ortamda oda
sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda her bir tiipe 400’er pL 1X baglayici tampon ilave edildi ve
otomatik hiicre sayaci cihazinda analiz gergeklestirildi.

Hem MDA-MB-231 hem de NIH/3T3 hiicre hatt1 i¢in anneksin V-PI analizi ti¢
kez tekrar edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Briks Degeri Tayini Sonug¢lari

Hazirlanan etanolik propolis ekstraktlarinin refraktometre ile 6lgiilen % ¢oziinen
kat1 miktar1 degerlerinin 23 ile 26 arasinda degistigi, en diisiik degerin Trabzon ve Sinop

illerine en yiiksek degerin ise Ordu iline ait propoliste oldugu tespit edildi (Tablo 11).
4.2. Elektriksel iletkenlik-pH Degeri Analiz Sonuclar

Hazirlanan propolis ekstraktlarinin pH o6l¢timleri sonucu pH degerlerinin 4.81 ile
5.28 araliginda degistigi, en diisiik degerin Giimiishane iline ve en yiiksek degerin Trabzon
iline ait oldugu belirlendi. Yapilan elektriksel iletkenlik 6l¢iimleri sonucu ise degerlerin

49.43 ile 93.53 araliginda degistigi, en diisiik degerin Artvin iline ve en yiiksek degerin
Ordu iline ait oldugu bulundu (Tablo 11).

Tablo 11. Propolis numunelerinin pH, iletkenlik ve briks verileri

Numune pH iletkenlik (us/cm) Briks
Artvin (Borgka) 4.98+0.01 49.43+0.64 23.75
Sinop (Erfelek) 5.14+0.01 60.47+0.49 23.00
Rize (ikizdere) 4.98+0.02 57.43+1.42 25.00
Trabzon (Arakli) 5.28+0.03 54.17+0.35 23.00
Ordu (Ulubey) 5.16£0.01 93.53+0.38 26.00
Giimiishane (Kelkit) 4.81+0.02 56.45+0.31 23.50
Bayburt (Demirozii) 5.03£0.03 59.62+0.21 24.00
Ortalama 5.05+0.02 61.59+0.54 24.04

4.3. % Balsam Miktar1 Tayini Sonuclar

Etanolik ekstrakt i¢inde ¢6ziinen madde miktarini ifade eden balsam miktar1 (44)

tayini sonucu tespit edilen degerlerin 32.71 ile 67.04 arasinda degistigi, en diisiik degerin

Trabzon iline en yiiksek degerin ise Ordu iline ait propoliste oldugu belirlendi (Tablo 12).
4.4. % Vaks Miktar1 Tayini Sonuclari

Propolis numunelerinin % Vaks miktarlar1 Bolim 3.2.5’te verilen (Esitlik 1)

PR

kullanilarak hesaplandi. Hesaplanan degerlerin 2.40 ile 13.91 arasinda degistigi, en diigiik
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degerin Trabzon iline ve en yliksek degerin Ordu iline ait propoliste oldugu tespit edildi
(Tablo 12).

Tablo 12. Propolis numunelerinin % balsam ve % vaks verileri

Numune %Balsam %\Vaks

Artvin (Borgka) 51.41+0.57 10.54+0.68
Sinop (Erfelek) 46.02+0.42 8.98+0.53
Rize (ikizdere) 62.78+0.43 3.8340.13
Trabzon (Arakli) 32.71+0.62 2.40+£0.05
Ordu (Ulubey) 67.04+1.30 13.91+0.91
Giimiighane (Kelkit) 50.63+0.34 2.96+0.07
Bayburt (Demirdzii) 52.58+0.29 8.54+0.41
Ortalama 51.88+0.57 7.31+0.40

