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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

BAL, POLEN, PROPOLIS VE ARI SUTU EKSTRAKTLARININ
TiYOREDOKSIN REDUKTAZ ENZIM AKTIVITESI UZERINDEKI
ETKILERININ in vitro SARTLARDA ARASTIRILMASI

Gamze KALELIOGLU AKBULUT

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman  : Dr. Ogr. Uyesi Ebru AKKEMIK
II. Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Raciye MERAL

2019, 56+ix Sayfa

Binlerce yillik ge¢mise sahip olan bal, bir¢ok bitkinin cigek 6zleri ve bitki govdesindeki salgi
Ozlerinden dogal olarak elde edilen bir gida maddesidir. Kaynaginin bitki olmasindan dolay1 yiiksek
fenolik icerige sahip oldugu tespit edilmis ve antioksidan ve antimikrobial &zellikleri ¢alisilarak
literatiirlerde yer almistir. Bu durum, balin, bal {iretim siirecinin énemli pargalari olan polen, propolis ve
ar1 siitiiniin ¢agin vebasi olan kanseri 6nlemedeki etkilerinin arastirilmasi gereksinimini dogurmustur. Bu
calisma ile dogal bir gida maddesi olan bazi bal ve art iriinlerinin kanser olusumunu tetikleyen
tiyoredoksin rediiktaz enzimi (TrxR) aktivitesi lizerindeki etkileri in-vitro sartlarda arastirilmis ve
orneklerin toplam fenolik igerikleri hesaplanmistir. Calismada ¢am bali, kestane bali, yayla bali, deli bali
ile polen, propolis ve ar1 siitiiniin dahil oldugu ar1 iriinlerinin hegzan, etanol, metanol, DMSO ve su
ekstraktlart hazirlanmigtir. Ekstrelerin DTNB yontemi ile TrxR enzim aktivitesi {izerindeki inhibisyon
etkisi ol¢iilmiistiir. Orneklerin hegzan ekstraktlar1 enzimin tampon ¢ozeltisi ile ¢ift faz olusturdugundan
TrxR inhibisyonuna bakilamamistir. Diger 6rneklerin etanol, metanol, DMSO ve su ekstraktlarinin TrxR
inhibisyonu i¢in ICsy degerleri hesaplanmis ve her 6rnegin en az bir ekstraktinin TrxR enzimini inhibe
ettigi gortlistir. En yiiksek inhibisyonu 0,024 mg/mL ICsy degeri ile polen metanol ekstraktinin
gosterdigi tespit edilmistir. Caligmada ayrica hazirlanan ekstraktlarin Folin-Ciocalteu metodu ile toplam
fenolik igerigi incelenmis ve en yiiksek fenolik igerik 1.151,0 mgGAE/g ile polen-DMSO ekstrakti
oldugu tespit edilmistir. Calisma neticesinde bal ve diger ar1 iiriinlerinin zengin fenolik igerigi ile kanser
olumusunu destekleyen TrxR enzimi iizerinde inhibe edici etkisinin oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Ar siitii, Bal, Inhibisyon, Kanser, Polen, Propolis, Tiyoredoksin rediiktaz
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ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF HONEY, POLLEN, PROPOLIS AND
ROYAL JELLY EXTRACTS ON THE ENZYME ACTIVITIES OF
THIOREDOXIN REDUCTASE UNDER In Vitro CONDITIONS

Gamze KALELIOGLU AKBULUT

The Graduate School of Natural and Applied Science of Siirt University
The Degree of Master of Science
In Food Engineering

Supervisior : Asst. Prof. Dr. Ebru AKKEMIK
Co-Supervisior : Asst. Prof. Dr. Raciye MERAL

2019, 56 Pages

Honey, having thousands of years of history, is a food substance naturally obtained from flower
essence of many plant and secretion essence of plant body. Due to the fact that the source is a plant
origin, it has been determined that it has high phenolic content and its antioxidant and antimicrobial
properties have been studied in the literature. This situation has created need to research of the effects of
honey and important products of honey production process which are pollen, propolis and royal jelly on
cancer called as plague of this era. With this study effects of some honey and some bee product on
Thioredoxin reductase (TrxR) enzyme activity that triggering cancer formation was investigated under in-
vitro conditions and total phenolic contents of sample was calculated. In this study, hexane, ethanol,
methanol, DMSO and water extracts of pine honey, chestnut honey, spring honey, mad honey, pollen,
propolis and royal jelly were prepared. Inhibition effects was investigated on TrxR enzyme activity of the
extracts by using DTNB method. The hexane extracts of the samples could not be tested for TrxR
inhibition since they formed two phases with enzyme buffer. 1Cs, values for TrxR inhibition of ethanol,
methanol, DMSO and water extracts of other samples were calculated and it was found that at least one
extract of each sample inhibited TrxR enzyme. It was determined that pollen methanol extract showed the
highest inhibition with ICs, value of 0.024 mg/mL. In the study, the total phenolic content of the extracts
were examined by Folin-Ciocalteu method and the highest phenolic content was found to be pollen-
DMSO extract with 1.151,0 mg GAE/g. As a result of the study, it has been found that honey and other
bee products, which they are rich phenolic content have, inhibitory effect on TrxR enzyme activity which
supports cancer formation.

Keywords: Royal jelly, Honey, Inhibition, Cancer, Pollen, Propolis, Thioredoxin reductase



1. GIRIS

Bal, yaklasik 8000 yillik bilinen ge¢mise sahip olan, arilarin ¢esitli bitkilerin
cicek Ozlerinden veya bitki 6zlerindeki salgilardan tirettikleri dogal bir gida maddesidir.
Higbir islem gérmeden dogal tatlandirict olarak kullanilan tek gida maddesi olan bal,
tiretildikleri kaynaga gore ¢igek bali ve salgi bali olarak iki gruba ayrilirlar (Bayrak,
2015; Olmez, 2009; Arik ve Konar, 2015). Ulkemizde salgi bali olarak ¢am bali, ¢igek
bali olarak ise kestane, narenciye, kekik, akasya, yayla (karisik ¢icek), ay¢icegi, pamuk,
thlamur, anzer, karakovan bali1 ve delibal iiretilmektedir (Onalan (Ekiz), 2019).

Balin yapisal 6zelligi olan asidite, hidrojen peroksit igerigi ve osmotik etkiden
kaynakli diisiik su aktivitesi mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedir. Boylece
balin yapisinda mikrobial bozulma goriilmemekte ve balin raf dmrii uzamaktadir. Bu
durum bal1 yalnizca gidda maddesi olarak degil, farkli alanlarda da cazibeli kilmistir
(Bayrak, 2015; Olmez, 2009). Bal ile beraber bal olusum déngiisii igersinde yer alan
polen, propolis ve ar1 siitii de cazip hale gelmistir.

2000 y1l 6nceki ¢in metinlerine gore ar1 {irlinlerinin halk arasinda hastaliklarin
tedavisinde ilag¢ olarak kullanildig1 beirtilmektedir (Bayrak, 2015). Balin ve bal olusum
dongiisiinde yer alan {iriinlerin antimikrobial 6zelliginden dolayi ¢inliler ve hintliler
tarafindan pansuman ve deri hastaliklarinda, Ingiliz, Alman ve Amerikan hastanelerinde
mikrop oldiiriicii olarak kullanilmistir (Bayrak, 2015). Karadeniz bolgesine has olan ve
Rhododendron ponticum bitki 6zlerinden elde edilen, halk arasinda deli bal olarak
bilinen bal tiirliniin yapisinda bulunan grayanotoksin 6zelliginden dolayr az miktarda
tikketilince bayginlik (halk arasinda bal tutulmasi olarak bilinir), fazla miktarda
tilketilince zehirlenmeye sebep olmaktadir. Kaynatilma ve bekletilme ile toksik
Ozelligini yitiren deli bali, Helenistik donemlerde anestesi amagli kullanilmistir (Sahin
ve ark. 2010; Basgiil, 2017).

Giliniimiizde yapilan calismalarda da ari triinlerinin 100’1 askin farmakolojik
etkisi oldugu bilinmektedir. Ayrica, antioksidan igerigi ile bal arilarmin antioksidan
sistem gen yapisinin literatiirlerdeki ¢aligmalar1  balin  dogal ilag olarak
kullanilabilmesini desteklemektedir (Olmez, 2009; Onalan (Ekiz), 2009; Corona ve
Robinson, 2006).

Balin bilinen en eski gida maddesi olmasi, raf 6mriiniin uzun olmasi1 gegmisten

giiniimiize balin sifa amagli kullanilmasina neden olmustur. Bal ile ilgili yapilan



caligmalar ve teknolojinin de ilerlemesi ile polen, propolis, ar siitii gibi diger an
tiriinleri de 6zellikle tip ve eczacilik alaninda yapilan ¢aligmalara konu olmustur.

Bal, bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan bitkilerin i¢inde bulunan nektarlarin
veya bitki ilizerinde yasayan canlilar tarafindan salgilanan salgilarin tiiketilerek,
viicutlarinda yapilarinin degistirilip petek gozlerinde olgunlastirilmasiyla olusan bir
gida maddesidir (Artik ve Konar, 2015). Bitki nektarlarindan elde edilen ballar ¢icek
bali, bitki iizerinde olusan salgilardan {retilen ballar salgt bali olarak
isimlendirilmektedir (Bayrak, 2005). Salgi bali olarak iilkemizde ¢am bal1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu c¢alismada ¢icek bali olarak yayla bali, deli bali ve kestane bali,
salgi bali1 olarak ise ¢am bali kullanilmistir.

Bal, kimyasal yapisi geregi yaklasik %82 karbonhidrat, %17 su, %0,7 mineral,
%0,3 protein igermekte ve bularla beraber vitamin, organik asit, fenolik bilesikler ve
serbest aminoasit gibi bilesenleri de icermektedir. Balin kimyasal yapisinda bulunan
maddeler Tablo 1.1’de verilmistir. Balin icerigindeki diisiik su miktar1 balin
antimikroial 6zelligini arttirmakta ve icerigindeki fenolik bilesikler antioksidan etkisini

desteklemektedir (Mutlu ve ark., 2017).

Tablo 1.1. Balin igerigini olusturan baslica bilesenler (Mutlu ve ark., 2017)

Ortalama (%0)
Cicek Bah Salgi Bah
Su 17,2 16,3
Monosakkaritler 69,5 57,9
Disakkritler 1,2 4,5
Trisakkaritler 1.3 8,0
Oligosakkaritler 3,1 10,1
Mineraller 0,2 0,9
Amino asitler 0,3 0,6
Asitler 0,5 1,1

Baldaki seker icgeriginin yiiksek olmasi, seker molekiilleri ile su molekiilleri
arasindaki giiclii etkilesim sonucunda, mikroorganizmalar i¢in ¢ok az kullanilabilir
serbest su kalmasini saglamaktadir. Bu durum balin mikroorganizmalarca
bozulmayacaginmi gostermektedir (Artik ve Konar, 2015).

Balin antimikrobial ve antioksidan etkisi, yilizyillardan bu yana sifa amaglh

kullanilmasimi da saglayarak apiterapi gelismeye baglamistir. Apiterapi iiriinleri bal,




polen, propolis, ar1 siitii ve apilarnildir (Artik ve Konar, 2015; Bayrak, 2005). Bu
calismada balin yaninda kullanilan apiterapi tiriinleri polen, propolis ve ar1 siitiidiir.
Polen bitki ve cigeklerde bitkilerin déllenmesini saglayan erkek gametofitlere
denir. Polenler, arilar tarafindan yavrularini beslemek amaciyla kovanlara tasinmakta ve
bu vesile ile insanlara sunulan degerli bir besindir (Bayrak, 2005). Arilarin dogadaki tek
protein kaynagi olan polen, farkli bitkilerden toplandigi i¢in toplandigi her bitkinin
Ozelligini yapisinda barindirir. Bu nedenle, polenlerin standart bir bilesiminin oldugu
sOylenemez (Artik ve Konar, 2015). Aymi sekilde, polenlerin fiziksel olarak sabit bir
rengi yoktur. Renkleri sari, mor, turuncu, yesil olabilmektedir. Polenin yapisinda

bulunan maddeler ve miktarlar1 Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1.1. Polenin yapisinda bulunan maddeler (Sorucu, 2019)

Bilesenler Min-Max (g/100g)
Protein 10-40
Yag 1-13
Total Karbonhidrat 13-55
Vitamin A- B-karoten 10-200
B1-Tiyamin 6-13
B2-Riboflavin 6-20
B3-Niyasin 40-110
B5-Pantotenik Asit 5-20
B6-Pridoksin 2-7
Vitamin C- Askorbik Asit 70-560
Vitamin H- Biyotin 0,5-0,7
Folik Asit —Pteroglutamik Asit (B9) 3-10
Vitamin E — Tokoferol 40-320

Polenin kimyasal yapisina bakildiginda protein, aminoasit, yag ve sekerin
polenin ana bilesenleri oldugu goriilmektedir. Ayrica polen bal arilariin temel ihtiyaglar
arasinda olan kalsiyum, potasyum, magnezyum, fosfor, klor ve demir gibi elementleri
de icermektedir (Artik ve Konar, 2015). Polenin yetersiz oldugu durumlarda ar1 kolonisi
popiilasyonu azalmakta ve patojenlere karsi diren¢ diistikliigi meydana gelmektedir
(Mutlu ve ark., 2017).

A iirlinlerinden ¢igekli bitkilerin erkek organlarinda meydana gelen, tozlagmay1

saglayan ve bal {iretimi i¢in aroma verici temel bir madde olan polen de zengin besin




degeri ve antioksidan igerigi ile eski zamanlardan bu yana ilgi goérmiistiir (Artik ve
Konar, 2015; Bilikova ve ark., 2014). Birgok kutsal kitapta ve ¢in yapitlarinda polen ve
propolisin insanlar tarafindan tiiketildigi yazilmaktadir (Bayrak, 2005).

