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OZET

NITRIK OKSIT SENTAZ BLOKAIJI ILE OLUSTURULAN HIPERTANSIF
SICANLARDA TiROZIN HIDROKSILAZ AKTIVITESI UZERINE PROPOLIS,
POLEN VE KAFEIK ASIT FENETIL ESTERIN ETKiLERI

DURUYUREK, Merve
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danigsman : Prof. Dr. Zeliha SELAMOGLU
Agustos 2017, 70 sayfa

Nitrik oksit (NO), enzimatik olarak L-Arjinin aminoasitinden sentezlenir. L-Arjinin
analoglarindan olan Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), Nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimini inhibe ederek organizmada NO iretimini azaltir ve bu durum
hipertansiyona  sebep  olur. Katekolaminler stres durumunda salgilanan
norotransmitterlerdir.  Katekolaminlerin  salgilanmasinda ilk  basamak tirozin
aminoasitinin tirozin hidroksilaz enzimi araciligiyla L-3,4 dihidroksifenilalenine (L-
DOPA) doniistiiriilmesidir. Stres durumuna tirozin hidroksilaz (TH) enzim aktivitesinde
artis goriilmektedir.  Propolis, polen ve kafeik asit fenetil ester (CAPE) fenolik
bilesikler acisindan zengin ar1 {iriinleridir. Bu ¢alismanin amaci L-NAME uygulamasi
ile NOS inhibisyonu gergeklestirilerek gelistirilen kronik hipertansif Sprague Dawley
tiirii erkek sicanlara ar1 irlinlerinin uygulanmasi sonucu bu iiriinlerin siganlarin adrenal
medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda TH enzim aktivitesi, total RNA miktar1 ve
total protein miktar1 {izerine etkilerini incelemektir. Deney sonuglar1 gosteriyor ki L-
NAME uygulamasi ile TH enzim aktivitesi artmaktadir ve ar1 iiriinlerinin uygulanmasi

sonucu TH enzim aktivitesi azalmaktadir.

Anahtar Sozcikler: Hipertansiyon, tirozin hidroksilaz, propolis, polen, CAPE, L-NAME, rat, adrenal
medulla, hipotalamus, kalp
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SUMMARY

THE EFFECTS OF POLLEN, PROPOLIS AND CAFFEIC ACID PHENETHYL
ESTER ON TYROSINE HYDROXYLASE ACTIVITIES AND TOTAL RNA
LEVELS IN HYPERTENSIVE RATS CAUSED BY NITRICOXIDE SYNTHASE
BLOCKAGE

DURUYUREK, Merve
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology
Supervisor : Professor Dr. Zeliha SELAMOGLU
August 2017, 70 pages

NO is enzymatically synthesized from L-arginine, a process that can be antagonized by
subrogated L-arginine compounds such as Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME), which compete for the NO synthase (NOS). Inhibition of NOS reduces NO
production and this inhibition caused vasoconstraction. Catecholamines are
neurotransmitters which are releasing in stress conditions. Tyrosin hydroxylase has a
key role in catecholamine biosyntesis. This enzyme catalyzing a reaction which is
converting tyrosine aminoacid to L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA). Stress
effects TH enzyme activity. stress conditions increased TH activity. Propolis, pollen and
CAPE are natural bee products and this products are rich in polyphenols. The objective
of the present study was to evaluate the effects of propolis, pollen, and caffeic acid
phenethyl ester (CAPE) on tyrosine hydroxylase (TH) activity, total protein levels and
total RNA levels of Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) inhibition of nitric
oxide synthase in the heart, adrenal medulla, and hypothalamus of hypertensive male
Sprague Dawley rats. All this datas shows that L-NAME treatment increases TH
enzyme activity and natural bee products such as propolis, pollen and CAPE modulates

the TH enzyme activity.

Keywords: Hypertension, tyrosine hydroxylase, propolis, CAPE, pollen, L-NAME, rat, adrenal medulla,
hypothalamus, heart



ON SOz

Hipertansiyon diinya {izerinde yliksek oranda morbidite ve mortaliteye sebep olan bir
saglik problemidir. Kan basincinin normal degerlerin iizerinde olmasi hipertansiyon
olarak tanimlanmaktadir. Hipertansiyon bir ya da bircok faktdriin etkilesimi ile ortaya
cikan ¢ok yonlii bir hastaliktir. Katekolaminler pozitif ve negatif stres kosullarinda
salgilanan molekiillerdir. Katekolaminlerin salgilanmasinda TH 6nemli rol
oynamaktadir. Yaptigimiz bu ¢alismada L-NAME ile hipertansif model olusturularak
stres altinda bulunan siganlarin TH enzim aktiviteleri incelenmistir. Daha sonra
hipertansif model olusturulan siganlar ar1 iiriinlerinden olan propolis, polen ve CAPE ile
tedavi edilmis, TH aktivitelerinde meydana gelen degisim incelenmistir. Bu calisma
yaygin bir saglik problemi olan hipertansiyonun tedavisinde ve hipertansiyonun ortaya
cikarmig oldugu olumsuz durumlarin azaltilmasinda dogal iiriinlerin kullanilmasinin
Oonemini belirlemeyi amaglamistir. Bu ¢alismanin bundan sonra yapilacak olan
caligmalara 151k tutmasini temenni ederim. Yasamimin her alaninda yanimda olan ve
maddi-manevi desteklerini benden esirgemeyen annem ve babam Serpil&Kenan
DURUYUREK e, sevgili esim Mesut KARAKAYA’ya, yiiksek lisans Ogrenimim
boyunca ¢ok sey Ogrendigim degerli danisman hocam Prof. Dr. Zeliha
SELAMOGLU’na, tez ¢alismamda yardimlarini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Mehmet
Fuat GULHAN’a ve Cihan DUSGUN’e, bilimsel anlamda bilgilerinden yararlandigim
Prof. Dr. Engin SAHNA’ya, Dog. Dr. Hasan AKGUL’e ve Nigde Omer Halisdemir
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Koordinasyon birimine tesekkiirlerimi bir borg

bilirim.
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BOLUM I

GIRIS

Hipertansiyon genel anlamda kan basincinin diizenlenmesinde bozukluk durumu olarak
tanimlanabilir. Hipertansiyon diinya iizerinde yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip
hastaliklarin basinda gelmektedir. Son zamanlarda degisen ¢evre kosullar1 bu hastaligin
goriilme oraninin artmasinda 6nemli bir faktdér olmustur (Bayraktar vd., 2005).
Hipertansiyon bir ya da bircok faktdriin etkilesimi ile ortaya cikan ¢ok yonlii bir
hastaliktir. Sempatik sinir sistemi aktivitesinin artmasi, sodyum baglayici hormonlarin
iretiminin artmasi, fazla miktarda vazokonstriiktor madde tretimi, vazodilator madde
iiretiminin azalmasi, obezite, insiilin direnci gibi faktorler hipertansiyona sebep olan
faktorlerdir (Babalik, 2005). Molekiil agirligi kii¢iik, su ve lipitte ¢ozlinebilen bir madde
olan Nitrik Oksit (NO)’in kesfedilmesi ve endotel kaynakli gevseme faktoriiniin NO
olarak bildirilmesi sonucunda, NO bir¢ok bilimsel ¢alismanin konusunu olusturmaya
baslamis ve NO’ya karsi olan ilgi giin gegtikge artmistir. NO, Nitrik Oksit Sentez enzim
grubu tarafindan, L-Arjinin aminoasitinden sentezlenen bir serbest radikaldir. NO;
damar dilatasyonu, noronlardan impuls iletimi gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonda gorev
alan bir molekiildiir (Aladag vd., 2000). L-NNA, L-NMA, L-NAME gibi ¢esitli arjinin
analoglar1 ile NOS enzimi inhibe edilerek, NO iretimini engellenmektedir. NO
tiretiminin  engellenmesi ise vazokonstriksiyon ve dolayisiyla hipertansiyonla

sonug¢lanmaktadir (Tiirkdz ve Ozerol, 1997).

Katekolaminler bir benzen halkasina katekolaminlere kolay oksijen alip verme 6zelligi
kazandiran iki hidroksil grubunun baglanmasiyla olusur. Katekolaminler parkinson
hastaligi, alzheimer hastaligi, kalp yetmezligi, hipertansiyon, kalp krizi, obezite,
depresyon, epilepsi gibi hastaliklarin tanisinda, bu hastaliklarin seyrinin belirlenmesinde
onemli olan molekiillerdir. Dopamin, norepinefrin ve epinefrin en ¢ok bilinen
katekolamin g¢esitleridir (Fonseca vd., 2017). Katekolaminlerin biyosentezinin
gerceklestigi metabolik yolda ilk basamak tirozin aminoasitinin tirozin hidroksilaz (TH)
enzimi aracilifiyla 3,4 dihidroksifenilalenine (L-DOPA) doniisiimiidiir. Daha sonra
cesitli enzimler araciligiyla L-DOPA dopamine, dopamin norepinefrine, norepinefrin
ise epinefrine donistiiriiliir. Bu biyosentez sirasinda ilk basamak olan ve stresin dnemli

bir belirleyicisi olan enzim TH’dir (Brumovsky vd., 2006). Stres siiresince var olan TH



enzimleri aktiflesir ve bu aktivasyon g¢ok hizli gergeklestigi icin TH aktivitesinin

oOl¢iilmesi fizyolojik stresin en 6nemli gostergesi olarak kabul edilir (Xu vd., 2007).

Son zamanlarda dogal iiriinlere kars1 olan ilginin artmas1 sonucunda propolis, polen, ar1
stitii gibi dogal ar1 {irlinlerinin arastirilmasina yonelik ¢alismalar da artmistir. Propolis,
bal arilar1 tarafindan kovanin bakiminin ve insasinin yapilmasi, c¢esitli patojen
mikroorganizmalara kars1 kovanin korunmasi amaciyla iiretilen recgineli bir maddedir.
Propolis uzun yillardir geleneksel tipta g¢esili amaglar i¢in kullanilmaktadir (Roberto
vd., 2016). Propolis antibakteriyel, antifungal, antiviral, antililser, antiinflamatuar,
hepatoprotektif, antioksidan gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip bir maddedir
(Bankova, 2005). Polen bitki ¢igeklerinin erkek tireme hiicresidir. Arilar ¢igek poleni ve
nektar sagilarin1 birlestirerek ar1t polenini olusturur. Bir ar1 kovaninda polen
eksikliginde, birey sayisinda azalig, yasam siiresinde kisalma, cesitli hastaliklarin ortaya
¢ikmasi gibi durumlar goriilebilir (Avni vd., 2014). Ar1 poleni de yillardir geleneksel
tipta kullanilan {iriinlerden biridir. Ar1 poleni; antioksidan, antiinflamatuar, antialerjen,
antitilser, antikarsinojenik, antimikrobiyal, antiaterosklerotik, hepatoprotektif, sedatif
etki gibi bir¢cok biyolojik aktiviteye sahiptir (Ketkar vd., 2015; Zhou vd., 2015).
Propolisin yap1 ve fonksiyonlari, bu fonksiyonlardan sorumlu olan etken maddelerle
ilgili bir¢ok c¢alisma yapilmis olup, kafeik asit fenetil ester (CAPE) bu etken
maddelerden biri olarak tanimlanmistir. CAPE, yapisinda fenil ve hidrokarbon grubuna
bagli olarak iki hidroksil grubu igerir. Bu hidroksil gruplari ise redoks potansiyeline
sahip olmasindan dolayi, CAPE’ye antioksidan 6zellik kazandirir (Akyol vd., 2011).
CAPE; antiinflamatuar, immunomodiilatér, antiproliferatif ve antioksidan ozelliklere
sahip kiiciik bir maddedir (Coban vd., 2010). Bu ¢alismada dogal ar1 {irtinlerinden olan
propolis, polen ve giliclii bir antioksidan olan propolisin etken maddelerinden
CAPE’nin, L-NAME ile NOS inhibisyonu gerg¢eklestirilen kronik hipertansif sicanlarin
kan basincina, adrenal medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda TH aktivitesine, total

RNA ve total protein seviyelerine etkisinin incelenmesi hedeflenmektedir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Hipertansiyon

Sagliksiz yasam kosullarinin yayginlagsmasi ile diinya iizerinde kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, diyabet, kronik akciger hastaliklar1 gibi bir¢cok hastaligin goriilme
oraninda artis meydana gelmistir (Wet vd., 2016). Diinya Saglik Orgiitine gore
kardiyovaskiiler hastaliklar diinya iizerinde meydana gelen Oliimlerin en 6nemli
sebeplerinden biri olarak goriilmektedir (Nguelefack vd., 2009). Diinyada
kardiyovaskiiler hastaliklar sebebiyle yaklasik olarak her yil 17 milyon kisi hayatini
kaybetmektedir. Bu 6liimlerin 9.4 milyonu ise hipertansiyon kaynakli komplikasyonlar
sebebiyle ger¢eklesmektedir (Wet vd., 2016). Hipertansiyon diinya {izerinde gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir morbidite ve mortalite oranina sahip en sik goriilen
kardiyovaskiiler hastaliklardan biridir (Kumar vd., 2014). Hipertansiyon hastaliginin
goriilme sikliginin artmasinda yaslt niifusun hizla artmasi, kentlesme oraninin artmasi,
obezitenin artmasi ve diyette tuz aliminin artmasi gibi faktorler etkili olmaktadir (Timer

vd., 2016).

Hipertansiyon, yiiksek kan basinci olarak tanimlanabilir. Niifusu 7 milyar1 asan diinyada
yiikksek kan basincina sahip hasta sayisi 1 milyar1 ge¢mistir. Kan basincinin
diizenlenmesi sempatik ve parasempatik sinir sistemleri tarafindan gergeklestirilir. Bu
sistemler ile kan basmci siirekli degisiklik gosterir. Meydana gelen degisimleri
gozlemlemek amaciyla devamli olarak kan basincini Olgen cihazlar gelistirilmigtir.
Yapilan gozlemler sonucunda yiliksek kan basinci tanisinin yapilabilmesi i¢in bazi
sinirlar belirlenmistir. Rahat bir sekilde oturan bir bireyde sistolik kan basincinin 140
mmHg ve iizeri, diyastolik kan basincinin ise 90 mmHg ve iizeri oldugu durumlarda

yiiksek kan basinci tanisi yapilabilmektedir (Sungur, 2013).

Hipertansiyon; genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle ortaya cikabilen, birgok
faktorden etkilenebilen ¢ok yonlii bir hastaliktir. Hipertansiyon hastaliklarinin yaklasik
%30-50’sinin genetik kaynakli oldugu disiiniilmektedir. Yapilan g¢aligmalara gore,

insanlarda bulunan 46 kromozomdan, 13. ve 20. kromozomlar hari¢, 44 kromozomun



cesitli bolgelerinde hipertansiyon baglantili genler bulundugu tespit edilmistir (Kiilah,
2013).

Hipertansiyon etiyolojisine gore 2 gruba ayrilir. Bu gruplar; esansiyel hipertansiyon
(primer, birincil, nedeni bilinmeyen hipertansiyon) ve sekonder hipertansiyondur
(ikincil, nedeni bilinen hipertansiyon). Esansiyel hipertansiyon belirlenemeyen
sebeplerle kan basincinin siirekli olarak normal degerlerin iizerinde olmasidir.
Hastalarin %95°’1 esansiyel hipertansiyona sahiptir. Sekonder hipertansiyonda ise
hastaligin sebebi bilinmektedir. Daha ¢ok gen¢ yas grubunda goriiliir ve genellikle
bagka bir hastaliga bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin %5’ sekonder
hipertansiyona sahiptir (Ozerkan F., 2000; Zungur ve Yildiz, 2004).

2.2 Nitrik Oksit (NO)

NO, kiiciik molekiil agirligina sahip heterodiatomik serbest bir radikaldir (Aladag vd.,
2000). NO, bir serbest radikal olarak adlandirilmasina kargin diger serbest radikallerden
farkli olarak diisiik derisimde bircok fizyolojik olayr gergeklestirir. NO, yiiksiiz ve
eslenmemis elektron ¢iftine sahip bir molekiil oldugu i¢in, hiicreler arasinda higbir
engelle karsilasmadan hiicre zarindan dogrudan gegebilir (Tiirkdz ve Ozerol, 1997).
Kiigiik bir molekiil olan NO, hiicre zarindan geger ve yapisinda demir ve/veya siilfiir
iceren protein molekiillerine baglanir (Aladag vd., 2000). NO’nun yar1 dmri birkag
saniyedir. Bu sebeple NO, biyolojik sistemlerde ¢ok kisa bir siire igerisinde nitrit ve

nitrata dontstiiriiliir (Altinayar vd., 2005).

