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OZET

SOGAN VE PROPOLIS EKSTRAKTININ MCF-7 KANSER HUCRELERI
VE MIKROORGANIZMALAR UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Balkis, Burcu
Yiiksek Lisans, Molekiiler Biyoloji Boliimii
Tez Danismani: Prof. Dr. Muhsin KONUK
Eyliil 2017

Bu c¢aligmada c¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan sogan ve propolis
orneklerinin Mcf-7 meme kanseri hiicresine canliliginin etkisi ve 5 farkli bakteride
antimikrobiyal 6zelligi incelenmistir. Hiicre hatt1 canlilig1 i¢cin MTT testi kullanilmis ve
sogan, propolis i¢in metanollii ve etanollii ekstraklarda calisilmistir. Antimikrobiyal
deneyler i¢in metanol, metanol LB, etanol ektsraktlariyla calisilmistir. Hiicre canliligt
ve antimikrobiyal c¢alisma grubu iginde sivi mikrodiliisyon teknigi tercih edilmistir.
Soganin ve propolisin alkol ¢oziiciileri kontrol grubu olarak tercih edilmistir. En iyi
sonuglara metanollii ekstraktlar sayesinde ulasilmistir. 0.2, 0.1 propolis metanollii
ekstraklarinda en yogun konsantrasyonlarda hiicre canliliinda azalma goriiliirken 0.05
mg/ml olan konsantrasyonunda biitiin dozlarinda hiicre canliliginda net bir azalma
goriilmiistiir. Soganin metanollii ekstrakti i¢in 0.01 ve 0.002 mg/ml’nin biitiin Etanollii
yapilan ekstraktlarda hiicre canliliginda azalma vardir. Kontrol grubuna gore yaklasik
bu oran %20’dir. Antimikrobiyal deneylerde Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesinden klinik olarak izole edilen Escherichia coli, Lactobacillus sp.,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Kliebsiella pneumoniae tercih
edilmistir. Metanollii, metanol LB, etanollii olarak elde edilen sogan ve propolis

ekstraklarinin higbir konsantrasyonunda etki gostermemistir.

Anahtar kelimeler: Propolis, Sogan, Mcf-7 hiicre hatti, Antimikrobiyal, MTT



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ONION AND PROPOLIS EXTRACTS ON
MCF-7 CANCER CELLS AND THEIR ANTIMICROBIAL EFFECTS

Balkis, Burcu
M. Sc., Department of Moleculer Biology
Supervisor: Prof. Dr. Muhsin KONUK
Eyliil 2017

In this study, the effect of onion and propolis samples prepared at various
concentrations on the viability of Mcf-7 breast cancer cells and the antimicrobial
properties on 5 different bacteria were investigated. The MTT assay was used for cell
line viability and the onion was run on methanol and ethanol extracts for propolis.
Methanol, methanol LB, ethanol extracts were used for antimicrobial assays. Liquid
microdilution technique was preferred in both study groups. Onion and propolis alcohol
solvents are preferred as the control group. The best results were achieved with
methanol extracts. In the methanolic extracts of 0.2, 0.1 propolis a decrease in cell
viability was observed at the most intense concentrations whereas at a concentration of
0.05 mg / ml there was a clear decrease in cell viability at all doses. A decrease in cell
viability was observed for all concentrations of 0.01 and 0.002 mg / ml were observed
for the onion's methanol extract. In ethanolic extracts there is a reduction in cell
viability at all doses. This rate was about 20% when compared to the control group. The
bacteria used in antimicrobial experiments, Escherichia coli, Lactobacillus sp.,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Kliebsiella pneumoniae, were
obtained from the Cerrahpasa Medical Faculty of Istanbul University. Methanol,
methanol LB, and ethanol extracts did not show any inhibition at any concentrations

examined.

Key words: Propolis, Onion, Mcf-7 Cell Line, Antimicrobial, MTT

Vi



Onsoz

Tezimin olusturulmasinda ve devamliliginda ¢ok degerli bilgilerini benden
hicbir zaman esirgemeyen 6grencisi olarak beni kabul etmesinin gururunu ve onurunu
bana yasatan Ogrencilik hayatim boyunca hem en ¢ok sevdigim hem de en kiymetli
hocam Prof. Dr. Muhsin KONUK hocama ve degerli bilgilerini benimle paylasan
lizerimden emegini ve sabrini asla esirgemeyen giilerylizli her zorlugun altindan

basariyla kalkan Yard. Dog. Dr. Kaan YILANCIOGLU na sonsuz tesekkiir ederim.

Laboratuar ¢aligmalarim boyunca yanimda olup bana destek olan yardimlarini
esirgemeyen sevgili hocam Ar. Gor. Seda KUSOGLU’na cok tesekkiir ederim.
Destegini ve yardimlarmi eksik etmeyen Sedat BALCIOGLU’na ayrica tesekkiir

ederim.

Tek tek adlarin1 yazmak ¢ok istedigim hem laboratuar ¢alisani arkadaglarim hem
de lniversitemizin lisans bolimil 6grencilerinin ilizerimdeki mental destekleri icin

ayrica c¢ok tesekkiir ederim.

Her zaman benden destegini esirgemeyen aileme ve her daim destek¢im canim
dedem Giilali BALKIS’a sonsuz tesekkiirler. Calismamin milletime 151k olmasin

diliyorum.
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BEYAN

Bu calismanin kendi tez ¢alismam oldugunu, planlanmasi ve yazimi da dahil
olmak tizere hi¢gbir asamasinda etik olmayan herhangi bir hareketimin var olmadigina,
tezimdeki bilgilerinin tamamin1 akademik ve etik kurallar i¢inde diizenledigimi, bilgi ve
yorumlarda dahil olmak iizere tamamina kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklarin

kaynakga kisminda yer aldigini1 beyan ederim.

Eyliil, 2017

Burcu BALKIS
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1. GIRIS VE AMAC

Giinlimiizde kanser c¢esitlerinin bir¢ok tiirii ve nedenleri bilinmektedir. Buna
ragmen bu konudaki arastirmalar cesitlilik saglanarak hizla devam ettirilmeye
caligilmaktadir. Kanser, herhangi bir hiicre ¢ogalmasindaki hatali bir diizenleyicinin
genetik olarak diger bireylere aktarilmasidir. Diinya Saglhik Orgiitiiniin 2015 Subat ay1
verilerine gore 8 milyon 200 bin kisi kanser dolayisiyla hayatin1 kaybetmektedir.
Erkekler icin en yaygin kanser tiirii akciger kanseri olurken kadinlarda en sik rastlanan
kanser tiirli ise meme kanseridir. Kanser tedavisindeki asil amag¢ en az zararla timor
iceren dokunun temizlenmesidir. Beslenme ve yeme aligkanliklarinin kanser tiirlerinin
olusumu ve etkinliginin diizenlemesi hakkinda pek ¢ok c¢alisma sunulmustur.
Gliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda sogan ve propolisin anti-kanser, anti-timér anti-
inflamatuar, anti-viral, anti-bakteriyel etkinlikleri ortaya konulmaya c¢alisilmistir. Sogan
kendi basma bulunan bircok kimyasal madde icermektedir. Propolis dogal olarak
icerdigi flavonoidlerin yani sira etken maddesi olan Kafeik asitin yapis1 da
aydinlatilmistir.  Yapilan c¢aligmalarda sogan ve propolis ekstraktlarinin yiiksek

dozlarinda anlamli hiicre azalmalar1 goriilmiistiir. Bu ¢calismada;

1. MCF-7 kanser hiicresi hiicre hattindaki canliliginin propolis ve sogan
ekstraktlarinin etkinliginin belirlenmesi.

2. Gram pozitif (Staphylococcus aureus ve Lactobacillus sp.) ve Gram negatif
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) klinik

suslariin antimikrobiyal etkinlikleri ortaya konulmaya ¢aligilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. HUCRE YASAM SIKLUSU VE KANSER

2.1.1. Hiicre siklusu

Hiicrenin kendine ait normal yasam dongiisii dinlenme ve bdliinme olarak iki
fazdan olusur. Dinlenme donemi bdlinme donemine gore daha uzun bir siireci
kapsamaktadir. Bu doneme Gq fazi olarak adlandirilmaktadir. Boliinme siireci ise mitoz

i¢cin hazirliklarin yapildig1 Gy, S ve G, fazlarndir (Sekil 1).

Sekil 1. Hiicre yasam siklusu

Acik yesil : G;, DNA eslemesine hazirlik
Pembe : S, DNA eslemesi ve sentez

Sar1 :G;, mitoza baslangig

Koyu pembe ve pembe : M, mitoz

Mavi : Interfaz

(Bilim Deryast, 2017).

Hicre donglst

Mitoz ise M fazinda gergeklesir. M fazinda niikleosun (karyokinez) ve
sitoplazmanin (sitokinez) boliinmesi meydana gelir. G; fazinda DNA eslemesinde
kullanilacak RNA ve proteinlerin ¢ogaltilmasi yapilir. S fazinda DNA eslenmesine
baslanacak bolgeler isaretlenir. Boylece DNA diploid hale gelir. G, fazi ise mitoz i¢in
son diizenlemelerin gerceklestigi alandir. Son asama, M fazi hiicrenin iki ayr1 hiicrenin

meydana geldigi mitoz boliinme asamasidir (Riether, 2004).



2.1.2. Hiicre siklusunun diizenlenmesi

Hiicre yasam dongiisiinii belirleyenler siklinler ve sikline-bagimli molekiillerdir
bu her iki molekiilde protein yapisinda olan molekiillerdir (Murray, 2004). Bu
diizenlemelerde sirayla aktif olan kinaz diizenlendikten sonra inaktif olana gecilir (Nigg,
1995). Hiicrelerin kopyalanmasi devam ederken, metabolik aktivitelerinin diizenlenmesi
ve bu evreleri kontrol eden siklin-bagimli kinazlara (CDKs) rastlanilmaktadir. G; fazi
hiicrenin bdliiniip boliinmeyecegine karar verilen kismidir. Biiyiimeyi uyaran sinyaller

hiicrede D siklin ailesini artirir ve uygun CDKs ile aktive olur ( Scriver ve ark.,2001).

Burada Gy dinlenme fazina gegiste uyarilabilir. Hiicre yasam dongiisiiniin disina
cikmigtir. Bu nedenlede tekrar dongii baslayana kadar tekrar boliinmezler. Sinir
hiicreleri normalde de bu fazda olduklarindan tekrar geri donemezler (Zetterberg ve

ark., 1982).

G, fazinda hiicrenin bdliinmesinden evvel hasarlt DNA nin tamir edildigi ya da
engellendigi evreler bulunmaktadir. Bu dongiiniin evreleri onkogenler, siklinler, CDK
gibi proteinler ve  MPF (Maturation Promoting Factor) ile diizenlenmekte ve bu
evrelerden birinde DNA hasar1 oldugunda tiimoér baskilayict genler tarafindan
durdurulmaktadirlar. DNA hasarli ya da dublike olmamigsa dongii M evresine girmeden
G, evresinde durdurulmaktadir. Eger hasar Gj; evresinde tespit edilirse timor
baskilayic1 gen (p53) tarafindan p21 proteinin sentezlenmesi saglanmaktadir. Siklin
CDK kompleksi inhibe edilerek dongii G; ya da G, evresinde durdurulur ya da askiya
alinir. Eger hasar ¢ok biiyiik ise p53 apoptoza neden olur (Pediconi ve ark., 2003).

Metafazdaki kontrol noktasinda ise yerlesim kontrol edilir. Eger diizgiin
yerlesim saglanamigsa hiicre metafazdan anafaza gegemez boylece mitotik evre

tamamlanamaz (Karp, 2005 ).