4.5. Toplam Polifenol Madde Miktar1 Analizi Sonuclari

Hazirlanan propolis ekstraktlarina gerekli seyreltmeler yapilarak toplam polifenol
madde miktar1 Bolim 3.2.6’da belirtildigi gibi gallik asit standardina gore tayin edildi.
Farkli derisimlerde hazirlanan gallik asit standardinin 760 nm’deki absorbans degerleri y-
ekseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde olacak sekilde standart ¢alisma grafigi
hazirlandi. Elde edilen standart calisma grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru
orantili olup, elde edilen dogru denklemi y = 1.4364x + 0.0335 olarak tespit edildi (Sekil
4). Hazirlanan standart ¢alisma grafigi kullanilarak 1g propolisin igerdigi mg cinsinden
toplam polifenol madde miktar1 belirlendi. Propolislerin toplam polifenol madde miktarlar
Tablo 13’deki gibidir. Propolislerdeki toplam polifenol madde miktar: 91.86-196.40 mg
GAE/g arasinda degisim gostermektedir. Sonuclara gore en yiiksek deger Ordu iline ait

propoliste en diisiik deger ise Glimiighane iline ait propoliste tespit edildi.
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Toplam Polifenol Madde Miktari

2 Kalibrasyon Grafigi
€15
o
[{o]
=1
2 y = 1,4364x + 0,0335
205 R>=0,9987
2
20

0 05 1 15

Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4. Toplam polifenol madde miktar1 kalibrasyon grafigi

4.6. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Analizi Sonugclari

Hazirlanan propolis ekstraktlarina gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra toplam
flavonoid madde miktar1 Boliim 3.2.7°de belirtilen sekilde kuersetin standardina goére tayin
edildi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart kuersetin c¢ozeltilerinin 415
nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde olacak
sekilde bir standart ¢alisma grafigi hazirlandi. Elde edilen dogru denklemi y = 4.4638x +
0.0238 olarak tespit edilip (Sekil 5), bu denklemden faydalanilarak 1 g propolisin igerdigi
mg cinsinden toplam flavonoid madde miktar1 belirlendi. Propolislerdeki toplam flavonoid
madde miktarinin 47.55-68.74mg QE/g arasinda degisim gosterdigi, en diisiik degerin
Gilimiighane iline ait propoliste ve en yiiksek degerin ise Ordu iline ait propoliste oldugu

tespit edildi (Tablo 13).

Toplam Flavonoid Madde Miktar:
Kalibrasyon Grafigi

N
3

I
g N

y = 4,4638x + 0,0238
R2=10,9983

o
(¢, ]

Absorbans (415 nm)
-

o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Kuersetin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 5. Toplam flavonoid madde miktar1 kalibrasyon grafigi
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4.7. DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini Sonuglari

DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), temizleme aktivitesi tayininde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bolim 3.2.8’de belirtildigi gibi yapilan analizde, X-ekseninde
artan numune konsantrasyonuna karsi y-ekseninde azalan absorbans degerleri grafige
gecirildi ve bu grafikten yararlanilarak maksimum absorbansin yarisina denk gelen
numune konsantrasyonu SCsy degeri olarak ifade edildi (Sekil 6). DPPH’ radikali
temizleme aktivitesi tayininde kiigiik SCso degeri yiiksek radikal temizleme kapasitesini
gostermektedir. Propolislerin  SCsy degerlerinin  0.36-0.01 mg/mL arasinda degisim
gosterdigi hesaplandi (Tablo 13). Sonuglara gore en yiiksek radikal temizleme aktivitesine
sahip propolis numunesi Ordu iline aitken en diisiik radikal temizleme aktivitesine sahip

propolisin Giimiishane iline ait oldugu belirlendi.
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Sekil 6. Propolis numunelerinin DPPH™-SCs, grafikleri. a) Artvin (Borgka) Propolis, b)
Rize (Ikizdere) Propolis, ¢) Ordu (Ulubey) Propolis, d) Sinop (Erfelek) Propolis,
e)Trabzon (Arakli)) Propolis, f) Giimiishane (Kelkit) Propolis, g) Bayburt
(Demir6zii) Propolis, h) Troloks Standart
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4.8. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Giic-Frap Tayini Sonuclar:

FRAP yonteminin esasi, asidik ortamda antioksidan igeren bir 6rnegin eklenmesi
sonucu, ferrik-tripiridiltriazin kompleksinin (Fe*>-TPTZ), mavi renkli ve 593 nm’de
maksimum  absorbans veren ferroz kompleksine (Fe™-TPTZ) indirgenmesine
dayanmaktadir. Bolim  3.2.9°da  belirtildigi  gibi  yapilan analizde degisen
konsantrasyonlarda FeSO,47H,0 kullanilarak standart ¢alisma grafigi hazirlandi (Sekil 7).
Sonuglar hazirlanan grafikten yararlanilarak 1g propolisin igerdigi pmolFeS0O,.7H,0
esdegeri antioksidan gii¢ olarak ifade edildi (Tablo 13). Propolisler i¢in FRAP degerinin
430.24-2242.28 pmolFeSO,4.7H,0/g arasinda degistigi, en diisiik degerin Giimiishane iline

ait propoliste en yiiksek degerin ise Ordu iline ait propoliste oldugu belirlendi.