Diinyada meydana gelen oliimler icerisinde kardiyovaskiiler hastaliklar ¢cok 6nemli bir
yere sahiptir. Yapilan arastirmalara gére NO {iretiminin azalmas: kardiyovaskiiler
hastaliklara sebep olmaktadir (Oliveira-Paula vd., 2016a). NO, &zellikle sinir
hiicrelerinin ve damar diiz kasinin hiicre duvarinda bulunan guanilat siklazi aktif hale
getirir. Guanilat siklazin aktiflesmesi ise guanozin tri fosfattan (GTP) siklik guanozin
mono fosfat (cGMP) olusumunu gergeklestirir. Bu olay noronlardan impuls gegisi, kas
gevsemesi gibi fizyolojik olaylar1 gerceklestirir. Boylece NO, damar dilatasyonu
tizerinde etki gdstermis olur. NO, endotel tabanli gevseme faktorii olarak adlandirilir
(Tiirkoz ve Ozerol, 1997; Aladag vd., 2000; Leo vd., 2015). NO, vaskiiler tonusu, hiicre

proliferasyonunu, 16kosit adhezyonunu ve trombosit agregasyonunu kontrol altinda



tutarak vaskiiler dengenin korunmasinda biiyiik bir 6neme sahiptir (Oliveira-Paula vd.,
2016Db).

NO’nun fazla miktarda iiretimi, programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozisi
hizlandirir. Boylece hiicre oliimlerine yol agabilir. Kardiyovaskiiler sistem igerisinde
bazi sinirler, kan hiicreleri, diiz damar kas1t NO sentezi yapabilmesine karsin NO’nun
temel kaynagi endotel hiicrelerdir (Vanhoutte, P.M., 2004). NO’nun iiretim
mekanizmalar igerisinde ilk kesfedilen L-Arjinin aminoasitinden NO {iretimidir. L-
Aurjinin, nitrik oksit sentaz (NOS) igin ¢ok iyi bir substrattir (Zhao vd., 2015). NO, NOS
enzim ailesi tarafindan L-Arjinin aminoasitinin terminal guanidin grubunun NO’ya
cevrilmesiyle tretilir (Aladag vd., 2000). L-Arjinin’den NO iiretimini gergeklestiren
NOS, tetrahidrobiyopterin (BH,), flavin adenin di niikleotit, flavin mono niikleotit,

kalmodulin ve demir 9 protoporfirin gibi kofaktorlere ihtiya¢ duyar (Zhao vd., 2015).

L-Arjinin ------=------ > NO + L- Sitrulin (2.1)

NOS’un 3 farkli izoformu bulunur. Bu izoformlar otozomlar iizerinde bulunan 3 farkl
gen tarafindan sentezlendigi i¢in birbirinden farklilik gosterir (Levinsson vd., 2014).
NOS, sahip oldugu fizikokimyasal ve kinetik oOzelliklerine gore konstitif ve
indiiklenebilir NOS olarak 2 grupta incelenir (Aladag vd., 2000). Kalsiyuma bagimli
NOS olarak bilinen konstitiif NOS, o6zellikle damar endoteli, idrar yolu dokulari,
merkezi ve ¢evresel sinir sistemi dokularinda yerlesmistir. NOS, bu dokularda her
zaman mevcut olmasina karsin aktive olabilmesi i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duyar (Tiirkoz
ve Ozerol, 1997). Hiicre i¢i kalsiyum derisimi azaldiginda konstitiif NOS inaktif
duruma gelir. 12. Kromozom tarafindan kodlanan néronal NOS (nNOS ya da NOS 1)
ve 16. Kromozom tarafindan kodlanan endotelyal NOS (eNOS ya da NOS 3)
aktiflesmek icin kalsiyuma ihtiya¢ duyar (Aladag vd., 2000). indiiklenebilir NOS ise
hiicre igerisinde bulunmaz, damar endotel hiicreleri ve makrofaj hiicreleri tarafindan
iiretimi gerceklesir. Indiiklenebilir NOS, kalsiyumdan bagimsiz NOS olarak da
adlandirilmaktadir. Bu tip NOS’un iiretimi gilinlerce hatta haftalarca devam edebilir.
Fakat asir1 miktarda iretimi dokularda hasara yol agabilir. Bu durumda L-Arjinin
benzeri molekiiller ve glukokortikoidler tarafindan enzimin sentezi inhibe edilir (Tiirkoz
ve Ozerol, 1997). Kromozom 7 tarafindan kodlanan indiiklenebilir NOS (iNOS ya da
NOS 2) kalsiyumdan bagimsiz olarak iiretilir (Aladag vd., 2000).



NNOS, hem merkezi hem de gevresel sinir sisteminde NO iiretir. nNOS, hiicrelerin
birbirleriyle iletisim kurmasi agisindan 6nemlidir. Ayrica nNOS; asetilkolin, histamin

ve serotonin gibi norotransmitterlerin salgilanmasini kontrol eder (Zhao vd., 2015).

NO, genellikle endotel hiicreler tarafindan iiretilen lipofilik, kiigiik bir gazdir. eNOS’un
farmakolojik olarak inhibe edilmesi kardiyovaskiiler sistem bozukluklarina ve
hipertansiyona sebep olmaktadir. Yapilan c¢alismalara goére eNOS’u inhibe edilmis
farelerde, kan basinci yiikselmistir ve diger kardiyovaskiiler hastaliklar ortaya ¢ikmistir
(Oliveira-Paula vd., 2017). Bu alanda bir¢ok ¢alisma yapilmis olup bu ¢alismalara gore
eNOS eksikliginin vazokontriksiiyon ve sonucgta hipertansiyona sebep oldugu

gbzlenmistir (Aladag vd., 2000).

2.2.1 NOS inhibisyonu aracili hipertansiyon mekanizmalari

Esansiyel hipertansiyon, gliniimiizde en yaygin goriilen saglik problemlerinden biridir.
Bu konuda yapilan aragtirmalar hipertansiyona sebep olan faktorler {izerine
yogunlagmistir. Yapilan tespitlerde kan basinci artisinin NO sentezinde azalmaya sebep
oldugu gozlenmistir (Oktar vd., 2007). Farmakolojik olarak NO sentezinin inhibe
edilmesi bircok hayvan tiiriinde hipertansiyona yol agmaktadir. Bu sebeple NOS
inhibisyonu ile olusturulan hipertansiyon modelleri siklikla deneylerde kullanilmaktadir
(Fadillioglu vd., 2002).

NO, NOS enzimleri araciligiyla L-Arjininin deaminasyonu ile sentezlenir. NG-nitro-L-
Arjinin - (L-NNA) ve NG-nitro-L-Arginin metil ester (L-NAME) L-Arjininin
analoglaridir. Deneysel ¢aligmalarda bu analoglarin uygulanmasiyla NOS enzimleri
kronik olarak inhibe edilmistir. Bu inhibisyon ise kan basincinda artisa sebep
olmaktadir (Oktar vd., 2007). Deneysel anlamda en ¢ok kullanilan hipertansiyon modeli
NOS’un L-NAME ile kronik inhibisyonudur (Hmaid vd., 2016). L-NAME’in uzun
stireli olarak uygulanmas1 hipertansiyon, intrarenal vaskiiler, tiibiiler ve glomeriiler

lezyonlar, bobrek fonksiyonlarinda azalma gibi durumlarla sonuglanmistir (Fadillioglu
vd., 2002).



2.3 Katekolaminler

Katekolaminler bir benzen halkasina katekol olarak adlandirilan iki hidroksil grubunun
baglanmasiyla olugsan monoaminlerdir. Bu benzen halkasi katekolaminlere 1518a duyarh
olma ve kolay okside olma gibi 0Ozellikler kazandirmigtir. Kimyasal olarak
katekolaminler, biyoaminler igerisinde bulunur. Amino 6zelligi yan zincirinde bulunan

katekol grubundan kaynaklanir (Altun vd., 2015; Fonseca vd., 2017).

OH

Sekil 2.1. Katekol kokii (Selamoglu Z., 2000)

Dopamin, norepinefrin ve epinefrin en ¢ok bulunan endojen katekolaminlerdir. Bu
katekolaminler endokrin ve sinir sisteminde roller oynayan ndrotransmitterler ya da
hormonlardir. Katekolaminler ve onun metabolitleri; ndroendokrin tiimorler, parkinson
hastaligi, alzheimer hastaligi, kalp yetmezligi, hipertansiyon, kalp krizi, obezite,
depresyon ve epilepsi gibi birgok hastaligin seyrini incelemede, hastaliklarin tanisinda

onemlidir (Fonseca vd., 2017).

Bir organizmada katekolaminlerin 2 6nemli kaynagi vardir. Bunlar; sempatik sinir
uclar1 ve adrenal medullada bulunan kromaffin hiicrelerdir. Viicutta dolasan epinefrinin
temel kaynagi adrenal medullada bulunan kromaffin hiicrelerdir. Fizyolojik stresten
uzak durumda total adrenal katekolamin salgisinin yaklasik %70-80’ini epinefrin
olustururken yaklasik %30-20’lik kismini norepinefrin olusturur (Lymperopoulos vd.,
2016).

Norotransmitterler; hiicreler arasinda iletisimi saglayan, sinir hiicreleri tarafindan
salgilanan molekiillerdir. Simpatoadrenal sistemin kromaffin hiicreleri acil durumlarda
‘fight or flight’ (savas ya da kag) reaksiyonlari ile viicudun cevap olusturmasini saglar
ve bu cevabi birgok fizyolojik sistemin diizenlenmesini saglayan nérotransmitterler ve

nérohumoral kimyasal molekiiller salgilayarak olustururlar (Podvin vd., 2015).



Epinefrin; adrenal medulladan salgilanan, stres olaylarinda anahtar rol oynayan bir
norotransmitterdir. Epinefrin; metabolik faaliyetleri, kalp ve akcigerle ilgili fizyolojik
olaylar1 diizenler. Epinefrin, adrenal medullada dopamin ve norepinefrin gibi sayisiz
noropeptitle birlikte bulunur. Bu nérotransmitterler, sempatik aktivasyonla kromaffin
hiicrelerin uyarilmasiyla salgi vezikiillerinden salgilanir (Podvin vd., 2015). Epinefrin
ve norepinefrin  genellikle adrenomedullar kromaffin  hiicreler tarafindan
sentezlenmesine ragmen norepinefrin ayni zamanda sempatik sinir uglarindan da
sentezlenebilir (Grouzmann ve Lamine, 2013). Norepinefrinin en 6nemli goérevi,
sempatik noronlardan norotransmitter olarak salgilanarak kalbi ve kan basincini

etkilemesidir (He vd., 2015).

2.3.1 Katekolaminlerin biyosentezi
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Sekil 2.2. Katekolaminlerin biyosentezi reaksiyonlar1 (Gallo vd., 2016)



Dopamin, memelilerde merkezi sinir sisteminde ve endokrin sistemde norotransmitter
olarak anahtar rol oynayan bir molekiildiir. Dopamin seviyesinin normalden diisiik
olmast sizofreni, huntington hastaligi, parkinson hastalifi gibi ndrodejeneratif

hastaliklara yol agmaktadir (Tezerjani vd., 2017).

Epinefrin (Adrenalin), adrenal bezlerden salgilanan glikojen metabolizmasi ve sinir
sisteminde hayati Oneme sahip bir katekolamindir. Viicutta bulunan epinefrin
konsantrasyonu karaciger ve iskelet kasindaki glikojenezi, adipoz dokudaki lipoliz ve
kalp kasilmasin etkiler (Anithaa vd., 2017). Onemli bir ndrotransmitter olan epinefrin
biyolojik olarak adrenal medullada ve simpatik sinir uglarinda sentezlenir. Epinefrin
seviyesinin normalden farkli olmasi feokromositoma, hipoglisemi, kalp krizi gibi
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina yol agar (Tezerjani vd., 2017). Epinefrin kalp atis hizinda
artiga, sistolik ve diyastolik fonksiyonlarda gliclenmeye sebep olur. Epinefrinin kalple
ilgili olaylar1 diizenlemesi B-Adrenarjik reseptorlerle etkilesiminden kaynaklanmaktadir

(Jiang vd., 2017).

Norepinefrin biyotik ve abiyotik strese cevap veren Onemli bir stres hormonudur.
Bilimsel g¢alismalar gosteriyor Ki norepinefrin hisleri, duygulari, glikoz iiretimini ve

damarlarin kasilmasini diizenler (Chen vd., 2017).

Dopamin; 3,4 dihidroksifenilaleninin (L-DOPA) dekarboksilasyonu ile iiretilir. Tirozin
hidroksilaz enzimi ise tirozin aminoasitinden L-DOPA iretimini katalizleyen ve
katekolamin biyosentezinde ©nemli yere sahip bir enzimdir. Aromatik aminoasit
dekarboksilaz ve dopamin B hidroksilaz, simpatik néronlar tarafindan iiretilen dopamin
ve norepinefrin Uretiminde etkili olan enzimlerdir. Memelilerin adrenal bezlerinde ve
beyninde feniletanolamin N-metil transferaz enzimi norepinefrini epinefrine donustiiriir
(Brumovsky vd., 2006).

Omurgasiz canlilarin Lophotrochozoa ve Ecdysozoa subelerinde bulunan canlilarin sinir
sisteminde oktopamin ve dopamin biyoaminlerinin birlikte bulundugu goriilmiistiir.
Oktopamin, ilk kez yumusakgalar grubundan Octopus vulgaris isimli canlinin salgi
bezlerinden elde edilmistir. Yapilan arastirmalara gore oktopaminin norepinefrin ile
yapisal olarak benzer oldugu goriilmiistiir. Oktopamin; nérohormon, ndromodiilator ve

norotransmitter olarak gérev yapmaktadir (Gallo vd., 2016).



Katekolaminlerin  otooksidasyon reaksiyonlarinda katekolaminler oksijen (O,)
tarafindan oksitlenir. Bu oksitlenme sonucunda siiperoksit radikalleri ve semikuinon
uiretilir. Semikuinon, kuinon molekiiliine baska bir oksijen molekiilii tarafindan
oksitlenebilir. Bu sebeple katekolaminler oksidatif stresle baglantili nérodejeneratif

hastaliklar gibi bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir (Melin vd., 2016).

Katekolaminler ayn1 zamanda terapdtik etkiye de sahiptir. Norepinefrin ve dopamin
septik sok sirasinda Oncelikli olarak kullanilan vazodilator ilaglardir. Epinefrin ise
ikincil olarak kullanilir. Epinefrin, dis hastaliklarinda lokal anestezik olarak kullanilan

ilaglarin bir bilesenidir (Boyanova, 2017).

2.3.2 Katekolaminlerin etki mekanizmasi

Epinefrin ve norepinefrin etkisini gdsterirken hiicre yilizeyinde bulunan reseptor
molekiilleriyle etkilesir. Bu reseptorler adrenerjik ve dopaminerjik reseptorler olarak iki
alt gruba ayrilir. Klinik tedavilerde kullanilan ilaglarin bircogu adrenerjik reseptorlere
etki ederler. Adrenerjik reseptorlerin aktive olmasi kalbi hizlandirir ve kalbin kasilma
kuvvetini artirir.  Adrenerjik reseptorler; kardiyak ve wvaskiiler hipertrofiye,
brankadilatasyon, vazokonstriiksiyon, sedasyon ve analjeziye yol acar. Inhibe edilmis
adrenerjik reseptorler ise vazodilatasyon, kalp hizinda azalma, kontraksiyon ve prostat
diiz kaslarinda gevsemeye yol agar. Adrenerjik reseptorlerde meydana gelen de§isimler
hipertansiyon, kardiyak iskemi, kardiyak ve vaskiiler hipertrofi, hipotiroidizm, diyabet,
obezite ve astim gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir (Berecek ve Carey,
2004).

2.3.2.1 Adrenerjik reseptorler

Adrenerjik reseptorler o ve B adrenerjik reseptorler olarak iki alt sinifa ayrilir.
Adrenerjik reseptorler etkilerini guanozin niikleotit baglayici proteinlere (G Proteinleri)
baglanarak gosterirler. Adrenerjik reseptorlerin aktive olmasi, G proteinlerinin alt
birimlerinde Guanozin Tri Fosfatin Guanozin Di Fosfata doniisimiinii katalizler
(Lymperopoulos, 2016). o adrenerjik reseptorler oy Ve ay, B adrenerjik reseptorler ise 1

ve By olarak alt gruplara ayrilir (Altintas ve Iskit, 2006).
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2.3.2.1.1 a1 Adrenerjik reseptorler

Bu tip reseptorler diiz kas, kalp kasi, vas deferens ve beyindeki postsinaptik hiicrelerde
bulunur. Yapilan ¢aligmalara gore vaskiiler yatakta bulunan a; adrenerjik reseptorlerin
uyarilmast sonucunda arterlerde vazokonstriksiiyon oldugu goriilmiistiir (Altintas ve

Iskit, 2006).

2.3.2.1.2 a, Adrenerjik reseptorler

Bu reseptorlerin ¢cogu norepinefrin sentezleyen postganliyotik sinir uglarina bulunur
(Berecek ve Carey, 2004).