2.1.3. Hiicre Siklusu ve Kanser

Hiicredeki biitiin yagamsal faaliyetlerin sorunsuz devam edebilmesi i¢in ¢ok
sayida gorevlendirilmis protein bulunmaktadir. Herhangi bir aksaklik ¢iktiginda dahi
proteinler kendilerine verilen gorevi diizeltip devam etmeye ugrasirlar. Siklin ve Cdklar
hiicre boliinmesini tesvik ettiginden onkogen olarak adlandirilir (Zhang, 2007). Bu
kontrol proteinlerinin sentezi protoonkogenler ve timor baskilayict (TSG: Tumor
supressor gene) genlerdir (p53, pl16, p21). Normal sartlar altinda protoonkogenler ve
tiimor baskilayicit genler denge halindedirler. Bu dengenin protoonkogenler yoniine
bozulmas1 kansere engel olan bazi proteinlerin azalmasina ve kansere neden olabilirler.
Cesitli mutasyonlar DNA zincirinde bozulmalara neden olmaktadirlar. Cesitli
nedenlerle meydana gelen bu durumlardan dolayr TSG gen grubu susmasi bu duruma

neden olamaktadir (Park ve Vogelstein, 2003).

(http://time.com, 2016).

Sekil 2: Biiylimek i¢in yapismis bir kanser hiicresi .

Kanser hiicreleri oliimsiizdiir ve siirekli ¢ogalirlar (Sekil 2). Telomerler
kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunurlar ve kesilerek kisaltilabilirler. Yasam stiresi
kisalmaya bagladiginda telomerler gitgide kisalirlar ve sonunda hiicre 6liime gitmis olur.
Kanser hiicrelerinin bir baska 6zelligide kisalan telomerleri tekrar uzatabilmeleridir
(Hahn, 2003). Apoptozis ise kisaca programlanmis hiicre 6liimiidiir. Normal sartlarda
DNA hasarlar yas ilerledikce artar. Normal sartlar altinda DNA hasar1 Poly ADP riboz
polimeraz gibi proteinler sayesinde DNA hasar1 giderilir (Korkmaz ve ark., 2008). Bu


http://time.com/

hasarlar ortadan kalkmaya devam etmez ise kaspaz ad1 verilen proteinler devreye girer
ve hiicrenin kendi kendini yok etmesini saglarlar ve bu sayede apoptozis ile kanser
hiicresine doniismesi ihtimali olan hiicrelerin tekrarlanmamasi saglanir (Okun ve ark.,

2008).

Kisaca kanser, normal yasam dongiisiindeki genin bozulup diizensizlesmesi ve
Oliimsiiz hale gelerek viicuda katki saglama gibi amaglar giitmeden bagimsiz sekilde
yasamasi ve viicuda iyi anlamda herhangi bir faydasinin bulunmamasi olarak

tanimlanabilir (Riether, 2004).

2.1.4. Meme Kanseri

Meme kanseri Diinya’da kadinlar arasinda en sik goriilen malign timor
cesitlerinden  biridir. Kadinlarda diger timor cesitlerine oranla  %30’unu
olusturmaktadir. Avrupa’da 180.000 yeni olgu Amerika’da ise 184.000 yeni olgu ile
karsilagilmistir. Hawai, Kanada, Kaliforniya’da yiizbinde 80-90 goriilme sikligiyla ilk
sirada yer alirken Japonya’da bu oran yiizbinde 14-15 arasinda seyretmektedir.
1975’den bu yana Singapur ve Cin’de ekonomik gelir batiya benzemeye basladigindan
ayrica dogurganlikta ayni sekilde etkilendiginden meme kanseri goriilme siklig1 gitgide
azalmaktadir. Avrupa iilkelerinde ise goriilme siklig1 kuzey iilkelerden giineye ve bati
iilkelerinde ise doguya dogru gittikce azalmaktadir. Meme kanserindeki en biiyiik artis

sirastyla Kanada, ABD, Ispanya ve Isve¢’te yasanmustir (Topuz ve ark., 2003).

Tirkiye’de 1999 yilinda 8.879 olan oran 2003 yilinda 12.772’ye ¢ikmaistir.
Ayrica iilkemizde kanser tiirlerinin arasinda %24.1 oraniyla meme kanseri
olusturmaktadir (Tirkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi, 2001). Meme kanseri
olusumunda tek bir olgudan s6z etmek olas1 degildir. Dogurganlik yasi, cocuk sayisi,

beslenme aliskanligi, ekonomik durum ¢evresel faktorler goz 6niinde bulundurulmalidir

(Topuz ve ark., 2003).



2.1.5. Meme Kanseri ve Beslenme

Obeziteninde kadinlarda meme kanseri i¢in 6nemli bir risk faktori oldugu 1964
yilinda Hollandada yapilan vaka-kontrol denemesiyle ortaya atilmis ve cesitli iilkelerde
kanilar desteklenmistir. Obezitenin 6zellikle postmenopozal déonemde arttigin1 ve doz

cevap iliskisi seklinde oldugu bildirilmistir (World Cancer Research Fund, 2007).

Fiziksel aktivite, endojen steroid hormon mekanizmasin1 ve androjen hormon
mekanizma diizeyini desteklemekte yine viicut yag oranimida aymi oranda
desteklemektedir. Ayn1 zamanda bagisiklik sistemide ayni oranda desteklenmektedir.
Postmenopozal da etkiler net goriilirken premenopozal da etkiler desteklenmektedir
(World Cancer Research Fund, 2007). Diizenli olarak yapilan egzersiz iireme
hormonlarint destemekte, insiiline hassasiyeti azaltmakta ; yag dokusunu ve Ostrojen

diizeyini azaltip menstriiasyonun uzamasini saglamaktadir (Rose ve Davis, 2010).

Klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar hayvan deneyleri, meme kanserinin
hormona daha fazla bagimli oldugunu ilk ¢ocuk sahibi olunan yas ve ¢esitli faktorlerin
meme kanseriyle iligkili oldugunu gostermistir. Yapilan bazi calismalarda da yeme
diizeninin degistirilmesinin meme kanserini azaltmada etkili oldugunu gostermektedir

(Brennan ve ark., 2010).

Yagdan zengin bir beslenme sonucunda, kandaki 6strojen seviyesinin artmasit ve
obezite ile etkilesimi sonucu postmenopozal donemde meme kanseri riski artmaktadir.

(Howe ve ark.,1990).

Meme kanserinin en yiiksek oldugu Kuzey Amerika ve Bat1 Avrupada kirmiz1 et
tiiketimi fazladir. Kirmizi et tiiketiminin riski arttig1 sdylenmesine ragmen beyaz et ve

domuz etine dair net bir ¢alisma sunulmamistir (Ronco ve ark., 2010).

1990 yilindan bu yana asir1 karbonhidrat tiikketiminin hem diger kanser tiirlerini
arttirdigZt hemde meme kanserini olumsuz yonde etkiledigi ortaya konulmaya
calisilmigtir. Meme kanserindeki asil etkisi insiilin ve kan seker diizeyi arasindaki
iliskiyle saptanmaya c¢alisilmistir. Meme kanserinde karbonhidratin tam etkisi net
degildir ama glikozun insiilin diizeyi tizerindeki etkisi net bilinmektedir (Sieri ve ark.,

2013).



Ayn1 zamanda alkol tiikketim oraniinda artmasi meme kanseri riskini arttirdigi

kanitlanmistir (World Cancer Research Fund, 2007).

Diizenli ve diizgiin meyve sebze tiiketimininde meme kanseri riskini azalttig
diistiniilmektedir. Meyve ve sebzeler lif, antioksidan, vitamin ve mineraller ile lignan,
flavonol gibi antikarsijenik bilesikler gibi koruyucu maddelerde icermektedir (Willet,
2008).

2.2. BAKTERI

2.2.1. Bakterilerin genel ozellikleri

Bakteriler basit yapili, tek hiicreli organizmalardir. Boyutlar1 0.2-0.5 pm’den
40-60 pm’ye kadar degisebilmektedir (Aydin, 2000). Sahip olduklari genetik
materyalleri herhangi bir hiicre duvariyla cevrili olmadigindan prokaryot olarak da
adlandirilirlar. Bakteriler genel sekilleri itibariyle ¢cubuk, kok, spiral, kiiresel sekillerde
bulunurlar. Cok sik goriilmese de yildizimsi ve koseli sekillerde bulunan bakterilerde
mevcuttur. Bakterilerin sahip oldugu peptidoglikan tabaka karbonhidrat ve protein
yapilidir. Cogunlukla ikiye boliinerek ¢ogalirlar. Beslenme durumlart igin bazi
bakteriler fotosentez yaparken bazi bakteriler inorganik bilesiklerle beslenirler. Hareket
etme yetenekleri sahip olduklari flagella adi verilen kamg¢ilar sayesindedir (Giiven ve

ark., 2011).

Bakteriler su, toprak, bitki, hayvan her yerde bulunurlar. Genellikle ¢ok hizl
tireme gosterirler. Tipik olarak ikiye boliinme hareketiyle cogalirlar (Sahin, 1999).

2.2.2. Gram pozitif bakterilerin genel ozellikleri

Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan tabaka ve sitoplazmik membran ard arda
dizilmistir. Sahip olduklar1 peptidoglikan tabaka teikoik asitce zengindir. Bu nedenle
alan acgisindan gram pozitif bakteriler daha fazla yer kaplarlar. Bu hiicre duvar1 gram

pozitif bakterileri lizis ve mekanik etkilere kars1 korur. (Erdogan ve Everest, 2013).



2.2.3. Gram negatif bakterilerin genel ozellikleri

Ikinci bir dis membrana sahiptirler. Gram pozitiflerden farkli olarak once
sitoplazmik membran ardindan ince bir peptidoglikan tabaka ve tekrar bir membrana
sahiptirler. Ince bir peptidoglikan tabakaya sahip olduklarindan ardindan gelen diger
tabakanin ismi LPS (lipopolisakkarit) tabakasidir. Bu tabaka gram pozitiflerde oldugu
gibi osmotik basinca karsi korumanin yani sira gram negatifleri hidrofobik etkilerini
arttirir. Ayrica patojenlere karsi direngli olmasini saglar. Direngli olmasi onlar1 daha
dayanikli ve patojen hale getirir (Aydin, 2000). LPS, asir1 hidrofobiklerin girisini
engellerken aynm1 zamanda porin kanallariyla hidrofiliklerinde hiicre igine girisini

engellerler (Erdogan ve Everest, 2013).

2.2.4. Bakterilerin hiicre yapist

Bakterilerin ¢ogunlugu tek kromozomlu hiicreye sahiptirler. Insanlarm 46
kromozomu vardir ve membranla g¢evrili olup insan hiicresinin ortasinda yer alirlar
(Aydn, 2000). Beslenme yetenekleri gelismistir ve bunu basit olarak saglayabilirler.
Hiicre yapilar1 distan ige dogru hiicre duvari, sitoplazma zar1 ve sitoplazmadan
olugmaktadir. Herhangi bir zarla cevrili gergek c¢ekirdekleri yoktur. Sitoplazmada
herhangi bir yerde bulunan ¢ekirdeklere sahiptirler (Sahin, 1999). Memeli hiicrelerinde
oldugu gibi golgi, endoplazmik retikulum, mitokondri bulunmaz (Aydin, 2000).
Hiicre yapilarinin biiyilk bir ¢ogunlugu %75-80‘1 su % 15-30 kuru maddeden
olugmaktadir. Kuru maddenin %50’si protein, %10’luk bir kism1 yag, %10-20’si RNA,
%20’lik bir kism1 hiicre duvart ve %3-4’1i ise RNA’dir. Bakterilerin ana yapilarini genel
olarak endospor, flagella ve pili, karboksizom, ribozom, gaz vezikiilleri, klorobium
vesikiilleri, kapsiil, ribozom ve bakteriyel kromozom olarak tanimlayabiliriz (Sahin,
1999).