07 FRAP Kalibrasyon Grafigi

g 0,6

& 05

2 04

[72]

g 03 _

S g5 y = 0,0006x - 0,0037

o R?=0,9963

2 01

< 0

0 250 500 750 1000

FeSO4.7H20 (pM) konsantrasyonu

Sekil 7. FRAP kalibrasyon grafigi

Tablo 13. Propolis numunelerinin toplam polifenol, toplam flavonoid, DPPH" ve FRAP

verileri

NUMUne Toplam Polifenol T_oplam FRAP DPPH’SCs
(mgGAE/q) Flavonoid (mg QE/g) (umolFeSO4.7H,0/g)  (mg/mL)
Artvin (Borgka) 93.19+2.19 49.95+1.14 446.57+6.02 0.35+0.02
Sinop (Erfelek) 117.45+2.38 55.45+1.09 602.31+4.01 0.07+0.01
Rize (ikizdere) 100.67+2.27 51.06+1.01 515.69+4.00 0.18+0.01
Trabzon (Araklr) 123.06+2.08 56.14+1.17 2205.83+16.89 0.03£0.00
Ordu (Ulubey) 196.40+3.29 68.74+1.35 2242.28+23.10 0.01£0.00
Giimishane (Kelkit) 91.86+2.59 47.55+1.42 430.24+4.68 0.36+0.02
Bayburt (Demir6zii) 95.27+2.68 50.11+1.36 497.28+5.37 0.19+0.01

Std.Troloks

0.0044+0.00
Ortalama 116.84+2.50 54.14+1.22 991.46+9.15 0.17+0.01
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4.9. HPLC ile Fenolik Bilesen Analizi Sonug¢lar:

HPLC-UV yontemi ile 25 fenolik bilesen standardinin analizi yapildi. Propolis
numunelerine yapilan analizde en ¢ok bulunan standart fenolik bilesenlerin kafeik asit,
ellajik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, luteolin, kuersetin, pinosembrin, chrysin ve kafeik
asit fenetil ester (CAPE) oldugu tespit edilmistir. Klorojenik asit, m-OH benzoik asit,
epikatesin, siringik asit, mirisetin, apigenin, curcumin, resveratrol ve daidzein fenolik
bilesenlerine ise propolis numunerinde rastlanmamistir. Ordu iline ait propolis
numunesinin fenolik bilesen miktarinin digerlerine gore daha fazla oldugu ve kafeik asit,
ellajik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, chrysin, pinosembrin, kafeik asit fenetil ester
(CAPE) bakimindan zengin oldugu gozlemlendi. Propolis numunelerin fenolik bilesen

sonuclar1 Tablo 14’te sunulmustur.
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Tablo 14. Propolis numunelerin fenolik bilesen sonuglari

Standartlar

(ng fenolik/g) Rize  Sinop  Trabzon Artvin Ordu Giimiishane Bayburt
Gallik asit 42.32 - 42.67 42.08 63.20 25,99 37.98
Protokatekuik asit - 33.03 4.22 53.40 - 27.33 -
Klorojenik asit - - - - - - -
p-OH Benzoik asit - 19.58 29.25 - - - -
Epikatesin - - - - - - -
Kafeik asit 111.46 365.76 1239.90 168.08 2046.50 72.67 99.34
Siringik asit - - - - - - -
m-OH Benzoik asit - - - - - - -
Rutin 52.28 192.35 - 90.41 103.64 32.00 42.67
Ellajik asit 1867.21 1649.70 - 2302.23 2593.37 1371.35 1578.69
p-Kumarik asit 142.63 270.04 950.93 573.45 2157.92 74.00 78.01
Ferulik asit 58.91 259.32 1233.05 1221.24 1750.89 32.66 42.00
Mirisetin - - - - - - -
Resveratrol - - - - - - -
Daidzein - - - - - - -
Luteolin 16.84  18.37 24.52 29.30 21.10 10.68 12.69
Kuersetin 67.97 200.56 188.73 38.93 262.29 59.33 63.32
t-Sinnamik asit - - 452.92 - 456.66 - -
Apigenin - - - - - - -
Hesperetin - 32.04 - - 115.85 - -
Ramnetin - 195.77 139.86 - 281.05 - -
Chrysin 371.17 1682.78  4062.22 - 5067.36 292.64 333.97
Pinosembrin 459.81 1833.38 5082.92 - 5272.01 - 422.01
CAPE 17.09 121.16 1809.62 715.19 1820.25 12.66 16.65
Curcumin - - - - - - -