2.3.2.1.3 p1 Adrenerjik reseptorler

Kalpte bulunan adrenerjik reseptorlerin ¢ogu i reseptorleridir. Bu reseptorlerin
uyarilmasi sonucunda kalp kasilma hizi, yag hiicrelerinde lipoliz, bobreklerden renin

salinimi uyarilmis olur (Berecek ve Carey, 2004).

2.3.2.1.4 B, Adrenerjik reseptorler

Bu reseptorler ise bronslardaki, kan damarlarindaki, uterus ve mesanedeki diiz kaslar

uyararak bu kaslarin gevsemesini saglar (Altintas ve Iskit, 2006).

2.3.2.2 Dopaminerjik reseptorler

Dopamin; epinefrin ve norepinefrinin 6nciil maddesidir. Dopamin; hareket, impuls
iletimi, hormon sentezi, iyon degisimi, vaskiiler tonus ve kan basinci gibi metabolik
fonksiyonlar1 diizenler (Berecek ve Carey, 2004). Dopaminerjik reseptorler
farmakolojik ve biyokimyasal ozelliklerine gore D1 benzeri reseptorler ve D, benzeri
reseptorler olarak iki alt gruba ayrilir. Tiim bu reseptorler G protein eslenmis reseptorler

igerisinde bulunur (Smeets ve Gonza'lez, 2000).
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2.3.2.2.1 Dy benzeri reseptorler

D; benzeri reseptorlerin uyarilmasi vazodilatasyon, diiirez, natriiirez ve postural

hipertansiyonla sonuglanir (Berecek ve Carey, 2004).
2.3.2.2.2 D, benzeri reseptorler

Presinaptik D, benzeri reseptorler simpatik sinirlerden norepinefrin salinimini

engellerler (Berecek ve Carey, 2004).
2.4 Tirozin Hidroksilaz

Tirozin hidroksilaz (TH), L-Tirozin aminoasitinin L-3,4 dihidroksifenilalenine (L-
DOPA) hidroksilasyonunu katalizleyen bir enzimdir. L-DOPA ise dopamin,
norepinefrin ve epinefrin katekolaminlerinin onciil maddesini olusturur (Skjevik vd.,
2014). TH L-tirozini L-DOPA’ya cevirirken molekiiler oksijen (O), demir (Fe®") ve
tetrahidrobiyopterin (BH4) gibi kofaktorleri kullanir (Mapanao ve Cheng, 2016). L-
tirozini L-DOPA’ya ¢eviren bu enzimin reaksiyonu katekolamin biyosentezinde hiz
siirlayict bir basamaktir (Lousa vd., 2017). Bu sebeple TH, dopamin sentezinin en
glivenilir gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Taufique ve Kumar, 2016).
TH, insan kromozomunun 11pl5 bdlgesinden kodlanan bir enzimdir (Kessler vd.,
2003).

Norotransmitter salgilanmasi fizyolojik stresin ilk belirtisidir. TH hem omurgali hem de
omurgasiz hayvanlarda bulunan bir enzimdir. TH, dort 6zdes alt {initeden olusmus bir
tetramerdir (Mapanao ve Cheng, 2016). Adrenal medulla ¢ok yiiksek bir TH aktivitesine
sahiptir. Bunun yam sira simpatetik ganglia, vas deferens, tiikiiriik bezleri, pankreas,
karaciger, kalp, bobrek gibi doku ve organlar da TH aktivitesine sahiptir (Kubovcakova
vd., 2001). Akut stres siiresince O6nceden var olan TH molekiilleri, enzimin N
terminalindeki serin aminoasitinin  fosforilasyonu sonucunda aktiflestirilir. Bu
aktivasyon ¢ok hizli gergeklestirildigi igin stresin belirtisi olarak kabul edilir (Xu vd.,
2007). TH aktivitesi birgok mekanizma tarafindan kontrol edilir. TH aktivitesi bu

enzimin son lrilinleri olan katekolaminler tarafindan inhibe edilebilir. Ayn1 zamanda
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cesitli protein kinazlar tarafindan serin 40 ve/veya serin 19’un fosforilasyonu ile de

inhibe edilebilir (Ohye vd., 2001).

Yapilan bir¢ok ¢alismada deney hayvanlarini strese maruz birakmanin deney
hayvanlarinin beyninde TH enzim aktivitesini etkiledigi gozlenmistir. Ratlar ayak
sokuna maruz birakildiginda ratlarin adrenal medulla ve beyninde norepinefrin
salgilanmasini saglayan lokus coeruleus bolgesinde TH aktivitesinin arttig1 tespit
edilmistir. Aym1 zamanda soguk stresi ve nikotinin beyindeki adrenal bezlerden
salgilanan TH aktivitesini artirdigi goriilmiistiir (Girard-Joyal ve Ismail, 2017). TH
enzim aktivitesinin azalmasi parkinson, alzheimer gibi bir¢ok noropsikiyatrik ve

norodejeneratif hastalikla iligkilidir (Skjevik vd., 2014).

2.5 Ar1 Uriinleri ve Ozellikleri

Arilar ve ar Uiriinleri gegmis zamanlardan beri yiyecek olarak ya da hastaliklarda tedavi
edici unsur olarak kullanilmaktadir. Ar {riinlerinin bu tedavi edici etkisi apiterapi
olarak adlandirilmaktadir (El-Aidy vd., 2015). Diinya ¢apinda giin gegtikce daha
saglikli yasam kosullarina sahip olmak i¢in dogal iiriinlere ve farmosotik endiistriye
kars1 olan ilgi artmaktadir (Aratjo vd., 2016). Arilar bal haricinde balmumu, propolis,
ar1 poleni, ar1 siitii gibi ar1 tirlinlerini de tiretir. Bu dogal ar1 {irlinleri ¢ok ¢esitli biyolojik

aktiviteye sahiplerdir (Premratanachaive Chanchao, 2014).

2.5.1 Propolis

Propolis kelime olarak Eski Yunanca’dan gelmektedir. ‘Pro’ kelimesi On, giris ve
‘polis’ kelimesi ise bir yerin savunmasi anlamina gelmektedir. Arilar kovan savunmasi
igin propolisi kullanirlar (Bankova vd., 2000). Propolis diinya ¢apinda geleneksel tipta
yanik, yara, mide iilseri ve bogaz agrisinin tedavisinde yillardir kullaniimaktadir
(Abdul-Hamid vd., 2017). Propolisin kesfi yeni bir kesif degildir. M.O. 300 yilindan
beri diinyanin bir¢ok yerinde tedavi amagli kullanilan bir maddedir. Eski Misirlilar
Oliilerini mumyalamak amaciyla, Boer Savasinda yaralananlarin yaralarinin tedavisinde
ve doku rejenerasyonu saglamak amaciyla propolisi kullanmislardir (Sforcin, 2007).
Glinlimiizde tahmini olarak diinya niifusunun % 60’1 ilag olarak dogal {irlinlere

giivenmektedir. Su anda kullanilan mevcut ilaglarin yaridan fazlasi1 dogal iiriinlerden ya
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da dogal iiriinlerle iliskili bilesenlerden olusmaktadir. Ozellikle kanser ilaglarmin %

70’den fazlasi dogal {iriin tiirevli ilaglardir (Silva-Carvalho vd., 2014).

Propolis bal arilar1 ( Apis mellifera L.) tarafindan bitkilerin yapraklari, tomurcuklari,
tohumlari, ¢igekleri gibi ¢ok ¢esitli organlarindan elde edilen regineli bir maddedir.
Arilar bu maddeye enzim agisindan zengin bir salgi ve balmumu ekleyerek kovanlarin
ingasinda kullanmaktadir (Roberto vd., 2016). Arilar regineli maddeleri ¢eneleriyle tasir
ve bu regineli maddeleri arka bacaklarinda polen sepeti olarak bilinen piiriizsiiz, parlak
ve yari transparan damlaciklar halinde goriilen bolgeye aktarir. Arilar propolis liretmek
i¢in topladiklar1 maddeler konusunda ¢ok secicidirler (Duke vd., 2017). Propolis ¢ok
giiclii yapisma 6zelligine sahip bir maddedir. Bu 6zelliginden dolay: arilar kovani inga
etmek, kovan bakimini yapmak ve kovani korumak igin propolisi kullanirlar (Patel vd.,
2015). Propolis sadece ingsa amagli kullanilan bir madde degildir. Arilarin patojen
mikroorganizmalara karsi kullandigi kimyasal bir silahtir. Propolis geleneksel tipta
tedavi amacl kullanildigi i¢in son 30 yildir birgok farmakolojik ve kimyasal ¢aligmanin

ilgi odagi olmustur (Bankova, 2005).

Propolisin bilesimi %50 regine ve balzam, %30 balmumu, %10 aromatik yaglar, %5
polen ve %5 organik maddeler ve inorganik tuzlardan olusur (Pierini vd., 2016).
Propolisin kimyasal yapisinda polifenoller, flavonoidler, fenolik asitler ve onun
esterleri, terpenler, B steroidler, yag asitleri, aromatik aldehitler, alkoller, naftalin ve
stiben tiirevleri gibi 300°den fazla bilesen vardir (Almutairi vd., 2014; Silva-Carvalho
vd., 2014). Propolisin faydalari igerdigi polifenoller, terpenler, aminoasitler ve
inorganik bilesenlerle iliskilidir (Pierini vd., 2016). Tropikal bir propolis organik
maddeler haricinde Cu, Mn, Fe, Ca, Al, Si ve V gibi inorganik elementleri de
bulundurmaktadir (Roberto vd., 2016).

Propolisin bilesenleri ve rengi cografik alan, bitkisel kaynaklar, toplanilan mevsim, bal
arisinin 1rki, iklimsel 6zellikler ve toplanma sekline gore gesitlilik gosterir (Pierini vd.,
2016; Roberto vd., 2016). Propolisin kirmizi, yesil ve koyu kahverengi gibi renkleri
mevcuttur ve propolis karakteristik bir kokuya sahiptir (Sforcin, 2007).
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Fotograf 2.1. Propolisin kovandaki (a) ve kovan disindaki goriiniimii (b)

Propolisin ekstraksiyon metodlar1 onun aktivitesini etkilemektedir. En ¢ok kullanilan

ekstraksiyon yontemleri etanol, metanol ve su igerisinde ¢6zdiirmedir (Sforcin, 2007).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda propolisin antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiiilser,
lokal anestezik, antiinflamatuar, hepatoprotektif, antioksidan, antitiimor gibi birgok

farmakolojik aktivitesinin oldugu saptanmistir (Bankova, 2005).

Propolis, antiseptik etkisi sayesinde kovani hastaliklardan korur (Sforcin, 2007).
Propolis birgok gram pozitif ve gram negatif bakteriye kars1 giiclii bir antibakteriyel
etkiye sahiptir. Propolisin antimikrobiyal etkisini nasil gosterdigi tam olarak
aydinlatilamamistir. Ancak bu etkiden ferrulik asit, kafeik asit fenetil ester gibi kafeik
asit tlrevleri ve karmasik flavonoid kompozisyonlarinin sorumlu olabilecegi

diistiniilmektedir (Patel vd., 2015).

Propolis recetesiz olarak bazi cilt hastaliklari i¢cin de kullanilmaktadir. Bu hastaliklara
ornek olarak, yanik tedavisi, nérodermatit, bacak iilseri, sedef hastaligi, morfea ve ucuk
verilebilir. Propolis, ayn1 zamanda romatizma, burkulma gibi hastaliklarin tedavisinde
ve dis hekimliginde kullanilmaktadir. Gingivit, kelitis, stomatit gibi agiz ve dis
hastaliklarinda kullanilan dis macunu ve gargaralarin igerisinde de propolis bulunur.
Yiiz kremi, merhemler, losyonlar ve soliisyonlar gibi kozmetik iiriinler de propolis

icermektedir (Burdock, 1998).

Flavonoidler antioksidan etkisini serbest radikalleri siipiirerek ya da reaktif oksijen

tirlerini stabilize ederek gostermektedirler. Ayni zamanda flavonoidler siiperoksit
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dismutaz, katalaz, glutatiyon peroksidaz ve glutatiyon rediiktaz gibi endojen antioksidan
enzimlerin etkilerini de artirmaktadirlar (Ebeid vd., 2016). Biyoflavonoidler; serbest
radikallerin siipiiriilmesi, ateroskleroz, yaslanma gibi olaylarin diizenlenmesinde rol
oynayan antioksidanlardir (Talas vd., 2013). Flavonoidler lipit peroksidasyonunu
kisitlar ve antihipertansif, antiarktrik nitelikler gibi 6zelliklere sahiptir. Yapilan bir
calismada kronik olarak L-NAME ile uyarilmis sicanlarda oksidatif stres yaratilmis ve
bu siganlara propolis uygulamasi yapilmistir. Bu uygulama ile oksidatif stresin azaldigi
goriilmistiir (Talas, 2014). Dogal iirinlerden elde edilen bazi flavonoid ve polifenol
tiirevleri hipotansif 6zellige sahiptir. Propolis L-NAME’in yapmis oldugu hasara karsi
koruyucu etki gostermektedir. Bu sebeple propolis L-NAME’in yaratmis oldugu
hipertansif ve oksidatif etkilere kars1 da koruyucu olabilir (Gogebakan vd., 2012).

Propolisin antitiimdr etkisiyle ilgili bircok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligmalar gosteriyor
ki propolisteki kuersetin, luteolin, artepilin-c, kafeik asit ve kafeik asit fenetil ester

propolisin antitimor etkisinden sorumlu bilesenlerdir (Denli vd., 2005).

2.6.2 Polen

Fotograf 2.2. Polen sepeti (a) ve polen goriiniimii (b)

Ar1 poleni ‘hayat verici toz’ olarak adlandirilan ve arilarin ¢igek poleni ile nektar ve
salgilart birlestirerek olusturdugu bir maddedir (Pascoal vd., 2014). Polen ¢igeklerin
erkek iireme hiicresi olan spermdir. Arilarin temel besin kaynagimi ¢icek polenleri
olusturur. Ciinkli ¢igek poleni arilar i¢in tek protein kaynagidir. Bitkiler nesillerini
devam ettirebilmek i¢in tozlasma yoluyla polenlerin tasinmasina ihtiya¢ duyarlar. Bu
tozlagsma olay1 riizgar, yagmur, kuslar ve bocekler aracilifiyla gergeklesir. Bu olayda,

polinasyonda biiytik bir role sahip olan arilar 6nemlidir (Erdogan ve Dodologlu, 2005).
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Arilar tarafindan toplanan polen insanlar tarafindan II. Diinya Savasindan sonra
kullanilmaya baglanmistir. Ama ¢icek poleni sahip oldugu faydalardan dolay1 ¢ok eski
zamanlardan beri kullanilmaktadir (Kostic vd., 2015). Arilar polen toplamaya
baslamadan 6nce bal ile beslenirler. Bal arilari, viicuduna yapisan polenleri orta
bacaklarinda bulunan firga yardimiyla toplar. Arilar agzindan c¢ikardigi salgi ile
polenleri birbirine yapistirir ve arka bacaklarinda bulunan polen sepetlerinin icerisinde
polenleri depolar (Erdogan ve Dodologlu, 2005). Bu polen sepetleri 5-10 mg arasinda
polen alma kapasitesine sahiptir. Arilarin bu keseleri doldurabilmesi i¢in her seferinde
ayni tiirden en az 80 ¢igegi ziyaret etmesi gerekir (Nonotte-Varly, 2015). Bir bal arisi
kolonisi yillik olarak 15-55 kg arasinda polen toplayabilir. Polenin bulunmasi kovanin
homeostazisi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu besinin eksikligi kovanda yasam siiresini
kisaltabilir, yavru sayisini azaltabilir, kovanda hastaliklar1 artirabilir ve arilarda kilo
kaybina sebep olabilir (Avni vd., 2014). Polen tanecikleri arilar tarafindan gesitli
bitkisel kaynaklardan toplanir. Polen, nektar ve hipofaringeal bezlerden salgilanan -
glikosidaz enzimleriyle karigtirtlir (Omar vd., 2016). Ayni zamanda geng is¢i arilarin
hipofaringeal bezlerinden art siitii ad1 verilen bir ar1 {iriinii salgilanir ve bu ar1 liriiniiniin

de temel kaynagi polendir (Erdogan ve Dodologlu, 2005).