Hiicre duvart : Sitoplazma ve kapsiil arasinda bulunan ve ¢ok tabakali bir yapidadir.
Peptidoglikan ismini alir. Gram pozitif ve Gram negatiflerin hiicre duvarlar1 farklilik
gosterirler (Baglan, 2003). Sahip olduklart bu peptidoglikan tabaka N-Asetil
glukazamin (NAGA) ve N-Asetil muramik asit (NAMA) heksoz sekerlerine sahiptirler.
Bakteriyi basinca karst koruma gorevini de istlenmislerdir. Hiicre duvari gram

pozitiflerde gram negatiflere gore daha kalindir (Aydin, 2000).



Sitoplazma Zari : Ince bir zardir hiicre duvarinmn altindadir ve bakteriyi korumakla
gorevlidir. Herhangi bir hasara ugradiginda bakteride bu durumdan olumsuz etkilenir.

Bakterinin 6liimiine neden olabilmektedir (Sahin, 1999).

Sitoplazma : Berrak yapida bulunmaktadir. Kimyasal reaksiyonlarn olustugu ve

hiicrenin yap1 maddelerinin sentezlendigi alandir (Sahin, 1999).

Cekirdek : Bakteride bulunan ¢ekirdek DNA (deoksiriboniikleik asit) az olarak RNA
(riboniikleik asit) icerir. Bakteriler c¢ekirdek zari ve cekirdek¢ik icermezler (Sahin,

1999).

Kapsiil : Hiicresel fonksiyonlar i¢in ¢ok gerekli bir organel degildir. Maddelerin depo
edilmesine ve zararlilarin uzaklastirilmasinda kullanilir. Bakterilerde hastalik yapma
etkenlerinden biride sahip olduklar1 kapstillerdir (Sahin, 1999).

Kamgi (flagella): Bakterilerde hareket yetenegini saglarlar (Sahin, 1999). Bu flagellalar
flajellin ad1 verlen proteinlere sahiplerdir. Flagellalar yaklasik olarak 12-18 nm capli ve
15-25 mm uzunlugunda ipliksi yapidalardir. Baz1 bakteriler spor adi verilen kitin
tabakali bir dis zar olusturabilirler. Genellikle bu zar vejetatif formda bulunur. Bu zarin
amaci dezenfekteden, kuruluk gibi olumsuz sartlardan kendilerini korumak i¢indir

(Aydin, 2000).
2.2.5. Escherichia coli genel ozellikleri

Enterobactericeae smifinin bir iiyesidir. Gram negatif , cubuk seklinde fakiiltetif
anaerob, kirpikli bir yapida kapsiilleri olan bir bakteridir. Boyut olarak 1 veya 2 um
boyutlarindadir (Kayser ve ark., 2002).

Dogal olarak yasam alanlari insanlarin ya da hayvanlarin bagirsak epitelleridir.
Suda ve besinlerde sik sik E.coli ile karsilagilir. Genel olarak kuvvetli bir patojendir.

Insan bagirsaklarinda pek ¢ok patojenitesine rastlanir. Eger uygun ortam saglanirsa

bagirsak diginda da iiretilme imkanlar1 vardir (Kayser ve ark., 2002).

2.2.5.1. Escherichia coli neden oldugu hastaliklar

E.coli‘nin baslica neden oldugu hastaliklar arasinda gastrointestinal
rahatsizliklar gelir. Mide bulantisi, bag donmesi ve ishale neden olmaktadir. Baslica

kaynak olarak hayvanlar ve hayvansal igerikli gidalardan ve sulardan bulastig
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bilinmektedir. En hizli yayilma sekli insanlarin isleri dolayisiyla temas iginde
bulunduklar1 hayvanlardan ya da indirekt ya direkt olarak hayvan digkisiyla etkilesim
halinde olmas1 sdylenebilir. Onemli kaynaklarindan birini hayvansal gidalar
olusturmaktadir. Cig olarak yenilen et ve sebze meyvede de  bol miktarda
bulunmaktadir. Sebze ve meyve yetistirilirken ortama giren hayvanlar ya da ¢ift¢inin
sulama yaptig1 suyunda kontamine olmasi agisindan biiyiik bir 6nemi vardir. Cig siitte
de yiiksek oranda buna neden olabilmektedir. Sagim yapilirken hayvanin meme basi
temizligine oldukc¢a fazla dikkat edilmelidir. Ciinkii kontamine riski ¢ok fazladir. Bu
nedenle ¢ig et ve siit tiiketimi azaltilmali. Sebze ve meyveyi tiiketirken gilivenli yerler

tercih edilmelidir (Temmelli, 2002).
2.2.6. Lactobacillus sp. genel ozellikleri

Lactobacillus cinsi bakteriler Lactabacillaceae familyasina aittirler. Bu
bakterilere laktik asit bakterisi de denilmektedir. Gram pozitif, hareketsiz, fakiiltatif

anaerob ve basil yapidadirlar. Bazi tiirleri kokobasildir ( Tunail ve Kosker, 1989).

Gelisebilmeleri i¢in aminoasit, niikleik asit, peptit vitamin, yag asidine ihtiyag

duymaktadirlar (Yetismeyen, 1995). 30 ya da 40 °C’de daha iyi gelisebilirler. Laktik

asit tirettikleri i¢in aside kars1 dayaniklidirlar (Arda, 1985).
2.2.6.1. Lactobacillus sp. neden oldugu hastaliklar

Dogada en yaygin olarak bulunan bakterilerden biri oldugundan dolay: insan ve
hayvanlarin agiz ve bagirsaklarinda bol miktarda bulunurlar. Yogurt, siit, peynir,
salamura gibi besinlerde bulunur. Karbonhidrat: laktik asite fermente edebilirler.
Bitkisel ve hayvansal gidalarda eksimeye neden olup besin zehirlenmelerine yol
acabilirler. L.lactis tiirii yiiksek sicakliklarda siitii eksitir ve koagiile eder. Yine baska bir
tiirii olan Listeria kanalizasyon sularinda bulunur. igme suyuna karistiginda kanli ishale
neden olabilir. Corynebacterium cinsi genellikle gidalarla bulasir ve difteriye neden olur
(Milli Egitim Bakanligi, 2006).

2.2.7. Staphylococcus aureus genel ozellikleri

Micrococcaceae familyasinda yer alan Staphylococcus gram pozitif, fakiiltatif

anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz katalaz pozitif bakterilerdir. Herhangi bir 1s1l
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islem uygulandiginda diger bakterilerin gelisimine engel olabilmektedir (Kiigiik¢etin

ve Milci, 2008).

Mezofil karakterlidirler. 30 ya da 37 °C’de gelisirler. Toksin olusturmak iginde
10-48 °C’yi kullanirlar. Ph olarak genellikle 7.0-7.5 segerler. Gelismek igin ise smirlari
4.0- 9.3 Ph’dir. Burun ve bogaz boslugunda bulunurlar. Deride, yiizde, ellerde, kollarda
bol miktarda bulunur (Ankara Universitesi, 2005).

2.2.7.1. Staphylococcus aureus neden oldugu hastaliklar

Insanlarda menengit, septisemi, iltihapli yaralara neden olmakla birlikte eklem
romatizmast agrilarina da neden olabilmektedirler. Doku toksinlerinin yani sira

bagirsaklarda enterotoksinlere de neden olabilmektedir (Ankara Universitesi, 2005).

Patojen tiirler iceren Staphylococcus aureus ve gida kokenli rahatsizliklara
neden olurlar. Sigirlarda mastisite neden olurlar. Yiiksek sicaklik uygulamalarina
dayaniklilik gosterirler. Genellikle en fazla siit ve siit {irlinlerinde ayrica deniz

canlilarinda bol miktarda bulunurlar (Milli Egitim Bakanligi, 2006).
2.2.8. Pseudomonas aeruginosa genel ozellikleri

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Pseudomonas gram negatif, aerob
cubuk seklindedirler (Saran ve Karahan, 2010; Milli Egitim Bakanligi, 2006).

Pseudomonas cinsi bakteriler genel 1.5-3 pm arasinda degisen genislikteki

boyutlara sahiptirler. Sporsuz ve kapsiilsiiz yapidadirlar. Bazen uglarinda bir kirpik
nadiren de uglarinda iki ya da ¢ kirpik bulundururlar. Boyama yapilmak istendiginde
icine boyayr cok kolay alirlar. Uzun siire bekleyen kiiltiirlerinde kisa ve ¢ok yapida

hareketsiz yapida olabilirler (Sen ve Halkman, 2006).

Genel olarak alkali ortamlarda 30-37 °C’de kolaylikla biiyiiyebilirler. Diizgiin
pasajlamada 41-42 °C’ye kadar da iireyebilirler. Siv1 besiyerinde zar yaptigindan dolay1

daha yogun ve homojen olarak ¢ogalirlar. Zardan dolayr mavi- yesil pigment hemen

gosterebilirler (Sen ve Halkman, 2006).
2.2.8.1. Pseudomonas aeruginosa neden oldugu hastaliklar

Pseudomonas aeruginosa’nin sahip oldugu ekzotoksin ve enterotoksin

Ozelliklerden dolay firsat¢1 patojen olarak adlandirilmaktadir. Yara yanik, idrar yollar
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enfeksiyonlari, bronsit, menenjit, septisemi, osteomiyelit, orta kulak iltihapt gibi
hastaliklara neden olabilmektedirler. Yeni doganlarda ishale sik¢a neden olabilmektedir.
Hastanelerde yatarak tedavi edilen hastalardan immun sistemi zayiflamis olanlarda
Oliime neden oldugu tespit edilmistir. Yapilan baska bir arastirmada siit yoluyla 1946
yilinda 409 hastanin temasi sonucunda akut epidermik gastroenteritidise neden
olmustur. Siddetli karin agris1 ve diyare sonucunda 9 yeni dogan bebek 6lmiistiir (Sen

ve Halkman, 2006 ).

Gida tizerinde kuvvetli bir hastalik etmenidir. Aerobik olmalar1 nedeniyle
besinlerin iizerine yerlesip mukoz tabaka olustururlar. Psikrofil ve mezofil tiirlere
sahiptirler. Baz1 gida maddeleri iizerinde kahverengi, sari, yesil renk olustururlar.
Sogukta saklanmalarina ragmen et, balik, yumurta, tavuk iizerinde énemli bir bozulma

etkenidir (Milli Egitim Bakanligi, 2006).

2.2.9. Klebsiella pneumoniae genel ozellikleri

Enterobactericeae ailesine ait olan Klebsiella pneumoniae diger familya

tiyelerinde oldugu gibi gram negatif, hareketsiz, sporsuz genellikle kapsiilsiiz basillerdir
(Saran ve Karahan, 2010).
1-2 ym boyunda ve genislik olarak ise 0.5-0.8 pm boyutlarindadir. Etrafinda

genis bir kapsiil tabakas1 bulunmaktadir. Bakteri tayinininde kullanilan boyalarla iyi bir

sekilde boyanirlar. Fakiiltatif anaeroplardir. Cogalma kosullarinin en uygunu 37 °C’dir.

Bu susa ait olmayanlar 4-44 °C’de dahi ¢ok iyi biiyiiyebilirler (Bilgin, 2006).

2.2.9.1. Klebsiella pneumoniae neden oldugu hastaliklar

Klebsiella pneumoniae saglik i¢in 6nemli olan iist solunum, iriner sistem
rahatsizliklari, nazokomiyal enfeksiyonlara neden oldugundan dolayr firsat¢1 bir

patojendir. %5 ya da %10 oraninda iist solunum yollarinda bulunurlar (Aladag ve
Durak, 2007).

Klebsiella’ya maruz kalmis kisilerde genellikle titreme, ates, siddetli agrilar s6z
konusudur. Hastalarda ¢ok miktarda balgam yapar. Genellikle gram negatif

bakterilerdeki 6liime neden olma oran1 Klebsiella pneumoniae’den iki kat daha fazladir.
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Idrar, menenjit hastaliklar1 ise diger gram negatiflerle aym sekilde seyreder (Bilgin,
2006).