(-) Tespit Edilemedi

4.10. Hiicrelerin Ikilenme Zamanimin (Doubling Time) Sonuclar

MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicre hatt1 i¢in 0, 24, 48 ve 72. saat sonucu sayilan
hiicre sayilart kullanilarak biiyiime egrisi ¢izildi ve ikilenme zamani tespit edildi (Sekil 8).

43



a Exponential Curve Fitting b Exponential Curve Fitting

12.000.000 5.000.000
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= =
3.000.000 2.000.000
T @
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0 20 40 G0 &0 [i} 20 40 50 a0
Tirme Time
—— Computed ® Mesured —— Computed ® Mesured
Doubling Time= 24.45=In(2)/0.0283 Doubling Time= 23.75=In(2)/0.0292
Growth Rate=0.0283 Growth Rate=0.0292
Growth Rate= number of doubling that Growth Rate= number of doubling that
ocur per unit time ocur per unit time
i 0.0283*time . 0.0292*time
Equation:amont=1027285.1902*e Equation:amont=764446.5421%e
At t=0, At t=0,

calculated cell concentration = 1027285.1902 calculated cell concentration = 764446.5421

Sekil 8. Calismada kullanilan hiicre hatlarmin biiyiime egrileri ve ikilenme zamani
a)MDA-MB-231, b)NIH/3T3

4.11. MTT Yontemi ile Sitotoksisite Analizi Sonuglari

Ordu (Ulubey) propolis ekstrakti ile inkiibe edilen MDA-MB-231 ve NIH/3T3
hiicrelerinin canlilifi 72. saatin sonunda degerlendirildi. Propolis ekstraktinin her
konsantrasyonundan (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 ug/mL) ve higbir islem
gormeyen kontrol grubundan altisar kuyucuk oldugundan kuyucuklarin spektrofotometrede
verdikleri degerlerin ortalamasi alindi (Resim 2). Negatif kontrol kuyucuklarindaki
hiicrelerin canlilik oran1 %100 kabul edilerek propolis ekstrakti bulunan kuyucuklarin
canliliklart degerlendirildi. Elde edilen % hiicre canliligt degerlerinin logaritmik
konsantrasyona kars1 grafiginin ¢izilmesiyle MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicre serilerinde
kullanilan Ordu (Ulubey) propolis ekstraktinin ICso degerleri hesaplandi (Sekil 9).

MTT yontemi ile MDA-MB-231 metastatik meme kanseri ve NIH/3T3 fibroblast
hiicre serisi lizerine yapilan sitotoksisite analizi sonucu; Ordu (Ulubey) propolis
ekstraktinin  MDA-MB-231 metastatik meme kanseri hiicrelerinde saglikli NIH/3T3

fibroblast hiicrelerine gore 1.92 kat daha segici sitotoksik etkisinin oldugu belirlendi (Tablo
15).
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Resim 2. Ordu (Ulubey) propolis ekstrakti ile 72 saat inkiibe edilen hiicrelerin MTT testi
pleyt goriintiisii
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Sekil 9. Ordu (Ulubey) propolis

ekstraktinun hiicre hatlarindaki
belirlemede kullanilan grafik

ICso degerlerini

Tablo 15. ICso degerleri ve segicilik indeksi

-MB- ii NIH/3T3 .
MDA-MB-231 Hiicre . Secicilik Indeksi
Hatt: Hiicre Hatt1
Ordu (Ulubey) 10.07+0.13 19.38+0.27 192
Propolis Ekstrakti pg/mL ug/mL '