Ar poleni saglik icin ¢ok biiyiik 6neme sahip biyolojik olarak aktif bilesenler icerdigi
icin giin gectikce Onemi artmaktadir (Sattler vd., 2015). Art poleninin yapisinda
karbonhidratlar, proteinler, aminoasitler, lipitler, sekerler, lifler, vitaminler ve mineral
tuzlart bulunur (Omar vd., 2016). Polen igerigi; bitki tiirline, yasmna, bitkinin besin
degerine, polen toplanirken bulunan cevre kosullarina gore cesitlilik gosterir. Ayni
zamanda iklimsel 6zellikler, toprak tipi ve aricilik aktivitesi de polen igerigini etkiler.
(Sattler vd., 2015; Pascoal vd., 2014). Ar poleni yaklagik olarak %40 karbonhidrat,
%35 protein, %4-10 su, %5 lipit ve %5-15 aminoasitler, vitaminler, mineraller,
antibiyotik ve antioksidan etkili bazt maddeleri igerir (Morgano vd., 2011). Polen bazi
antioksidan vitaminleri de igerir. Bu vitaminlere 6rnek olarak C vitamini, E vitamini, p-
Karoten ve B grubu vitaminler verilebilir (Sattler vd., 2015). Ayni zamanda polen
icerisinde Na, K, Ca, Mg, Cl, P, Fe, Cu, I, Mn, Co, Zn ve Ni gibi mineraller de
bulunmaktadir (Erdogan ve Dodologlu, 2005). Arilar kolonideki karbonhidratin baslica
kaynagi olan nektarlar1 bal tretmek igin toplarlar. Karbonhidratlar geng bal arilar
tarafindan lipit liretmek amaciyla kullanilir. Polen, arilar icin esansiyel yaglarin da

onemli bir kaynagidir. Arilar bu lipitleri enerji tiretmek i¢in ve hiicre zarinin bir bileseni
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olarak kullanirlar. Boceklerin birgogu diyetlerinde esansiyel poliansatiire yag asitlerine
(PUFA) ihtiyag duyarlar. Linoleik asit ve linolenik asit boceklerin bu ihtiyaglarinin
karsilanmasinda 6nemlidir. Bu yag asitlerinden linolenik asit omega 3, linoleik asit ise
omega 6 olarak bilinir (Avni vd., 2014).

Arn poleni ¢ok iyi bir takviye gidadir. Ciinkii igerisinde esansiyel aminoasitler
bulundurmaktadir. Insan viicudu bu esansiyel aminoasitleri kendisi iiretemedigi igin
besin yoluyla disaridan almalidir. Ar1 poleni yillardir besin takviyesi olarak, kozmetik
ve tipta ek bilesen olarak kullanilmaktadir. Ar1 poleninin terapotik etkisi ve koruyucu
aktivitesi igerdigi polifenollerle iligkilidir (Pascoal vd., 2014). Ari poleni ayn1 zamanda
flavonoid glikozitleri i¢in zengin bir kaynaktir. Bu flavonoid glikozitler polene
antioksidan, antiinflamatuar, antialerjen, antiiilser, antikarsinojenik, antimikrobiyal,
antiaterosklerotik, hepatoprotektif, sedatif 6zellikler gibi biyolojik 6zellikler kazandirir
(Ketkar vd., 2015; Zhou vd., 2015).

Ar poleninin antioksidan etkisi flavonoid glikozitleri, flavonoid aglikanlar1 ve fenolik
asit tiirevlerinden kaynaklanir (EI-Asely vd., 2014). A poleni reaktif oksijen tiirlerini
notralize ederek antioksidan etki gosterir. Ayni1 zamanda ar1 poleni tiimdr biiylimesini
engeller ve kanser hastaliklarinda kemoterapiden kaynaklanan agrilart hafifletir (Omar
vd., 2016). Bir caligmada ar1 poleninde bulunan flavonoidler ayristirilarak saflagtirilmis
ve kuarsetin 7 ramnozit, kaempferol 3 glikozit, izoramnetin, kaempferol ve kuarsetin

gibi giiclii antioksidan etkiye sahip maddeler izole edilmistir (Capcarova vd., 2013).

Depresyon, anemi, stresle iligkili hastaliklar, hafiza kaybi, bagirsak ve prostat
hastaliklari, yaslanma, bagisiklik sisteminin ¢okmesi gibi bir¢ok tibbi olayda polenin
diizenleyici rolii oldugu bilinmektedir (Morgano vd., 2011).

Ar1 poleni birgok bitkisel hormona sahiptir. Yapilan arastirmalara gore bu hormonlara
ek olarak ar1 poleninin epinefrin ve norepinefrin hormonlarmi da bulundurdugu
goriilmistiir. Bu hormonlar kan damarlarinin daraltilmasi gibi olaylar1 diizenler.
Epinefrin ve norepinefrin tirozin aminoasitinden sentezlendigi i¢in metabolizmada
tiretilen tirozin aminoasitinin kullanim1 ve dolayisiyla TH aktivitesi de azaltilmis olur

(Karatas ve Serbet¢i, 2008).
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2.7.3 Kafeik asit fenetil ester

Kafeik asit; meyve sulari, zeytinyagi, propolis ve birgok sebze meyvenin igerisinde
bulunan bir fenolik asittir (Liu vd., 2016). Kafeik asit, bitkilerde lignin biyosentezinde
onemli rol oynayan ve bitkilerde yiiksek oranda bulunan bir maddedir (Sanderson vd.,
2013). Kafeik asit fenetil ester (CAPE), bal arilan tarafindan iiretilen propolisin aktif
bilesenlerinden biridir (Park vd., 2004). CAPE, bir fenolik asit tiirevi olan kafeik asitin
esteridir (Widjaja vd., 2008). CAPE, fenil ve hidrokarbon grubuna bagli 2 adet hidroksil
grubuna sahiptir. Bu hidroksil gruplar1 oksijen alip verme yetenegine sahip oldugu icin
CAPE’ye antioksidan 6zellik kazandirir. CAPE’nin molekiil agirligi 284.31 g/mol’diir.
Kimyasal formiilii ise C7H1604’tiir. CAPE; etil asetet, dimetil siilfoksit ve etanol gibi
¢oziiclilerde tamamen ¢oziinme Ozelligine sahiptir (Akyol vd., 2011). CAPE, yagda
¢ozilinebilen kiigiik bir maddedir. CAPE, lipofilik oldugu i¢in hiicre zarindan kolaylikla
gecebilir ve hiicre igerisine kolayca girebilir (Aladag vd., 2006).

o) (o)
.0 .0
H o) H 0
| |
H H
Caffeic Acid Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE)

Sekil 2.3. Kafeik asit ve kafeik asit fenetil esterin yapis1 (Widjaja vd., 2008)

Fenolik bilesikler, bitkilerin sekonder metabolitleridir. Bu fenolik bilesikler insan ve
hayvan diyetinin ayrilmaz bir pargasidir (Wu vd., 2007). Fenolik asitlerin baslica iki
grubu vardir. Bunlar hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asitlerdir. Hidroksisinamik
asitler hidroksibenzoik asitlere gore daha fazla antioksidan 6zellige sahiptir (Widjaja
vd., 2008). Hidroksisinamatlar fenilpropanoid metabolitleridir ve genellikle bitkilerde
ve bitkisel iriinlerde bulunur (Giilgin, 2006). Dogal iiriinlerde bulunan polifenolik
bilesikler antitlimor, antiinflamatuar, antioksidan gibi bir¢cok faydali 6zellige sahiptir
(Park vd., 2004). CAPE; antiinflamatuar, immiinomodiilator, antiproliferatif ve

antioksidan o6zelliklere sahiptir (Coban vd., 2010).
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CAPE, antioksidan etkisini lipit peroksidasyonunu engelleyerek, serbest radikalleri
stiptirerek, ksantin oksidaz, nitrik oksit sentaz gibi enzimlerin aktivitesini inhibe ederek
ve sliperoksit dismutaz aktivitesini engelleyerek gosterir (Koksel vd., 2006). CAPE’nin
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu, malondialdehit ve peroksinitrit olusumunu
engelledigi yapilan birgok in vivo ¢alismada gosterilmistir. Yapilan bir calismada CAPE
uygulamasinin arterlerde vazokonstriksiiyonla sonuglandigi goriilmiistiir (Aladag vd.,
2006). CAPE, notrofillerde ve ksantin/ksantin oksidaz sisteminde, serbest radikallerin
tiretimini inhibe ederek antioksidan etki gosterir (Hepsen vd., 1996). Yapilan bir
caligmaya gore iskemi-reperfiizyon hasari uyarildiginda CAPE’nin bobrek dokusu,
omurilik ve beyinde lipit peroksidasyonunu 6nledigi tespit edilmistir (Wu vd., 2007).
Yapilan bagka bir calismada ise si¢anlarda 1s1 ile yanik olusturulmustur. Bu sicanlara
CAPE uygulamas1 yapildiginda ksantin oksidaz aktivitesinin inhibe oldugu, MDA ve
NO seviyesinin azaldigi goriilmistiir (Seven vd., 2007). CAPE, ayni zamanda
lipooksijenaz ve siklooksijenaz yollari1 inhibe ederek antiinflamatuar etki
gostermektedir (Parlakpinar vd., 2012). Ayrica antikanser tedavisi ile birlikte CAPE
kullanim1 da onerilmektedir (Widjaja vd., 2008).

2.6 Tez Kapsaminda Calisilan Dokular

Tez kapsaminda sigcanlardan alinan adrenal medulla, hipotalamus ve kalp dokusu

tizerinde ¢alisilmistir.

2.6.1 Adrenal medulla dokusunun yapi ve fonksiyonlari

Bobrek iistii bezleri (adrenal bezler) her iki bobregin list tarafinda bulunur ve agirlig
12-18 g’dir. Bu bolge kan damarlari agisindan zengindir (Giines, 2010). Memelilerde
adrenal bezler, i¢ kistmda bulunan ve adrenal medulla olarak adlandirilan kahverengi
renkli i¢ kisim ve adrenal korteks olarak adlandirilan pembe renkli dis kisim olmak
tizere iki ayr1 bezden olusur. Bu bezlerin embriyonik kdkenleri birbirinden farkli oldugu
icin gorevleri ve salgiladigi hormonlar da birbirinden farklidir (Campbell ve Reece,
2008; Giines, 2010). Adrenal medulla, savas ya da kag cevabinin olusmasini saglayan
katekolaminlerin salgilandig1 boliimdiir. Adrenal korteks ise viicutta mineral ve enerji
dengesinin korunmasini saglayan steroid yapili hormonlarin salgilandigr boliimdiir.

Adrenal medulla embriyonik koken olarak ektoderm kdkenli noral krest hiicrelerinden
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koken almistir. Bu ylizden adrenal medulla sinir sistemi ile iligkilidir. Adrenal korteks
ise embriyonik koken olarak mezoderm kokenlidir (Fox, 2009). Bobrek {istii bezlerinde
rejenerasyon olmadigr i¢in bu boélgede bir hasar meydana geldiginde yenilenme
goriilmez. Sempatik sinir telleri adrenal medullada bulunan kahverengi renkli kromaffin
hiicreler ile sinaps yapar. Bu sinaps ile sempatik sinir u¢larindan asetilkolin salgilanir.
Asetilkolin ile uyarilmasi sonucu bu bdlgeden katekolamin adi verilen epinefrin ve
norepinefrin hormonlar1 salgilanir (Yaman, 2009). Epinefrin, norepinefrin ve diger
katekolaminler pozitif ve negatif stres olustugunda salgilanir. Bu hormonlar
salgilandiginda viicudun enerji ihtiyaci olustugu i¢in bu hormonlar, karaciger ve ¢izgili
kaslarda depo glikojeni glikoza gevirerek kana verilmesini saglar. Bu hormonlar adipoz
dokudan yag asitleri salgilanmasin1 da uyarir. Yag asitleri de solunum reaksiyonlari
sirasinda enerji kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Campbell ve Reece, 2008).
Medulla hormonlar1 ayn1 zamanda kalbi de etkilemektedir. Bir ¢alismada kalp preparati
tizerine epinefrin ve norepinefrin hormonlar1 uygulandiginda kalbin atig sayisinin ve
hacminin arttig1 tespit edilmistir. Medulla hormonlarinin salgilanmasiyla kalbin oksijen
tilketimi artar. Ayn1 zamanda koroner damarlar1 genisletir. Boylece kalpte kan akimi
artmis olur. Katekolaminlerin salgilanmasi kalpte ekstrasistol olusturur ve kalpte ritim

bozukluguna yol agabilir (Yaman, 2009).

2.6.2 Hipotalamus dokusunun yapi ve fonksiyonlari

Embriyonik donemde 6n beynin diensephalon isimli bir boliimii ergin donemde
farklilagarak epitalamus, talamus ve hipotalamus olarak adlandirilan {i¢ beyin boliimiinii
olusturur. Hipotalamus agirlik olarak birka¢ gram olmasina ragmen homeostazinin

devamlilig1 agisindan ¢ok onemli islevlere sahiptir (Campbell ve Reece, 2008).

Hipotalamus, talamusun alt kisminda yer alir. Hipotalamus kii¢iik ama ¢ok 6nemli bir
beyin bolgesidir. Bu beyin bolgesi aglik ve susuzlugu kontrol eden noral bolgeler igerir.
Viicut sicakliginin ayarlanmasinda viicudun termostati olarak gorev alir. Ayn1 zamanda
hipofiz bezinden hormon salgilanmasin1 da kontrol eder. Bunlara ek olarak, uyku-
uyaniklik, cinsel uyarim gibi fizyolojik ozellikleri ve korku, ofke, aci, zevk gibi
duygularin  diizenlenmesini  saglar. Sempatik ve parasempatik reflekslerin
koordinasyonu hipotalamusun somatik ve endokrin cevaplari ile diizenlenir (Fox, 2009).

Hipotalamus c¢evresel ve icsel sinyalleri algilayarak viicudun uygun cevabi
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olugturmasini saglar. Viicudun endokrin ve vejetatif gorevlerinin ¢ogunu ve bir¢ok
duygusal davranis1 diizenler. Hipotalamus viicudun farkli bolgelerinden gelen sinyalleri
toplar ve bunlar1 birlestirir. Bu sinyalleri birlestirerek hipofiz bezine aktarir. Boylece
hipotalamus viicudun hormon salgilanmasinda onemli bir boélge olan hipofizin
islevlerinin diizenlenmesini saglar (Balkanci ve Pehlivanoglu, 2008). Memelilerde
hipotalamus bolgesinde suprakiyazmatik cekirdek olarak adlandirilan bir ¢ift yapi,
biyolojik saat olarak iglev goriir. Biyolojik saatler viicutta gesitli fizyolojik islemlerin

diizenlenmesinde 6nemlidir (Campbell ve Reece, 2008).

2.6.3 Kalp dokusunun yap1 ve fonksiyonlar:

Kalp biiyiikligl kisiye, kisinin yasina ve cinsiyetine gore farklilik gosterir. Ancak,
ortalama olarak insan kalbi erkeklerde 280-340 g, kadinlarda ise 230-280 g
agirligindadir. Temel olarak kalp, 4 odaciktan olusur, bunlar {istte bulunan 2 atrium
(kulakgik), altta bulunan 2 ventrikiildiir (karmncik) (Solak vd., 2011). Yer ¢ekiminin
etkisi ile kan atriumlardan ventrikiillere gecer. Kalp konum olarak gogiis boslugunda
sag ve sol akcigerler arasinda bulunur. Kalp insanda 2-5. kaburgalar arasinda bulunur.
Kalbin sag tarafinda atrium ve ventrikiiller arasinda trikiispit kapakgiklar, sol tarafinda
ise bikiispit kapakgiklar bulunur. Kalp epikardiyum, miyokardiyum ve endokardiyum
olmak iizere 3 tabakadan olusur. Miyokardiyum g¢izgili kaslardan olusmasina ragmen
cizgili kaslardan farkli olarak istemsiz ¢alisir (Yaman, 2009). Epikardiyum tabakasi
kalbi distan saran zar tabakasidir. Miyokardiyum kalbin kas tabakasidir. Endokardiyum
ise kalbin i¢ bosluklarin1 orten tek sirali endotel ve bag dokudan olusan ince bir
tabakadir. Endokardiyum siirtiinmenin az oldugu yerlerde daha incedir. En kalin oldugu

yer ise aort agzidir (Solak vd., 2011).

Insan ve diger omurgalilarda kapali dolagim sistemi goriiliir. Bu sistem kardiyovaskiiler
sistem olarak adlandirilir. Insan viicudunda toplam uzunlugu 100.000 km’ye ulasan
arterler, venler ve kilcal damarlar olmak iizere 3 tip damar bulunur. Arterler kani
kalpten alarak tiim viicuda dagitir. Venler ise viicuttan topladigi kani kalbe getirir.
Kilcal damarlar, madde aligverisinin yapildig1 ¢ap1 kiigiik olan ince damarlardir. Kalp
kasildiginda kan pompalanir ve gevsediginde kalbin odaciklar kan ile dolar. Bu kasilip
gevseme olayr bir dongii icerisinde gerceklesir. Bu dongiliye kardiyak dongli denir
(Campbell ve Reece, 2008).
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Yaptigimiz bu calismada NOS inhibitérii L-NAME ile hipertansif sican modeli
olusturularak, bu sigcanlarin propolis, polen ve CAPE gibi antioksidan ajanlarla tedavi
edilmesi sonucu adrenal medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda TH aktivitesi, total
RNA miktar1 ve total protein miktar1 gibi parametrelerdeki degisimler incelenerek,
terapotik {rlinlerin  kullaniminin  kan basinci ve hipertansiyon {izerine etkilerini

arastirmak hedeflenmistir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOD

3.1 Propolis Ekstraktinin Hazirlanmasi

Ham propolis Balikesir iline bagli Kocaavsar Koyii’ndeki bir ar1 ¢iftliginden temin
edildi. Toplanan propolislerin ekstraksiyonu % 70’lik etil alkol ¢dzeltisine 30 g propolis
eklenerek yapildi. Hazirlanan propolis ¢ozeltisi 1siktan korunmak suretiyle karistiricili
tabla yardimi ile 36 saat siiresince karigtirildi. Elde edilen karisim, filtre kagidi yardimi
ile 2 kez siiziildiikten sonra evoporasyonla alkolii ugurularak kullanilana kadar 4 °C’ de
1siktan korunarak saklandi. Literatiir taramalar1 sonucunda siganlara uygulanan propolis

dozu 200 mg/kg/giin olarak belirlendi (Talas ve Gulhan, 2009; Gogebakan vd., 2012).