Klebsiella’nim iki dogal yerlesim yeri vardir. Ilki su, toprak, lagam, bitki yoluyla
ikinci yolu ise domuz, insan ve atlardir. Insanlarda nazofarenks yolla %1 ya da %6 iken
gaita yoluyla ise %5 ya da %38 oranlarinda degismektedir. Hastanelerde kontaminasyon
kan triinlerindeki medikal aletleri elleme ya da hastalarin gastrointestinal yollardan
birine hasta bakicilarin ya da temizlik gorevlilerinin direk elle temaslarindandir

(Aydogan ve Basustaoglu, 2000).
2.2.10. Bakterilerin saglk iizerine olumlu ve olumsuz etkileri

Bakterilerin olumlu ve olumsuz olarak insan sagligi iizerine cesitli etkileri
vardir. Olumlu olarak genellikle probiyotik ve prebiyotik olarak gastrointestinal
sistemde bazi bakteri suslar1 kullanilmaktadir. Probiyotik olarak en ¢ok tercih edilenler
Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleridir. Kullanilan bu ajanlar patojen ozellik
tasitmamalarinin yani sira insana karst uyumlu olmalidirlar. Immun sisteme uyumlu
olmalilar ve antimikrobiyal etki gosterebilmenin yani sira gerek midenin gerekse
bagirsagin sahip oldugu asidik yapi ve safra tuzlarina karsi direngli olabilmelidirler.
Probiyotikler genel olarak laktoz intoleransini en aza indirir. Bunun disinda diyareyi
onler. Helicobacter pylori enfeksiyonunu en aza indirger. Kolit hastaligi, Crohn
hastalig1 ve rahatsiz bagirsak sendromunu en aza indirdigi tespit edilmistir (Uymaz,
2010).

Bakterilerin yararli 6zelliklerinin yaninda bilinen pek ¢ok hastaliga da neden
olmaktadir. Bakteriler bulunduklari her ortama kolaylikla adapte olabilirler. En iyi
adapte oldugu yerlerden biride insan viicududur. Insanlarda ve hayvanlarda hastalik
yapmasinin yani sira bitkilerde de hastaliklara neden olmaktadir. En ¢ok bilinen hastalik
etmenleri arasinda sindirim sistemi bozukluklari, karbonhidrat zehirlenmesi, sinir
sistemi rahatsizliklaridir (Ozkaya ve Cémert, 2008). ilk asamalar1 kolonize olmalaridir.
Bir diger asamasi da konakgisina yapigsmasidir. Yapistiktan sonra invaziv duruma
gecerek salgilarint konaga birakirlar. En son asama olarak ise artik toksisite duruma
gecerler. Bilinen pek c¢ok invazin durumu s6z konusudur. Kollejenazlar kaslardaki
kolajene zarar vererek onlari eritirler. Hemolizinler kirmizi kan hiicrelerinde lizize
neden olurlar. Koagulazlar fibrinojeni fibrine doniistiiriip pithtilasmaya neden olurlar.

Fosfolipazlar hiicre membranindaki fosfolipidleri lizis ederler (Telli ve Dogruer, 2013).
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2.3. PROPOLIS

2.3.1. Propolis Tanim ve Tarihgesi

Gilinimiizde dogal ve Kkaliteli iriinlerin artmasiyla beraber Sentetik ya da
ambalajlanmis {riinlerin tiiketimi ve satis hizi azalmistir. Dogal iiriinlerden biri olan
propolisin tiikketimi buna bagli olarak artmistir. Bal arisinin bu iiriiniine ‘Apiterapi’ de

denilmektedir (Atik ve Glimiis, 2017).

Propolis ilk kez Yunanlilar tarafindan dogal antibiyotik adiyla kesfedilmistir.
Yunanlilar o donem propolisi antibiyotik olarak kullanmislardir. Polis ‘sehir’ ve pro
‘on’ anlamina gelmektedir. Sehirden 6nce anlamina gelmesinin nedeni aricilarin arilarin
kovanin 6n kismini propolisle kaplamasindan gelmektedir. 1960 yillarindan 6nem
gormiis ve 40 yil tizerine ¢ahisilmigtir. Propolis ile ilgili ilk ¢alismalar Ghisalberti
tarafindan 1979 yilinda yapilmistir. Farmakolojik, kimyasal ve fiziksel fonksiyonlari
aydimnlatilmis ve aydinlatilmaya da devam etmektedir. Bugiine kadar 180 farkli bilesik
iceridigi bulunmustur. Bulundugu kosullar ve sartlara gére de balmumunun 6zellikleri
degismektedir. Yaklasik olarak bal arilar1 67 tiirden propolis topladigi tespit edilmistir
(Dogan ve Hayoglu, 2012).

Propolisin rengi recinenin rengine bagimli olarak sar1 ya da kahverengi

renklerde olabilmektedir. Cok esnek ve yapiskan bir yapidadir. 15 °C'de daha
kirilganken 45-65 °C’de daha yapiskandir. 60-70 °C’de artik sivi hale gecer (Dogan ve

Hayoglu, 2012).

Propolis ve bal ¢ok sayida benzer flavonoid igermektedir. Propolis Ma, Ca, Fe,
Mn, Cu gibi pek ¢ok elementin yaninda Bj, B, ve C gibi vitaminlerde biinyesinde

barindirmaktadir (Dogan ve Hayoglu, 2012).

Isci arilar propolisi kovani korumak icin ya da bocek gibi zararlilarm gegisine
engel olmak i¢in kullanmak i¢in etrafa yapistirmaktadirlar. Toplanan her farkli propolis
ornegi kimyasal 6zelligi acisindan farkli kompozisyonlara sahiptirler. Ham propolisin
de bilesim kaynaklar1 farklidir. %50 recine , %10 esansiyel ve yaglar, %5 polen ve %30

mum %5 diger organik elementlerden olusmaktadir (Dogan ve Hayoglu, 2012).
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2.3.2. Propolis fiziksel ozellikleri

Degisik ozelliklere ve kimyasal kompozisyonlara sahip propolisin rengi ve
kokusu pek hos degildir. Rengi saridan kahverengiye bazen de yesile kadar degistigi
Sekil 3’teki gibi goriilmiistiir. Avusturalya propolisi rengi siyah, Finlandiya portakal
rengi, Kiiba ise eflatuna ¢alan renktedir. Kokusu ise re¢inemsi bir kokudadir (Celemli

ve Ozkirim, 2011).

(Tezimizden, 2017).
Sekil 3: Toplanmis ham prolis.

Bitkilerde filiz ve tomucuklardan toplanan bu ham regine ve ve ¢esitli bitki
salgilar1 bal arilarinin salgiladiklar cesitli enzimlerle biyokimyasal agidan degisiklige
ugratilmiglardir. Bitkiler aracilifiyla elde edildiginden dolay: igeriklerinde bitkilere
0zgii bazi proteinleri de bolca tasirlar. Sahip olduklar1 bu mum tabakanin bitkisel yapida
oldugu belirgindir. Cok yiiksek olmayan sicakliklarda bu mum tabaka kirilgan yapi
gostermekteyken yiiksek olan sicakliklarda yumusak bir hale biirtinmektedirler. Propolis
kloroform, eter, aseton gibi ¢oziiciilerde kismen %95’lik alkolde tamamen suda ise hig
¢oziinmemektedir. Giinliik tiiketim ve tibbi alanda ise %70’lik alkoldeki ¢ozelti

kullanilmaktadir (Kumova ve ark., 2002).

2.3.3. Propolis kimyasal ozellikleri

Propolisin kimyasal ozelliklerine dair arastirmalarin ¢ogu hiz kazandigi 20.

yiizyilin baglarindan itibaren ortaya konulmustur. Kimyasal o6zelligi arinmn 1rki,
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bitkilerin gosterdigi 6zellikler ve ekolojik kosullara gore farkliliklar gostermektedir.
Yapisinda 150’den fazla kimyasal bilesik 20 g¢esit mineral ve vitamin kompozisyonuna
sahiptir. Yapisinda balmumu ve polende bulunmaktadir. Flavonoidler, antifungal,
antiviral, antimikotik etkileri de barindirmaktadir (Kumova ve ark, 2002). Ham
propolisin de bilesim kaynaklar1 farklidir. %50 regine , %10 esansiyel ve yaglar, %5
polen ve %30 mum %5 diger organik elementlerden olusmaktadir (Dogan ve Hayoglu ,

2012).

Propolisin sahip oldugu kimyasal ozelliklerden biri olan flavonoidler elde
edildikleri bitkiye gore farklilik gosterirler. Propoliste flavonoid orani %25 tizerindedir.
Bilinen flavonoidlerin en 6nemli 6zelliklerinden ikisi serbest radikalleri temizlemesi ve

lipid peroksidasyonunu inhibe etmeleridir (Ozan ve ark., 2015).

Propolis Ma, Ca, Fe, Mn, Cu gibi pek ¢ok elementin yaninda B;, B, ve C gibi
vitaminlerde biinyesinde barindirmaktadir (Dogan ve Hayoglu, 2012).

Propolis serin, glutamikasit, sistin, lizin, aspargin, levsin, fenilalanin, glikol 8 ve
17 cesit arasi amino asit icermektedir. Arilarin tiikiirik bezinden salinan bazi
maddelerin propolise karistigi isaret edilmistir. Baz1 yag asitlerininde karistigi isaret
edilmistir. Bu yag asidinin bilineni 10-hidroksi-2-dekanoik’tir. Bu salgilanan madde ar1
siitiiniin temel tasidir ve propolisin iginde %7.2 kadar1 bulunmaktadir (Ozan ve ark.,

2015).

2.3.4. Propolisin biyolojik ozellikleri

Arilarin dogadan topladigr propolis insan yagami agisindan son derece biiytik bir
oneme sahiptir. Eski caglardan bu yana insanlar propolisten yararlanmiglardir. Eski
caglarda yapilan cerrahi miidahalelerde yara iizerini tibbi mumla kapatmak yerine hem
yaranin ¢abuk iyilesmesi i¢in hem de merhem olarak kullanmak i¢in propolisi tercih

etmislerdir. Insanlar propolis iiretemezler ama propolisi iireten arilar iginde biiyiik
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onemleri vardir, kovanda hijyenin saglanmasi ve kovani korumak amaciyla propolisi

aktif olarak kullanmaktadirlar (Kumova ve ark., 2002).

Propolisin yapisinda bulunan flavonoidler ve terpenler kuvvetli antioksidan ve
antisteril etkili bilesiklerdir. Organik ¢oziiclilerde en iyi ¢oziinen bilesikler
flavonoidlerdir ve bitkinin heryerinde bulunurlar ve pigment igerirler. Flavonoidlerin
mide sagliginda, kalp-damar sisteminde yararli oldugu kilcal damar catlamalarini
azalttig1 gibi ozellikleri baz1 ¢alismalarda ortaya konulmustur. Propolisin ana bilesik
olan kafeik asit antimikotik ve antiviral etkisinin yan1 sira kuersetin ve lutein ile birlikte
antikanser etkiye sahiptir. Sahip oldugu kafeik asit ve digerleri grip ve ucuk tedavisinde
de kullanilmaktadir. Propolis sahip oldugu biyoflavonoidlerle viriisleri protein kilifinin
icene hapsederek antiviral etki gosterir. Propolis iltihaplara karsi kullanilabilen 6nemli
bir bilesiktir. Hipertansiyon ve damar sertliginde propolis kullanmanin olumlu sonuglar
verdigi kanitlanmistir. Romanya‘da iilser tedavisi ic¢in propolis kullanilmaktadir.
Histamin ve seratonin kaynagi da oldugundan alerjiye kars1 da etkisi bulunmaktadir

(Kumova ve ark., 2002).