Isci arilarm bitki filiz ve tomurcuklarindan alinarak arilar tarafindan elde edilen
re¢inemsi bir madde olan propolisin de diger ar1 {iriinlerinde oldugu gibi yiiksek fenolik
icerige sahip oldugu ve antioksidan Ozellik gosterdigi gorilmiistir. Bu o6zelliginin
yanisira antibakteriyel ve antiviral 6zellikleri de literatiirlerde bulunmaktadir (Sahin ve
ark., 2010). Kompleks yapiya sahip olan propolis, yapisal 0Ozellikleri sebebiyle
kozmetik, dis macunu gibi sektorlerde de kullanilmaktadir (Sahin ve ark., 2010;
CZhang ve ark., 2014)

Propolis bal arilar1 tarafindan bitkilerin tomurcuk ve flizleri ile agaclarin kozalak
ve kabuklarindan toplanarak yag, polen, 6zel re¢ine ve mumsu maddeleri igeren, arilar
tarafindan farkli amaglar i¢in kullanilan bir ar1 trtintidiir (Bayrak, 2005). Bal arilar
tirettikleri propolisi kovan onarimi, kovan yalitimi, kovan ve petek dezenfeksion,
kovana giren ve atilmayacak biiyiikliikte bulunan yabanci canlilarin 6ldiiriilmesi ve
mumyalanmasi ile kovanda bulunan ar1 kolonisinin hastaliklara karsi korunmasinda
kullanmaktadirlar (Bayrak, 2005; Artik ve Konar, 2015; Sorucu, 2019).

Propolisin bilesimi temel olarak regine, mumlu bitkiler, essansiyel yaglar, polen
ve organik maddeler ile mineral maddeleri icermektedir Propolis yapisinin %50 sini
regine olustururken, %30 mumlu bitkiler, %10 esansiyel yaglar, %5 polen ve %5
organik ve mineral maddeler olugturmaktadir (Sahinler, 2000). Propolisin fiziksel yapisi
ve kimyasal olarak bilesiminde bulunan maddelerin oranlar1 bitki ve iklim ¢esitliligi ile
ar1 tlirtine gore farklilik gosterebilmektedir (Sahinler, 2000). Propolisin rengi saridan
yesile, kirmizidan koyu kahverengiye kadar degisiklik gdsterebilmektedir (Sorucu,
2019). Propolis yapisinin %50 sini regine olustururken, %30 mumlu bitkiler, %10
esansiyel yaglar, %5 polen ve %5 organik ve mineral maddeler olusturmaktadir
(Sahinler, 2000).

Isci arilarin alt ¢ene ve bogaz bezlerinden salgilanan, hammaddesi polen ve
nektar olan ar1 siitii igerigindeki basta antioksidanlar ve yag asitleri olmak tizere bircok
madde sayesinde antitiimoral, antihiperkollesterolemik aktivite, antifatique (yorgunluk
giderici) etki, insiilin etkisi, Ostrojenik etki, antiinflammatuvar etki gdstermektedir.
Kollajen etkiyi tetiklemesi, yaslanmay1 geciktirmede 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica,
gram (-) ve gram (+) bakterilere kars1 olan etkisi, antimikrobial 6zellik tagimasina neden

olmaktadir (Bayrak, 2005; Artik ve Konar, 2015; Bilikova ve ark., 2014).



Arn Siitii, 5-15 giiliik isci arilarin alt ¢gene ve bogaz bezlerinden salgiladiklart ve
ar1 larvalarinin beslenmesine yarayan bir maddedir. Ar siitii ana ar1 gozlerine
birakildiktan 36-48 saat i¢inde toplanmaktadir (Artik ve Konar, 2015; Sahinler, 2000).
Arn siitii igeriginde protein, lipit, karbonhidrat ve aminoasitleri barindirir. Arn siitii
kompozisynu (Tablo 1.3.) arilarin beslenme sekillerine, mevsime, larva yasina ve

tiretim yontemine gore degisiklik gostermektedir (Sahinler, 2000).

Tablo 1.3. An Siitiit Kompozisyonu (Sahinler, 2000)

Su 968,43
%’ < Kuru Madde %31,57
é’ S Protein %14,01
& Asitlik (mg/100mL) 933,18
Aspartik Asit 3851 mg/100g
Treonin 807 mg/100g
Serin 980 mg/100g
Glutamk Asit 3851 mg/100g
- Glisin 421 mg/100g
5 Valin 573 mg/100g
o
En Metiyonin 403 mg/100g
g Isoldsin 312 mg/100g
-E Losin 962 mg/100g
e Tirosin 818 mg/100g
g Fenilalanin 905 mg/100g
Histidin 589 mg/100g
Lesin 643 mg/100g
Amonyak 139 mg/100g
Alanin 517 mg/100g

Arn tirtinlerinin hastaliklara kars1 korunma ve iyilesme amaci ile kullanilmasi, tip
diinyasinda apiterapi adi1 verilen farkli bir tedavi alani olusturmaktadir. Apiterapi, ari
tirtinlerinin bir veya birden fazla hastaliga kars1 korunma ve tedavi amaci ile tiiketilmesi
anlamma gelmektedir (Bayrak, 2005; Artik ve Konar, 2015). Ozellikle uzakdoguda
baslayarak hizla yayilan apiterapi, arastirmacilarin toplumun dikkatini bu yone
toplayacak arastirmalar yapmasini saglamistir (Artik ve Konar, 2015). Apiterapinin
yayginlagmasi, literatiir ¢aligmalarinin artmasi apiterapinin kansere karsi etkili olup

olmayacag diisiincesini akillara getirmektedir.



Kelime anlami olarak organ veya dokularda bulunan ve diizensiz bir sekilde
boliiniip ¢ogalan hiicrelerin sebep oldugu kotii ur olarak tabir edilen kanser, genel olarak
viicudun bazi kisimlarinda bulunan hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan ve
100’den fazla c¢esidi bulunan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Kanser kelimesinin
tip diinyasina ilk giris yapmasi, tip tarihinin babasi olarak adlandirilan Yiinan Fizikg¢i
Hippocrates sayesinde olmustur (Anonim, 2017).

Diinya Saglik Orgiitii tanimima gore ise kanser,  viicudun herhangi bir yerinde
bulunan hiicrelerin kontrol dist biiyiime ve yayilma gostermesidir’> (Anonim, 2019)
Hiicrelerin bu kontol dis1 biiyiimesi zamanla bulundugu dokuyu ve ¢evre dokular istila
eder ve 6liime sebep olur (Anonim, 2019). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére 2015
yilinda yapilan arastirmalar diinya tizerindeki oliimlerin 6 da birinin kanser kaynakl
oldugunu gostermektedir (Anonim, 2017). Ayni sekilde, 2014 yili Tiirkiye Kanser
Raporuna gére, bir yil igerisindeki Ulkemizde gerceklesen dliimlerin %21,54 iiniin
kanser kaynakli oldugu tespit edilmistir (World Health Organisation, 2014). Bati
insanlart incelendiginde ise, her 3 insandan birinin kansere yakalandigi ve kansere
yakalanan insanlarin beste birinin kanser sebebi ile yasamimi yitirdigi goriilmiistiir
(Yokus ve Cakir, 2012).

Apoptozis veya apoptoz, programlanmis hiicre 6liimiiniin ana tiplerinden biridir.
Yani, ihtiya¢ duyulmayan veya anormallesmis hiicrelerden kurtulmanin normal yoludur.
Ozellikle kanser tedavilerinde hiicrenin bu dogal mekanizmasindan yararlamlir. Ciinkii
timor biliylimesi, yalmizca kontrol edilemeyen hiicre c¢ogalmasi anlamina
gelmemektedir. Ayni zamanda apoptozisin azalmasini da icermektedir. Bu nedenle
gelistirilen birgok anti kanser ilaci apoptozisi indiiklemeye calisir. Bu sayede kanser
hiicrelerinin yok olmasi hedeflenmistir (Akkemik ve ark., 2015). Apoptozis dongisiiniin
baskilandig1 durumlarda, ornegin, bazi viral enfeksiyolarda, kontrollii hiicre oliimii
gerceklesemez ve istemsiz hiicre boliinmeleri meydana gelir. Bu durum kanser
olusumunu tetiklemektedir.

Apoptozis mekanizmasi, insan hayatinda 3 agamada goriiliir. Bu asamalarin ilki
embriyonik doneme el ve ayak parmaklari taslaklarini olusturan perdelerin yok
olmasinda gériiliir. Ikinci asama postnatal hayatta gerceklesir ve genel olarak kemik
iliginden hiicre iiretilmesi i¢in kan hiicrelerinin uzaklastirilmasi, menstruasyon sirasinda
endometriyum foksyonel tabakasinin dokiilmesi ve deri hiicrelerinin dogal farklilagmasi
ile alt tabakadaki derilerin bir iist tabakaya ge¢mesi ile gergeklesir. Ugiincii asama

apoptozis ise diyabet, parkinson, alzhimer, bagisiklik sistemi hastaliklari, viral



enfeksiyonlar, organ transplantasyonu, tiimdr olusumu, x 1smnlar1 ve radyasyon ile
meydana gelir (Coskun ve Ozgiir, 2011). Vucudumuzda yapim (mitozis) ve yikim
(apoptozis) bir denge igerisindedir. Bu denge, organizmanin hastaliklardan kurtulmasi
icin oldukca 6nemlidir. Apoptozisin baskilanmasi durumunda organizma igin zararl,
hastalik yapabilecek potansiyeldeki hiicre ve hiicre gruplarinin organizmada yasamaya
devam etmesi, basta kanser olmak iizere bir¢ok hastaligi tetiklemektedir (Ulukaya,

2001). Apoptotik siirecin baskilanmasi Sekil 1.1.’de gosterilmistir.
: Saglikli

Saglikl Anormal .

H?iirle l L Hiicre ———> Apoptozis Organizma

gﬁ
Saglikli
Organizma

Sekil 1.1. Apoptotik Siire¢

Apoptozis-mitozis dengesinin apoptozisin baskilanmasi {izerine bozulmasi,
anormal hiicrelerin c¢ogalarak sagliksiz organizma olusmasina yol a¢gmaktadir. Bu
nedenle, Ozellikle kanser tedavisinde kullanilan ilaglar apoptozisi indiiktlemeyi
amaglamaktadir. Apoptozisi baskilayan faktorler arasinda Tiyoredoksin Rediiktaz
(TrxR) enziminin oldugu yapilan c¢aligmalarca desteklenmektedir. Bu sebeple,
Tiyoredoksin Rediiktaz (TrxR) enziminin inhibe edilmesi, apoptozisi indiiktleyecegi,
i¢in kanser tedavisi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Akkemik ve ark., 2015).

Apoptotik siirecin siirdiiriilesi igin apoptozisi destekleyen faktorler oldugu gibi,
inhibe eden birtakim unsurlar da vardir. Bunlardan biri, Tioredoksin rediiktaz enzimidir
(Ulukaya, 2001; Tandogan ve Ulusu, 2011).

Tiyoredoksin rediiktaz enzimi Flavo enzim smifinin bir {yesi olup,
Tiyoredoksinin (Trx) indirgenmesinde kataliz gorevi géren homodimetrik yapiya sahip

bir enzimdir (Akbulut ve Akkemik, 2018). TrxR Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys katalitik



boliimii ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat-oksidaz (NADPH) baglanma boliimii
bulunur. Trx ise Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys katalitik boliimiine sahip protein ailesidir.
Trx, TrxR varligir ile oksidasyon rediiksiyona ugrar (Kemerdere, 2008). Trx/TrxR

sisteminin hiicre i¢indeki rolii asagidaki denklemlerde gosterilmistir.

Trx —S, + NADPH + H p— Trx — (SH), + NADP* 11
X
Trx — (SH), + Protein — S, & Trx — S, + Protein — (SH), 1.2
TrxR
Net: NADPH + H* Protein — S, —> NADP* Protein — (SH), 1.3

Trx salinimi birgok kanser tiiriinde protein yap1 ve fonksyonunda meydana gelen
degisikliklere bagli olarak kanseri tetiklemektedir. Trx/Trxr sisteminin hiicre i¢indeki
rolline bakilacak olursa, TrxR nin baskilanmasi, Trx salinimini azaltacak ve apoptozis
kendi programinda calisacaktir. Bu da kanser olusumunu oOnleyecektir (Kemerdere,
2008)

Tiyoredoksin rediiktaz, tiyoredoksinin indirgenmesini katalizleyen homodimerik
bir flavoenzimdir. Enzim bir¢ok organizmada karakterize edilmis ve bakteri ve memeli
olmak iizere iki sinifta toplanmistir. Memeli Tiyoredoksin rediiktaz C-ucu aminoasit
dizisinde selenosistein igerir. Sitozolde, mitokondride ve testiste olmak ilizere memeli
TrxR’ nin ii¢ izoformu bulunur. Tiyoredoksin rediiktaz’in DNA sentezi, redoks sinyali,
antioksidatif savunma, selenyum metabolizmas1 ve apoptozisin diizenlenmesinde
onemli fonksiyonlar1 vardir. Ozellikle apoptozdaki fonksiyonundan dolayr kanser
aragtirmalari i¢in hedef proteindir (Tandogan ve Ulusu, 2011; Peng ve ark., 2008; B.
Cassidy ve ark., 2006). Insanlarda siklikla goriilen akciger, kolon, pankreas gibi kanser
tirlerinde yapilan arastirmada, kanserli hiicrelerde Tiyoredoksin rediiktaz enzim
saliniminin fazla oldugu goériilmiis, bu enzimin inhibisyonu saglandig: takdirde kanserli

hiicre biiylimesinin yavaglatildig: tespit edilmistir (Kemerdere, 2008).



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Insan saghigma faydali gidalarin tiiketiminin giinden giine artmasi, icerigineki
yiiksek antioksidan, antitiimoral, antiviral, antimikrobial 0&zellikleri sayesinde ar1
iirlinlerine ragbeti attirmis ve bu alanda bir¢ok calisma yapilmistir. Bu ¢alisma ile bal,
polen, propolis ve art siitiiniin farkli ¢oziiclilerle elde edilmis ekstraktlarinin kanser
olusumunu tetikleyen TrxR enzim aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisinin
arastirilmasi hedeflenmistir.

Saroglu (2018) yaptig1 ¢alisma ile Bayburt yoresine ait 9’ar ¢esit bal, polen,
propolis drnekleri ile Tiirkiye nin farkli bélgelerinden gelen 16 bal tiiriiniin seker, HMF,
prolin, renk gibi kalite parametreleri ile fenolik igerigi, toplam antioksidan aktivitesi ile
fenolik profil tayini analizlerini gerceklestirilmistir. Calismasinin sonucunda bal
orneklerinin toplam fenolik igerigi bal, polen ve propolis icin sirasiyla 6,32-18,21,
769,4+17,7-547,64+15,43,1564+178-7206+120,8 mg GAE/100mg ¢ikmistir. Saroglu
(2018) ayn1 ¢aligmada bal, polen ve propoliste fenolik bilesik sayisini sirasiyla 9, 23, 23
adet olarak tespit etmistir.