3.2 Polen Ekstraktinin Hazirlanmasi

Arn poleni Balikesir ilinin Kocaavsar kdylinde bulunan ar1 ¢iftliginden tedarik edildi.
Ar1 poleninin ekstraksiyonu etil alkolde 1 saat bekletilerek yapildi ve bu islem 3 kez
tekrar edildi. 15 dakika sonikatorde bekletilen ar1 poleni daha sonra filtre edildi. Bu
islem sonrasinda vakum altinda kurutuldu. Yapilan islemler sonucunda elde edilen kuru
ve toz haline getirilen ar1 poleni deneysel ¢alismada kullanilana kadar +4°C’de 1s1ktan
korunarak muhafaza edildi. Literatiir taramalari sonucunda deney hayvanlarina
uygulanacak polen dozu 100 mg/kg/giin olarak belirlendi (Gulhan vd., 2014; Selamoglu
vd., 2016).

3.3 Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE) Temini ve Saklama Kosullar:

Sigma-Aldrich firmasindan elde edilen toz halindeki CAPE’nin kimyasal formiilii
C17H1604 ve molekiil agirhigr 284.3 g/mol’diir. Etil asetat, dimetilsiilfoksit ve etanolde
tamamen ¢ozlinen CAPE -20 °C’de saklandi. Bu ¢alismada CAPE c¢ozeltisi seyreltik
etanol ile hazirlandi. Literatiir taramalar1 sonucunda deney hayvanlarina uygulanacak

CAPE dozu 50 uM/kg/giin olarak belirlendi (Parlakpinar vd., 2012).
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3.4 Deney Gruplarinin Hazirlanisi ve Uygulamalar

Deneylerde kullanilan 220-250 g agirhiginda Spraque-Dawley tiirii erkek sicanlar (n=35)
Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin edildi. Siganlar; standart
kosullarda (12 saat giin 15181, 12 saat karanlik, havalandirmali, 21-22 °C sicakliktaki
odalarda ) hareket etmesine engel olmayan genis kafeslerde baridiriimstir.

Hipertansiyon olusumuna yol acan L-NAME, 4 hafta siiresince intraperitonal olarak
uygulanmustir. 14. ve 28. giinler arasinda deney hayvanlarina propolis, polen ve CAPE
uygulamasi yapilmistir. Deney hayvanlarinin agirliklari, ¢alisma baglangicinda (0. giin),
ortasinda (14. giin) ve sonunda (28. giin) elektronik tarti yardimiyla oOlgiilerek
kaydedilmistir. Sicanlarin beslenmesinde pellet yem kullanilmistir. Deneklerin yem
yemeleri ve su i¢gmeleri serbest birakilmistir. Bu ¢aligmanin tiim prosediirleri ve calisma
protokolii Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Yonetmeligine uygun olarak
gerceklestirilmistir. Deneylerde kullanilan 35 adet Spraque-Dawley tiirii erkek sicanlar,

her grupta 7 sican olmak {izere, 5 gruba ayrilmistir.

Grup I: Kontrol Grubu (n=7)
Bu grupta 7 adet Spraque-Dawley tiirli erkek si¢anlar bulunmaktadir. Bu grupta bulunan

sicanlara 28 giin siiresince intraperitonal (i.p.) olarak 0.5 mL %0,9 izotonik NaCl

cozeltisi enjekte edildi.

Grup 1l: Hipertansiyon (L-NAME) Grubu (n=7)

Bu grupta bulunan 7 adet Spraque-Dawley tiirii erkek siganlara 28 giin siiresince serum

fizyolojik igerisinde ¢ozdiiriilmiis olan 40 mg/kg/glin L-NAME enjekte edildi.

Grup 111: Hipertansiyon (L-NAME) + Propolis Grubu (n=7)

Bu grupta bulunan 7 adet Spraque-Dawley tiirii erkek siganlara 28 giin siiresince serum

fizyolojik igerisinde ¢ozdiiriilmiis olan 40 mg/kg/giin L-NAME uygulamasi yapildi. 14.
giiniin sonunda baglanan ve 28. giiniin sonuna kadar devam eden siirede distile suda

¢Ozdiirtilmiis olan 200 mg/kg/giin propolis gavaj ile uygulandi.
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Grup IV: Hipertansiyon ( L-NAME) + Polen Grubu (n=7)

7 sicandan olusan bu gruba 28 giin boyunca i.p. olarak 40mg/kg/gin L-NAME
uygulamasi yapildi. 14. giinlin sonunda dozu 100 mg/kg/giin olarak belirlenen polen

distile suda ¢ozdiiriilerek 28. giiniin sonuna kadar gavaj yardimiyla uygulandi.

Grup V: Hipertansiyon (L-NAME) + CAPE Grubu (n=7)

Bu grupta bulunan siganlara 28 giin siiresince serum fizyolojik igerisinde ¢ozdiiriilmiis
olan 40 mg/kg/giin L-NAME uygulamasi i.p. olarak yapildi. CAPE c¢ozeltisi %1°lik etil
alkol igerisinde 50 uM/kg CAPE cozdiiriilerek hazirlandi. Bu ¢ozelti sicanlara 14.

giiniin sonunda baglanarak 28. giinlin sonuna kadar i.p. olarak enjekte edildi.

3.5 Kan Basmnai Olc¢iimii

Kan basinct 6lglimii, indirekt 6lgme yontemlerinden biri olan tail-cuff yontemi ile
kuyruk arterlerinden yapilmistir. Bu yontem, cerrahi uygulama gerektirmemesi ve
anestezi yapilmadan deney hayvanlarinin sistolik kan basinglarinin tekrar tekrar

Ol¢iilmesine olanak saglamasi sebebiyle tercih edilmistir (Sadek vd., 2015).

3.6 Diseksiyon Islemi

Deney hayvanlarinin kan basinci Slgimleri 28. giin itibariyle yapildi. Bu dlglimler
tamamlandiktan sonra sicanlar dekapite edildi. Dekapite isleminden sonra sicanlar
sirtlistli yatirilarak abdomen ve torakslari orta hattan acildi. Bu islem yapilirken i¢
organlarin zarar gormemesine Ozen gosterildi. Itinayla cikarilan adrenal bezler,
hipotalamus ve kalp dokulari izotonik NaCl ile yikandi ve analizler yapilincaya kadar -

80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.
3.7 Dokularin Homojenizasyonu

3.7.1 Adrenal bezlerin homojenizasyonu

Ependorf tiiplerin daras1 alinarak icerisine adrenal bezler konularak tartildi. Tartilan
miktarlar kaydedildi ve tizerine 2 mM fosfat tamponu (pH=7.4, %0.2 Triton) eklenerek
homojenize edildi. Olusan homojenat 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Olusan

siipernatanlar ependorf tiiplere aktarildi.
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3.7.2 Hipotalamus dokusunun homojenizasyonu

Beyinden dikkatlica ¢ikarilmis olan hipotalamus darasi alinmis ependorf tiiplerin
icerisine konularak tartim islemi yapildi. Uzerine 2 mM fosfat tamponu ilave edilerek
homojenize edildi. Homojenizasyon isleminden sonra 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij

edilerek olusan siipernatanlar ependorf tiiplere aktarildi.

3.7.3 Kalp dokusunun homojenizasyonu

Ependorf tiiplerin darasi alinarak igerisine kalp dokusundan bir par¢a konuldu ve
agirligl kaydedildi. Tartim isleminden sonra pH degeri 7.4 olan 2 mM hazirlanan fosfat
tamponu igerisinde dokular homojenize edildi. Bu islemin ardindan alinan homojenat
4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiigasyon iglemi ile olusan siipernatanlar
ependorf tiiplere aktarildi.

3.8 Total RNA eldesi

Total RNA eldesi 3 asamada gergeklestirildi (Kumai vd., 1994; Selamoglu, 2000).
1) Ekstraksiyon
2) Presipitasyon
3) Yikama ve Yeniden Cézme

3.8.1 Ekstraksiyon

Homojenize edilen dokulardan 75 pL alindi ve homojenatin tizerine 800 pL RNA,
ilave edildi. RNA, ilavesinden sonra 80 pL kloroform eklenerek tiip sikica kapatildi.

Elle 15 saniye sallandi ve 5 dakika siiresince buz kiivetinde bekletildi. Olusan
homojenat 12.000 g’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi.

3.8.2 Presipitasyon

Presipitasyon asamasinda santrifiijden sonra elde edilen siipernatan bir mikrosantrifiij

tiipiine alind1. Uzerine 400 puL isopropanol eklendi ve tiipler vortekslenerek 4°C’de 15
dakika bekletildi. Bu tiipler 4°C’de 12.000 g’de 15 dakika siiresince santrifiij edildi.
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3.8.3 Yikama ve yeniden ¢6zme

Presipitasyon islemi ile elde edilen siipernatan uzaklastirildi ve kalan RNA peleti 800
L %75°lik etil alkol ile vortekslendi. 10.500 g’de 8 dakika siiresince 4°C’de santrifiij
edildi. Santrifiigasyon isleminden sonra kurutma kagidi yardimi ile RNA peleti
kurutuldu. Kurutulan RNA peleti 15 pL distile suda yeniden ¢ozdiiriildii. RNA’y1 i¢eren
tiipler 10 dakika siiresince sicakligi 65 °C olan sicak su banyosunda birakildi ve daha
sonra hemen buz kiivetine alindi. RNA 6rneklerine 900 pL distile su eklenerek toplam
hacmin 1000 pL olmasi saglandi. Spektrofotometrede kor tiip olarak distile su
kullanildi. Bu islemlerin sonucunda spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda 6l¢iim
yapilarak absorbans degerleri kaydedildi. Son olarak asagidaki formiil kullanilarak total
RNA miktar1 pg/pL olarak belirlendi.

40
Total RNA Miktari= — X A (3.1)
1xv

40:Sabit Say1
A: Absorbans Degeri
1xV: Uygulanan RNA Ornek Hacmi (1 pL)

3.9 Total Protein Tayini

Adrenal bez, hipotalamus ve kalp dokularindan elde edilen siipernatanlarin 1 pL’sinde
bulunan protein miktarinin belirlenmesi igin Lowry yontemi kullanildi (Lowry vd.,
1956). Bu yontem igin A ¢ozeltisi, B ¢ozeltisi ve Standart BSA ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
cozeltiler asagida belirtildigi gibi hazirlandi.

A Cozeltisi
1. % 2’lik Na,COg3 ( 0.1 N NaOH igerisinde) : 100 Hacim
2. % 2’lik Na-K Tartrat Cozeltisi : 1 Hacim
3. % I’lik CuSO4 Cozeltisi : 1 Hacim

Tim ¢ozeltiler deneyin baslamasindan 6nce verilen hacimlerde karistirilarak A ¢ozeltisi

elde edildi.

B Cozeltisi
1) Folin Fenol Belirteci: 1 Hacim
2) Bi Distile Su : 1 Hacim

Verilen ¢ozeltiler yukarida belirtilen hacimlerde karistirilarak B ¢ozeltisi hazirlandi.
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Standart BSA Cozeltisi

Standart protein ¢oOzeltisi olan BSA (Bovine Serum Albumin), 1 pg/ulL
konsantrasyonunda stok ¢ozelti olarak hazirlandi.

Protein miktarmi saptamak amaciyla her deney igin 2 adet kor ve Ornek tiipler
hazirlandi. Hazirlanan biitiin tiiplere 2,5 mL A ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanmis olan doku
homojenatlarindan 6rnek tliplere deney sartlarina bagli olarak homojenatlar alindi. Bu
homojenatlar deney tiipiiniin duvarlarina damlaciklar halinde birakildi. Bu tiipler 2 kez
vorteks yardimiyla karistirildi ve 10 dakika beklendi. Bu islem sonunda, hazirlanan B
¢ozeltisi tlim tliplere 250 pL eklendi. Tipler tekrar vortekslendi ve renk olusumunu
gozlemek amaciyla 45 dakika beklendi. 45 dakikanin sonunda tiipler karanlik ortamdan
cikarild1 ve spektrofotometrede 695 nm dalga boyunda absorbanslar1 okundu. Standart
BSA ¢ozeltileri ile hazirlanmis olan kalibrasyon grafiginden faydalanilarak her 6rnek

tiiptinde bulunan siipernatanin 1 mL’sinde bulunan protein miktar1 hesaplandi.

3.10 TH Aktivitesinin Ol¢iilmesi

TH enzim aktivitesinin Olgiilmesinde kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlar1 tablo 3.1°de

verildi ve sirastyla asagidaki islemler uygulandi (Reinhard vd., 1986):

1) Tabloda verilen ¢6zelti miktarlar1 6l¢iim sayisina gore tiipe eklenerek reaksiyon
karisimi elde edildi. Her c¢ozelti ilavesini takiben tiipler vorteks yardimiyla
karistirildi. 6 MPH, reaksiyonun baglamasi i¢in gerekli olan kofaktordiir. Reaksiyon
bu kofaktor yardimiyla baslatilana kadar tiipler buz kiiveti igerisinde bekletildi.

2) Total protein sonuglarina gore hesaplanan doku homojenatlart tizerine 25 mM
PIPES tamponu eklendi ve son hacim 25 pL’ye tamamlayarak reaktif hazirlandu.

3) Doku orneklerini igeren 25 pL’lik reaktifin lizerine reaksiyon karigimindan 25 pL
eklendi ve toplam hacim 50 uL’ye tamamlandi. Hazirlanan 50 pL’lik tiipler 37
°C’de su banyosunda tutularak reaksiyon 15 dakika siiresince devam etti.

4) 15 dakikanin sonunda reaksiyonun durdurulmasi amaciyla 1 M HCI’ten 500 pL
ilave edildi. HCI ilavesinden sonra tiipler vortekslenerek karistirildi ve tiipler buz
kiivetinde bekletildi.

5) Kor tiip olarak drnek igermeyen, 25 pL 25 mM PIPES tamponu ve 25 pL reaksiyon
karigimi igeren tiip hazirlandi. Kor tiip 37 °C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildi
ve iizerine 500 uL 1 M HCI eklendi.

6) Hazirlanan bu tiipler spektrofotometre yardimiyla 265 nm dalga boyunda okundu.
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7) Enzim aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

: o 69.375
Enzim aktivitesi= (3.2)
37.5x0.2x0.25x0.D

Cizelge 3.1. TH o6lgiimiinde kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari

Olciim Sayis1 20 30 40 50 105

0.5 M PIPES 100 150 200 250 525

1 mg/mL Katalaz 40 60 80 100 210

2 mM Tirozin 50 75 100 125 312.5
2 mM L-DOPA 50 75 100 125 312.5
I1mMDTT 5 7.5 10 125 26.25
d-H,O 245 367.5 490 612.5 1286
1 mM Fe(NH,), (SO4), | 10 15 20 25 52.25
30 mM 6 MPH,4 50 75 100 125 312.5
TOPLAM 550 825 1100 1375 2887

3.11 istatistiksel Analizler

Ortalamalar arasindaki farklarin istatistiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek i¢in SPSS
20.0 paket istatistik programi kullanildi. Istatistiksel farklar bagimsiz gruplarda “one-
way ANOVA” ve gruplar arasindaki farkliliklar1 belirlemek igin Post-hoc test olarak
“Tukey” kullanildi. Elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve

P<0.05 degeri a,b,c arasinda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM IV

BULGULAR

4.1 Kan Basinclan

Deney hayvanlarin sistolik kan basinglar1 kuyruk arterlerinden tail cuff yontemi ile
Olclilmiistiir. Cizelge 4.1°de kontrol grubu ve L-NAME uygulamasi yapilmis olan
gruplarda si¢anlarin 0. ve 14. giindeki kan basinct degisimleri verilmistir. Cizelge 4.2°de
ise terapotik ajanlar uygulandiktan sonra bu gruplarin 28. giinde dlgiilen kan basinglari

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol grubu (Grup 1) ve L-NAME uygulanmis gruplarda (Grup II, Grup
1, Grup IV ve Grup V) sistolik kan basinglar1

Giinler 0.Giin 14.Giin
Gruplar (mmHg) (mmHg)
Grup | (Kontrol) 103.71+3.56 104.75+1.69°
Grup Il (L-NAME) 104.75+1.69 141+1.21°
Grup 111 (L-NAME) 106.02+1.99 141.11+0.53
Grup IV (L-NAME) 104.29+1.12 143.97+0.53%
Grup V (L-NAME) 104.29+1.82 143.3+0.56°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar olmak {izere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart sapma
(n=7) degeri olarak ifade edilmektedir.
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Cizelge 4.2. Kontrol grubu (Grup 1), L-NAME grubu (Grup I1), L-NAME+Propolis
grubu (Grup 1), L-NAME+Polen grubunun (Grup 1V) ve L-NAME+CAPE grubu
(Grup V) 28. giiniin sonunda sistolik kan basinglari

Giinler 28. Giin

Gruplar (mmHg)
Grup | (Kontrol) 104.29+1.82°
Grup Il (L-NAME=HT) 154.56+1.59°

Grup 111 (L-NAME+Propolis) 122.7+1.67°
Grup IV (L-NAME+Polen) 111.13+1.68°
Grup V (L-NAME+CAPE) 129.29+0.97"

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gésterilen rakamlar olmak {izere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)
degeri olarak ifade edilmektedir.