2.3.4.1. Antioksidan

Antioksidan i¢cin en ¢ok kullanilan tanim; Insanlarda fizyolojik sartlar sonucu
olusan SOR (serbest oksijen radikalleri) veya SNR (Serbest Nitrojen Radikalleri) her
ikisi ya da herhangi birinin zararl etkileri azaltan maddelerdir. Enzimatik ve non-
enzimatik olarak ikiye ayrilirlar. Enzimatik olanlar katalaz (CAT), superoksit dismutaz
(SOD), glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) vb. enzimler sayilabilirler. Non-enzimatik
olarak ise magnezyum, selenyum, mineral, vitamin (A, E, C) kisaca vitamin ve

mineraller sayilabilirler (Yi1lmaz, 2010).

Sahip olduklar1 6zelliklerden dolayr gida yollu viicuda girebilen antioksidanlar
oksidasyonu engellediginden antikanser, antiviral, antifungal, malarya, aterosikleroz,

antitrombik, antiiilser, antiaging 6zelliklere sahiptirler (Yilmaz, 2010).

Antioksidanlar ayni zamanda enzimler kadar membrandan hizli bir sekilde
gecemezler ve yart Omirliidiirler bu nedenle biyofarmasétik agisindan sorun teskil
etmektedirler. Bu sorunlardan o6tiirii lipozomal antioksidan tanimi ele alinmistir. Bu

tanim yag ya da suda ¢oziinebilen kimyasal ya da enzimatik antioksidan tanimlamalari
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ifade etmektedir. Lipozomlarin sahip oldugu 6zelliklerden dolay1 kanser tedavisinde
olumlu etkiler yaratabilecegi vurgulanmistir. SOD ve CAT lipozomal
antioksidanlardandir. Bu nedenle yapilan c¢alismada endotelyal hiicre tedavisinde
olumlu sonu¢ dogurabilecegi vurgulanmistir. Vitamin C ve E’de lipozomaldir ve
beraber alindiklarinda seker hastalarinda lipit peroksidasyonunu azalttig1 bildirilmistir.
Magnezyum hiicre duvariin stabilitesinin saglanmasinda ve bazi enzimlerin yapisinda
bulunmaktadir. Bu nedenle korneal ve retinal fonksiyonlarin devami i¢in 6nemlidir.
Magnezyum gibi ¢inkoda pek ¢ok elementin yapisinda ve SOD ve CAT gibi enzimlerin
yapisinda bolca bulunmaktadir (Y1lmaz, 2010).

2.3.4.2.Flavonoidler

Biyolojik sistemlerde aerobik kosullarda prooksidanlar olarak bilinen reaktif
oksijen iriinleri (ROS) olusur. DNA, protein ya da lipidlerin prooksidanlardan
korunmak icin hiicrenin eksojen ya da endojen antioksidanlara gereksinimleri vardir.
Viicudda bu prooksidanlar arttiginda kardiyovaskiiler, kanser gibi pek ¢ok etki meydana
gelmektedir. Antioksidanlar prooksidanlar (ROS) engellemekte ya da azaltmakta gérev
alirlar. Ekzojen olarak kullanilan antioksidanlar gida yollu ya da disaridan alinan

antioksidanlardir. Bunlar vitamin, mineral ve flavonoidlerdir (Kahraman ve ark, 2002).

Flavonoidlerin ¢aligmalar1 yaklasik olarak 20 yila dayansa bile antioksidan
Ozelliklerinin yan1 sira antiimflamatuvar, antiviral, antitrombosit, antikanser etkileri
oldugu sikc¢a bildirilmistir. 4000 fazla tiiri vardir. Cay, elma, baklagil, kirmiz1 sarap ve

soganda bolca bulunmaktadir (Kahraman ve ark., 2002).

Sar1 renkte olmalarindan dolayr latincede flavus ‘sari’ sozciligiinden
nitelendirilerek flavonoid adini almislardir. 15 karbon yapisina sahiptirlerdir. 2- fenil
benzopiron yapist gosterdiklerinden dolay1 polifenolik bilesikler olarak kabul edilirler.
Yaklasik olarak alt1 tiirii vardir. Flavonon, flavonol, bioflavonoid, flavon, kalkondur.
Genel 6zelliklerinden dolay1 P vitamini adint da almiglardir. Meyve ve sebzelerde bol

miktarlarda bulunmaktadirlar (Kahraman ve ark., 2002).

Canli organizmalarda ise antikanser oOzelliklere sahiptirler. Hiicreler arasi

iletisimi arttirirlar ve hiicre poliferasyonunun etkisini kontrol ederler. Laktattin
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transportunu inhibe ederler ve nitrikoksit sentezinin regiilasyonunu diizenleyerek

antikanser etkiyi gosterirler (Kahraman ve ark., 2002).

Antiviral etki olarak ise flavonoidlerin proteinlere baglanma nedenleridir metil
kuersetinin polioviriisiin replikasyonunu ve hiicresel protein sentezini etkileyerek

sagladig1 tespit edilmistir (Kahraman ve ark., 2002).

Antiinflamatuvar etki olarak ise mast hiicre ve histamin salimmi engelleyerek
lukotrien saliniminin kontroliinii saglar. Antiallerjik ve antitrombotik etkilere de
sahiptirler. Serbest radikallleri yakalayarak aterosklerozisi de engellenler (Kahraman ve
ark., 2002).

Yesil ¢ay, beyaz cay, siyah ¢ay, sar1 sebze ve meyvede, kirmizi sarap ve soganda

bol miktarda bulunmaktadir (Kahraman ve ark., 2002).

2.3.5. Propolis antimikrobiyal ézellikleri

Giiglii antimikrobiyal etkisi dolayisiyla ‘dogal antibiyotik’ denilen propolis
mantar, kiif, bakteri ve parazitler iizerine etkili oldugu bildirilmistir. Diizenli ve
kontrollii bir sekilde alindiginda viicutta patojenlere karsi etki gosterdigi bulunmustur.
In vitro c¢alismalarda da propolisin antibiyotigin etki siiresini arttirdigi ortaya
konulmustur. Antibakteriyal etki saglamasinin nedeni sahip oldugu kafeik asitin hiicre
boliinmesini etkin bir sekilde kontroliinli saglamasindan dolayidir. Antiviral 6zelligine
bakilarak yapilan ¢aligmalarda ise HIV wvirlisiine karsi olumlu etkiler gosterdigi
bulunmustur. Ust solunum yollar1 ve kulak iltihaplarinda da kullanilan propolisin etkili

sonuglar ortaya koydugu gosterilmistir (Y1lmaz ve ark.,2004).

Aragtirmacilardan bazilar1 sadece gram pozitif ve mantarlara kargt propolisin
etkili oldugunu sdyleselerde bazi gram negatiflerde de az da olsa etkisi bulunmaktadir.
Biinyesinde barindirdig: flavonoidler, kafeik asit, benzoik asit muhtemelen hiicre duvari
ve zarina zarar vererek fonksiyonel hasara da neden olmaktadir. Farkl: illerden toplanan
propolisler farkli kimyasal Ozelliklere sahip oldugundan heterojen bir karisim

hazirlamak zordur (Ozan ve ark., 2015).

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada farkli mevsimde toplanan propolis 6rneginin
gram pozitiflerde daha iyi sonu¢ verdigi gram negatiflerde etkisinin az oldugu ortaya

konulmustur (Seven ve ark., 2007).
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2.3.6. Propolisin deneysel olarak kullanim alanlart

Hiicre yenilenme ve tedavi edici 6zelliginden dolay1 propolis dermatoloji ve
kozmetik alaninda siklikla kullanilmaktadir. Bakterisit ve viral Oldiirme ac¢isindan
kozmetikte bolca tercih edilmektedir. igeriginde bulunan arisiitii ve E vitaminiyle cildi
beslediginden ve zararsizca temizlediginden dolay1 tercih edilmektedirler. Dis macunu,
losyon, krem, viicut spreylerinde bol miktarda kullanilmaktadir (Dogan ve Hayoglu,

2012).

Kardiovaskiiler, kan dolasimi, solunum, deri hastaliklarinda ilag sanayinde de
sikca propolis kullanilmaktadir. Geleneksel hekimlikte sik sik kullanilan propolis elde
etme zorlugu ve standartizasyon zor oldugundan dolay: ila¢ sanayinde ¢ok sik tercih
edilmemektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa’da siklikla damla, pastil, ciklet olarak satiga
sunulmaktadir. Viriis, grip, iist solunum ve c¢esitli hastaliklara iyi geldiginden dolay1
propolis dogal yoldan tercih edilir. AIDS calismalarinda da olumlu sonuglar vermeye

basladig1 bilinen bilgiler arasindadir (Dogan ve Hayoglu, 2012).

Sahip oldugu antibakteriyal, antiviral ozelliklerle gida sanayinden de propolis
siklikla kullanilmaktadir. Balik stoklar1 i¢in omiir uzattigi ve gida paketlememede de
etkili oldugu ve koruyucu olarak kullanilmasinin yani sira yapilan bir calismada

1zgaralik piligler i¢in kilo artisini sagladigi bulunmustur (Dogan ve Hayoglu , 2012).

Propolis ¢imlenmeyi engellediginden dolayr yumrulu bitkileri saklama
kosullarinda da  propolis  kullanilir.  Mobilya sanayinde cilalamada da
kullanilabilmektedir. Evcil hayvanlarin deri ve ayak problemlerinde de sik¢a propolis

kullanilmaktadir (Kumova ve ark., 2002).

Tiirkiye’de aricilar propolis gelir kaynagi olarak gérmediginden tiretimi azdir.
Bu durum bu kadar pozitif etkileri olan bir bilesenin daha kullanim ve elde edilecek

gelirin diisiisiine neden olmaktadir (Dogan ve Hayoglu, 2012).
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2.4. SOGAN

2.4.1. Sogan Tanim ve Tarihgesi

Allium cepa, Alliaceae (Sogangiller)  familyasindandir. Daha Onceleri
Zambakagiller (Liliaceae) ailesinden oldugu sdylenmistir (Brewster, 1994). Sogan ayni
yil kullanilan bir bitkidir. Sogan bas1 yassidir. Uzerinde iki veya ii¢ kathi zar
bulunmaktadir. 20-30 cm ve kiiresel ya da armuda benzemektedir. Dogal yasamda pek
¢ok yabani tipi mevcuttur. Kokii 100 cm’ye varan uzunlukta ve 30 cm’ye kadar incelir
ve hafifce siskindir. Esas olan yapraklari uzun ince ve yesil renktedir. Cogunlukla bir ya
da iki yilliklardir. Cigekleri kiire seklinde ve pembe ya da beyazdir. Tohumlari
genellikle siyah renktedir (Dingoglu ve Temamogullari, 2010).

Cesitli renklerde olan soganin kirmizi renkte olan basik bir yapiya sahiptir.
Lezzetli ve etlidir. Bunun yam sira tedavide de sik¢a kullanilmaktadir (Dingoglu ve

Temamogullari, 2010).

Diinyanin her tarafinda yetisebilen sogan genellikle i1liman iklimde daha
yaygindir. Tirkiyenin hemen hemen her yerinde rahatlikla yetistirilir ve tiiketilir.
Yérelerin ¢ogunda sogan beyaz kiire olarak bilinir ve Ispanyol Sogan1 denir. Cepa:pulp

demektir ve Latince’de Allium cepa denilir (Dingoglu ve Temamogullari, 2010).

Geleneksel antik Yunan’da en baslarda sporcular tarafinan kullanilirdi. Cok
miktarda yenildiginde kan dengesini sagladigi sdylenirdi. Roma gladyatorleri kaslaria
sogan siirdiigiinde saglamlastigin inanirlardi. Orta ¢aglarda ev kiras1 6demek ve hediye
vermek i¢in de sogan kullanilirdi. Doktorlar regete yazarken sogandan faydalanirlardi.
Ereksiyon saglamada, Oksiiriik, basagrisi, yilan sokmasinda sogani yazarlardi. Eski
Misirlilar sogan kesildiginde goriilen konsantrik yapinin yasami sembolize ettigine

inanirlardi (Upadhyay, 2016).
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2.4.2. Sogan fiziksel ozellikleri

Sogan bitkisinin sahip oldugu koklerin her biri bitkiye ayr1 ayr1 baglanmislardir.
Bu sekilde sacak kok halini aldig goriiliir. Kokler ince uzun beyaz renktedir. Yaklasik
olarak 20-25 cm igte yetisir (Milli Egitim Bakanligi, 2008).