Karagelik ve Sahin (2018) Giresun ve Ordu’nun degisik yorelerine ait kestane
ballarinin hyaluronik asit (HYA), ksantin oksidaz (XOD) ve iireaz enzimlerinin
inhibisyonuiizerindeki etkilerini arastirmis ve ¢alismasinin sonunda kestane ballarinin
her ii¢ enim i¢in de inhibisyon etkisinin oldugunu tespit etmistir. Orneklerin hyaluronik
asit (HYA), ksantin oksidaz (XOD) ve iireaz enzimleri iizerindeki inhibisyon etkilerini
ICso degerlerini tespit ederek sirast ile 0,793-12,639 mg/mL, 0,029-0,106 g/mL ve
0,002-0,054 g/mL olarak bulmustur.

Ulgen (2017) Tiirkiye’de iiretilen tibbi ballarin biyoaktif 6zelliklerinin
belirlenmesini igeren bir ¢alisma yapmis ve ¢alisma kapsaminda 16 ¢esit ¢igek, 2 gesit
c¢am balinin Folin-Ciocalteu metodu ile toplam fenolik igerikleri belirlenmistir. Bal
orneklerinden toplam fenolik igerigi en yiiksek olan kignis bali (212,06 GAE/100g), en
diisiik olan ise kegiboynozu bali (70,60 GAE/100g) olarak tespit edilmistir. Kestane ve
cam ballarmin fenolik igerigi ise swrasiyla 158,25, 192,30 GAE/100g olarak
bulunmustur. Calismada ayrica antioksidan aktivitesi ve antiradikal aktivitelere
bakilmis, antioksidan aktivitesi en yliksek bal narenciye (138,28 mgAAG/g), en diisiik
bal lavanta bali (38,30 mgAAG/G); antiradikal aktivitesi en yiiksek bal kestane
(%66,02), en diisiik bal kekik (%7.47), olarak tespit edilmistir.



Ulusoy (2010), Anzer bali ve polenlerinin biyolojik aktif bilesenlerinin
kompozisyonunun aydinlatilmasi ve antioksidan ozelliklerinin tespit edilmesi
kapsaminda ¢alisma yaparak, anzer bali ve polen orneklerini ters faz-yiiksek basingli
stvi kromatografisi (RP-HPLC) ile analiz ederek tiim 6rneklerin igerdigi miktarlar farkli
olsa da 15 adet fenolik bilesige sahip oldugu tespit etmistir. Caligmada ayrica bal ve
polen Orneklerinin antioksidan aktivitesinin tespiti i¢in toplam fenolik madde igerigine
bakilmis ve polenin bala gore 10-20 kat daha fazla toplam fenolik madde igerdigi tespit
edilmistir.

Sahin ve ark. (2010), ii¢ farkli deli bali 6rnegi ile polen ve propolis 6rneklerinin
farkli ¢oziiclilerdeki ekstraktlarinin karbonik anhidraz enzimi aktivitesi lizerindeki
etkilerinin fenolik igerikleri ile iliskisini incelemis, ¢alisma sonucunda metanol-propolis
ekstraktinin en yiiksek inhibisyonu gosterdigini belirtmistir (0,036-0,039 mg/mL).
Calismada calisilan 6rneklerin sulu ekstraktlarimin diger estraktlara gore daha diisiik
inhibisyona (1.150-5.144 mg/mL) sahip oldugu gortilmiistiir.

Kolayli ve ark. (2015), calismalarinda aralarinda kestane ve yayla balinin da
oldugu 6 farkli bal ¢esidinin farkli konsantrasyonlarinin sigir testis hyaluronidaz enzimi
tizerindeki inhibisyon etkisi 6l¢iilmiis ve tiim bal ¢esitlerinin konsantrasyonlarina bagl
olarak sigir testis hyaluronidaz enzimini inhibe ettigini ortaya koymustur. Calismasinda
en yiiksek inhibisyonu mese, kestane ve funda ballarinin sagladigini tespit etmistir.

Aker (2016), yaptig1 calismada 6zel botanik kaynaklardan elde edilen 6 farklh
bal tliriinin antioksidan kapasitesini arastirmis ve flavanoid seviyesi, fenol diizeyi ve
antioksidan aktivitesi agisindan ¢icek balinin en etkili bal oldugunu tespit etmistir.
Calismada ayrica toplam fenol miktarinin ¢am balinda cicek balina gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir.

Sahin ve ark. (2011) ¢alismalarinda mantar, ¢ay, bal, yosun gibi maddelerden
elde ettikleri dogal iirtinlerle ikincil metabolitlerin kanboik anhidraz enzimi lizerindeki
inhibisyonunu arastirmistir. Calisma sonucunda érneklerden elde edilen dogan iirlinlerin
inhibisyon etkisinin (ICso 0,09-54,54 mg/mL) ikincil metabolitlerin inhibisyon etkisine
(IC50 0.11-66.50 pg / mL) gore daha gii¢lii oldugunu ortaya koymustur.

Korkmaz (2017), sulu tiirk polen ekstraktinin T-BPH ile uyarilmis oksidatif
hasara kars1 koruyucu etkilerini incelendigi calismasinda saglikli bireylerin kanlarindan
izole edilen eritrosit hiicreleri, oksidatif hasara neden olan Tersiyer biitil hidroperoksit
(t-BHP) ve sulu Tiirk poleni ile hazirlanan kontrol, sulu Tiirk polen ekstrakti, pozitif

kontrol ve negatif kontrol olarak galisilmistir. Calisma kapsaminda toplam oksidan
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kapasite ve toplam antioksidan kapasitesi gibi degerlere bakilmig ve Tiirk polen
ekstraktinin in vitro sartlarda insan eritrosit hiicrelerinde t-BHP ile uyarilmis oksidatif
hasara kars1 koruyucu etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Giilhan, (2014), Nw-nitro-L-arjinin-metil ester (L-NAME) ile hipertansif yapilan
sicanlarda kafeik asit fenil ester (CAPE), propolis ve polen uygulamasi ile paraoksanaz
aktivitesi, toplam antioksidan seviyesi, toplam oksidan seviyesi, oksidatif stres indeksi,
asimetrik dimetil arjinin ve niikleer kappa B seviyeleri ile kan basincinda meydana
gelen degisimleri arastirmis ve arastirma sonucunda polen ve propolis uygulanan
sicanlarda kan basinci ile toplam oksidan seviyesinin diistligii, paraoksanaz ve toplam
antioksidan seviyeleinin ise yiikseldigini tespit etmistir.

Bayrak (2005), ar1 iiriinlerinin mikrofloralarinin ve antimikrobial aktivitelerinin
incelenmesi ile ilgili yapmis oldugu calismada degisik marka ve farkl iireticilerden
temin ettigi bal polen ve propolis 6rneklerinin en yiiksek miktarda propolis olmak tizere
antimikrobial ve antifungal etkiye sahip oldugunu tespit etmistir. Bayrak (2005), ayrica
ar1 iirlinlerinin kiif, maya ve bakteri iremeleri bakimindan da kiyaslamis ve kiif ve maya
tiremesinin bal ve propolis 6rneklerinde negatif, polen ve ar1 siitiinde pozitif oldugunu,
bakteri liremesinin yalnizca propoliste negatif oldugunu gozlemlemistir.

Sahin (2015), yapmis oldugu calima ile yayla bali, kestane bali ve salgi
ballarindan mese balinin ksantan oksidaz (XO) ve iireaz enzimleri iizerindeki inhibisyon
etkilerini ve fenolik igeriklerini aragtirmistir. Calisma sonucunda kestane ve mese
balinin da yiiksek fenolik igerige sahip oldugu ve her iki enzim iizerinde de yiiksek
inhibisyon etkisinin oldugunu tespit etmistir. Salgi ballarindan mese bali ICso degeri
0,012-0,021 g/mL, kestane bali ICso degeri 0,028-0,021 g/mL ve yayla bali ICsg degeri
0,045-0,452 g/mLolarak hesaplanmistir.

Yildiz (2011), yaptig1 calismada kestane polenlerinin botanik, fiziksel, kimyasal
Ozellikleri ile karaciger hasarlarin1 6nlemedeki roliinii arastirmistir. CCly ile deneysel
hasar olusturulan sicanlar iizerinde yapilan g¢alismada polen beslenmesinin karaciger
hasarin1 6nemli Ol¢lide tedavi ettigini gozlemlemistir. Ayrica c¢alisma kapsaminda
polenin fenolik madde igerigi 13,68-28,87 mg GAE/ g kuru polen ve antioksidan
kapasitesinin 68,04-82,31 mM TEAC/g kuru polen oldugu tespit edilmistir.

Colak (2009), polen ve propolisin DMSO ve su ekstraklarinin canlilik testi ile
prostat kanserinin farkli iki izorofmu ekspresyonu iizerindeki etkilerini arastirmis ve
polenin DMSO ekstraktinin %55,98 ve %53,31 ile en yiiksek, propolisin sulu

ekstraklarinin %18,01 ve %2,58 en diisiik baskilanma oranlarini tespit etmistir. Calisma
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sonucunda prostat kanserinin her iki izoformunun da polen ve propolis ekstraktlari
tarafindan degisik oranlarda baskilandig1 goriilmiistiir.

Tahmaz (2000), polen ve propolisin antioksidan 6zelliklerini eritrosit
peroksidsyonu iizerindeki etkilerini inceleyerek tespit etmis ve sonucunda polen ve
propolis ekstraktlarinin lipid peroksidasyonunu in vitro inhibe ettigini tespit etmistir.
Polen ve propolisin bu inhibisyon etkisini birbiri ile karsilastiran Tahmaz (2000),
propolisin polene gore inhibisyon saglamasinin daha gii¢ gergeklestigini gozlemlemistir.

Asghari (2018), yaptig1 calismada ari siitii ekstraktinin hasarl eritrosit hiicreleri
kulanilarak koruyucu etkilerini arastirmis ve ar1 siitii ekstraktinin insanlardan izole
edilen eitrosit hiicrelerinde in vitro sartlarda oksidatif hasara kars1 koruyucu etkisinin
oldugunu tespit etmistir.

Karayel (2019), propolisin beyin dokusundaki oksidatif stres ve
asetilkolinesteraz aktviteleri lizerindeki etkilerini epilepsi modeli olusturulan fareler
tizerinde arastirmistir. Calismada asetilkolinesteraz ve oksidatif stres aktivitesi tespiti
icin total antioksidan kapasite ve total oksidan kapasite degerlerine bakilmis olup
propolis ektraktlarinin epilepsi ve oksidatif stresi azalttig1 tespit edilmistir.

Degirmencioglu (2018), calismasinda propolisin botanik ve fenolik kokenini
inceleyerek propolisi 3 ana tipe ayirmis, antioksidan ve antimikrobial aktivitelerini
karsilagtirmali olarak degerlendirmistir. Her 3 tip propolis de Streptococcus aureus,
Pseudomonas aureginosa, Escherichia coli ve Candida albicans suslarmna karsi
antimikrobial etkiye sahip oldugu goriilmiis ve propolis tipleri arasinda karsilastirma
yapilmistir.

Aygiin (2018), propolisin T-BPH ile uyarilmis oksidatif hasara kars1 koruyucu
etkilerini arstirmig ve bu kapsamda propolisin etanol ektraktinin hasarlandirilmig
eritrosit hiicreleri lizerindeki koruma etkisini ¢alismistir. Calisma sonucunda propolisin
t-BPH’1 indiikleyen eritrosit hiicreleri lizerinde koruyucu etkisi tespit edilmistir.

Hamo (2018), fermentasyon, ortam kosullari, farkli ¢oziiclilerin kullaniminin
bal, polen ve propolisin antioksidan kapasitesi iizerindeki etkilerini aragtirmis ve
orneklerin 1Csp, toplam fenolik icerigi (TPC) ve toplam flovanoid icerigini (TFC)
hesaplamistir. Arastirma sonucunda bal 6rnekleri arasinda en yiiksek TPC degerleri
kaynatarak hazirlanan bal-su ekstresi (0.90+ 0.09 mg (GAE)/g,), en yiiksek TFC degeri
oda sicakliginda hazirlanan bal-metanol ekstresi (0.055 + 0.002 mg (QUE)/g), en diisiik
ICso degeri oda sicakliginda hazirlanan bal-metanol ekstresi (157.0 + 9.8 mg/mL) olarak

hesaplanmistir. Polen ve propolis i¢in en yiiksek TPC, TFC ve en diisiik ICso degerleri

12



oda sicakliginda hazirlanmis polen-etanol ekstresi (22.8 + 1.2 mg GAE/g , 4.68 £+ 0.30
mg QUE/g ve 5.8 + 0.8 mg/mL) ve sonbaharda toplanan propolis-etanol ekstresi (340.4
+ 34.5 mg GAE/g , 103.5 £ 5.2 mg QUE/g ve 0.011 = 0.001 mg/mL) olarak tespit
edilmistir.

Ozdal (2017), caligmasinda farkli yillarda farkli bdlgelerden toplanan propolis
ornekleri iizerinde kalite, antioksidan, fenolik igerik analizlerini yapmis, propolisin anti-
proliferatif ve proliferatif etkilerini arastirmis ve propolisin 1s1l islem goérmiis sucuk
iiretiminde sodyum nitrite alternatif koruyucu olarak kullanimini arastirmistir. Calisma
sonucunda propolisin etanolik ekstraktlarinin toplam fenolik ve flavonoid igeriklerini
sirastyla 6.18+0.36-157.25+12.2 mg GAE/g EEP arasinda ve 10.24+0.33-261.61+13.6
mg QE/g EEP arasinda olarak bulmustur. Farkli bolgelerden toplanan propolislerin
toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinin farklilik gosterdigi de c¢alismada tespit
edilmistir. Ayrica, Ozdal (2017), ayn1 c¢alismada hazirladigi propolis ekstraktlarmin
anti-ploriferatif ve ploriferatif etkilerini meme kanseri ve fare mekanizmali kok
hiicrelerde incelemis, propolisin meme kanserinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu
halde fare mekanizmal kok hiicreler iizerinde proliferatif etkiye sahip oldugunu
gozlemlemistir. Bu caligmalara ek olarak propolisin sucuk iiretiminde kulanimi da
incelenmis ve iiretim asamasinda sucuklara farkli oranlarda sodyum nitrat ve propolis
ilave edilmistir. Uretim sonrasi 200 depolama giinii boyunca kalite analizleri ve
mikrobiyolojik analizler yapilmis ve propolis iceren drneklerin analiz sonuglarinin Tiirk
Gida Kodeksine uygun olarak c¢iktigi, propolisin yiiksek antioksidan kapasitesi
sayesinde sodyum nitrite gére daha etkili oldugu tespit edilerek propolisin antimikrobial
ozelligi ile de gida gilivenligi agisindan sodyum nitrata alternatif olarak kullanilablecegi
kanitlanmustir.