4.1.1 L-NAME uygulamasi sonucu kan basinci degisimleri

Hipertansiyon modeli olusturmak amaciyla 14 giin siiresince tiim gruplara 40
mg/kg/giin  dozunda L-NAME intraperitonel olarak uygulanmigtir. L-NAME
uygulanmis gruplarda kontrol grubuna gore kan basincinda istatistiksel olarak anlamli
artiglar (P<0.05) gozlenmistir. Deney siiresince sadece L-NAME uygulamas1 yapilmig
olan Grup II’de bulunan siganlarin kan basinglar1 0. giinde 104.75+1.69 mmHg olarak
Ol¢iilmiistiir. L-NAME uygulamasinin baslamasi ile 14. giin sonunda kan basinglari
141+1.21 mmHg, 28. giiniin sonunda ise 154.56+1.59 mmHg olarak 6l¢iilmiistiir. Buna
gore 0. giin ve 14. giin arasinda kan basin¢larinda meydana gelen degisimin istatistiksel
olarak anlamli (P<0.05) oldugu goriilmiistiir. 0. giin ve 28. giin arasinda olusan degisim
incelendiginde meydana gelen artis istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05). Istatistiksel
analizler sonucunda elde edilen verilere gore olusan bu anlamli artis, siganlarda
deneysel kronik hipertansiyon modeli olusturuldugunu gostermektedir (Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2).

4.1.2 L-NAME+Propolis uygulamasi sonucu kan basinci degisimleri
Kronik hipertansiyon modeli olusturulan sicanlarda kan basincinda artig goriilmiistiir.

14. glinden itibaren Grup III’e tedavi amagcli, bir ar1 iiriinii olan propolis 100 mg/kg/giin

14 giin siiresince gavaj ile verilmistir. Kan basinci 14. giin 141.11+0.53 mmHg olan bu
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grubun kan basinci degeri 28. giin sonunda 122.7+1.67 mmHg olarak 6l¢iilmiistiir. 28
giin boyunca L-NAME uygulanmis olan Grup II ile karsilastirildiginda kan basincinda
diisis oldugu goriilmektedir. 28. giiniin sonunda Grup II’'nin kan basinc1 degeri
154.56+1.59 mmHg, Grup lI’iin kan basinci degeri ise 122.7+1.67 mmHg olarak
kaydedilmistir. Bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmus (P<0.05) olup, propolisin

kan basincini diistirdiigii goriilmiistiir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

4.1.3 L-NAME+Polen uygulamasi sonucu kan basinci degisimleri

14 giin siiresince NOS inhibitorii L-NAME ile hipertansif model olusturulan si¢anlara,
14. giinden itibaren 28. giiniin sonuna kadar bir ar1 {iriinii olan polen uygulamasi 200
mg/kg/giin dozunda yapilmistir. 14 giin boyunca L-NAME uygulamasi yapilan bu
grubun kan basinci degeri 14. giiniin sonunda 143.97+0.53 mmHg olarak olglilmiistiir.
14. giinden sonra 28. giiniin sonuna kadar polen uygulamasi yapilmis ve 28. giiniin
sonunda kan basinci degerinin 111.13£1.68 mmHg oldugu goriilmiistiir. 14. giinle
kiyaslandiginda 28. giinde meydana gelen bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir
(P<0.05). Bu grubun 0. giinde kan basinglar1 104.294+1.12 mmHg olarak 6l¢iilmiistiir.
28. giinlin sonunda ise kan basinci degerleri 0. giinde kaydedilen degerlere yaklagmistir

(Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

4.1.4 L-NAME+CAPE uygulamasi sonucu kan basinci degisimleri

Sadece L-NAME uygulamasi yapilmig olan Grup II’nin 28. giiniin sonunda kan basinci
degerlerinin 154.56+1.59 mmHg oldugu goriilmektedir. 14 giin boyunca L-NAME
uygulanmis ve 14. giinden baglayarak 28. giiniin sonuna kadar CAPE uygulamas1 (50
uM/kg/giin dozda) yapilmig olan Grup V’te, 28. giiniin sonunda kan basinct
129.29+0.97 mmHg olarak kaydedilmistir. Grup V’te 14. giin sonunda kan basinglar1
143.3+0.56 mmHg, 28. giinlin sonunda ise kan basinglart 129.29+0.97 mmHg olarak
Ol¢iilmiistiir. CAPE uygulamasi ile kan basinci degerleri 28. giinlin sonunda 14. giine
gore azaldig1 goriilmiistiir. Bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05) (Cizelge
4.1 ve Cizelge 4.2).
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4.2 Dokularin Tirozin Hidroksilaz Aktiviteleri

NOS inhibisyonu ile kronik hipertansiyon modeli olusturulan sicanlarin adrenal

medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda TH enzim aktivitesi incelendi.

4.2.1 Adrenal medulla dokusunda TH aktiviteleri

Sicanlarin adrenal medulla dokusunda TH aktiviteleri incelenmistir. Kontrol grubunda
TH enzim aktivitesi 56.54+0.26 nmol/mg.P/saat olarak Sl¢iilmiisken 28 giin siiresince
L-NAME uygulamasi1 yapilan Grup II’de TH enzim aktivitesi 80.12+0.38
nmol/mg.P/saat olarak olglilmistir. L-NAME+Propolis grubunda TH aktivitesi
69.44+1.17 nmol/mg.P/saat, , L-NAME+Polen grubunda 70.21+1.02 nmol/mg.P/saat, L-
NAME+CAPE grubunda 67.37+£0.62 nmol/mg.P/saat ise olarak belirlenmistir. Tim
gruplar incelendiginde L-NAME uygulamasinin TH enzim aktivitesini artirdigi ve bu
artigin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.05). L-NAME grubu ile, L-
NAME+Propolis, L-NAME+Polen, L-NAME+CAPE gruplari Kkarsilastirildiginda
terapOtik ajanlarin kullaniminin TH aktivitesini azalttigi ve bu azalisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmistiir (P<0.05). L-NAME+Propolis, L-NAME+Polen, L-
NAME+CAPE gruplar karsilastirildiginda TH enzim aktiviteleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik bulunmadigi tespit edilmistir (P>0.05) (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Gruplarin adrenal medulla dokusunda 6lgiilen TH aktiviteleri

Gruplar TH Aktivitesi ( nmol/mg.P/saat)
Grup | (Kontrol) 56.54+0.26°
Grup Il (L-NAME=HT) 80.12+0.38°
Grup 11 (L-NAME+Propolis) 69.44+1.17°
Grup IV (L-NAME+Polen) 70.21+1.02°
Grup V (L-NAME+CAPE) 67.37+0.62°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar olmak tizere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)
degeri olarak ifade edilmektedir.
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4.2.2 Hipotalamus dokusunda TH aktiviteleri

Sigcanlarin hipotalamus dokularinda TH enzim aktiviteleri incelendiginde kontrol
grubunda 37.1140.46 nmol/mg.P/saat, L-NAME grubunda 53.65+1.32 nmol/mg.P/saat,
L-NAME+Propolis grubunda 42.74+0.19 nmol/mg.P/saat, L-NAME+Polen grubunda
ise  43.63+£0.78 nmol/mg.P/saat, L-NAME+CAPE  grubunda  49.21+0.52
nmol/mg.P/saat,oldugu gortilmistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda L-NAME
uygulamasimin TH aktivitesini tiim dokularda artirdigi bu artisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistir (P<0.05). L-NAME grubu ile L-NAME+Propolis ve L-
NAME+Polen gruplart karsilastirildiginda hipotalamus dokusunda TH aktivitesinde
azalma oldugu saptanmistir. Bu azalis istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05). L-NAME
grubu ile L-NAME+CAPE grubunun TH aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak bir
farklilik g6zlenmemistir (P>0.05) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Gruplarin hipotalamus dokusunda 6lgiilen TH aktiviteleri

Gruplar TH Aktivitesi ( nmol/mg.P/saat)
Grup | (Kontrol) 37.11+0.46°
Grup Il (L-NAME=HT) 53.65+1.32°
Grup 11 (L-NAME+Propolis) 42.7440.19°
Grup IV (L-NAME+Polen) 43.63+0.78°
Grup V (L-NAME+CAPE) 49.2140.52°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gésterilen rakamlar olmak {izere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)
degeri olarak ifade edilmektedir.

4.2.3 Kalp dokusunda TH aktiviteleri

Kalp dokusunda TH aktiviteleri kontrol grubunda 40.25+0.71 nmol/mg.P/saat, L-
NAME grubunda 61.53+0.77 nmol/mg.P/saat, L-NAME+Propolis grubunda 42.35+0.41
nmol/mg.P/saat, L-NAME+Polen grubunda 44.44+1.03 nmol/mg.P/saat ve L-
NAME+CAPE grubunda 51.12+1.14 nmol/mg.P/saat olarak belirlenmistir. L-NAME
uygulamasi ile kalp dokusunda TH enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

artig goriilmistiir (P<0.05). Propolis, polen ve CAPE uygulamasi ile, TH aktivitesinde
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diisiis goriilmektedir ve diislis istatistiksel olarak dnemlidir (P<0.05). Polen ve propolis
uygulamasi yapilan gruplar incelendiginde istatistiksel olarak bu 2 grup arasinda bir

farklilik gériilmemistir (P>0.05) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Gruplarin kalp dokusunda 6l¢iilen TH aktiviteleri

Gruplar TH Aktivitesi ( nmol/mg.P/saat)
Grup | (Kontrol) 40.25+0.71°
Grup Il (L-NAME=HT) 61.53+0.77°
Grup 111 (L-NAME+Propolis) 42.35+0.41°
Grup IV (L-NAME+Polen) 44.44+1.03°
Grup V (L-NAME+CAPE) 51.12+1.14°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gésterilen rakamlar olmak {izere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)

degeri olarak ifade edilmektedir.

4.3 Dokularin Total RNA Diizeyleri

Sicanlardan alinan adrenal medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda total RNA

seviyeleri incelendi.

4.3.1 Adrenal medulla dokularinda total RNA diizeyleri

Adrenal medulla dokusunda siganlarin total RNA miktarlar1 kontrol grubunda
4.34+0.26 ug/uL, L-NAME grubunda 3.17+0.75 pg/ulL, L-NAME+Propolis grubunda
3.91+£0.53 pg/uL, L-NAME+Polen grubunda 4.07+0.17 ug/uL ve L-NAME+CAPE
grubunda 3.96+1.12 pg/uL olarak saptandi. L-NAME uygulamasi ile siganlarin total
RNA seviyelerinde kontrol grubuna gore azalma oldugu ve bu azalmanin istatistiksel
olarak onemli oldugu belirlendi (P<0.05). Propolis, polen ve CAPE uygulamasi ile
adrenal medulla dokusunda total RNA miktarlarinin arttigi ve bu artisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edildi (P<0.05). Kontrol grubu ile polen uygulanmis grup
karsilagtirildiginda bu 2 grup arasinda istatistiksel olarak bir fark goriilmedigi gozlendi

(P>0.05) (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Gruplarin adrenal medulla dokularinda total RNA diizeyleri

Gruplar Total RNA Miktar: (ug/uL)
Grup | (Kontrol) 4.34+0.26
Grup Il (L-NAME=HT) 3.17+0.75°
Grup I1 (L-NAME+Propolis) 3.91+0.53"
Grup IV (L-NAME+Polen) 4.07+0.17°
Grup V (L-NAME+CAPE) 3.96+1.12°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gésterilen rakamlar olmak {izere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)
degeri olarak ifade edilmektedir.

4.3.2 Hipotalamus dokularinda total RNA diizeyleri

Sicanlarin hipotalamus dokusundaki total RNA seviyeleri incelendiginde kontrol
grubunda 4.45+1.26 pg/uL, L-NAME grubunda 1.96+0.74 pg/uL, L-NAME+Propolis
grubunda 3.73£1.59 pg/uL, L-NAME+Polen grubunda 3.39+0.78 pg/uL ve L-
NAME+CAPE grubunda 2.98+1.56 pg/uL oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda L-NAME uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli bir diisiise yol
actigl gorilmistir (P<0.05). L-NAME grubuna gore propolis, polen ve CAPE
uygulanmig gruplar incelendiginde istatistiksel olarak onemli bir artis saptanmistir
(P<0.05). Propolis, CAPE ve polen uygulanmig gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
farklilik bulunmamaktadir (P>0.05) (Cizelge 4.7).
Cizelge 4.7. Gruplarin hipotalamus dokularinda total RNA diizeyleri

Gruplar Total RNA Miktar: (ng/pL)
Grup | (Kontrol) 4.45+1.26%
Grup Il (L-NAME=HT) 1.96+0.74°
Grup 11 (L-NAME+Propolis) 3.73+1.59°
Grup IV (L-NAME+Polen) 3.39+0.78°
Grup V (L-NAME+CAPE) 2.98+1.56°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar olmak tizere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)
degeri olarak ifade edilmektedir.
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4.3.3 Kalp dokularinda total RNA diizeyleri

Si¢anlarin kalp dokularindaki total RNA miktarlari kontrol grubunda 5.12+0.34 ug/ul,
L-NAME grubunda 2.57+0.75 ug/uL, L-NAME+Propolis grubunda 3.26+0.29 ug/uL,
L-NAME+Polen grubunda 4.36+0.13 ng/uL ve L-NAME+CAPE grubunda 3.24+1.31
ng/uL olarak belirlenmistir. NOS inhibitérii L-NAME uygulamasi yapilmis grupta
kontrol grubuna gore kalp dokusunda total RNA miktarinda azalma meydana gelmistir.
Bu azalma istatistiksel olarak onemlidir (P<0.05). L-NAME grubu ile propolis, polen ve
CAPE gruplarinin kalp dokusundaki total RNA miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmaktadir (P<0.05). Terapdotik ajanlarin uygulanmasi ile kalp
dokusunda total RNA miktarlarinda artis goriilmistiir. Propolis, polen ve CAPE
gruplar1 arasinda total RNA seviyelerinde istatistiksel olarak bir farklilik bulunmadig:

gorilmiistiir (P>0.05) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Gruplarin kalp dokularinda total RNA diizeyleri

Gruplar Total RNA Miktar1 (ng/pL)
Grup | (Kontrol) 5.12+0.34%
Grup Il (L-NAME=HT) 2.57+0.75°
Grup 11 (L-NAME+Propolis) 3.26+0.29°
Grup IV (L-NAME+Polen) 4.36+0.13"
Grup V (L-NAME+CAPE) 3.24+1.31°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gésterilen rakamlar olmak {izere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)
degeri olarak ifade edilmektedir.

4.4 Dokularin Total Protein Miktarlar:

Sicanlarin adrenal medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda total protein miktarlarinin

degisimi incelenmistir.
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4.4.1 Adrenal medulla dokularinda total protein miktarlari

NOS inhibisyonu ile hipertansiyon modeli olusturulan siganlarin adrenal medulla
dokularinda total protein miktarlar1 hesaplanmistir. Total protein miktarlar1 kontrol
grubunda 4.92+0.38 pg/uL, L-NAME grubunda 2.35+0.66 pg/uL, L-NAME+Propolis
grubunda 4.03+1.13 pg/uL, L-NAME+Polen grubunda 3.94+0.42 pg/uL ve L-
NAME+CAPE grubunda 4.17+0.37 ug/uL olarak hesaplanmistir. L-NAME uygulamasi
total protein miktarini kontrol grubuna gore diisiirmiistiir. Bu diisiis istatistiksel olarak
onemlidir (P<0.05). Tedavi edici ajanlarin kullanimi total protein miktarin1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirmistir (P<0.05). Propolis grubu,
CAPE grubu ve polen grubu karsilastirildiginda adrenal medulla dokularindaki total
protein miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmadigi goriilmistiir.