Yassi ve kalin bir govdeye sahiptir ve i¢ge gdmiilii oldugundan disardan gormek
olduke¢a zordur. Yaklagik olarak 10 ya da 15 cm uzanir. Gévde yuvarlak kesitlidir (Milli
Egitim Bakanligi, 2008).

Yaprak ve bast en kuvvetli gelisen organidir. Bosluklu yapida genis ve beyaz
yapidadirlar. Cevresel sartlara uygun olarak 20-60 cm kadar uzayabilirler. Yaprak rengi
acik yesilden koyu yesile kadar pek c¢ok renk alir. Yapraklar yeterli uzunluga
eristiklerinde bitki icin depo gdrevi gormeye baslarlar. Depo gorevi gormelerinin yani
sira kalinlasti1 igin bitkiyi koruma gorevi de Ustlenirler. Sogan baslar1 genel olarak
armut, yumru, silindir ve koni seklini alir. Baslar1 mor, sari, kahverengi renklerini

alirlar. i¢ kisimlar1 oldukga etli beyaz ve suludur (Milli Egitim Bakanligi, 2008).

Normal olgunluga eristikten sonra tam olarak ¢icek agmalar1 yaklasik olarak iki
ya da ti¢ yil1 bulur. Sahip oldular1 yumru daha fazla gelistiginde daha etli ve yumrulu bir
hale gelerek sofralarimizda kullandigimiz sogan haline gelirler. Sahip oldugu ¢igek
saplar1 lizerinde herhangi bir ¢igek bulundurmaz. Cigek tablasi zarla kaplidir bu zar

yarildiginda 2-3 cm uzunlugunda ¢igekler ¢ikar (Milli Egitim Bakanligi, 2008).

Tohumlar siyah ve burusuktur. 0 °C’de tohum gimlenir ve bitki optimal olarak
27 °C’de daha fazla biiyiir. iki ya da ii¢ y1l cimlenme &zelliklerini tasirlar. Tohumlar

sahip olduklar1 fizyolojiyi dort ya da alti hafta daha korumay: siirdiirebilirler (Milli
Egitim Bakanligi, 2008).
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2.4.3. Sogan kimyasal ozellikleri

Soganin kimyasal bilesenleri arasinda karbonhidrat, yag, organik asitler, vitamin
(a,b,c), allin tiirevleri bulunmaktadir. Soganin bu kadar yakici olmasinin nedeni
bilinyesinde bulundurdugu ugucu bir yag olan allilpropil dikiikiirttiir. Sogan fazlaca
oranda kiikiirt iceren ve kiikiirt igermeyen bilesikleri bolca bulundurur. Soganin organik
kiikiirtli bilesiklerin baslicalar1 thiosiilfinatla, kepaenler, S-oksitler, S,S-dioksitler,
mono- di -trisiilfitler ile sadece sistein siilfoksitlerle (S—propyl-L-sistein siilfoksit gibi)
kiikiirtli bilesikler olustururlar. Sogan kiyildiginda ya da dograndiginda agiga cikan
sistein siilfoksit sahip oldugu allinazin etkisiyle siilfenik asitler olusur ve sahip oldugu
propilsiilfenik asitin yeniden diizenlenmesiyle soganin gézyasartici etkisi ortaya ¢ikmis
olur. Sogan bitkisinde bazen agir metaller radyoaktif kalintilar bulunabilir (Dingoglu ve

Temamogullari, 2010).
2.4.4.Sogan biyolojik ozellikleri

Sogan Onemli antioksidanlardan olan flavonoidler, antosiyaninler, kuersetin
ayrica alkil/alkalen sistein siilfoksitler bakimindan zengin bir bitkidir. Sogan
antikanserojen, fibronelitik, antifungal ve antibakteriyel etkisi oldugu bilinmektedir.
Sogan ve elma neredeyse ayni oranda kuersetin igermektedir fakat sogandaki kuersetin
biyoyararlanim orani daha yiiksektir. Kuersetin giiclii bir antioksidandir antikanserojen,
antifungal, antiallergenik etkisi yiiksektir. Meyve, sebze, cay, findik, bademde bol
miktarda bulunmaktadir (Y1lmaz, 2010).

Sogan immun sistemi gili¢lendirir. Bunun yani sira kanserojenleri azaltir. Timor
hiicrelerini azaltir ve kolesterol seviyesini dengelemeye de yardimci olur. Igeriginde
sahip oldugu 6nemli minerallerden biri olan selenyum kalp-damar sagligin1 korumada
son derece basarili bir mineraldir. Soganin sahip oldugu flavonoidler serbest radikalleri

yakalama ozelliklerine sahiptirler (Coskun, 2005).

Soganda bol olarak bulunan flavonoid ve antioksidanlar obezite, kalp, diyabet
gibi rahatsizliklarin minimuma indirilmesinde yiiksek oranda yardimci olurlar (Yiinlii

ve Kir, 2016).
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2.4.5. Sogan Antimikrobiyal Ozellikleri

Sogan, flavonoidler ve alkalen olmak iizere 2 grup altinda toplanabilmektedir.
Flavonoidler kendi aralarinda ise antosiyaninler ve flavonoller olmak tizere ikiye
ayrilirlar. Flavonollerin sahip oldugu antimikrobiyal 6zelliklerin ise kKinonlardaki gibi
bakteri hiicre duvarindaki proteinlerle etkilesime girmeleri oldugu gosterilmistir.
Soganin en yaygin flavonoli kuersetindir. Bunun haricinde 16 adet daha sahip oldugu
flavonol tespit edilmistir. Biinyesinde yer alan alkil/alkalen ve saponinler, proteinler
sogana antimikrobiyal Ozellik kazandirmasimin yani sira antifungal etkisini de

arttirmaktadir (Irkin ve Korukoglu, 2007).

Sogan suyu ya da su 0ziitli yapilan bazi ¢calismalarda E.coli, Serratia marcescens
ve Pseudomonas aeroginosa gibi bakterilerde gelisi engellemektedir. Sogan 6ziitii ile
yapilan caligmalarda ise Stapylococcus aureus’un artisin1 engellemektedir. Sogandan
elde edilen Oziitiin agiz i¢indeki patojenlere karsi da etkili oldugu ortaya konulmustur.
Ayrica soganin sahip oldugu giiclii etkilerden dolay1 da i1yi bir gida koruyucusu oldugu

bilinmekte ve sik¢a kullanilmaktadir (Dingoglu ve Temamogullari, 2010).

2.4.6. Sogan deneysel olarak kullanim alanlart

Farmakolojik agidan sogan bitkisi 6ziitii tedavi amacgh siklikla kullanilmaktadir.
Soganin eterli oOziitii oral yolla alindiginda trombosit oraninda azalma saglayarak anti-
alerjik etki gostermektedir. Yapilan diger arastirmalarda sahip oldugu antioksidan
Ozellikten dolay1 kalp-damar hastaliklarinni azaltma yoniinde basarilidir. Astim Onleyici
Ozelliginin yani sira seker hastalarinda iire, {irik asit, kreatinini azaltma konusunda
basarili sonuglara sahiptir. Fibroblastlar1 engeller ve bu sayede deride olusan yaralarin
oniine ge¢mis olur. Kan glikozunu diisiiriir. Oral yolla alindiginda lipid ve kolesterolii

dengeler (Dingoglu ve Temamogullari, 2010).

Tibb1 ve aromatik bitkiler sinifina da giren sogan gida ve baharat alaninda,
ucucu yag olarak ise tibb1 alanda sik¢a kullanilmaktadir (Faydaoglu ve Siiriictioglu,

2011).
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3. MATERYAL VE METOD

Deneyler boyunca kullanilan cihazlar, kimyasallar ve sarf malzemeler Tablo 1,

Tablo 2 ve Tablo 3’de listelenmistir.

Tablo 1: Deneylerde kullanilan cihazlar ve yararlanim amaclari

Ad1/ Modeli

Deneylerdeki yararlanim amaci

Air flow kabin (Robert- Bosch- Strasse 1)

Hiicre kiiltiirii i¢in steril bir ortam saglamak.

Su Banyosu (Mikrotest)

Hiicreleri ve kimyasallar1 37 °C’de ¢6zmek

i¢in .

Co,
371)

inkiibator (Thermo Scientific Forma

Hiicrelerin steril inkiibasyonunu saglamak.

Derin Dondurucu -80 ° C (Thermo Scientific

Forma 88000 Series)

Hicrelerin saklanmasi.

Spektrofotometre (Thermo Scientific
Multiskan Go)

96 kuyucugun okunmas.

Mikroskop (Leica DM500)

Hiicre  kultirinden  sonra  hiicrelerin

sayilmasi.

Santrifiij (Thermo Scientific SL 16)

Deneylerde ¢oktiirme ve homojen karisimlar

olusturmak.

Distile su cihazi (Thermo Scientific

Smart2pure )

Ekstreler i¢in alkolii inceltmede.

Derin Dondurucu -20 ° C(Argelik 1050 T)

Kimyasallarin dondurulup saklanmasi.

Buzdolabi +4 °C (Vestel EKO SC300)

Ekstrelerin saklanmasi.

Vortex (VWR International Mixers)

Hiicrelerin ve ekstrelerin karismasi.

Etiiv (Niive EN 500)

Ekstrelerin istenilen sicakliga ulagsmasi.

Calkalayict  Inkiibator orbital

incubator SI1500)

(Stuart

Bakteriler 24 saat inkiibasyonu.

Ultrasonic pargalayici (Stuart heat-stir
SD162)

Soganin 90 ® C’de kaynayabilmesi.

Alkol Ugurucu (Inovia MD 200)

Ekstrelerde alkoliin ugabilmesi.

Hassas Terazi (Radwag S220/C/2)

Ekstreleri 6lgmek.

Trinokuler Mikroskop (Soif MC50)

Hiicrelerin goriintiilenmesi ve takibi.

Otoklav (Niive OT 100V)

Sterilizasyon.
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Tablo 2: Deneylerde kullanilan kimyasallar ve yararlanim amaclari

Ad1 / Katalog Bilgisi

Deneylerdeki yararlanim amaci

MCEF-7 hiicre hatt1 / American Type Culture

Collection, ATCC-Yeditepe Universitesi

Dog¢.Dr Soner Dogan hediyesidir.

Deneylerde kullanilan meme kanseri hiicre

hatti.

Propolis / Malatya yoéresinden Nisan 2017

balzam seklinde

Hiicrelerde ve bakterilerde etkisi arastirilan

ajan.

Sogan / Umraniye’de herhangi bir pazardan

alinmig

Hiicrelerde ve bakterilerde etkisi arastirilan

ajan.

DMEM Ortami / Sigma D6429

Mcf-7 hiicrelerini biiyilitme ortamu.

Trypsin-EDTA / Gibco 1815213

Hiicrelerin flasktan kaldirilmasi.

Pen strep / Gibco 18229773

Hiicre ortami bileseni.

Thiazolyl Blue / ChemCruz J1816

MTT testinde hiicre ¢gogalmasinin Slgiimii.

Fetal Bovine Serum (FBS) / Capricorn CP16-
1299

Hiicre ortamu bileseni.

LB Borth (Miller) / Sigma L2542

Bakterilerin besin ve ¢ogalma ortamu.

Trypan Blue Stain / Gibco 1384928

Hiicreleri sayayrken canli ve oliileri 6lgmek.

Methanol / Merck 603-001-00-X

Sogan ve Propolis ekstraktini ¢ozmede.