Mahmood (2017) yapmus oldugu calismada propolisin astroglial reaktivite ve
astroglial hiicre iskeleti iizerindeki etkilerini arastirmis ve propolisin astrosit
aktivasyonuna destek verdigini tespit etmistir.

Giilgen (2016) anadolu yoresinin farkli illerine ait propolis 6rneklerinin kanser
tizerindeki etkilerini aragtirmis ve ugucu yaglarin kimyasal igerikleri ile karsilastirmistir.
Antikanser Ozellikleri propolis 6rneklerinin ugucu yaglarinin IC3zy ve ICsy degerleri ile
tespit edilmis ve antikanser Ozelligi en yiiksek Ornegin 44,89 ve 108,61 pg/mL
degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu calisma ile propolisin antikanser 6zelligi ile

ucucu yag igerigi arasinda bir iliski oldugu ortaya konulmustur.
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Kareem (2016), calismasinda farkli konsantrasyonlardaki propolis-etanol
ekstraktinin primer rat astrosit hiicre reaktifligi tizerindeki etkilerini arastirmis ve
propolisin konsantrasyon miktarina bagli olarak protein ekspresyonlarmin artma-azalma
mekanizmasinda ajan rolii oynadigini tespit etmistir. Calisma sonuglarina gére, propolis
eklendigi hiicrenin Nf-kB ve GFAP ekspresyonunu arttirdig1 ve buna bagl olarak hiicre
reaktifligine yol actig1 bulunmustur.

Misir (2013), farkli ¢oziiciilerde hazirlanmis propolis ekstraktlarinin demir
selatlama aktivitesi ile serbest radikalleri yakalama kapasitesini incelemis ve propoli
metanol, etanol ve DMSO ekstraktlarinin demir selatlama aktivitesine %90 {izeri bir
etkisi oldugunu tespit etmistir. Calisamada ayrica propolisi radikal siipiiriicii aktivitesi
de incelenmis olup propolisin etanol ve metanol ekstraktlarinin siipiiriici aktivitesini
%90 tizeri, DMSO ekstraktinin spiiriicii aktivitesini %73 olarak hesaplamistir.

Taghiabad (2014), calismasinda propolisin su ve etanol ile hazirlanmig
ekstraktlarinin antikanser 6zelligini insan liaringeal epidermolid karsinoma hiicrelerinde
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzimleri iizerindeki inhibisyon etkilerini
arastirmistir. Calisma sonuglarina goére propolis su ekstraktinin SOD ve CAT enzim
aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir.

Onur (2018), asidofilus siitii ve propolisin meme kanseri tizerindeki etkilerini
fareler tizerinde in vivo olarak ¢alismis ve antitimor etkisini incelemistir. Calisma
kapsaminda in vitro sonuglara gore propolisin ICsy degeri 129 pg/mL olarak 6l¢iilmiis
Ve in vivo ¢alismalar yapilmistir. Asidofilus siitii ve propolis ile beslenen farelerin tiimor
boyutlar dl¢iilmiis ve en iyi antitlimoral 6zelligin asidofilus siitii ve propolisin beraber
kullantminin gosterdigi belirlenmistir.

Olmez (2009), yaptif1 calismada Tiirkiyenin farkli bolgelerinde iiretilen bal
orneklerinin kalitatif ve besinsel 6zelliklerini incelemis ve onceki senelerde hasat edilen
orneklerle karsilastirma yapmistir. Calismanin sonucunda koyu renkli ballarin toplam
fenolik madde ve antioksidan aktivitesinin diger ballara gore daha yiiksek oldugunu
tespit etmistir.

Onalan (Ekiz) (2009), yaptig1 ¢alismada farkli yorelerden temin edilen ballarn
icerdigi aroma maddelerini tespit ederek, tiim bal cesitlerinde farkli miktarlarda
hidrokarbon, alkol, fenol, aldehit ve keton gruplarinin oldugunu tespit etmistir.

Sahinler (2000), yaptig1 arastirma neticesinde ar1 iriinlerinin apiterapik

ozelliklerini inceleyerek bal, polen, propolis, ar1 siiti, bal mumu ve ar1 zehrinin basta
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damar sertligi olmak iizere astim, bronsit, bagirsak hastaliklar1 ve enfeksiyonlara karsi
Onleyici ve tedavi edici etkisinin oldugunu belirtmistir.

Mutlu ve ark. (2017), bal ve diger ar1 tiriinlerinin baz1 6zellikleri ve insan saglig
tizerine etkilerini arastirmis ve antioksidan, antimikrobial, antifungal 6zelliklerinin
yaninda mide bagirsak hastaliklari i¢in tedavi edici 6zelliklerinin bulundugunu ayrica
kanser olusumunu inhibe ettigini ¢calismalarinda belirtmislerdir.

Xiao ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢alismada balin hepatik yaralanma, steatoz,
fibroz, oksidatif stres ve inflamasyonu 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini tespit etmis, ayrica
Tiyoredoksin proteinini de biiyiik oranda inhibe ettigini belirtmislerdir.

Tandogan ve Ulusu (2011), yaptiklari c¢alismada tiyoredoksin rediiktaz
enziminin inhibe edilmesinin basta kanser olmak {izere otoimmun sistem hastaliklarinin
onlenmesinde 6nemli rol oynadigini ortaya koymustur.

Kara (2011), hiperkolesteromik bireylerdeki findik tiiketiminin eritrosit oksidan-
antioksidan  sistemine  etkilerini  incelemis ve findik diyeti uygulanan
hiperkolesterolemik  bireylerin  kolesteroliiniin  diigiisiine  ilaveten antioksidan
enzimlerinin (glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve tiyoredoksin rediiktaz)
aktivitelerinde de artislar gozlemlemistir.

Zeybekoglu (2006), ¢alismasinda hareketsizlik ve soguk strese maruz birakilan
sicanlarin  karacigerinin antioksidan sistem aktivitesini incelemis ve tiyoredoksin
rediiktaz enzim aktivitesinde azalma saptamistir. Bdylece stresin oksidan ve antioksidan
aktiviteyi olumsuz etkiledigini beirlemistir.

Yildirim (2006), taurinin yaslanmaya karsi antioksidan etkisini arastirmis ve
geng, orta yash ve yasl sican karacigerlerindeki malondialdehit, glutatyon, glutatyon
peroksidaz ve tiyoredoksin rediiktaz enzim aktivitelerini incelemistir. Calisma
sonucunda yaslanmanin karaciger dokusundaki serbest radikal miktarini arttirdigini
tespit etmis ve taurinin serbest radikal artisin1 dnleyerek antioksidan mekanizmasini ve
glutatyon, glutatyon peroksidaz ve tiyoredoksin rediiktaz enzim aktivitelerini arttirdigini
tespit etmistir.

Artun (2018), calismasinda farkli tiirlere ait endemik olan metanolik bazi
bitkilerin ¢esitli kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmais,
antikanser aktiviteye sahip Centaurea hermannii bitki ekstresinin ve kemoterapotik ajan
olan Doxorubicin'in kanserli hiicre tizerindeki etkisini incelemistir. Bu baglamda, C.

hermannii ekstreninin apoptotik aktivitesi de degerlendirilmis olup saglikli hiicrede
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diisiik, kanserli hiicrede yliksek sitotoksisiteye sahip oldugu goriilmistiir. Calisma
sonucunda C. hermannii bitki ekstresinin apoptotik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Karuncula (2013), ¢alismasinda Leucojum aestivum L. Bitkisinden izole edilen
bilesiklerin Alzheimeri tetikleren asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerinin
inhibisyon aktivitelerini 6lgmiis Ve Leucojum aestivum L. Bitkisinin Epinorgalantamin
2-O-asetildemetillikorenin bilesiklerinin butiril kolin esteraz enzimini inhibe ettigi
(1C50=840.0, 19.3, 197.0 uM) gériilmiistiir.

Zaimoglu (2004), baz1 bitki ekstrelerinin sigir lens aldoz rediiktaz enzimi
tizerindeki inhibisyon etkilerini arastirmistir. Bitki ekstraktlarindan elde edilen petrol
eter, dietil eter, etil asetat, n-butanol gibi organik fazlar icerisinden etil asetatin Sigir
lens aldoz rediiktaz enzimi iizerinde en iyi inhibisyona sahip oldugu tespit edilmis ve
bulundugu bitkiye gore ICsg degerinin 25,46-6,45 ug/mL arasinda oldugu goriilmiistiir.

Alparslan (2013), yaptig1 ¢calisma ile Xanthium Strumarium 1. bitkisini kimyasal
yonden incelemk amaciyla farkli ¢oziiciilerde ekstrakte ederck kramatografik olarak
bazi bilesikler elde etmistir. Elde edilen ve flavonoid, steroid, fenolik bilesik, fenil
propanoid yapisina sahip bilesiklerin AChE ve BChE inhibisyon aktiviteleri tespit
edilmistir. AChE BChE ig¢in ICsq degerleri sirasiyla 0,90- 0,42 mM ile, BChE 8,68- 2,17
mM olarak tespit edilmistir.

Literatiir incelemeleri sonucunda ar1 {irlinleri ile ilgili ¢esitli ¢aligmalarin
yapildigi, antikanser etkileri ve farkli enzimlerin inhibisyonuna bakildig1 goriilse de
TrxR enzim aktivitesinin inhibisyonu ile ilgili ¢caligma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile
bal (yayla bali, cam bali, kestane bali, deli bali) ve ar1 liriinlerinin (polen, propolis, ari
stitii) kanser olusumu destekleyen TrxR enzim aktivitesi {izerindeki inhibisyon

etkilerinin arastirilmas1 hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

Bu caligmada Tiyoredoksin rediiktaz enzimi iizerindeki inhibisyonuna bakilmak

lizere bal c¢esitleri ile, polen, propolis ve ar1 siitii kullanilmistir. Kullanilan bal

cesitlerinden yayla bali, gam bali, kestane bali ile polen ticari olarak Siirt ilinde bulunan

marketlerden TEMA vakfi markas1 ile temin edilmis olup, deli bali karadeniz

bolgesinde bulunan aricilik ¢iftgilerinden, ar1 siitii ve propolis aricilik ¢iftcilerinden

ticari olarak temin edilmistir.

3.1.1. Kimyasallar

Tiyoredoksin rediiktaz enzimi (Sigma-Aldrich-T9698)

etanol (24102- Sigma-Aldrich)

metanol (34860- Sigma-Aldrich)

hekzan (208752- Sigma-Aldrich)

Dimetilsiilfoksit (DMSO-D5879- Sigma-Aldrich)

Potasyum Fosfat (04243-1kg)

EDTA (ethylene daimine tetra acetic acid solution-E9884 Sigma-
Aldrich)

NADPH(B-Nicotinediamine Adenine Dinucleotide Phosphate Solution-
N1630 Sigma-Aldrich),

BSA(Bovine Serum Albumin solution-A8531 Sigma-Aldrich),
DTNB(5,5"-Ditiyo-bis(2-Nitrobenzoic acid)- D218200 Sigma-Aldrich)
Folin-Ciocalteu (47641- Sigma-Aldrich)

Na,COj3 (1613757 Sigma-Aldrich)

Gallik asit (G7384 Sigma-Aldrich)

3.1.2. Cihazlar

Hassas Terazi (Bel Engineering -M214A1)

Evolution 201 UVVisible Spektrofotometre (Thermo Scientific-VWR-
UV-6300 PC double beam spectrophotometer)

Vorteks (Velp Scientifica-F202A0173)

Calkalamali inkiibatér (MCI serisi-120-Mipro-150603)

Evporator (Heldoph-Heizbad-Hei-VAP-517-61000-00-0)
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e Liyofilizator (LABCONCO-7670530
e Saf su cihazi (Water story mini piire-Mm-1140516-3)
e pH metre (Bante Instrument-PHS-3BW-Microprocesser)
e Santriftij (Thermo Scientific/Megfuge 16R)
e Otomatik Pipet seti, (Mettler Toledo, Rainin LTS /2-20 pl, 20-200 pnl,
100-1000 pl, 100-10000 pl)
e Buzdolab1 (Vestel +4°C)
e Derin dondurucu (-20°C)
3.2. Metod

3.2.1. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Ekstraktlarin hazirlanmasi ile ilgili belirtilen prosediir Sahin ve ark. (2010)’nin
calismasindaki ekstrakt hazirlama prosediiriinden alinarak, calismaya uyarlanmistir.
Buna gore; ¢alismada kullanilan her bir 6rnekten (yayla bali, ¢am bali, kestane bali, deli
bali, polen, propolis ve ar1 siitii) 5 g tartilarak 100 mL ¢oziicii ile ¢oziilmiistiir. Coziicii
ortaminin yarattig1 farkliliklar1 tespit etmek amaci ile farkli polaritelere sahip ¢oziiciiler
olan metanol, etanol, DMSO, hekzan ve su kullanilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler etkin
bir sekilde ¢oziilme olmasi icin 24 saatlik siire ile oda sicakliginda karistirma islemine
tabi tutulmustur. Karistirma islemi sonrasi ¢ozeltiler 1000xG’de 15 dakika boyunca
santrifiij edilerek ¢okelek kismi atilmis ve supernetent kisimlari alinarak sonraki
calisma icin muhafaza edilmistir. Supernatantlar daha sonra evaporator ve liyofilizator
yardimi ile konsantre edilmistir. Evaporasyon hekzan, etanol ve metanol iceren
supernatantlar vakumlu doner evaporator ile, DMSO ve su igeren supernatanlar ise -
52°C sicaklik ve 0,132 bar basing altinda liyofilizatdr ile gergeklesmistir. Evaporasyon
sonrast elde edilen tortular (10-40 mL) oranlarinda kendi ¢oziiciileri ile karistirilarak

+4°C de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Tiyoredoksin rediiktaz enzimi katalitik aktivite él¢iimii

Tiyoredoksin rediiktaz enziminin katalitik aktivitesinin Ol¢iilmesinde DTNB
yontemi kullanilmistir. Bu yontemde tiyoredoksin rediiktaz NADPH bagimli olarak
DTNB’deki disiilfit baglarminin rediiksiyonunu katalizlemesi esas alinmaktadir
(Holmgren, 1977).