(P>0.05) (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Gruplarin adrenal medulla dokularinda total protein miktarlari

Gruplar Total Protein Miktar1 (ng/pL)
Grup | (Kontrol) 4.92+0.38°
Grup I (L-NAME=HT) 2.35+0.66°
Grup I1 (L-NAME+Propolis) 4.03+1.13"
Grup IV (L-NAME+Polen) 3.94+0.42°
Grup V (L-NAME+CAPE) 4.17+0.37°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar olmak {izere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)
degeri olarak ifade edilmektedir.

4.4.2 Hipotalamus dokularinda total protein miktarlari

Siganlarin  hipotalamus dokularindaki total protein miktarlarr, kontrol grubunda
2.69+0.68 png/uL, L-NAME grubunda 1.56+0.46 ug/uL, L-NAME+Propolis grubunda
3.67£1.19 pg/uL, L-NAME+Polen grubunda 2.69+0.68 ug/uL ve L-NAME+CAPE
grubunda 2.38+0.72 pg/uL olarak belirlenmistir. Kontrol grubu L-NAME grubu ile
karsilagtirildiginda L-NAME grubunda total protein miktart kontrol grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (P<0.05). Propolis, polen ve CAPE gibi
ajanlarin kullanimi L-NAME grubuna gore total protein miktarini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artirmistir (P<0.05). Kontrol grubu ve L-NAME+Propolis grubu
arasinda total protein miktar1 agisindan istatistiksel olarak bir fark bulunmamaktadir
(P>0.05). L-NAME+Polen ve L-NAME+CAPE grubu arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir farklilik gézlenmemistir (P>0.05) (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Gruplarin hipotalamus dokularinda total protein miktarlari

Gruplar Total Protein Miktar1 (ng/pL)
Grup | (Kontrol) 3.72+0.29°
Grup Il (L-NAME=HT) 1.56+0.46°
Grup 1 (L-NAME+Propolis) 3.67+1.19°
Grup IV (L-NAME+Polen) 2.69+0.68"
Grup V (L-NAME+CAPE) 2.38+0.72°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gésterilen rakamlar olmak {izere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)
degeri olarak ifade edilmektedir.

4.4.3 Kalp dokularinda total protein miktarlar:

Siganlarin kalp dokularinda total protein miktarlari incelenmistir. Kontrol grubunda
total protein miktar1 5.47+0.76 pg/ul, L-NAME grubunda 1.29+0.52 pg/uL, L-
NAME+Propolis grubunda 4.38+0.41 pg/uL, L-NAME+Polen grubunda 4.08+1.43
ug/uL ve L-NAME+CAPE grubunda 3.97£1.19 ug/uL olarak bulunmustur. L-NAME
uygulamasinin total protein miktarini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalttig1 goriilmiistiir (P<0.05). Tedavi edici ajanlarin kullanimi total protein
miktarint L-NAME grubuna gore istatistiksel olarak onemli bir sekilde artirmistir
(P<0.05). Propolis, polen ve CAPE gibi ajanlarin uygulandigi gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamistir (P>0.05) (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Gruplarin kalp dokularinda total protein miktarlari

Gruplar Total Protein Miktar1 (ug/pL)
Grup | (Kontrol) 5.47+0.76%
Grup Il (L-NAME=HT) 1.29+0.52°
Grup 111 (L-NAME+Propolis) 4.38+0.41°
Grup IV (L-NAME+Polen) 4.08+1.43
Grup V (L-NAME+CAPE) 3.97+1.19°

a, b ve ¢ her satirda farkli harflerle gosterilen rakamlar olmak tizere istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart sapma (n=7)
degeri olarak ifade edilmektedir.
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BOLUM V

TARTISMA

Bu calismada sicanlara kronik olarak L-NAME uygulamasi ile NOS inhibisyonu aracili
deneysel hipertansiyon modeli olusturulmustur. Hipertansiyon modeli olusturulmus
siganlar, son zamanlarda git gide 6nem kazanan ar1 {irinlerinden olan propolis, polen ve
propolisin biyoaktif bir bileseni olan CAPE ile tedavi edilmistir. Kronik olarak L-
NAME uygulamasinin yapilmast NO sentezini inhibe ederek hipertansiyona yol
acmaktadir. L-NAME NOS aktivitesini engelleyerek NO sentezini inhibe etmektedir.
Vaskiiler endotelin temel gorevi trombosit adezyonu ve agregasyonunu kontrol ederek
damar icerisinde kan akisini diizenlemektir. Bu diizenlemeyi saglamak i¢in salgilanan
maddelerden biri de NO’dur (Giiray vd., 1997). Giiniimiizde yapilan birgok arastirma
NO sentezini saglayan NOS enziminin inhibe edilmesi sonucunda hipertansiyon
gelistigini bildirmektedir (Talas vd., 2014; Akinyemi vd., 2015). Bizim ¢alismamizda
giinliik olarak 40 mg/kg/giin dozunda L-NAME uygulamas1 kan basincinda istatistiksel

olarak dnemli bir artisa sebep olmustur.

Oktar vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada NOS inhibitorleri deney hayvanlarina sabit
ve kademeli olarak artan dozlarda uygulanmistir. Bu gruplarin her ikisinde de deney
hayvanlarinin kan basin¢lari doza ve zamana bagl olarak artis gostermistir. Ancak bu
calismada kan basinci artmasina ragmen kalp atim hizlar1 arasinda farklilik oldugu
goriilmiistiir. NOS inhibitoriiniin kademeli olarak artirilmasi sonucunda kan basinci
yiikselmesine karsin kalp atim hizi diismemistir. NOS inhibitoriiniin sabit dozda
uygulanmas1 sonucunda kan basinct artarken kalp attim hizi her zaman diigme
gostermistir (Oktar vd., 2007). Bizim c¢alismamizda sabit dozda NOS inhibitorii

uygulamasi yapilmistir.

Bir ¢aligmada 2 aylik Mill Hill hibrit sicanlara L-NAME kronik olarak uygulanmistir.
Bu uygulama miyokardiyal fibrozisle belirti gosteren sag ventrikiil hipertrofisine sebep
olmustur. L-NAME’in kronik olarak uygulanmasi kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya

¢itkmasinda 6nemli bir belirti olan NO seviyesindeki azalmayla sonug¢lanmistir (Hmaid
vd., 2016).
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Aladag vd. nin yaptig1 bir arastirmada endotelyal NOS tarafindan sentezlenen NO’nun
kalp, karaciger, beyin gibi organlarin dolasimini diizenleyen bir molekiil oldugu
bildirilmistir. eNOS eksiliginin bu sistemleri etkiledigi ve bu eksiligin kardiyovaskiiler
bir hastalik olan hipertansiyona yol agtig1 belirtilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda
hem NOS blokaji ile olusturulmus modellerde hem de eNOS’un inaktive edildigi
modellerde hipertansiyon gelistigini rapor edilmistir (Aladag vd., 2000).

Wistar cinsi erkek siganlarla bir ¢alisma yapan Leo vd. siganlar1 2 gruba ayirmistir.
Kontrol grubuna hicbir uygulama yapilmamis, deney grubuna ise 42 giin boyunca i¢gme
suyuna 50 mg/kg/giin dozunda L-NAME uygulamasi yapilmistir. L-NAME uygulamasi
ile deney grubunun aort ve Kkarotis arterlerinde bazal nitrit seviyelerinde artis
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda L-NAME uygulamasi ile eNOS’un inhibe edilmesinin
vaskiiler hasara sebep oldugun bildirilmistir (Leo vd., 2015).

L-NAME uygulamasi ile olusturulan hipertansiyonun tedavisinde birgok ajan
kullanilmaktadir. Bizim ¢alismamizda tedavi edici ajan olarak propolis, polen ve CAPE

kullanilmistir.

Sadek vd. Spraque-Dawley tiirii erkek siganlara 8 hafta siiresince giinliik olarak 50
mg/kg/giin dozunda L-NAME uygulamasi yapmis ve L-NAME uygulanan gruplar
aliskeren, telmisartan ve tarsemid gibi ilaglarla tedavi edilmistir. Bu ajanlarin
kullanilmasi kan basincini diisiirmiistiir. Ayn1 zamanda L-NAME uygulamas1 kalp atim
hizin1 azaltmis, tedavi edici ajanlarin kullanilmasi ise kalp atim hizin1 normal seviyeye
yaklagtirmigtir (Sadek vd., 2015).

Kumar vd. albino Wistar siganlarda L-NAME uygulamasi ile hipertansif model
olusturmus ve hipertansif siganlar1 vanilik asit uygulamasi ile tedavi etmeyi denemistir.
Hipertansif siganlarda arteriyal kan basinci, kalp atim hizi, kardiyak marker enzimleri
ve organ agirhginda artis gozlenmistir. Ayn1 zamanda hipertansif siganlarin sol
ventrikiil fonksiyonlarinda bozulma ve aortik eNOS ifadesinde azalma gozlenmistir.
Vanilik asit uygulamasi kan basinci, sol ventrikiil fonksiyonlar1 ve kardiyak marker
enzimlerinde 1iyilestirici etki gOstermistir. Ayrica vanilik asitin eNOS salmimini

diizenledigi gortilmistiir ( Kumar vd., 2014).
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Zencefil ve zerdegal rizomlar1 yillardir geleneksel tipta kullanilmaktadir. Yapilan bir
calismada L-NAME uygulamasi ile siganlarda hipertansif model olusturulmustur.
Hipertansif siganlar zencefil ve zerdecal rizomlar1 ile tedavi edilmistir. Hipertansif
grupta anjiyotensin | konverting enzim ve arjinaz enzim aktiviteleri incelenmis ve bu
enzimlerin miktarinda kontrol grubuna gore anlamli bir artig goriilmiistiir. Tedavi edici
ajanlarin  uygulanmasi ile anjiyotensin I konverting enzim ve arjinaz enzim

aktivitelerinde diisiis gortilmustir (Akinyemi vd., 2015).

Nguelefack vd. L-NAME ile hipertansiyon uyarilmig siganlara Solanum torvum
meyvelerinden hazirlanan ekstrakt uygulamasi yapmistir. L-NAME ile hipertansiyon
olusturulmus siganlar 200 mg/kg/giin dozda Solanum torvum ile tedavi edilmistir.
Deney baslangicinda siganlarin idrar hacmi ve idrarlarinda bulunan sodyum-potasyum
miktarlart 6l¢iilmistiir. Deney sonucunda tedavi edilmis siganlarin aort damarlarinin
noradrenalin ve karbakol hassasiyetleri Olglilmiistiir. Solanum torvum ekstrakti
uygulamasi normotansif sicanlarda noradrenalin hassasiyetini artirmig, hipertansif
sicanlarda ise azaltmistir. Solanum torvum uygulamasi ile hipertansif siganlarda idrar
hacmi ve sodyum salinimi artmistir. Vaskiiler reaktivite testlerine gore Solanum torvum
uygulamasit L-NAME ile indiiklenmis si¢anlarda karbakol hassasiyeti ile iliskilidir
(Nguelefack vd., 2009).

Renin anjiyotensin aldosteron sistem; hipertansiyon, kalp krizi, felg ve bobrek
hastaliklar1 gibi hastaliklarin tedavisinde oncelikli olarak kullanilmaktadir. Bhullar vd.
antihipertansif olarak kullanilan ilaglar yerine alternatif bir tedavi ajan1 kullanmiglardir.
Tedavi edici ajan olarak kafeik asit ve kafeik asit tlirevlerini kullanmiglardir. Kafeik
asitin bilesenlerinden olan X=0, R=CH,CH(Ph),’nin antihipertansif etki gosterdigi in
vitro yontemlerle test edilmistir (Bhullar vd., 2014).

DOPA, dopamin, epinefrin ve norepinefrin tirozin aminoasitinden tiirevlenen ve
katekolaminler olarak bilinen molekiillerdir. Katekolaminler stres hormonlar1 olarak da
adlandirilabilir. Cesitli stres durumlar1 bu hormonlarin salgilanmasini uyarabilir. Tirozin
hidroksilaz enzimi bu hormonlarin sentezlenmesinde anahtar rol oynayan bir enzimdir.
Ciinkii bu enzim, bu reaksiyon zincirinin baslangicinda tirozin aminoasitini DOPA’ya
geviren enzimdir. (Hanna, 1965) L-NAME ile olusturulmus hipertansiyon modeli
organizmada strese sebep olmaktadir. Bu yiizden L-NAME uygulamasi katekolamin
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biyosentezini ve dolayisiyla tirozin hidroksilaz enziminin aktivitesini artiran bir
uygulamadir. Yaptigimiz ¢alismada si¢anlarin adrenal medulla, hipotalamus ve kalp
dokularinda TH enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. L-NAME uygulamasi adrenal medulla,
hipotalamus ve kalp dokularinda TH enzim aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artirmigtir (P<0.05). Tedavi edici ajanlarin uygulanmasi bu dokularda TH
aktivitesinde azalis gézlenmistir (P<0.05).

Xu vd. ise kisa ve uzun siireli stresin TH aktivitesi tizerine etkisini incelemistir. Uzun
stireli stres adrenal medulladan TH proteininin salgilanmasini uyarir ve sonucgta TH
aktivitesi artar. Bu ¢aligmada siganlar uzun ve kisa siireli olarak soguk stresi, hareketsiz
birakma gibi streslere maruz birakilmistir. Yapilan deneyler gosteriyor ki uzun siireli
streste oldugu gibi kisa siireli streste de TH mRNA aktivitesi indiiklenmektedir ve TH
aktivitesi artmaktadir ( Xu vd., 2007).

Maura vd. spontan hipertansif sicanlar ve Wistar-Kyoto cinsi si¢anlarin adrenal
bezlerinde yasa bagli olarak katekolamin seviyelerini ve TH enzim aktivitelerini
arastirmiglardir. Bu ¢alismada 5, 12 ve 22 haftalik sicanlar kullanilmustir. 5 haftalik
spontan hipertansif siganlarla Wistar-Kyoto cinsi si¢anlarin sistolik, diyastolik kan
basinglar1 ve kalp atim hizlar1 arasinda bir fark bulunmamustir. 12 ve 22 haftalik Wistar-
Kyoto siganlarla spontan hipertansif sicanlar karsilastirildiginda spontan hipertansif
siganlarin sistolik, diyastolik kan basinglarinda artis gézlemlemislerdir. Bu siganlarin
adrenal bezlerindeki katekolamin igerikleri incelenmis, norepinefrin ve epinefrin
seviyeleri tiim yaslardaki spontan hipertansif sicanlarda azalma gostermistir. Ayni
sekilde spontan hipertansif sicanlarin TH aktivitelerinin de diisiik oldugu goriilmustiir.
Bu azalistan son iriin birikmesi ve uzun vadeli feedback inhibisyonunun sorumlu

olabilecegini bildirmislerdir (Moura vd., 2005).

Talas vd. siganlarda strese sebep olan 7, 12 dimetilbenzantrasin (DMBA) uygulamasi
yapilmis siganlar gii¢lii bir antioksidan ajan olan organoselenyum bilesenleri ile tedavi
etmis ve gruplar arasindaki TH enzim aktivitesinin degisimini incelemistir. Bu
calismada DMBA uygulamasi adrenal medulla dokusunda TH enzim aktivitesini
artirmigtir. Ancak organoselenyum bilesenlerinin uygulanmasi ile TH aktivitesi, sadece

DMBA uygulamasi yapilan gruba gore azalis gostermistir (Talas vd., 2012).
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Gogebakan vd. dogal bir ar1 iiriinii olan propolisin, L-NAME ile hipertansif model
olusturulmus sicanlarin TH aktivitesine olan etkisini incelemislerdir. L-NAME
uygulamasit adrenal medulla, kalp ve hipotalamus dokularinda TH aktivitesini
artirmistir. Tedavi edici ajan olarak propolisin uygulanmasi ise TH aktivitesini azaltici

etki gostermistir (Gogebakan vd., 2012).

Bizim yapmis oldugumuz calismada siganlarin adrenal medulla, hipotalamus ve kalp
dokularinda L-NAME uygulamasi ile TH aktivitesinde artis gézlenmistir. Tedavi edici
ajanlarin uygulamasi ise TH aktivitesini L-NAME grubuna gore diisiirmiistiir. Adrenal
medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda L-NAME uygulamas: ile total RNA miktar1
kontrol grubuna gore azalis gostermistir. Propolis, polen ve CAPE uygulamasi ile total
RNA miktar1 kontrol gubu degerlerine yaklagsmistir. Ayn1 zamanda adrenal medulla,
hipotalamus ve kalp dokularinda total protein miktarlari hesaplanmis olup L-NAME
uygulamasi ile dokularin total protein miktarlarinda azalis gozlenmistir. Propolis, polen

ve CAPE uygulamasi ile dokularin total protein miktarlarinda artis gozlenmistir.

Talas vd. bir ¢alismada, DMBA ile stres yaratilmis ve daha sonra organoselenyum
bilesenleri ile tedavi edilmis sicanlarin kalp dokusunda total RNA miktarlarini
incelemislerdir. Stres ajaninin uygulanmas: ile kalp dokusundaki total RNA miktarinda
azalis gozlenmistir. Tedavi edici olarak organoselenyum bilesenlerinin uygulanmasi ile
de sicanlarin kalp dokusunda total RNA seviyelerinde DMBA grubuna gore artis

gbzlenmis ve degerler kontrol grubu degerlerine yaklasmistir (Talas vd., 2010).