Ethanol / Emsure 64-17-5

Sogan ve Propolis ekstraktini ¢ozmede.

Isopropyl Alcohol / J.T.Baker B24B43

Hiicreleri plaktan ¢zmek.

HCI / Emsure

Sogan hiicrelerini pargalamak.

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) / Biomatik
3K31569

Hiicreleri plaktan ¢6zmek.

NaCl / Emsure 7647-14-5

Hiicre yikanmasinda (PBS) ortam bileseni.

KCI / Rokim 7447-40-7

Hiicre yikanmasinda (PBS) ortam bileseni.

Na,HPO,/ Molychem 26040

Hiicre yikanmasinda (PBS) ortam bileseni.

KH,PO, / Emsure 7778-77-0

Hiicre yikanmasinda (PBS) ortam bileseni.
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Tablo 3: Deneylerde kullamlan sarf malzemeler ve yararlammim amaglari

96 Well Cell Culture Plate / Nest 701001

Bakteri ve hiicreleri kiiltire etme ortami.

15 ml Centrifuge Tube / Nest 601002

Ekstrakt , bakteri ve hiicre hazirlama ortam

ekipmani.

50 ml Centrifuge Tube /Nest 602002

Hiicre kultiriinde hiicre hazirlama ortam

ekipmani.

Serolojik Pipet / Capp 160823B

Hiicre kiiltiiriinde ekim ve ¢ogaltma.

25 cm? flask / TPP 20160473

Hiicre kiltiirii ekim flaski.

Syringe Filter / AISIMO 170227SF33CA22S

PBS filtrelemek.

Rondo / Fakir model

Sogani pargalamak.

Rende / Herhangi bir marketten alinan

Propolisi rendelemek.

Mikropipetler / Eppendorf

Konsantrasyonlari ve ml ayarlamak i¢in

Cam malzemeler / Isolab

Ekstraklar1 hazirlamak.

Parafilm / Bernis

Koruma amagli.

Steril Pipet Ucu 10 pl / Nest 2016001

Oran ayarlamak.

Steril Pipet Ucu 1000 ul / Expell 4130135C

Oran ayarlamak.

Steril Pipet Ucu 200 pl / Axygen 120405-212

Oran ayarlamak.

Steril enjektor / Beybi Distile suda az miktarlar1 ayarlamak.
Steril eldiven (M) [/ Tentynit R403 | Kontaminasyon riskini azaltmak.
242LLN375

Lamel / Isolab DC.75.1.7

Hiicre kiiltiiriinde hiicre saymak igin.

Neubauer lam / Isolab

Hiicre sayiminda.

Cryotube / Thomas Scientific 5000-0012

-80 % C’ de hiicreleri saklamak.

Aliiminyum folyo / Herhangi bir marketten

DMSO kaplamak ve MTT son asama.

Eppendorf tube / Granier Bio-One 616202

Soliisyon hazirlamada.

Pcr tube / Nest 401001

Metanolun u¢gmasini engellemek.

Sealing / BBI T329-2S

Bakterilerin platede {lizerini kapatmak.

Multichannel pipet / Isolab LA 11942

Pleytte esit oran1 ayarlamak.
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3.2. METOD

3.2.1. Propolis, Sogan, Hiicre Kiiltiirii Kimyasallarinin Hazirlanmasi

Propolisin Metanollii Ekstraktimin Hazirlamsi: Tiirkiye‘de  Malatya
Dogansehir yoresinden Nisan 2017°de toplanan balzam seklindeki propolis 6rnekleri
rendelenip kiigiik hale getirildi. Elde edilen propolis 6rneginden 60 gr tartilip iizerine
%99 olan metanol oranin1 %95’e diistirmek i¢in 286 ml metanol ve 13,57 ml distile su
ile karistirildi. 300 ml ve %95°lik metanol propolis ¢dzeltisi elde edilmistir. Ornekler 2
ayr1 behere ayrilip lizeri parafilmlenmistir. Hava akisini saglayabilmek icin parafilmin
tizerine ufak delikler acilmistir. Etiivde yaklasik olarak 5 gilin boyunca giinde iki kere
karigtirilmistir. Biitiin ekstrakt siizme kagidiyla siiziildiikten sonra tiiplere aktarilarak
alkol ucurucu yardimiyla alkolii ugurulmustur. Bu sekilde hazirlanan stok propolis
ekstresinden seyretme yoluyla 0.45 rm’ lik filtreden gegilerek hiicre kiiltiiriine hazir
hale getirilmistir. Calismalarda 1/5 (0.2), 1/10 (0.1), 1/20 (0.05) mg/ml
konsantrayonlar1 kullanilirken 1/40, 1/80, 1/160 seklinde farkli kontrasyonlarda daha

sonra kullanilmak icin +4 °C’de saklanmistir (w/v).

Propolisin Etanollii Ekstraktlarimin Hazirlamsi:  Tirkiye’de Malatya
Dogansehir yoresinden Nisan 2017°de toplanan balzam seklindeki propolis 6rnekleri
rendelenip kiigiik hale getirildi. Elde edilen propolis 6rneginden 50 ml etanollii ekstrakt
elde etmek icin 1 gr balzam seklindeki propolis ve %99.9 etanol karistirilmistir. Ornek 3
giin etiivde bekletilip giinde 2 kere karistirildiktan sonra fazla alkolii ugurulup 0.45
rm’lik filtreden gegirilmistir. Etanollii ekstrakt seyreltme yoluyla 1/50 (0.02) ve 1/250
(0.004) mg/ml seklinde iki ayr1 konsantrasyon elde edilmistir (w/v).

Soganin Metanollii Ekstraktimin Hazirlamgi: Tiirkiye’de Istanbul Umraniye
ilgesinde herhangi bir pazardan alinan 3 adet sogan soyulduktan sonra rondodan
gecirilerek kurutma kagidinin {izerine ince bir tabaka seklinde yayilarak 2 giin siireyle
kurutuldu. Kuru agirlik hassas terazide tartildiginda yaklasik olarak 35.25 gr olarak
Ol¢iilmiistiir. %99.9 olan metanoliin i¢ine kuru olarak 5 gr tartilan soganin i¢ine 140 ml
distile su ve 260 ml metanol eklendi. %65°lik metanol elde edilmis oldu. Soganin daha
1yl parcalanmasi i¢in karisimin i¢ine 18,18 ml HCL eklendi. Ertesi giin sogan ekstrakti

30 dk ultrasonic pargalayici da bekletildi. Tekrar 90 °C ve 400 rpm’de 2 saat muamele

edildi. 0.45 rm’lik filtreyle siiziildii. Metanollii ekstrakt seyretme yontemiyle deisik
konsantrasyonlarda elde edilmistir. Caligmalarda 1/100 (0.01), 1/500 (0.002) mg/ml
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konsantrasyonlar1 kullanilirken hazirlanan diger konsantrasyonlar 1/200, 1/400, 1/800,

1/1600 ise daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere +4 ° C’de saklanmistir (w/v).

Sogamin Etanollii Ekstraktinin Hazirlamsi:  Tiirkiye’de Istanbul Umraniye
ilgesinde herhangi bir pazardan alinan 3 adet sogan soyulduktan sonra rondodan
gecirilerek kurutma kagidinin iizerine ince bir tabaka seklinde yayilarak 2 giin stireyle
kurutuldu. Kuru agirlik hassas terazide tartildiginda yaklasik olarak 35.25 gr olarak
Olclilmiistiir. 50 ml ¢ozelti hazirlamak i¢in 1 gr sogan hassas terazide tartildi. %99.9
olan etanol %65’¢ disiiriildii. 40 ml etanol kurutulmus soganlarin tizerine eklendi.

Sogan ekstresi 3 giin 37°C’de bekletildi. 3 giin sonunda sogan ekstresi siizme kagidiyla

stiziildli. Ertesi giin sogan ekstrakti 30 dk ultrasonic parcalayici da bekletildi. Tekrar
90°C ve 400 rpm’de 2 saat muamele edildi. 0.45 rm’lik filtreyle siiziildii. Etanollii

ekstrakt seyretme yontemiyle 1/50 (0.02), 1/250 (0.004) mg/ml iki ayr1 konsantrasyon
elde edildi (w/v).

%70’lik Etanol eldesi: %99.9’luk etanolden 70 ml alindi. Uzerine 30 ml distile
su ilave edildi ve son hacim 100 ml tamamlanarak sterilizasyonu saglama da kullanmak

icin %70’lik etanol ¢ozeltisi elde edildi.

PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 : 500 ml PBS elde edebilmek igin 4
gr NaCl, 0.1 gr KCI, 0.72 gr Na;HPQO,4, 0.12 gr KH,PO, tartilarak iizerine 400 ml

disitile su eklenmistir. Cozeltiyi 0.22 uym filtreden gegirdikten sonra parafilmleyerek

+4 °C’ de falcon da agz1 parafilmlenerek muhafaza edilmistir.

Dondurma Medium Hazirlanmasi : Dondurma mediumu hazirlanirken ortam

%10 DMSO ve %90 FBS igermelidir. Calismada Fetal Bovine Serum -20° C’den alinip
su banyosunda 37 °C’ye getirilmistir. Son hacim 50 ml i¢in 5 ml DMSO ve 45 ml FBS

kullanilmistir. +4 derecede falconun agz1 parafilmlenerek bekletilmistir.

MTT Stok Soliisyonu hazirlamis1 : MTT stok soliisyonu +4 °C’den alinmistir.

MTT stok soliisyonu 5 mg/ml olmalidir. Yaklasik olarak 30 gr Thiazolyl Blue hassas
terazide Ol¢lilmistiir. 30 gr Thiazolyl Blue eklenen 15 ml falcona 10 ml DMSO
eklenmistir. Falcon aliiminyum folyo ile kapatilip falconun agzi ise parafilmlenip -20

°C‘de muhafaza edilmistir.
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Biiyiitme Medyumu Hazirlanmasi : Fetal Bovine Serum -20 °C’den alinarak
su banyosunda 37 °C’ye getirilmistir. Pen strep -20°C’den su banyosunda 37 °C’ye
getirilmistir. Hazirlanan %70’lik etanolle kabin ve -20 °C’den ¢ikartilan kimyasallar

steril edilmistir. Son hacim 50 ml olacak sekilde medyum hazirlamak i¢in 44.5 ml
DMEM, %10 final konsantrasyonlu FBS i¢in 5ml FBS ve %1 final konsantrasyonlu
Pen strep icin 0.5 ml Pen strep, 50 ml’lik falcona eklenmistir. Falconun agzi

parafilmlenerek +4 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismalarin hepsi hiicre kiiltiiri kabininde (air flow kabin)’de kabin her agilip
kapandiginda calisma yapilmadan ve yapildiktan sonra %70’lik etil alkolle silinmistir.
Kabine girerken ve cikarken yapilan calismalarda kabine girilip cikildiginda dahi
eldiven degistirilmis ve eldivenli ellere %70’lik alkol sikilmistir. Kabine giren ve ¢ikan
pipetler, pipet uglari, ependorf tiipler, 15 ml ve 50 ml falconlar, serolojik pipetler, 25
cm®lik flasklarin  hepsi otoklavlanmis ve kabinde ise girip ¢ikarken %70’lik etanolle
steril edilmistir. Her ¢alisma tamamlandiginda hiicre kiiltiirii kabini ve odas1 UV 1sikla 1

saat boyunca steril edilmistir.

3.2.2.1. Mcf-7 Hiicre Hattinin temini ve ¢ogaltilmast

Yeditepe Universitesi Tibbi Biyoloji Béliimii Dog¢.Dr. Soner DOGAN
hediyesidir. Hiicre hatt1 American Type Culture Collection, ATCC’den temin edilmistir.

Calismalarda Sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir.  Hiicrelerde biiyilitme ortami

olarak % FBS, %1 Pen-Strep ve DMEM ortami ve 37 °C CO, inkiibator kullanilmustir.