NADPH + DTNB TT—>xRNADP+ + 2TNB
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Calismada 100 mM potasyum fosfat pH 7°de 10 mM EDTA, 0,2 mM NADPH,
0,2 mg/mL sigir serum alblimin, %1 etanol ve 5 mM DTNB reaksiyon karigimina
eklenmistir. 1000 pL’lik kiivetteki karisima Tiyoredoksin rediiktaz enzimi (1-50 L),
25°C’de eklenmis ve 412 nm’de absorbans artis1 belirlenerek spektrofotometre ile
kaydedilmistir. Kiivet i¢erigi Tablo 3.1.’de gosterilmektedir. Kiivet spektrofotometreden
¢ikarilmadan her 60 saniyede bir aktivite Ol¢iimii yapilmis olup bu isleme 3 dakika
boyunca devam edilmistir. Daha sonra Lambert-Beer denklemi kullanilarak 1 dakikada
harcanan DTNB miktar1 belirlenmistir. Aktivite dakikada TNB oksidasyonunun

belirlenmesine dayanmaktadir.

Tablo 3. 1. Tiyoredoksin rediiktaz aktivitesinin belirlenmesindeki kiivet igerigi

Cozeltiler Numune (pul) Kor (ul)

100 mM potasyum fosfat /10 mM EDTA tamponu 200 200
%1’lik etanol 100 100
Sigir serum Albumin(0,2 mg/mL) 100 100
Enzim ¢ozeltisi 50 -

Saf su 350 400
NADPH (0,2 mM) 100 100
DTNB (5 mM) 100 100

Enzim {initesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanilmistir.

(AA4q2 /dk Numune — AA,q, /dk Kor)(Vr)(sf)

EU/mL = (13,6x2) (Vi)

EU/mL: 1 mL’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

13,6 : Bir Unitenin esiti olan 412 nm'deki absorbans degisimi

V7 : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

Ve : Ol¢iimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

sf : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek i¢in kullanilir)

3.2.3. Enzim aktivitesi iizerine c¢ahsilacak ekstraktlarin in vitro etkilerinin

belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerindeki etkisine bakilacak olan 6rneklerin her biri DMSO,

su, metanol, etanol ve hekzan ile ekstrakt hazirlama yonteminde belirtildigi gibi
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ekstrakte edilmistir. Farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan her bir ekstrakt i¢in enzim
aktivitesi lizerindeki etki hesaplanmgtir.

Ekstraktlarin, enzim aktivitesi tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla kiivet
ortammna Tablo 3.1 de belirtilen farkli konsantrasyonlarda inhibitorler katilarak 412
nm’de aktivite degerleri okunmustur. Inhibisyon etkileri miimkiin olan en yiiksek
konsantrasyonlarda 6n denemelerle belirlenmistir. Enzim aktivitesini yariya diisliren
inhibitdr konsantrasyonu olan 1Csy degerlerinin belirlenmesi i¢in %aktivite-inhibitor
konsantarasyonu grafigi ¢izmek amaciyla, 5 farkli inhibitor konsantarasyonunda aktivite
Ol¢timleri yapilmaistir.

Yapilan tiim matamatiksel hesaplamalar ve grafik ¢izimleri i¢in Microsoft Office

Excel 2010 programi kullanilmistir.

3.2.4. Toplam fenolik icerigin belirlenmesi

Toplam fenonik igerigin belirlenmesi i¢in Folin-Ciocalteu  yontemi
kullanilmistir. Bu metodun reaktifi molibdofosfotungstik heteropoliasit olup aktif
merkezi Mo (VI) dir. Folin-Ciocalteu metodu indirgeme kapasitesini Olger

(Biiyiiktuncel, 2013).

Mo(VI)(sart) + e — (antioksidan) = Mo (V) (mavi)

Farkli ¢6ziiciiler kullanilarak hazirlanan her bir ekstrakt i¢in Folin-Ciocalteu
metoduna gore islem yapilmis olup, gallik asit standart olarak kullanilmistir. Standart
hazirlanirken 10 mg gallik asit, metanol ilavesi ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Her bir
ornege ait ekstraklara Folin reaktifi (0,5N Folin-Ciocalteu), %10’luk Na,COj3 eklenerek
vezin kaplar igerisinde saf su ilavesi ile son hacim 50 mL’ye tamamlanmistir. Vezin

kaplar1 igerisine gerceklesen pietleme prosediirii Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3. 2. Toplam fenolik madde pipetleme prosediirii

Folin Na,CO; | Standart/Orne Toplam
. Hazirlanan Saf Su )

Standard/Ornek (0,5N) (9%10) k Miktar Hacim

vezin sayisi (mL)
(mL) (mL) (mL) (mL)

Gallik asit (100uL) 3 1 3 0,1 459 50
Gallik asit (200uL) 3 1 3 0,2 45,8 50
Gallik asit (300uL) 3 1 3 0,3 45,7 50
Gallik asit (400uL) 3 1 3 0,4 45,6 50
Gallik asit (500uL) 3 1 3 0,5 45,5 50
Calisilacak ekstraktlar 3 1 3 0,25 45,75 50

Hazirlanan standartlar ve c¢alisicalak ekstraktlarin her biri {iger vezine

hazirlanarak ve 2 saat calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonrast UVSpektrofotometrede 761 nm dalga boyunda okuma yapilmistir. Her standart

ve Ornege ait elde edilen 3 okuma degerinin ortalamasi alinarak absorbans degerine

karar verilmigtir. Toplam fenolik igerik, her bir gramlik ekstraktta bulunan gallik asit

(mg) miktar1 hesaplanmasi sonucu elde edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Farkli polaritelere sahip coziiclilerde (etanol, metanol, su, hegzan, DMSO)
cozdiirtilerek ekstakte edilmis yayla bali, kestane bali, ¢gam bali, deli bali, polen,

propolis ve ar1 siitiinlin 1 mL ¢oziiclideki ¢oziinme miktarlari Tablo 4.1. de

belirtilmistir.
Tablo 4.1. Ar iiriinlerinin farkl ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliikleri
Coziicii Ornek Coziiniirliik (g/mL) | Coziicii Ornek Coziiniirliik (g/mL)
Yayla bali 0,0263 Yayla bali 0,4582
Kestane Bali 0,0313 Kestane Bali 0,4708
Cam Bali 0,0240 Cam Bali 0,4580
Etanol Deli Bali 0,1289 DMSO | Deli Bali -
Polen 0,4445 Polen 0,2064
Propolis 0,4104 Propolis -
An Siiti 0,0065 Ar Siiti 0,0881
Yayla bali 0,2909 Yayla balt 0,3668
Kestane Bali 0,3071 Kestane Bali 0,3781
Cam Bali 0,3036 Cam Bali 0,3400
Metanol | Deli Bali 0,4188 Su Deli Bali 0,3395
Polen 0,1797 Polen 0,2025
Propolis 0,3643 Propolis 0,0152
An Siiti 0,1084 Arn Siti 0,0109

Not:-¢oziicli uzaklastirllamamastir.

Orneklerin farkli ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliiklerini inceledigimizde, etanoliin
polen ve propolis i¢in iyi bir ¢oziicii oldugu ancak bal tiirleri i¢in daha zayif ¢oziliniirliik
oraya ciktig1 goriilmiistiir. Metanol, tiim iiriinler i¢in uygun bir ¢oziicli olup, drnekler
arasindan en yiiksek ¢oziiniirliigii deli bali gostermistir. DMSO bal c¢esitleri i¢in iyi bir
¢Oziicii olsa da deli bal-DMSO c¢ozeltisinde buharlagsma saglanamadigi i¢in ¢oziiniirliik
hesaplanamamistir. Ayn1 sekilde propolis de DMSO igerisinde yapiskan bir yapiya
biirlindiigi i¢in olduk¢a zor ¢o6zdiiriilmiis ve buharlasma saglanamadigl igin
¢Oziiniirliigli hesaplanamamistir. Calismanin sonraki asamalarinda deli balinin ve
propolisin DMSO ekstraktlar1 calisilamamistir. Calisilacak tiim Orneklerin suda
¢Ozilindiigli goriilmiis olup, bal ¢esitleri i¢in daha uygun bir ¢dziicii oldugu tespit

edilmistir.

4.1. Orneklerin TrxR iizerindeki inhibisyonu

Orneklerin TrxR iizerindeki inhibisyonunu belirlemek i¢in etanol, metanol, su,

DMSO ile ekstrakte edilmis bal 6rnekleri, polen, propolis ve ar1 siitiiniin TrxR aktivitesi
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tizerindeki etkileri calisilmis ancak hegzan ile ekstrakte edilen tiim Orneklerin UV
Spektrofotometre Oncesi Tablo 3.1. de belirtilen maddeler ile homojen bir karisim
olusturmadig1 ve kiivet icerisinde iki fazli bir gdriinim olusturdugu tespit edilmistir.

Sekil 4.1.°de yayla bali-hegzan ekstraktinin kiivetteki iki fazli goriiniimii verilmistir.

1

Sekil 4.1. Yayla bali-hegzan ekstraktinin kiivet i¢i goriiniimii

Hegzan ¢oziiciisiiniin tampon ¢ozelti ve diger maddeler ile homojen karigim
olusturmamas: hatali okumaya sebebiyet vereceginden, calismamin geri kalan
kisimlarinda 6rneklerin hegzan ile ekstraktlar: ¢calisilmamastir.

Enzim aktiviteleri farkli konsantrasyonda inhibitor ilavesi ile 1Cso degerleri
bulunarak hesaplanmistir. inhibitér ilave edilmeden yapilan 6l¢iim kontrol olarak
alinmis ve %100 aktivite degeri olarak kabul edilmistir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda
polen, propolis ve ar1 siitiiniin su ekstraktlarinin ¢okelti olusturmasi sebebi ile Sekil 4.2
de gosterildigi lizere heterojen goriiniim olusmus, bu nedenle bu ekstraktlarin absorbans

degerleri Ol¢lilememistir.

Sekil 4.2. (a) Polen-su, (b) Propolis-su (c) Ar Siitii-su Ekstraktlar

4.1.1. Yayla bal ekstraktlarinin TrxR iizerindeki inhibisyonu

Yayla balinin etanol, metanol, DMSO ve su ekstraktlariin tiimiiniin TrxR enzim

aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisine bakilmis olup su ekstrakti ile yapilan ¢caligmada
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absorbans degeri 3 6l¢iim iizerinden hesaplanmistir. Elde edilen absorbans degerleri

Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Yayla bali ekstraktlarinin TrxR enzim aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi

Céziicii Coziiniirlik Seyreltme Enzim Miktar1 | inhibitor Miktar 3 dakidaki
(g/mL) orani (uL) (uL) AOD

C 0,0119

. 50 0,0965
o) 100 0,0809
Z 0,0263 10 20 200 0,0797
H 250 0,0690
325 0,0568

350 0,0307

C 0,0625

_ 25 0,0565
e 50 0,0354
< 0,2909 10 10 100 0,0273
i 200 0,0171
= 300 0,0488
350 0,0034

C 0,1056

15 0,0802

25 0,0654

50 0,0785

0 75 0,0719
S 0,4582 10 10 100 0,0862
[a 125 0,0594
150 0,0360

200 0,0538

300 0,0090

400 -0,0072

C 0,0340

5 0,0170

15 0,0100

5 25 0,0240
2 0,3668 100 10 & 0,070
75 0,0140

100 0,0110

150 0,0040

C:Kontrol

Yayla balinin etanol, metanol, DMSO ve su ekstraktlarinin ICsg degerleri sirasi
ile Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilen % aktivite-[inhibitor]
grafiklerine gore hesaplanmistir. Elde edilen ICs degerleri sirasiyla 0,862, 2,500, 4,030
ve 0,191 mg/mL olarak kaydedilmistir. Yayla balinin tiim ekstraklarinin % aktivite-
[inhibitor] grafigi Sekil 4.7°de verilmistir.
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[Yayla Bali Etanol] g/mL

y = 1006-800,6x
R>=0,914

% Aktivite

Sekil 4.3.Yayla bali-etanol ekstaktinin TrxR aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

100
y = 1002725

%0 R = 0,9752
60

40
20

0
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

[Yayla Bali Metanol] g/mL

% Aktivite

Sekil 4.4.Yayla bali-metanol ekstaktinin TrxR aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

100 y = 100e1712x
R® = 0,9766
80

60

40

% Aktivite

20

0 0,005 0,01 0,015
[Yayla Bali DMSO] g/mL

Sekil 4.5. Yayla bali-DMSO ekstaktinin TrxR aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi
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y = 100g-3594x

80 R? = 0.9729

60

40

% Aktivite

20

0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005

[Yayla Bali Su] g/mL

Sekil 4.6. Yayla bali-su ekstaktinin TrxR aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi

etanol M metanol A DMSO Esu
100
80
60
40
20

% Aktivite

0 0,005 0,01 0,015 0,02
[Yayla Bah] g/mL

Sekil 4.7. Yayla bali ekstraklarinin TrxR aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi

Yayla bali ekstraklarinin TrxR aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisini
inceledigimiz zaman Tablo 4.9’a gore yayla balinin su ekstraktinin yayla bali i¢in 0,191
mg/mL ICsy degeri ile en yiiksek inhibisyona sahip oldugu goriilmektedir. Yayla balinin
TrxR aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi i¢in ¢oziiciilerin uygunluk sirasinin su,
etanol, metanol ve DMSO oldugu goriilmiistiir. Sonuglar1 literatiir calismalart ile
karsilastirdigimiz zaman Xiao ve ark. (2015), c¢alismalar1 ile balin tiyoredoksin
protenini biiyiikk oranda inhibe ettigini kanitlamistir. Ayrica, Sahin (2015) ¢aligmasinda
yayla balinin iireaz ve ksantin oksidaz enzimleri iizerindeki inhibisyon etkisini
arastirarak ve en kiigiik-en biyiik ICsp degerlerini 0,045-0,452 g/mL olarak
hesaplamistir. Yapilan bu g¢alismalar yayla balinin enzimler iizerinde bir inhibisyon

etkisinin oldugunu gostererek calismamizi desteklemektedir.
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4.1.2. Kestane bah ekstraktlarinin TrxR iizerindeki inhibisyonu