Bu c¢alismada L-NAME uygulamasi ile hipertansif sigan modeli olusturulmus olup
hipertansif siganlar propolis, polen ve CAPE ile tedavi edilmistir. Kronik L-NAME
uygulamasi ile gruplarin kan basincinda artis gézlenmistir. Propolis; arilarin kovani inga
etmek, kovan bakimini yapma ve patojen mikroorganizmalara karsi kovani koruma
amagcl tirettigi bir ar1 tiriiniidiir (Bankova, 2005; Patel vd., 2015). Son zamanlarda dogal
tirtinlere kars1 olan ilginin artmasi ile dogal bir ar1 iiriinii olan propolise kars1 olan ilgi de
artmistir. Propolisin birgok biyolojik aktivitesi tizerine ¢alismalar yapilmistir (Bankova,
2005; Denli vd., 2005; Gogebakan vd., 2012; Talas, 2014; Patel vd., 2015).
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Nedji vd. propolisin antimikrobiyal etkisini belirlemek amaciyla bir ¢aligma yapmis ve
propolisin 6zellikle gram pozitif bakterilere karsi giiglii bir antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugunu tespit etmislerdir (Nedji ve Loucif-Ayad, 2014).

Yapilan bir bagka arastirmada insanda uyku hastaligi olarak bilinen hastaliga sebep olan
Trypanasoma brucei brucei parazitine karsi propolisin etkisi aragtirtlmistir. Sonug
olarak propolisin igerisinde bulunan bazi maddelerin Trypanasoma brucei brucei’nin

etkisini hafiflettigi gortilmisttir (Almutairi vd., 2014).

Kumazawa vd. ise farkli cografik bdolgelerden topladiklart propolis 6rneklerinden
propolisin icerisinde bulunan biyolojik olarak aktif bilesenleri izole etmisler ve
antioksidan kapasite belirleme metodlarindan olan B-Karoten bleaching metodu ve 1,1-
difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) metodu ile farkli alanlardan toplanan propolisin
antioksidan kapasitesini 6l¢miislerdir. Bunun sonucunda Arjantin, Avustralya, Cin,
Macaristan ve Yeni Zelanda’dan topladiklar1 propolislerin ¢ok giiclii antioksidan etkiye
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu antioksidan etkiden ise propolisin antioksidatif
bilesenleri olan kaempferol ve fenetil kafeatin sorumlu oldugunu rapor etmislerdir

(Kumazawa vd., 2004).

Abdul-Hamid vd. bir bocek 6ldiiriicii olan sipermetrinin ratlarin karacigerine yapmis
oldugu toksik etkiyi arastirmayr amacglamislardir. Ayni zamanda propolis ve
kurkumunin hepatoprotektif etkisini arastirmislardir. Yapilan arastirmada sipermetrin
uygulamasinin ALT, AST, ALP gibi karaciger enzimlerini artirdigin1 belirlemislerdir.
Ayn1 zamanda sipermetrin uygulamast MDA seviyesini artirmig, SOD ve GPy
seviyelerinde belirgin bir azalisa yol agmistir. Propolis ve kurkumin uygulamasi ise
hasar gormiis karaciger dokusunu ve sipermetrinin yaratmis oldugu hasari iyilestici etki
gostermistir. Propolis ve kurkuminin tedavi edici etkileri karsilastirildiginda propolisin

daha giiclii bir tedavi edici ajan oldugunu tespit etmislerdir (Abdul-Hamid vd., 2017).

Ebeid vd. kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan iyonlastirici radyasyonun saglikli
olan hiicrelere verdigi zarar1 azaltmak i¢in propolisi kullanmiglardir. Radyoterapi géren
meme kanseri disilere propolis uygulamasi yapilmis ve sonug olarak propolisin
radyoterapiden kaynaklanan DNA hasarin1 6nemli oranda azalttigini bildirmislerdir
(Ebeid vd., 2016).
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Bizim calismamizda propolisin; kronik hipertansif olan siganlarin kan basinglari, TH
aktiviteleri, total RNA miktarlar1 ve total protein miktarlar1 {izerine etkileri
incelenmistir. L-NAME ile kan basinglar1 yiikselen siganlara propolis uygulanmasi kan
basincini sadece L-NAME uygulanan gruba gore diisiirmiistiir. L-NAME uygulamasi ile
adrenal medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda TH aktivitesi artan si¢anlarin,
propolis uygulamasi ile de TH aktivitelerinde azalis oldugu goriilmiistiir. L-NAME
uygulamasi ile si¢anlarin bu dokularinda total RNA ve total protein seviyelerinde azalis
goriliirken, propolis uygulamasi ile total RNA ve total protein seviyelerinde artis

gozlenmistir.

Talas bir calismasinda L-NAME ile hipertansiyon uyarilmis si¢anlarin testis
dokularinda propolisin katalaz, MDA ve NO seviyesi lizerine etkisini arastirmistir. Bu
arastirma sonucunda propolisin L-NAME’in yarattig1 oksidatif strese kars1 koruyucu

etki gosterdigini ve propolisin oksidatif stresi azalttigini bildirmistir (Talas, 2014).

Arilarin 6nemli bir besin kaynagi olan polen, yapisinda bulunan biyolojik olarak aktif
bilesenler ile antioksidan, antiinflamatuar, antialerjen, antiiilser, antikarsinojenik,
antimikrobiyal, antiaterosklerotik, hepatoprotektif, sedatif ozellikler gibi birgcok
biyolojik 6zellige sahiptir (Ketkar vd., 2015; Zhou vd., 2015).

Omar vd. ar1 poleninin antioksidan ve antiproliferatif etkisini belirlemek ve
kemoterapotik bir ilag olan cisplatin ve polenin kanserli hiicrelerdeki sinerjistik etkisini
aragtirmistir.  Yaptiklar1 arastirma, ar1 poleninin potansiyel bir kemopreventif ajan
oldugunu ve kemoterapi ilaglarina destek olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur

(Omar vd., 2016).

Karatags ve Serbetci, insanda ve bir¢ok hayvanda biliyilkk Oneme sahip olan
katekolaminlerden olan epinefrin ve norepinefrinin ar1 poleninde de bulundugunu
bildirmistir. Ticari amagla satilan ar1 polenleri alinarak High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) ile bu ar1 polenlerinin igerdigi epinefrin ve norepinefrin
seviyelerini belirlenmistir. Bu polenler arasinda igerdikleri epinefrin ve norepinefrin
seviyeleri bakimindan farklilik oldugunu tespit etmigler ve bu farklilifin bitki cesidi,
bitkinin bulundugu ortam, polenin toplanmasi ve paketlenmesi gibi faktorlerden

kaynaklandigini bildirmislerdir (Karatas ve Serbetci, 2008).
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Capcarova vd. yetiskin Wistar tiirii siganlarin besinlerine gida takviyesi olarak farkli
dozlarda polen eklemislerdir. Kontrol grubuna polen takviyesi yapilmamis, bir gruba
giinlik 300 mg/kg/giin, bir diger gruba ise 500 mg/kg/giin dozda polen takviyesi
yapilmistir. Sicanlardan alinan Ornekler neticesinde, total antioksidan seviyesi,
stiperoksit dismutaz seviyesi, alblimin, biluribin ve demir miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Sonug
olarak 500 mg/kg/giin dozda polen takviyesi yapilan grupta total antioksidan seviye ve
alblimin seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis kaydedilmistir. Yapilan ¢calisma
neticesinde insan ve hayvanlarin besinlerine takviye olarak ar1 poleni kullanilmasinin
organizma acisindan Onemli bir antioksidan kaynagi olusturacagini belirtmislerdir

(Capcarova vd., 2013).

Bizim c¢alismamizda NOS inhibitérii L-NAME ile hipertansif model olusturulan
sicanlara terapdtik ajan olarak ar1 poleni uygulamasi yapilmistir. L-NAME ile kan
basinglar1 yiikselen siganlara polen takviyesinin yapilmast kan basincini diistirmiistiir.
Ayrica siganlarin adrenal medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda TH aktiviteleri,
total RNA ve total protein seviyeleri Olgiilmiistiir. Sicanlarin adrenal medulla,
hipotalamus ve kalp dokularinda L-NAME uygulamasi ile yiikselen TH aktivitesi polen
uygulamasi ile azalis gdstermistir ve polen uygulamasi ile kontrol grubu degerlerine
yaklagmistir. Siganlarin adrenal medulla, hipotalamus ve kalp dokularinda total RNA ve
total protein degerleri L-NAME uygulamasi ile azalmistir. Polen takviyesinin yapilmasi

ile total RNA ve total protein miktarlari artis gdstermistir.

CAPE, bal arilan tarafindan iretilen propolisin aktif bilesenlerinden biridir. CAPE,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, karsinostatik, immiinomodiilatér, antiproliferatif ve

antioksidan 6zelliklere sahiptir (Park vd., 2004; Koksel vd., 2006; Coban vd., 2010).

Akyol vd. bal aris1 propolisinin etken maddesi olan CAPE’nin ve anestezik bir madde
olan propofolun arka bacak iskemi reperfiizyonu ile olusturulmus akciger hasarini
Oonlemede bir etkisi olup olmadigini arastirmistir. Deney sonucunda CAPE ve
propofolun MDA iiretimi ve nétrofil infiltrasyonunu onemli oranda engelledigini
bildirmislerdir (Akyol vd., 2006).

Park vd. ise CAPE’nin immiinomodiilator etkisinin olup olmadigini arastirmis ve CAPE
ile tedavi edilen farelerde timiis ve dalak selliilaritesinde énemli bir azalis oldugunu

belirlemislerdir (Park vd., 2004).
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Aladag vd. deneysel olarak subaraknoid kanama ile meydana gelen serebral vazospazm
tizerine CAPE’nin etkisini arastirmiglardir. Yaptiklart ¢alisma gosteriyor ki CAPE
baziler arter vazokontriiksiyonunu hafifletici etki géstermektedir (Aladag vd., 2006).

Bir bagka arastirmada ise Wu vd. CAPE ve CAPE’yle iligkili bilesenlerden olan kafeik
asit, ferulik asit ve etil ferulatin antioksidan kapasitesini c¢esitli yontemler ile
karsilagtirmislardir. Deney sonuglart hem radikal siiplirme hem de lipit
peroksidasyonunu inhibe etme konusunda CAPE’nin diger bilesenlere gore ¢ok giiclii

bir antioksidan oldugunu ortaya koymustur (Wu vd., 2007).

Bizim ¢alismamizda L-NAME ile uyarilmis hipertansif sicanlar propolisin etken
maddesi olan CAPE ile tedavi edilmistir. L-NAME grubu ile kan basinci degerleri
karsilagtirildiginda CAPE takviyesinin kan basincini diistirdiigti goriilmektedir. Adrenal
medulla, kalp dokularinda TH aktivitesi L-NAME grubuna goére diisiis gostermistir.
Ancak hipotalamus dokusunda L-NAME grubu ile CAPE grubu arasinda TH aktivitesi
bakimindan istatistiksel bir farklilik bulunmamaktadir. Si¢anlarin adrenal medulla,
hipotalamus ve kalp dokularinda total RNA ve total protein miktarlar1 L-NAME
grubunda kontrol grubuna gore azalig gostermistir. Sicanlara CAPE uygulamasi ile

dokularindaki total RNA ve total protein miktarlar1 yiikselmistir.

Sonug¢ olarak L-NAME gibi arjinin analoglarinin kullanilmas:t damar dilatasyonunda
bliylik 6neme sahip NO’nun iiretimini inhibe etmektedir. NO {iretiminin azalmasi ise
vazokonstrilksiyona ve dolayisiyla hipertansiyona sebep olmaktadir. Bizim
calismamizda kronik olarak L-NAME uygulamasi ile kan basincinda artis goriilmiistiir.
Kan basincinda goriilen bu artis siganlarda strese yol agmaktadir. Stres sirasinda ise
katekolaminler salgilanmaktadir. Katekolamin salgilanmasi stresin en Onemli
belirtilerinden birisidir. Katekolamin salgilanmasi sirasinda ilk basamak olan tirozin
aminoasitinin DOPA’ya doniislimiinii saglayan enzim olan TH olusan stresi belirleme
konusunda biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu ¢alismada L-NAME uygulamas: ile siganlarin
adrenal medulla, hipotalamus ve kalp dokularinin TH aktivitesinde kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak dnemli artiglar gozlendi.

Sicanlarin adrenal medulla dokular1 incelendiginde, L-NAME ile stres olusmus olan

grupta TH aktivitesinde artis goriilmektedir. Sicanlara propolis, polen ve CAPE
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takviyesinin yapilmasi ile TH aktivitesinde azalig goriilmektedir. Bu durum propolis,
polen ve CAPE’nin stresi azaltici etkide bulundugunu gostermektedir. Adrenal medulla
dokusunda incelenen total RNA sonuglarina bakildiginda, L-NAME uygulamasi ile
total RNA miktarmin azaldig1 goriilmektedir. Propolis ve CAPE uygulamas ile total
RNA miktarlart artmistir ve propolis ve CAPE arasinda bu artis agisindan istatistiksel
olarak bir fark goriilmemistir. Polen uygulamasi ile total RNA miktarinda artig
goriilmiis ve bu artis kontrol grubu degerleri ile istatistiksel olarak aynidir. Adrenal
medulla dokusundaki total protein sonuglarma gére L-NAME uygulamasi total protein
miktarint azaltmistir. Propolis, polen ve CAPE uygulamasi ile de total protein miktarlar

artmistir.

Hipotalamus dokusunda ise L-NAME uygulamasi ile TH aktivitesinde artis
goriilmektedir. L-NAME uygulamas1 hipotalamus dokusunda stres olusturmustur bu
sebeple TH aktivitesinde artis goriilmistiir. Siganlara dogal ar1 iriinlerinden olan
propolis ve polenin uygulanmasi ile de TH aktivitesi azalmistir. Bu {iriinler hipotalamus
dokusundaki stresi azaltmistir. Propolisin biyolojik olarak aktif bilesenlerinden olan
CAPE uygulamasi ile hipotalamus dokusundaki TH aktivitesinde L-NAME grubu
arasinda istatistiksel bir fark bulunmamaktadir. Hipotalamus dokusundaki total RNA
miktarlart L-NAME uygulamasi sonucu azalmistir. Propolis, polen ve CAPE
uygulamasi ile de total RNA miktarlarinda artis goriilmektedir. Hipotalamus dokusunda
total protein miktarlar1 ise L-NAME uygulamas: ile diisiis gostermektedir. Propolis
uygulamasi ile artan total protein miktar1 kontrol grubu degerleri ile istatistiksel olarak
aynidir. Polen ve CAPE uygulamasi ile de total protein miktar1 artmis ve polen ve

CAPE arasinda bu artis acisindan istatistiksel bir farklilik gériilmemektedir.

L-NAME uygulamasi ile kalp dokusunun TH aktivitesinde 6nemli artislar kaydedildi.
Tedavi edici ajan olarak propolis ve polen uygulamasi ile kalp dokusunun TH aktivitesi
azalmistir ve bu degerlerle kontrol grubu degerleri arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir. CAPE uygulamasi ise siganlarin kalp dokusunun TH aktivitesini
azaltict etki gostermistir. Kalp dokusunun L-NAME uygulamasi ile total RNA degerleri
azalmistir. Propolis, polen ve CAPE uygulamasi ile kalp dokusunun total RNA
miktarinda artis gézlenmigtir. NOS inhibitorii L-NAME uygulamas: ile siganlarin kalp
dokusunda total protein miktarlarinda azalig goriilirken, propolis, polen ve CAPE

uygulamasi ile total protein miktarlarinda artis goriilmektedir.
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Tim veriler birlikte degerlendirildiginde, L-NAME sicanlarda kronik olarak
hipertansiyona sebep olmaktadir. Hipertansiyon siganlarda stres olusumuna yol agtigi
icin dokularin TH aktivitelerinde de artisa neden olmaktadir. Dogal ar1 iiriinlerinden
olan propolis, polen ve propolisin aktif bileseni CAPE’nin tedavi edici olarak
kullanilmast sonucunda kan basinct degerleri normal degerlere yaklagsmaktadir ve stres
hormonlarint {ireten enzim olarak bilinen TH’nin aktivitesi azalmaktadir. Bu ajanlarin
kullanilmasi, L-NAME’in olusturdugu olumsuz etkiyi azaltmaktadir. Bu ¢alisma dogal
trtinlerin  hipertansiyon tedavisinde etkili olabilecegini ve farkli dogal iirlinlerin
kullanilmast sonucunda ¢agimizin O6nemli bir saglik problemi olan hipertansiyonu

onlemede yol kat edilebilecegini gostermektedir.
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