4.12. Anneksin V-PI Analizi Sonuclar

MTT analiz sonuglart degerlendirilerek kullanilan Ordu (Ulubey) propolis ekstrakt

konsantrasyonlar1 0, 9, 18, 36 ve 54 pg/mL ile FITC Anneksin V-Pl analizi
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gercgeklestirildi. Otomatik hiicre sayaci cihazinda gerceklestirilen dlglimler sonucu Resim
3’de goriildiigi gibi veriler elde edildi. Verilerdeki RFP (Red fluorescent protein) degeri
propidyum iyodiir boyasma ait 1simay1 (nekrotik hiicreleri), GFP (green fluorescent
protein) degeri FITC Anneksin V 1simasini (erken apoptotik hiicreleri) ve RFP+GFP degeri

ise geg¢ apoptotik hiicreleri ifade etmektedir.

Results:
a Concentration
229 x 10°/mL
RFP 15% 3.52x10%mL
GFP 15% 3.52 x 10%/mL
RFP+GFP 8% 1.76 x 10%/mL

Avg RFU 104.25 Avg RFU 77.17
n Apoptotik RFP

GFP

¥ Hilcre
.

c

Number of cells
e

RFU

Resim 3. Anneksin V-PI analizi sonucu otomatik hiicre sayacindan alinan veriler, a)RFP,
GFP ve RFP+GFP hiicre konsantrasyonu, b) floresans 1s1ma yapan apoptotik ve
nektotik hiicre goriiniimi, ¢) apoptotik ve nektotik hiicrelerin floresans miktari

Anneksin V-PI analizi sonuglarina gére MDA-MB-231 hiicre serisi tizerinde Ordu
propolisinin 36 pg/mL konsantrasyonunun nekrotik hiicre sayisini anlamli olarak arttirdig:
(Sekil 10a), erken apoptozda istatistiksel olarak anlamlilik olmazken (Sekil 10b) gec
apoptozda ise 9 ve 54 ug/mL’de anlamli bir artis oldugu (Sekil 10c) gozlemlendi. Saglikli
hiicre olan NIH/3T3 hiicre serisinde ise nekrotik hiicre sayisinda anlamli artis/azalis
olmazken (Sekil 11a) erken apoptozda 18 pg/mlL’de (Sekil 11b) ge¢ apoptozda 18 ve 36
ng/mL’de (Sekil 11c) anlamli azalma oldugu gézlemlendi.
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Sekil 11. NIH/3T3 hiicre hatt1 i¢in elde edilen Anneksin V-PI analiz sonucu grafikleri, a)
nekroz, b) erken apoptoz, ¢) gec apoptoz
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5. TARTISMA ve SONUC

Propolis, bal arilarinin kovanlarini dis etkilere kars1 korumada, dezenfekte etmekte
kullandig1 6nemli bir apiterapi iirliniidiir. Yapilan ¢alismalarda propolisin sabit bir bilesime
sahip olmadigi, toplandig1 bolge florasina, iklim ozelliklerine, ar1 irkina, kovaninin
ihtiyacina ve sekline gore farkliliklar gosterdigi belirtilmistir (4, 112). Nitekim bir
calismada bes farkli ar1 irkina gore ayni bolgeden toplanan propolis orneklerinin fenolik
bilesiminin degisim gosterdigi belirtildi (113). Tiirkiye’de yapilan bir baska ¢alismada da
Van bolgesinde farkli kovan tiplerinden toplanan propolis 6rneklerinin bilesiminin farkli

oldugu gosterildi (114).

Propolis ¢ogunlukla bolge adlarina gore adlandirilmaktadir. Yagmur ormanlarinin
bulunmasiyla uygun iklim ve floraya sahip olan Brezilya bolgesinde bulunan propolis, ¢ok
tiretilen bir propolis tiiriidiir. Ayrica Brezilya propolisi kirmizi ve yesil rengiyle de
adlandirilmaktadir (115, 116). Tirkiye diinyada iliman bolge iklim kusaginda bulundugu
icin daha ¢ok poplar(kavak) tiirli propolis bakimindan zengin olup bunu ¢am, ardi¢, mese,

kestane gibi tiirler takip etmektedir (113, 117, 118).