Kestane balinin etanol, metanol, DMSO ve su ekstraktlarinin timiniin TrxR

enzim aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisine bakilmis olup su ekstrakti ile yapilan

calismanin tiimiinde ve etanol ekstraktinin 300 pL inhibitér ilave edilen calismada

absorbans degeri 3 Olgiim iizerinden hesaplanmistir. Elde edilen absorbans degerleri

Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Kestane bali ekstraktlarinin TrxR enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

.. . . | Cozilniirlik Seyreltme Enzim Miktar1 inhibitor Miktar 3 dakidaki
Coziici (g/mL) orani (nL) (uL) AOD
C 0,1146
y 15 0,0860
o) 50 0,0602
Z 0,0313 0 10 100 0,0418
H 200 0,0139
300 0,0092
400 0,0062
C 0,0477
25 0,0628
_ 50 0,0408
e 100 0,0257
< 0,3071 0 10 200 0,0387
i 300 0,0190
= 400 0,0304
450 0,0225
550 0,0457
C 0,0990
o 50 0,0917
D 0,4708 10 10 100 0,0748
2 200 0,0609
250 0,0231
300 0,0026
C 0,0230
5 0,0260
5 35 0,0180
2 0,3782 0 10 o 0,0130
100 0,0090
150 0,0040

C:Kontrol

Kestane balinin etanol, metanol, DMSO ve su ekstraktlarinin ICsg degerleri sirasi
ile Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilen % aktivite inhibisyon
grafiklerine gore hesaplanmistir. Elde edilen ICsq degerleri sirasiyla 2,768, 151,1, 4,200

ve 25,24 mg/mL olarak kaydedilmistir. Kestane balinin tim ekstraklarinin % aktivite-

[inhibitor] grafigi Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.8. Kestane bali-etanol ekstraktinin TrxR aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi

100
y= 100e-4,567x

90 R = 0.8862

80
70

% Aktivite

60
50

40
0 0,05 0,1 0,15

[Kestane Bali Metanol] g/mL

Sekil 4.9. Kestane bali-metanol ekstraktinin TrxR aktivitesi izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.10. Kestane bali-DMSO ekstraktinin TrxR aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.11. Kestane bali-Su ekstraktinin TrxR aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.12. Kestane bali ekstaktlarinin TrxR aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

Kestane bal1 ekstraktlarinin TrxR aktivitesi lizerinde inhibisyonu incelendiginde
Tablo 4.9’a gore kestane bal1 etanol ekstrakti ICsq degeri 2,768 mg/mL kestane balinin
diger ekstraktlaria gore en yiiksek TrxR inhibisynunu gostermistir. Kestane balinin
TrxR aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi i¢in ¢oziiciilerin uygunluk sirasinin etanol,
DMSO, su ve metanol oldugu goriilmistir. Kestane bali ile ilgili yapilan diger
caligmalar1 inceledigimzde Karagelik ve Sahin (2018)’in kestane bali ornekleri ile
hyaluronik asit, ksantin oksidaz ve iireaz enzimlerinin inhibisyonu iizerinde ¢alisma
yapmig ve enzimlere ait ICso deger araliklarini sirast ile 0,793-12,639 mg/mL, 0,029-
0,106 g/mL ve 0,002-0,054 g/mL olarak hesaplanmistir. Baska bir ¢alismada Kolayli ve
ark. (2015) kestane balinin yayla balina oranla sigir testis hyalurodinaz enzimini daha
yiiksek oranda inhibe ettigini tespit etmistir. Yine ksantan oksidaz ve iireaz enzimleri
tizerinde Sahin (2015)’in yapmis oldugu bir ¢alisma her iki enzim aktivitesi lizerinde de

yiiksek inhibisyon etkisi (ICsp: 0,028-0,021 g/mL) oldugunu tespit etmistir. Ayni
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calismada yayla bali ile de ¢alisilmis olup, bizim sonuglarimizdan farkli oarak kestane
balinin inhibisyon etkisinin yayla balindan daha fazla oldugu tesgit edilmistir. Boylece
kestane balinin enzimler iizerinde inhibisyon etkisinin oldugunu ve bazi enzimleri TrxR
enzimine kiyasla daha etkili inhibe ettigini sdyleyebiliriz. Enzimlerin ii¢ boyutlu yapisi,
aktif merkezdeki amino asit cinsi ve sayisi enzimin inhibitor ile etkilestigi bolge
enzimlerin inhibitdrlere karsi verdigi etkiyi degistirebildigi gibi inhibisyon seviyesini de
degistirebilir. Bu nedenle iki farkli enzim aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi gostermis
ancak farkli konsantrasyon araliklarinda inhibisyon etkisi géstermistir.

4.1.3. Cam bah ekstraktlarinin TrxR iizerindeki inhibisyonu

Cam balinin etanol, metanol, DMSO ve su ekstraktlarinin tiimiiniin TrxR enzim
aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisine bakilmis olup su ekstrakti ile yapilan ¢aligmada
absorbans degeri 3 Ol¢iim iizerinden hesaplanmistir. Elde edilen absorbans degerleri

Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4. Cam bali ekstraktlarinin TrxR enzim aktivitesi izerindeki inhibisyon etkisi

Céziicii Coziiniirlik Seyreltme Enzim Miktari Inhibitor Miktar 3 dakidaki

(g/mL) orani (uL) (uL) AOD

C 0,0462

. 25 0,0422
o) 50 0,0314
Z 0,0240 0 10 100 0,0246
H 150 0,0301
200 0,0264

250 0,0557

C 0,0425

o) 25 0,0427
P 50 0,0386
i 0.3036 0 10 100 0,0556
g 200 0,0492
300 0,0431

C 0,0467

o 35 0,0456
2 0,4580 0 10 >0 0,0337
2 75 0,0248
100 0,0205

125 0,0135

C 0,0210

5 0,0220

5 10 0,0190
® 0,3400 0 10 50 0,0230
100 0,0210

400 0,0340

C:Kontrol
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Cam balinin etanol, metanol, DMSO ve su ekstraktlarinin ICsy degerleri i¢in
Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’de % aktivite-[inhibitor] grafiklerine
bakilmis ve yalnizca cam bali-DMSO ekstraktinda inhibisyon goriilmiis olup 1Csg degeri
36,58 mg/mL olarak kaydedilmistir. Cam balinin tim ekstraklarinin % aktivite-

[inhibitor] grafigi Sekil 4.17°de verilmistir.

120
100

80
6
4
2

0,0006 0,0012 0,0024 0,0036 0,0048 0,006
[Cam Bali Etanol] g/mL

% Aktivite
© o o

o

Sekil 4.13. Cam bali-etanol ekstraktinin TrxR aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
120

100
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4
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[Cam Bali Metanol] g/mL

% Aktivite
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o

Sekil 4.14. Cam bali-metanol ekstraktinin TrxR aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.15. Cam bali-DMSO ekstraktinin TrxR aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.16. Cam bali-su ekstraktinin TrxR aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi

Cam bali ekstaktlar igerisinde yalnizca ¢am bali-DMSO ekstraktinin TrxR’yi
inhibe ettigi goriilmiis ve ICsg degeri 36,58 mg/mL olarak hesaplanmustir. Salgi bali olan
cam bali ile ilgili literatiirdeki farkli calismalar inceledigimiz zaman Sahin (2011)’in
cam bali gibi salgi bali olan mese balinin ksantan oksidaz ve {ireaz enzimi tizerindeki
inhibisyonunu 0,012-0,021 g/mL olarak hesapladigini, yine mese bali ile benzer bir
calisma yapan Kolayl ve ark. (2015)’in sigir testis hyaluronidaz enzimini en iyi nhibe
eden balin mese bali oldugunu tespit ettigi goriilmiistiir. Mevcut ¢aligmalar ile yapmis
oldugumuz ¢alismanin sonuglar1 gosteriyor ki diger bal ¢esitleri gibi salgi ballar1 da
enzimler iizerinde inhibisyon etkisi mevcut olup fakat mese balinin cam balina gore

enzimler {izerinde inhibisyon etkisine sahiptir.
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4.1.4. Deli bah ekstraktlarinin TrxR iizerindeki inhibisyonu

Deli balinin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin timiniin TrxR enzim aktivitesi

tizerindeki inhibisyon etkisine bakilmis olup elde edilen absorbans degerleri Tablo

4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5. Deli bali ekstraktlarinin TrxR enzim aktivitesi izerindeki inhibisyon etkisi

Céziicii Coziiniirlik Seyreltme Enzim Miktar1 Inhibitér Miktar 3 dakidaki
(g/mL) orani (uL) (uL) AOD

C 0,0410

N 15 0,0340

e} 35 0,0210

<Z( 0,1289 10 10 50 0,0120

E 75 0,0130
100 0,0090

g C 0,0729

o) 25 0,0626

Z 35 0,0595

E 0,4188 100 5 75 0.0388

s 100 0,0320
200 0,0210

O

%)

S -

[a)]
C 0,0701
50 0,0650
100 0,0550
200 0,0624

) ’

> 0,339 0 > 250 0,0750
300 0,0388
400 0,0404
550 0,0474

C:Kontrol

-:Coziicl buharlasmamistir

Deli balinin etanol, metanol ve su ekstraktlarinin 1Csq degerleri i¢in Sekil 4.17,

Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da verilen % aktivite-[inhibitor] grafiklerine bakilmis ve deli

bali-su ekstraktinda inhibisyon goriilmemistir. Etanol ve metanol ekstraktlarinda

inhibisyon goriilmiis olup ICso degerleri sirasi ile 5,350 ve 4,260 mg/mL olarak

kaydedilmistir. Deli balinin ¢aligsilan tiim ekstraklarinin % aktivite-[inhibitor] grafigi
Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.17. Deli bali-etanol ekstraktinin TrxR aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.18. Deli bali-metanol ekstraktinin TrxR aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.19. Deli bali-su ekstraktinin TrxR aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.20. Deli Bali ekstaktlarimin TrxR aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi

Deli bali ekstraktlarinin TrxR aktivitesi {izerinde inhibisyonu incelendiginde
calisilan etanol, metanol ve su ekstraklarindan Tablo 4.9’a gore yalnizca etanol ve
metanol ekstraktlarinda inhibisyon goriilmiis olup ICsp degeri sirasi ile 3,350 ve 4,260
mg/mL olarak hesaplanmistir. Bu durumda, deli balinin TrxR inhibisyonu en uygun
ekstraktin etanol oldugu goriilmektedir. Sahin ve ark. (2010) yaptiklart bir ¢alismada
deli bal1 ekstraklarinin karbonik anhidraz enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisini
arastirmis ve ICsg deger araligini 0,123-3,150 mg/mL olarak hesaplamistir. Calismada
deli balinin hegzan, etanol, metanol ve sulu ekstraktlarinin tiimiiniin inhibisyon etkisinin
oldugu goriilmiis ve en yiiksek inhibisyonlarin hegzan ve metanol ekstraklarina ait
oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu calismayr kendi calisma sonucglarimiz ile
karsilastirdigimiz zaman, deli balinin farkli enzimleri farkli oranlarda inhibe ettigini ve
ekstrakt hazirlanin ¢ozeltinin inhbisyonu etkiledigini gérmekteyiz.

Tiim bal cesitleri incelendiginde, en yiiksek TrxR inhibisyonunu yayla bali su
ekstraktinda, en diisik TrxR inhibisyonunun ise kestane bali metanol ekstraktinda
oldugu Tablo 4.9.’da goriilmektedir. Ayrica, ¢am balinin etanol metanol ve DMSO
ekstratlarinda TrxR inhibisyonunun gériilmedigi de tespit edilmistir. Yayla balinin diger
bal c¢esitlerine oranla TrxR aktivitesi {iizerindeki inhibisyonunun yiiksek olmasi
iceriginde barindirdig1 farkli cicek oOzlerinden kaynaklt multifloral bir yapisinin
olmasindan kaynaklandigini ¢calismamiz neticesinde sdyleyebiliriz. Bu anlamda literatiir
caligmalarina bakildiginda Onalan (Ekiz) (2009), yaptig1 ¢alisma ile farkli yorelerden
temin edilen bal cesitlerinin farkli dzellikler tasidigini tespit etmis, Olmez (2009) ise
calismasinda koyu renkli ¢igeklerden elde edilen ballarin da renklerinin koyu oldugunu
tespit ederek, ballarin liretimlerinde gorev alan bitki floralarinin 6zelliklerini yansittigini

gostermistir.
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4.1.5. Polen ekstraktlarmin TrxR iizerindeki inhibisyonu

Polenin etanol,

metanol ve DMSO ekstraktlarinin timinin TrxR enzim

aktivitesi tlizerindeki inhibisyon etkisine bakilmis olup elde edilen absorbans degerleri

Tablo 4.6’de verilmistir.

Tablo 4.6. Polen ekstraktlarinin TrxR enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi

Cziici Coziiniirlik Seyreltme Enzim Miktari Inhibitér Miktari 3 dakidaki
2 (gimL) orani (nL) (nL) AOD
C 0,0720
5| 50 0,0670
70 0,0590
Z )
< 0,4445 100 10 100 0,0430
L 150 0,0410
200 0,0180
C 0,0890
E)I 25 0,0880
> 75 0,0650
E 0,1797 1000 10 100 0,0540
s 150 0,0370
250 0,0260
C 0,1020
S 50 0,0930
2 70 0,0600
E 0,2064 10 10 100 0,0580
200 0,0220
300 0,0150
»n>D 0,2025
C:Kontrol
*: Cokelti olugsmustur

Polenin etanol, metanol ve DMSO ekstraktlarinin ICsp degerleri sirasi ile Sekil
4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de verilen % aktivite-[inhibitor] grafiklerine gore

hesaplanmistir. Elde edilen 1Csq degerleri sirasiyla 0,056, 0,024 ve 2,14 mg/mL olarak

kaydedilmistir. Polenin ¢alisilan tiim ekstraklarinin % aktivite-[inhibitor] grafigi Sekil

4.24°de verilmistir.
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100
90
80
70
60
50
40
30 °
20

0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008

y= 100e—12130x
b R? = 0,826

% Aktivite

[Polen Etanol] g/mL

Sekil 4.21. Polen-etanol ekstraktinin TrxR aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi

100 y = 100e-28201x

80 R?= 0,9726

60

% Aktivite

40

20
0 0,00001  0,00002 0,00003 0,00004
[Polen Metanol] g/mL

Sekil 4.22. Polen-metanol ekstraktinin TrxR aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi

100 y = 100g-3221x

o
90 R® = 0,9608
80

70
60
50
40
30
20
10

% Aktivite

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
[Polen DMSQ] g/mL

Sekil 4.23. Polen-DMSO ekstraktinin TrxR aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi
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o etanol ® metanol 4 DMSO

% Aktivite

nd A

10
0 0,002 0,004 0,006

[Polen] g/mL

Sekil 4.24. Polen ekstaktlarinin TrxR aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

Polen, ekstraktlarinin TrxR aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisine tek tek
baktigimizda Tablo 4.9’a gore polenin ¢alisilan etanol, meanol ve DMSO ekstraktlar
icerisinde metanol ekstraktinin 0,024 mg/mL ICsy degeri ile en yiiksek inhibisyon
degerine sahip oldugu goriilektedir. Yapilan calismada polenin calisilan ekstraktlari
arasinda TrxR inhibisyonu i¢in en uygun ekstraktin metanol oldugu goriilmektedir.
Sahin ve ark. (2010) c¢alismalarinda polenin karbonik anhidraz enzim tizerindeki
inhibisyonunu 1Csp degeri 0,337-7,680 mg/mL olarak hesaplamis ve deli balinin
inhibisyonunun daha etkili oldugunu (0,123-3,150 mg/mL) ortaya koymustur.
Calismamiz ile karsilastirdigimiz zaman polenin TrxR inhibisyonunun karbonik
anhidraz enzimine gore daha fazla oldugu ve TrxR i¢in polenin baldan daha etkili bir
inhibe edici 6zellikte oldugu soylenebilir. Yapilan farkli calismalara baktigimizda Colak
(2009)’un ¢alismasinda polenin prostat kanseri tizerinde %55,98 oraninda inhibisyon
etkisinin oldugunu kanitlamistir. Bu durum, ¢aligmamiz sonuglarinda da belirtildigi gibi

kanser iizerinde etkili bir dogal iiriin oldugunu gdostermektedir.