Arilar propolisi c¢ogunlukla agaclarin yaprak, kabuk ve govdelerinden sizan
recinelerden toplarken otsu bitkilerden de az miktarda propolis iiretilmektedir. Ormanlik
alanlarin ve bitki florasinin bol oldugu bdlgelerden toplanan propolislerin veriminin ve
kalitesinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Yapilan bu calismada kestane, kavak, ardic,
findik ve koknar gibi agag tiirlerinin bol bulundugu Karadeniz Bolgesi propolisinin fiziksel
ve biyolojik aktif 6zellikleri arastirildi. Bu amagla Karadeniz Bolgesinde bulunan yedi

farkli ildeki deneyimli aricilardan 2019 yilinda toplanan propolis drnekleri satin alindu.

Propolis ham formu ile ¢ok fazla kullanilmaz ve ¢ogunlukla metanol, etanol, su,
kloroform ve dimetil siilfoksit gibi ¢oziiciiler ile saflagtirilarak kullanilir. Kullanilan farkl
coziiciiler aktiviteyi etkilemekle beraber bilesenlerinin ¢ogunu ortaya ¢ikaran en iyi ve sik
kullanilan ¢oziicii %70°lik etanol olarak belirtilmistir (21-23). Bu amagla 3,5 g 6giitiilmiis
ham propolis 30 ml %70’lik etanolde c¢oziilerek yani yaklasik %10’luk ekstraktlar

hazirland1 ve deneylerde kullanildi.

Ham propolis 6ziitlerin briks yani ¢ozeltide ¢coziinen kati madde degerlerinin 23 ile
26 arasinda degisim gosterdigi ve pH degerlerinin ise 4.81 ile 5.28 araliginda degistigi
tespit edildi. Propolis 6ziitiinde briks degeri ile ilgili caligma literatiirde bulunmazken pH

degerinin literatiirle uyumlu oldugu yani tiim propolislerin asidik 6zellige sahip oldugu
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belirlendi (99). Bir fiziksel 6zellik olan iletkenligin etanolik 6ziitlerde oldukg¢a degisken
ozellik gosterdigi (49.43 ile 93.53 puS/cm arasinda) ancak ortalama degeri 61 ps/cm oldugu
tespit edildi.

Propolis temel olarak iki kisimdan olusur. Alkol ile ekstrakte edilen kisim balsamik
olarak adlandirilirken diger kisim alkol ile ekstrakte edilmeyen yani apolar bilesenlerce
zengin olan mumlardan (vaks) olusan kisimdir. Balsamik kisim ne kadar zengin ise ham
propolis o kadar kalitelidir. Yapilan ¢alismada ham propolislerin balsamik miktarinin %
32.71 ile %67.04 arasinda degisim gosterdigi ve en yiiksek balsam miktarinin Ordu
(Ulubey) propolisinde oldugu tespit edildi. %Vaks miktarlarinin ise 2.40 ile 13.91 arasinda
degisim gosterdigi ve en yiiksek vaks miktarinin yine ayni ildeki propoliste oldugu
bulundu. Balsamik ve vaks miktarinin ayni propolis de yiiksek olmasi ilgi ¢ekicidir. Diisiik
vaks miktarina sahip olan Trabzon (Arakli) ilindeki propoliste beklenenin aksine balsamik
maddenin  diisik ¢ikmasinin  sebebi odunsu  maddelerin(seliilozik)  propoliste
bulunabilecegidir. Ciinkii bu seliilozik maddeler Ordu ilinin propolisinde daha az

olabileceginden vaks miktar1 yiiksek bulunmustur.

Propolisin biyoaktif degerinin daha ¢ok polifenollerden ileri geldigi yapilan tiim
propolis c¢alismalarinda bildirilmektedir. Bu nedenle yapilan bu c¢alismada Karadeniz
Bolgesi propolislerinin total polifenol (TP) igeriklerinin 91.86 ile 196.40 mg GAE/g
arasinda degisim gosterdigi ve Ordu (Ulubey) propolisinin maksimum TP’ye sahip oldugu
onu Trabzon propolisinin izledigi tespit edildi. Polifenoller bitkilerin sekonder
metabolitleri olup, ¢ok genis alt siniflar1 ile yaklasik 8000 adet polifenollerin varlig
literatiirde zikredilmektedir (119, 120). Flavanoidler en biiyiik polifenol alt siif ailesi
olup, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar ve antitiimoral Ozellikleri ile taninirlar
(121, 122). Calismada kullanilan 6rneklerin total flavanoidlerinin 47,55 ile 68.74 mg QE/g
arasinda degistigi ve en yiiksek degerin Ordu ile Trabzon propolisinde oldugu tespit edildi.
Anadolu propolisi ile yapilan bir ¢alismada total polifenol miktarinin Balikesir ili
propolisinde 186 mg GAE/g, Artvin ili propolisinde ise 86 mg GAE/g oldugu
bildirilmektedir (123). Toplam polifenol miktar ile toplam flavanoid miktarlari arasinda
pozitif bir korelasyon goriiliirken, literatiirde de bu pozitif korelasyonla ilgili makaleler