4.1.6. Propolis ekstraktlarimin TrxR iizerindeki inhibisyonu

Propolisin etanol ve metanol ekstraktlarinin TrxR enzim aktivitesi tizerindeki
inhibisyon etkisine bakilmis olup elde edilen absorbans degerleri Tablo 4.7°de

verilmistir.
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Tablo 4.7. Propolis ekstraktlarinin TrxR enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi

Céziici Céziiniirlik | Seyreltme ﬁ?kzt'gl inhibitor 3 dakidaki
(g/mL) orani (ul) Miktar: (uL) AOD
. C 0,1100
o) 50 0,1080
Z 0,4104 100 10 100 0,0850
= 150 0,0460
200 0,0170
C 0,1200
10 0,0750
20 0,0240
o 30 0,0710
Z 35 0,0230
E 0,3643 100 10 20 0.0850
S 40 0,1100
50 0,0330
50 0,0780
60 0,0080
3
2 )
(&)
7 0,0152 *
C:Kontrol

-:Coziicl buharlasmamistir
*. Cokelti olusmustur

Propolisin etanol ve metanol ekstraktlarinin ICso degerleri sirasi ile Sekil 4.25,

ve Sekil 4.26’da verilen % aktivite-[inhibitor] grafiklerine gore hesaplanmistir. Elde

edilen ICsp degerleri sirasiyla 0,400, ve 0,068 mg/mL olarak kaydedilmistir. Propolisin

caligilan tiim ekstraklarinin % aktivite-[inhibitor] grafigi Sekil 4.27°de verilmistir.

% Aktivite

[ ] y= 100e-1725x
R =0,7775

90

70

50

30

10 °
0 00002 00004 00006 0,008

[Propolis Etanol] g/mL

Sekil 4.25.Propolis-etanol ekstraktinin TrxR aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi
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100
y= 100e-10066x

o 80 R2 =0,7883
2 60
X
<° 40
>
<20
[ ]
0

0 0,00005  0,0001 0,00015  0,0002
[Propolis Metanol] g/mL

Sekil 4.26. Propolis-metanol ekstraktinin TrxR aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

o etanol M metanol

100
80
60
40
20 n °

% Aktivite

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008
[Propolis] g/mL

Sekil 4.27. Propolis ekstaktlarinin TrxR aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi

Propolisin ¢alisilan etanol ve metanol ekstraklarmin TrxR aktivitesi iizerinde
inhibisyon etkisine baktigimizda Tablo 4.9’a gore propolis metanol ekstraktinin 0,068
mg/mL 1Csy degeri ile etanol ekstraktina gore daha yiiksek inhibisyon etkisine sahip
oldugu goriismiistiir. Propolis etanol ekstrakti ICsy degeri 0,400 mg/mL olarak
kaydedilmis olup, metanoliin etanole gore propolisin TrxR iizerindeki aktivitesini inhibe
etmede daha etkili bir ¢oziicli oldugunu gérmekteyiz.

Propolis ile ilgili literatiir ¢aligmalarini arastirdigimiz zaman Sahin ve ark.
(2010) calismalarinda propolisin karbonik anhidraz enzimi iizerindeki inhibisyonunu
hesaplayarak 1Csy deger araligini 0,056-2,250 g/mL olarak bulmustur. Bu durumda
propolisin TrxR ile karbonik anhidraz enzimini ayni oranlarda inhibe ettigini
sOyleyebiliriz. Propolis ile ilgili farkli calismalara baktigimizda Giilgen (2016),
propolisin antikanser 6zelliklerini inceleyerek 1C3q ve 1Csy degerlerini 44,89 ve 108,61
pg/mL olarak hesaplamistir. Onur (2018), propolisin meme kanseri tizerindeki etkisini
inceleyerek 1Cso degerini 129 pg/mL olarak tespit etmistir. Kareem (2016),

calismasinda propolisin miktarina bagli olarak protein ekspresyonu iizerinde artma-
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azalma mekanizmasi ajani olarak gorev aldigini tespit etmistir. Yine Taghiabad (2014),
calismasinda propolisin su ve etanol ekstraktlarinin superoksit dismutaz ve katalaz
enzim aktivitesini inhibe ettigini tespit etmistir. Yapilan bu literatiir ¢alismalari
propolisin protein ve enzimler iizerindeki inhibisyon etkisininvar oldugunu ve kanseri

baskiladigin1 gostererek ¢aligmamizi desteklemektedir.

4.1.7. Ar siitii ekstraktlarimin TrxR iizerindeki inhibisyonu

Arn sitinin etanol, metanol ve DMSO ekstraktlarinin TrxR enzim aktivitesi
tizerindeki inhibisyon etkisine bakilmis olup elde edilen absorbans degerleri Tablo

4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. Ar siitii ekstraktlarmin TrxR enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi

Enzim . . .
e e Coziiniirlik Seyreltme . Inhibitor 3 dakidaki

Coziici (g/mL) orani M(I;(Srl Miktar: (uL) AOD
C 0,0964
6! 15 0,0740
50 0,0680

=z )
|<£ 0,0065 10 10 100 0.0608
TN 200 0,0322
300 0,0071
| C 0,0888
© 50 0,0821
E 0,1084 10 10 100 0,0770
L 200 0,0594
= 300 0,0407
C 0,0814
o 25 0,0655
A 50 1 0,0600
g 0,0881 0 10 100 0.0513
150 0,0275
250 0,0219

2 0,0109 *
C:Kontrol

*: Cokelti olugsmustur

A siitliniin etanol, metanol ve su ekstraktlar1 ICso degerleri sirasiyla Sekil 4.28,
Sekil 4.29 ve Sekil 4.30°de verilen % aktivite-[inhibitor]| grafiklerine gére hesaplanmis
olup ICsq degerleri 0,060, 3,204 ve 10,69 mg/mL olarak kaydedilmistir. Ar1 siitiiniin
caligilan tiim ekstraklarinin % aktivite-[inhibitor] grafigi Sekil 4.31°de verilmistir.
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% Aktivite

Sekil 4.28.

% Aktivite

100
y= 100e-11527x

80 o R? = 0,9134
60
40
20
0
0 0,00005  0,0001 000015  0,0002

[An Siitii Etanol] g/mL

Ar siitii-etanol ekstraktinin TrxR aktivitesi lizerindeki inhibisyon etkisi

100
90
80
70
60
50 *
40

0 0,001 0,002 0,003

[Ar Siitii Metanol] g/mL

y = 10082153
R? =0,9496

Sekil 4.29. Arn siitii-metanol ekstraktinin TrxR aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisi

% Aktivite

Sekil 4.30.

100
90
80 L
70
60
50
40
30
20

y= 100e-6453x
Rz =10,9382

0 0,005 0,01 0,015 0,02
[Ar Siitii DMSO] g/mL

Ar1 siiti-DMSO ekstraktinin TrxR aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi
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® Etanol Metanol 4 DMSO

100
80 A

40 A
20

% Aktivite

0 0,005 0,01 0,015 0,02
[An Siitii] g¢/mL

Sekil 4.31. Ar siitii ekstaktlarinin TrxR aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi

Ar  siiti  ekstraktlarimin - TrxR  aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisini
inceledigimizde Tablo 4.9°e gore ar siitiiniin ¢alisilan etanol, metanol ve DMSO
ekstrktlart igerisinden ar1 siitii etanol ekstraktinin 0,060 mg/mL ICsy degeri ile en
yiiksek inhibisyon etkisini gosterdigi goriilmektedir. Ari siitiiniin TrxR tizerindeki
aktivitesini inhibe etmede etanoliin ¢alisilan diger ¢oziiciilere gére daha etkili bir ¢oziicii
oldugu goriilmektedir. Ar siitii ile ilgili yapilan farkli ¢calismalar1 inceledigimiz zaman
Asghar1 (2018), ar1 siitii ekstraktlarinin insan eritrosit hiicrelerinde oksdadif hasari
baskilayarak koruyucu etki meydana getirdigini tespit etmistir. Ayrica, Sahinler (2000),
yaptig1 arastirmada ari siitiiniin de i¢inde bulundugu ar iirlinlerinin damar sertligi,
bronsit, bagirsak hastaliklar1 ve enfeksiyonlara karsi tedavi edici 6zelligi oldugunu
belirtmistir.

Elde edilen sonuglarin grafiklerinden yola ¢ikarak bal ¢esitleri ile polen, propolis
ve art siitli ekstraktlarinin ICso degerleri hesaplanarak Tablo 4.9°de verilmistir. Grafik
incelemelerinde yayla balinin tiim ekstraktlarinin TrxR inhibisyonunda etkili oldugu

goriilmiis, ICsq degerleri 0,191-4,030 mg/mL arasinda oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.9. Ar iiriinleri ekstraktlarinin TrxR aktivitesi {izerindeki inhibisyon degerleri

o Coziiniirliik TrxR
Ornek Ad1 Coziicii 5
(9/mL) ICso (Mg/mL) R
_ Etanol 0,0263 0,862 0,9140
=2 Metanol 0,2909 2,500 0,9752
= DMSO 0.4581 4,030 0,9766
g Su 0.3668 0,191 0,9729
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Tablo 4.9. devanm Ar iiriinleri ekstraktlarinin TrxR aktivitesi lizerindeki inhibisyon degerleri

Broiok Ad Cozici Coziiniirliik TrxR
ek ad (g/mL) ICso (Mg/mL) R?
~ Etanol 0,0313 2,768 0,9249
2 Metanol 0.3071 151,1 0,8862
[0) l
§ DMSO 0,4708 4,200 0,9731
]
M Su 0,3781 25,24 0,9448
Etanol 0,0239 Inh yok Inh yok
'é_g Metanol 0,3036 Inh yok Inh yok
g DMSO 0,4580 36,58 0,9010
Su 0,3399 Inh yok Inh yok
Etanol 0,1289 5,350 0,8917
;; Metanol 0,4187 4,260 0,9560
g) DMSO - - -
Su 0,3395 Inh yok Inh yok
Etanol 0,4447 0,056 0,8260
c Metanol 0.1796 0,024 0,9726
2 Ll
g DMSO 0,2063 2,14 0,9608
Su 0,2024 * *
Etanol 0,4104 0,400 0,9832
% Metanol 0,3643 0,068 0,9534
S DMSO ] - -
a
Su 0,0152 * *
Etanol 0,0065 0,060 0,9134
(«% Metanol 0,1084 3,204 0,9496
<;E: DMSO 0,0880 10,69 0,9382
Su 0,0088 * *

- Coziicii buharlasmanustir
*: Cokelti olusmustur

Tablo 4.9’a gore deli bal1 ekstraktlarindan etanol, metanol ve su ekstraktlari ile
calisilmis ve deli bali-su ekstraktinin TrxR’yi inhibe etmedigi goriilmiistiir. Deli balinin
etanol ve metanol ekstraktlari I1Cso degerleri sirast ile 5,350, 4,260 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Polen ekstraklarindan etanol, metanol ve DMSO ekstraklar1 ile
calisilmis ve her {iciiniin de TrxR inhibisyonunda aktif oldugu tespit edilmistir. 1Cs
degerleri 0,024-2,14 mg/mL arasinda hesaplanmistir. Propolisin ¢alisilan etanol ve
metanol ekstraklarinin her ikisinde de TrxR inhibisyonu goriilmiis ve 1Cso degerleri

siras1 ile 0,400 ve 0,068 mg/mL olarak hesaplanmistir. Art siitiiniin de galisilan tim
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ekstraktlarinin TrxR inhibisyonu iizerinde etkili oldugu goriilmiis ve 1Cso degerlerinin
0,060-10,69 mg/mL arasinda oldug tespit edilmistir.

TrxR aktivitesi inhibisyonu agisindan bal ¢esitleri, polen, propolis ve ar1 siitiinii
beraber degerlendirdigimiz zaman polenin en iyi inhibisyon etkisine sahip oldugunu
gormekteyiz (ICsp 0,024mg/mL). Ar iriinlerinden ar siitii ve propolis de 0,060 ve
0,068 mg/mL ICsy degerleri ile polenden sonra en iyi inhibisyonu gosteren Ornekler
olmustur. Bal 6rneklerinden en iyi TrxR inhibisyonuna sahip yalyla bali ICsy degeri
0,191 ile ar irlinleri ICsg degerleri arasindaki farkin ari dirtinlerinin tretilen balin
Ozelligi ile beraber daha zengin bir igerige sahip olmasindan kaynaklandigini
sOyleyebiliriz. Bayrak (2005) de yaptmis oldugu calismada ar1 iiriinlerinin mikrofloral
Ozellikleri ve antimikrobial etkilerini arastirmis olup ari irilinlerinin antimikrobial,
antifungal, antibakteriyel 6zelliklerinin bal ¢esitlerine gore daha fazla oldugunu ortaya
koymustur.

Literatiir ¢aligmalarina bakildiginda ar1 iiriinlerinin enzim inhibisyonu ve kanser
ile ilgili ¢alismalarinda en iyi sonuclarin ¢ogunluk propolis olmak {iizere polen ve
propoliste daha etkili sonuclar alindigi goriilmiistiir. Baz1 literaiir calismalar1 ile
sonuclarimizi karsilagtirdigimiz zaman calismalarin kismen de olsa sonuglarimizi
destekledigini ve ar1 Triinlerinin kansere karst koruyucu etkisinin oldugunu
gormekteyiz. Sahin ve ark. (2010), bal, polen ve propolis 6rneklerinden propolisin
0,036-0,039 mg/mL ICsy degeri ile karbonik anhidraz enzim aktivitesi iizerinde
inhibisyon etkisinin oldugunu goéstermistir. Korkmaz (2017), polen ekstraktlarinin in
vitro sartlarda insan eritrosit hiicrelerinde oksidatif hasara karst koruyucu etkisinin
oldugunu belirtmistir. Colak (2009), polen ve propolis ekstraktlarinin prostat kanserini
degisik oranlarda baskiladigi ve polenin baskilama oraninin (%55,98-53,31) propolis
gore daha yiiksek oldugunu belirlemistir. Ayrica Tahmaz (2000) de benzer bir ¢alisma
yaparak polen ve propolis ekstraktlariin lipid peroksidasyonunu in vitro sartlarda
inhibe ettigini ve polen inhibisyonunun daha kolay ger¢eklestigini ortaya koymustur. Bu
sonuglar1 c¢aligmamiz ile beraber degerlendirdigimiz zaman ¢alismamizda kanseri
tetikleyen TrxR aktivitesinin inhibisyonunda polenin propolise gore daha etkili oldugu
ve yapilan ¢aligmalarin da polen ve propolisin farkli aktivitelerin inhibisyonunda benzer
basarilart gosterdigi goriilmektedir. Xiao ve ark. (2015), calismalarinda balin
tiyoredoksin proteinini bilyiik oranda inhibe ettigini tespit etmistir. Bu tespit bizim

calismamizi da desteklemektedir.
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4.2 Orneklerin Fenolik icerikleri

Bal cesitleri ile polen, propolis ve ari siitii ekstraktlarinin topman fenolik igerigi

tespit edilmis ve Tablo 4.10 de gosterilmistir. Tim bal cesitlerinin hazirlanan

ekstraktlarinin fenolik igerigi hesaplanmis ancak polenin metanol ve su ekstraktlari, ar

stitiiniin su ekstrakt1 ile propolisin tiim ekstraktlar1 fenolik icerigi olusan pihtilagmalar

sebebiyle hesaplanamamustir.

Tablo 4.10. Ar {iriinleri fenolik igerigi

Ornek Adi Coziicii Toplam Fenolik i¢erigi (mgGAE/g)
Etanol 28,067
Yayla Bali Metanol 68,733
DMSO 84,400
Su 53,233
Etanol 30,733
Kestane Bali Metanol 85,900
DMSO 116,91
Su 87,233
Etanol 31,067
Cam Bali Metanol 81,233
DMSO 80,733
Su 86,733
Etanol 31,733
Deli Bali Metanol 54,733
DMSO -
Su 48,900
Etanol 471,567
Polen Metanol *
DMSO 1.151,0
Su *
Etanol *
Propolis Metanol
DMSO N
Su *
Etanol 48,233
An Siitii Metanol 81,567
DMSO 113,40
Su *

-:Coziicli buharlagmamistir
*. Cokelti olusmustur

Toplam fenolik igerigi sonuclarini inceledigimizde bal gesitlerinden yayla bali

ekstraklar fenolik igerigi 28,067-84,400 mg GAE/g arasinda, kestane bali ekstraktlar

fenolik igerigi 30,733-116,91 mg GAE/g arasinda, cam bal1 ekstraktlar1 fenolik igerigi
31,067-86,733 mg GAE/g arasinda ve deli bali ekstraktlar1 fenolik igerigi 31,733-
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54,733 mg GAE/g arasinda oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde diger ar1 iiriinleri fenolik
icerigi incelendiginde polen etanol ve DMSO ekstraktlar1 fenolik igerigi sirasiyla
471,567 vel.151,0 mg GAE/g, an siitli ekstraklarinin fenolik icerigi 48,233-113,40 mg
GAE/g arasinda oldugu hesaplanmaistir.

Toplam fenolik igerigi sonuglarmnin degerlendirilmesi ile polenin 1.151,0
mgGAE/g ile ¢alisilan tiim 6rnekler arasinda en yliksek toplam fenolik iceriginin oldugu
tespit edilmistir. Bal cesitlerini bir biitlin olarak degerlendirdigimiz zaman ise kestane
balinin 116,91 mg GAE/g ile ¢alisilan bal 6rnekleri arasinda en yiiksek fenolik igerige
sahip oldugunu gérmekteyiz.

Bal c¢esitleri ve art iriinlerini fenolik igerik yOniinden ayr1 ayri
degerlendirdigimiz zaman yayla bali ekstraktlarinin en yiiksek ve en diisiik fenolik
igerik miktarlar1 DMSO ve etanol ekstraktlarinda sirasiyla 84,400 ve 28,067 mg GAE/g
oldugu goriilmistiir. Daha 6nce yapilan ¢alismalara goz atarsak Saroglu (2018), balin
fenolik igerigini 6,32-18,21 GAE/100 mg olarak hesaplamigtir. Hamo (2018) de
calismasinda bal-su ekstresi toplam fenolik icerigini 0,90+0,09 mgGAE/g olarak
hesaplamistir. Yayla balindan elde edilen sonuglarin farklilik gdstermesinde, bal
tiretiminin gerceklestigi mevsim, ballarin sahip oldugu flora ve kullanilan ¢oziiciilerin
etkili oldugunu soyleyebiliriz.

Kestane bali ekstraktlarinin fenolik igeriklerini inceledigimiz zaman en yiiksek
fenolik igerigin 116,91 mgG AE/g ile DMSO ekstrakti oldugunu en diisiik fenolik
icerigin 30,733 mg GAE/g ile etanol ekstrakti oldugunu gdérmekteyiz. Ulgen (2017),
caligmasini inceledigimizde kestane bali fenolik icerigini 158,25 mg GAE/g olarak
tespit etmistir. Sahin (2015), calismasinda kestane bali fenolik icerigini 38.900-65.300
GAE/g araliginda hesaplayarak calismamiza benzer sekilde yayla ve mese balindan
daha yiiksek fenolik ierige sahip oldugunu belirtmistir.

Cam bal1 ekstraklarimin fenolik igeriklerine baktigimiz zaman en yiiksek fenolik
icerigin 86,733 mg GAE/g ile cam bali su ekstraktinda oldugunu en diisiik fenolik
icerigin ise 31,067 mg GAE/g ile ¢am bali etanol ekstraktinda oldugunu gérmekteyiz.
Literatiir arastirmalarina baktigimiz zaman Ulgen (2017), calismasinda ¢am bal1 fenolik
icerigini 192,30 GAE/100g olarak hesapmamis ve ¢alismamizdan farkli olarak ¢am bali
fenolik iceriginin kestane balindan daha yiiksek oldugunu tespit etmistir. Yine farkli bir
calismada ¢am bali gibi salgi bali olan mese balinin fenolik igerigi Sahin (2015)
tarafindan 36,806-62,260 GAE/g olarak hesaplanmis ve calismamiza benzer sekilde
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yayla balindan daha yiiksek, kestane balindan daha diisiik fenolik cerige sahip oldugu
goriilmektedir.

Deli bali ekstraktlarinin calisilan ornekleri arasindaki fenolik igeriklerine
bakildig1 zaman en yiiksek ve en diisiik fenolik igeriklerin sirasiyla 48,900 mg GAE/g
ile deli bali su ekstrakti, 31,733 mg GAE/qg ile deli bali etanol ekstrakti oldugu tespit
edilmistir.

Arn triinlerinden fenolik igerik calismasi yapilan ar1 siitii ve polen orneklerini
inceledigimiz zaman ar siitiiniin fenolik icerigi en yiiksek ekstraktinin 113,40 mg
GAE/g ile DMSO ekstrakti, fenolik icerigi en diisiik olan ekstraktinin 48,233 mg
GAE/g ile etanol ekstrakti oldugu goriilmektedir.

Polenin c¢alisilan etanol ve DMSO ekstraklarinin fenolik igeriklerinin sirasiyla
1.151,0 - 471,567 mg GAE/g oldugu tespit edilmistir. Polen fenolik igerigi ile ilgili
literatiir ¢aligmalarini inceledigimiz zaman Saroglu (2018), polen fenolik icerigini
769,4+17,7-547,64+15,43 mgGAE/100mg olarak hesaplamis olup sonuclari ¢alismmiz
ile paralellik gostermektedir. Yildiz (2011), calismasinda kestane polenlerinin fenolik
iceriklerini 13,68-28,87 mgGAE/g olarak hesaplamistir. Hamo (2018), ¢alismasinda
polenin toplam fenolik igerigini 22,8+1,2 mgGAE/g olarak hesaplamis ve elde ettigi
sonucun calismamiza benzer sekilde balin toplam fenolik iceriginden daha yiiksek
oldugunu gostermektedir.

Calisilan tiim {riinlerin fenolik igeriklerini karsilastirdigimiz zaman polenin bal
cesitleri ve ari siitiine gore daha fazla fenolik iceriginin oldugu goriilmiistiir. Polenin
fenoik igeriginin en yiiksek fenolik igerige sahip olan kestane bali metanol ekstraktindan
yaklasik olarak 9,8 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ulusoy (2010) calismasinda
bizim ¢alismamizin sonuglar ile paralel bir sonug elde etmis ve polenin bala gore 10-20
kat daha fazla toplam fenolik madde icerdigini belirtmistir. Saroglu, (2018) yaptigi
calismada polenin bal ¢esitlerine gore yaklasik 30 kat daha fazla fenolik icerige sahip
oldugunu ortaya koymus ve bal, polen ve propolisin fenolik bilesik sayisini
hesaplayarak sirastyla 9, 23 ve 23 adet olarak tespit etmis olup ¢aligmamiz sonuglarini

da desteklemeketedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alisma ile bal gesitlerinden yayla bali, cam bali, kestane bali ile ar1
irinlerinden polen propolis ve ar1 siitiiniin kanser olusumunun en 6nemli sebebi olan
apaptoz mekanizmasinin baskilanmasina neden olan TrxR enzim aktivitesi tizerindeki
etkisini ne oldugu sorusunun cevabi aranmaya calisilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
calismamizdaki bal c¢esitleri ve ar1 Urilinlerinin farkli polariteye sahip c¢oziiciilerde
hazirlanmis ekstraklarinin TrxR iizerindeki en yiiksek inhibisyonu gdsteren ekstrakti
bulmay1 hedeflenmistir. Calisma kapsaminda ayrica Orneklerin farkli ekstraktlarinin
toplam fenolik igerikleri de tespit edilerek inhibisyon sonugclart ile iligkili olup olmadig:

yorumlanmistir. Elde edilen tiim sonuglar Tablo 5.1 de belirtilmistir.

Tablo 5.1. Orneklerin TrxR inhibisyon degeri ve toplam fenolik icerikleri

Oliltllfk Coziicii I(Cr;og(/irzgl_e)r i Toplam Fenolik icerigi (mg GAE/g)
_ Etanol 0,862 28,067
g Metanol 2,500 68,733
% DMSO 4,030 84,400
” Su 0,191 53,233
— Etanol 2,768 30,733
QE Metanol 151,1 85,900
% DMSO 4,200 116,91
4 Su 25,24 87,233
Etanol Inh yok 31,067
QT:E’ Metanol Inh yok 81,233
g DMSO 36,58 80,733
Su Inh yok 86,733
Etanol 5,350 31,733
2 Metanol 4,260 54,733
2 DMSO - -
Su Inh yok 48,900

-:Coziicl buharlasmamistir
*. Cokelti olusmustur
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Tablo 5.1. devamm Orneklerin TrxR inhibisyon degeri ve toplam fenolik igerikleri

Ogléek Coziicii ICso degeri (mg/mL) Toplam Fenolik icerigi (mgGAE/g)
1
Etanol 0,056 471,567
c Metanol 0,024 *
(5]
g DMSO 2,14 1.151,0
Su * *
Etanol 0,400 *
% Metanol 0,068 *
S DMSO - -
a
Su * *
Etanol 0,060 48,233
= Metanol 3,204 81,567
5]
é DMSO 10,69 113,40
Su * *

-:Coziicii buharlasmamistir
*: Cokelti olusmustur

Yapmis oldugumuz calismalarimizin sonuglari (Tablo 5.1) ve literatiirlerde
yapilan benzer arastirma sonuglari ile iliskisi gosteriyor ki fenolik igerigi bal ¢elsitleri
ve ar1 siitiine gore oldukga yiiksek olan polen ayni zamanda TrxR aktivitesini de en iyi
inhibe eden ar1 tirliniidiir. Bu 6zelligi ile polenin TrxR inhibisyonu araciligi ile kanserin
onlenmesi ve korunmasinda dnemli bir rol oynadig1 calismamizca tespit edilmistir.

Literatiir caligmalarinda bal ve ar1 iiriinlerinin antikanser 6zelligini ortaya koyan
ve sonuclari ile bizim ¢alismamizi da destekleyen bir¢ok c¢alisma mevcut olmasina
ragmen bal ve ar1 {irlinlerinin kanseri 6nlemedeki mekanizmasi, antikanser 6zelliginin
kanser hiicrelerini hangi yol ile etkiledigiyle ilgili ¢calismalarin az oldugu goriilmektedir.
Yapmis oldugumuz c¢alisma ile, bal ve ar1 Trilerinin kanseri 6nlemedeki
mekanizmalarindan birinin TrxR enzim inhibisyonu ile apoptotik siirecin normal seyrini
siirdiirmesini saglamasi1 oldugunu tespit ederek bu literatiirdeki boslugu doldurmus
olduk.

Bu tez calismasi sonucunda bal ve ar1 iiriinlerinin doktor rehberliginde kanserli
hastalarin tedavisi amacgli hasta diyetlerine eklenmesi ve ila¢ endiistrisinde kanser

ilaglarinin hammaddesi kullanilmasi tavsiye edilebilir.
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