rapor edilmektedir (123, 124).

Propolis 6rneklerinin antioksidan aktiviteleri FRAP ve DPPH’ yontemi ile test

edildi. FRAP yontemi, demir (111) kompleksini indirgeyebilen antioksidan gii¢ olarak ifade
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edilir. FRAP degerinin biiyiik olmas1 yiiksek aktiviteyi ifade eder. Yedi ile ait propolis
orneklerinde en yiiksek aktiviteyi Ordu (Ulubey) ile Trabzon (Arakli) propolislerinin
gosterdigi belirlendi. Antioksidan aktivitenin polifenol miktar ile iliskili oldugu bulundu.
Serbest radikal temizleme (scavenging) aktivitesi olarak DPPH’ radikali c¢alismada
kullanildi. DPPH’ radikali ticari olarak satin alinan bir radikal olup, antioksidan bir madde
varliginda hemen indirgendigi igin iyi bir antioksidan belirtecidir. Radikal temizleme
aktivitesi SCso olarak ifade edilir ki bu radikalin yarisin1 temizleyen ekstrakt miktaridir.
FRAP degerinin aksine DPPH’ degeri ne kadar diisiik olursa antioksidan aktivite o kadar
yiiksek demektir (106). Calismada yine en yiiksek radikal temizleme kapasitesinin Ordu
(Ulubey) ve Trabzon (Arakli) propolislerine ait oldugu bulundu.

Propolis 6rneklerinin fenolik igerikleri UV-VIS dedektor ile donanimli HPLC
sisteminde analiz edildi. 25 adet fenolik bilesigin kullanildigi bu ¢alismada bazi fenolik
bilesenlerin tayin sinirlarmin altinda kaldigi icin tespit edilemedigi bulundu. Sinop harig
gallik asit tiim orneklerde tespit edilirken, klorojenik asit, epikatesin, siringik asit, m-OH
benzoik asit, mirisetin, resveratrol, daidzein, apigenin ve curcumin hi¢ bir 6rnekte tespit
edilmedi. Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, luteolin, kuersetin ve kafeik asit fenetil
ester (CAPE) tiim propolis orneklerinde tespit edildi. Calismada en yiiksek polifenol ve
antioksidan degere sahip Ordu (Ulubey) 6rneginin pinosembrin, chrysin, p-kumarik asit,
ellagik asit ve ferulik asit bakimindan zengin oldugu tespit edildi. Kafeik asit ve kafeik asit
fenetil ester fenolikleri propolisin en 6nemli markirlari olup, her iki bilesenin Ordu ve
Trabzon 6rneklerinde yiiksek oldugu, ancak tiim drneklerde bulundugu tespit edildi. Bu iki
bilesik ile literatiirde ¢cok sayida caligma mevcut olup, antitiimoral aktiviteye sahip oldugu

gosterilmektedir (125, 126).

Calismada antioksidan aktiviteden baska propolisin sitotoksik etkisi de incelendi.
Bunun i¢in kanser hiicre hatt1 olarak metastatik meme kanseri (MDA-MB-231) ile saglikli
hiicre hatti1 olan fare embriyonik hiicre hatt1 (NIH/3T3) kullanildi. Caligmada en iyi
propolis ornegi olarak secilen Ordu (Ulubey) iline ait numune kullanildi. . Her iki hiicre
icin gerekli pasajlama, hiicre sayisii ikiye katlama c¢alismalarindan sonra uygun
konsantrasyon, hiicre sayis1 ve etki siiresi tespit edildi. In vitro sitotoksik aktivite testleri
i¢in ¢ok sayida tetrazolyum testleri (MTT, MTS, XTT, WST), laktat dehidrojenaz (LDH)
testi ve biyoliiminesans testler kullanilir. Kolorimetrik yontem olan MTT (3-(4,5 -

dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir) testinde, MTT canli hiicreler tarafindan
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mitokondriyal NAD(P)H’a bagli mitokondriyal oksidorediiktaz tarafindan indirgenerek
suda ¢oziinmeyen formu olan formazon kristallerine doniiserek mavi-mor renge doniisiir.
Rengin siddeti formazon kristallerinin miktariyla dogru orantili olup, canli ve ¢ogalmaya
devam eden hiicrelerde bu doniisiim meydana gelirken 6lii olan yani metabolik aktivite
gostermeyen hiicrelerde reaksiyon gerceklesmez. Rengin siddetinin spektrofotometrik
olarak 540-720 nm dalga boyunda absorbansinin olgiilmesiyle canli/6lii hiicre miktari
belirlenir (93).

Ordu (Ulubey) propolisinin optimum sartlar saglanarak yapilan sitotoksisite analizi
sonucu % hiicre canliliklari logaritmik olarak degerlendirildi. MDA-MB-231 ve NIH/3T3
hiicre hatlart icin ICsp degerleri sirasiyla 10.07+0.13 pg/mL ve 19.38+0.27 pg/mL
bulundu. Ordu(Ulubey) propolis ekstraktinin MDA-MB-231 metastatik meme kanseri
hiicrelerinde normal NIH/3T3 fibroblast hiicrelerine gére 1.92 kat daha segici sitotoksik
etkisinin oldugu tespit edildi. Cin propolisi ile yapilan bir ¢aligmada, propolisin meme
kanser hiicrelerine kars1 yiiksek sitotoksik etki sagladigi gosterilmis (127). 2017 yilinda
yapilan bir ¢alismada ise propolis de bulunan CAPE’in in meme kanser hiicrelerinin
biiylimesini durdurdugu gosterilmistir (37).

Sitotoksik aktivitenin mekanizmasini aydinlatmak ic¢in cesitli testler yapilir.
Bunlardan biri sitotoksisitenin nekroz veya apoptoz olup olmadiginin belirlenmesi igin
yapilan Anneksin V-PI analizidir. Eger dogal veya sentetik bir ajan hiicreyi apoptoza
stirtikliiyorsa bu onun iyi bir antitiimoral ajan oldugunu gosterir. Her iki hiicre hattinda bu
durumun o6lgiilmesinde FITC AnneksinV-PI kiti kullanildi. Burada FITC(floreskein
izotiyosiyanat) ile isaretlenmis anneksin V boyas1 apoptoza, propidyum iyodiir (PI) boyasi
nekroza ugrayan hiicreleri tespit etmek i¢in kullanildi (89, 110). Otomatik hiicre sayaci ile
yapilan 6l¢iimler sonucu MDA-MB-231 hiicre serisi {izerinde Ordu propolisinin 36 pg/mL
konsantrasyonunun nekrotik hiicre sayisini anlamli olarak arttirdigi, erken apoptozda
istatistiksel olarak anlamlilik olmazken ge¢ apoptozda ise 9 ve 54 pg/mL’de anlamli bir
artis oldugu gozlemlendi. Saglikli hiicre olan NIH/3T3 hiicre serisinde ise nekrotik hiicre
sayisinda anlamli artig/azalis olmazken erken apoptozda 18 pg/mL’de ge¢ apoptozda 18 ve

36 pg/mL’de anlamli azalma oldugu gézlemlendi.

Sonug olarak, Karadeniz Bolgesi propolislerinin yiiksek antioksidan etkiye sahip
olduklari, diinyada en yaygin kanser tiirii olan meme kanseri tizerinde segici sitotoksik etki

gosterdigi ve bu etkiye igerigindeki tiim bilesenlerin katki vermis olabilecegi sonucuna
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ulagilmistir. Bunlar gbz 6niinde bulunduruldugunda propolisinin iceriginin daha ayrintili
aydinlatilmasi, ¢aligmalarin farkli hiicre serileri tizerinde de denenmesi, in vivo deneylerle
desteklenmesi ile propolisin alternatif tamamlayici tipta kansere karsi kullanilabilecegi

Ongoriilmektedir.
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