3.2.2.2. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi, pasajlanmasi, dondurulmasti

-80 °C’den cryotube ile ¢ikarilan hiicreler Yeditepe Universitesin’den almip
tekrar -80 °C’de 1 saat icinde {iniversitemize ulastirildi. Hiicreler cryo tiiple beraber su
banyosuna konarak 37 °C’de ¢ziinmesi saglandi. Hiicre kiiltiirii kabini %70’lik etanolle
steril edildikten sonra hiicrede alkollenip kabine alind1. 75 ul seklinde iki ayr1 25 cm?
flask igine 3 ml hazir DMEM eklenip iizerine al ver yapilarak hiicre hatt1 cryo tiipden

flaska aktarildi. 2 ya da 3 giinde bir serolojik pipet yardimiyla iist faz atilir ve aym
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flaska yeni DMEM eklenildi. -80’den ¢ikan ilk hiicrelerin kendine gelmesi yaklasik

olarak 9 giinii aldi. Flask yilizeyi %95 oranina ulastiginda hiicre flasktan kaldirildi ve

pasajlandi. Yaklasik 4 ya da 5 kere pasajlanip stok yapildiktan sonra cryo tiiplere

aktarilarak -80 °C’de bir sonraki ¢alismalar igin sakland.

Deney Uygulanis Basamaklari:

© o N o Ou

13.
14.

15.

Flaskin icerisindeki ortam serolojik pipet yardimiyla atildi.

37 °C su banyosunda ¢oziinen Tripsin 2 ml seklinde flaska ilave edildi.

Flask CO, inkiibatdre konuldu ve 5 dk beklenildi.

Stire dolduktan sonra tripsin serolojik pipet yardimiyla al ver yapilarak
kopiirtmeden yikandi.

Falcon tiipe 2 ml DMEM eklenildi.

Tripsinle muamele edilen s1vi falconun iizerine eklenildi.

1300 rpm’de 3 dk boyunca santrifiij edildi.

Falcondaki iist faz altinda DMEM kalmayacak bir sekilde atildi.

Uzerine tekrar 2 ml DMEM eklenildi.

. Yeni flaska 3 ml DMEM eklenildi.
11.
12.

Falconda kalan 2 ml DMEM’li siv1 al ver yapildi.
500 pl hiicre DMEM karisimi yeni flasktaki DMEM’e eklenir. 37 °C’ de

inkiibe edilmeye devam edildi.

Hiicreler sayilabilir pasajlandi platelere ekildi.

Hiicreleri dondurmak ig¢in +4 ° C’ de muhafaza ettigimiz dondurma
mediumundan dondurmak istedigimiz kadar eklenildi.

5dk +4 °C> de, 5 dk -20 ° C’ de bekletildi. Daha sonra -80 ° C’ ye
kaldirildi.

3.2.2.3. Hiicrelerin ¢oziindiiriilmesi

-80 ° C*den ¢ikarilan hiicreler deney tekrari ya da devamu igin ¢oziindiiriildii.

Deneyin Uygulanis Basamaklari:
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1. -80 ° C¢den cryo tiip ile ¢ikartilan hiicreler hiz1 bir sekilde 37 °C’de

su banyosunda ¢oziindiiriildii.
2. 25cm? flask icine 3 ml DMEM eklenildi.
3. Coziilen cryo tiip igindeki hiicre hatti al ver yapilarak 1 ml yeni flask

uzerine aktarildi.

4. 37°C’lik CO, inkiibatére alindu.

3.2.2.4. Neubauer lanu yardimuyla hiicrelerin sayilmast

Hiicrelerin yapilan tiim deneyler icin hiicreler sayildi. Bos bir plate yardimiyla

10 pl Tripan mavisi ve 10 pl seyreltilmis hiicre tizerine ilave edilir ve al ver yapildi.

Neubauer laminin ortasina lamel yerlestirilir ve bosluktan karisim birakildi. Boyanan

hiicreler mavi canli hiicreler ise seffaf sekilde goriiniirler. Seffaf hiicreler sayildi.

3.2.2.5. Hiicrelerin hesaplanmasi

Mikroskopla sayilan hiicreler 20.000 ile ¢arpildi. Hiicreler DMEM ile sayreltildi.

Sonug olarak 1:5’¢ seyreltilmis hiicreler 10° oranina getirildi.

3.3.1. MTT (Canlilik Testi)

Farkli konsantrasyonlarda elde ettigimiz propolis ve sogan ekstraktlarinin Mcf-7
meme kanseri lizerindeki canliligini belirledik.

Canli olan hiicreler sar1 renkli MTT (3- [4,5-dimethylthiazol 2-yl]-2,5- diphenyl
tetrazolium bromid) tuzunda siiksinat dehidrogenaz enziminin aktif oldugu hiicrelerde

mora boyanmasidir (Darzynkiewicz ve ark., 1992).
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3.3.1.1. Metanollii Ekstraktlarda MTT (Canlilik Testi)

Deney Uygulanis Basamaklari:

N oo o bk~ w N

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

Hiicreler flaskta ¢ogaltildiktan sonra tripsin 37 °C’de ¢oziindiiriildii.

Flaska 2 ml tripsin eklenildi.

Flask CO; inkiibatorde 5 dk bekletildi.

Falcona 2 ml DMEM ve 2 ml tripsinli ¢ozelti eklenildi.

1300 rpm’de 3 dk santrifiijlendi.

Ust faz ¢ekip atilir ve iizerine 4 ml DMEM konup hiicreler vortexlendi.
96’lik bos pleyte 10 pl hiicre ve 10 ul tripan mavi eklenildi.

Neubauer lamina lamel yerlestirildi ve bosluktan hiicre tripan mavisi
karisimi1 eklenildi.

10° oraninda hiicreler DMEM? le seyreltildikten 90 pl olarak pleyte ekildi.

1 gece CO; inkiibatorde bekletildi.

Ependorf tiipler kullanilarak herbirine kontrol grubu propolis, 1/5 (0.2), 1/10
(0.1), 1/20 (0.05) mg/ml ve sogan kontrol grubu 1/100 (0.01), 1/500 (0.002)
mg/ml 90 ul DMEM ve 10 ul ana stoktan konulup karisim elde edildi.

Ayri bir pleyte 10 ul DMEM ve {izerine 10 pl metanolli propolis kontrol
grubu eklenir al ver yapildi en son kuyucuktan 10 pl atildu.

Ayr1 bir pleyte 10 ul DMEM ve tizerine 10 pl 0.2 mg/ml oraninda seyreltilen
propolis ekstrakti eklendi al ver yapildi en son kuyucuktan 10 ul atildi. 0.1,

0.05 mg/ml konsantrasyonlari da ayni sekilde devam edildi.
Sogan ekstrakti ayri bir pleyte 10 pl DMEM ve tizerine 10 pl metanollii

sogan kontrol grubu eklendi al ver yapildi en son kuyucuktan 10 pl atild1.
Ayri bir pleyte 10 uyl DMEM ve iizerine 10 pl seyreltilmis sogan ekstrakti
eklenildi al ver yapilir en son kuyucuktan 10 pl atilir. 0.01, 0.002 mg/ml

konsantrasyonlari da ayni sekilde devam edildi.
Iki giin siireyle CO; inkiibatdrde bekletildi.
5 mg/ml seklinde hazirlanan MTT stok soliisyonundan her kuyucuga 10 pl

eklenildi.
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18. 3 saat boyunca pleyt CO; inkiibatorde bekletildi.
19. Her bir kuyudan hiicreye degmeden 80 pl ¢ekilip atildi.

20. Hiicreleri kaldirmak icin tekrar son konsantrasyon %350 olucak sekilde
kuyucuklara yetecek miktarda %50 isopropil alkol + %50 DMSO ¢ozeltisi
hazirlandi.

21. Hazirlanan ¢6zeltiden 100 pl kuyucuklara eklenildi.

22. Pleyt 151k girmeyecek sekilde aliiminyum folyo ile sarildi.
23. 45 dk beklenildi.
24. 570 nm’de spektrofotometrede okutuldu.

3.3.1.2. Etanollii Ekstraktlarda MTT (Canlilik Testi)

Deney Uygulanis Basamaklart:

N o o bk~ DN

10.
11.

12.

Hiicreler flaskta cogaltildiktan sonra tripsin 37 °C’de ¢oziindiiriildii.

Flaska 2 ml tripsin eklenildi.

Flask CO, inkiibatorde 5 dk bekletildi.

Falcona 2 ml DMEM ve 2 ml tripsinli ¢ozelti eklenildi.

1300 rpm’ de 3 dk santrifiijlendi.

Ust faz ¢ekip atilir ve iizerine 4 ml DMEM konup hiicreler vortexlendi.

96’ lik bos pleyte 10 pl hiicre ve 10 pl tripan mavi eklenildi.

Neubauer lamina lamel yerlestirilir ve bosluktan hiicre tripan mavisi karigimi
eklenildi.
10° oraninda hiicreler DMEM” le seyreltildi 90 pl olarak pleyte ekildi.

1 gece CO; inkiibatorde bekletildi.
Ependorf tiipler kullanilarak herbirine kontrol grubu propolis, 0.02, 0.004
mg/ml ve sogan kontrol grubu 0.02, 0.004 mg/ml 90 ul DMEM ve 10 pl ana

stoktan konulup karisim elde edildi.
Ayri bir pleyte 10 ul DMEM ve tizerine 10 pl etanollii propolis kontrol grubu

eklendi al ver yapildi en son kuyucuktan 10 pl atildi.
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13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.

20.

21

22
23

Ayri bir pleyte 10 ul DMEM ve iizerine 10 pl 0.02 mg/ml oraninda seyreltilen
propolis ekstrakti eklenildi al ver yapild1 en son kuyucuktan 10 ul atildi. 0.004
mg/ml konsantrasyonu iginde ayni sekilde devam edildi.

Sogan ekstrakti ayr1 bir pleyte 10 ul DMEM ve tizerine 10 ul etanollii sogan
kontrol grubu eklenildi al ver yapildi en son kuyucuktan 10 pl atild:.

Ayn bir pleyte 10 yl DMEM ve iizerine 10 pl seyreltilmis sogan ekstrakti
eklenildi al ver yapildi en son kuyucuktan 10 pl atildi. 0.02, 0.004 mg/ml
konsantrasyonlar1 da ayni sekilde devam edildi.

Iki giin siireyle CO; inkiibatdrde bekletildi.
5 mg/ml seklinde hazirlanan MTT stok soliisyonundan her kuyucuga 10 pl

eklenildi.

3 saat boyunca pleyt CO; inkiibatérde bekletildi.
Her bir kuyudan hiicreye degmeden 80 pl ¢ekilip atildu.

Hiicreleri kaldirmak igin tekrar son konsantrasyon %50 olacak sekilde
kuyucuklara yetecek miktarda %50 isopropil alkol + %50 DMSO ¢ozeltisi
hazirlanildi.

. Hazirlanan ¢ozeltiden 100 pl kuyucuklara eklenildi.

. Pleyt 151k girmeyecek sekilde aliiminyum folyo ile sarildu.
. 45 dk beklenir. 570 nm’de spektrofotometrede okutuldu.

3.3.1.3. Farkli Konsantrasyonlu Metanollii Ekstraklara MTT (Canlilik Testi)

Stok sollisyonunu  oranlarken tiiplerdeki en yogun olan ana stoktan

yararlanildi. Son konsantrasyonlar 500 uM, 50 uM, 10 pM, 5 uM, 1uM elde edildi.

Sogan

ve propolisin metanollii ekstraklarina 6 tekrarli bir sekilde uygulandi.

Deney Uygulanis Basamaklari:

1. Hiicreler flaskta ¢ogaltildiktan sonra tripsin 37 °C’de ¢oziindiiriildii.

2. Flaska 2 ml tripsin eklenildi.
3. Flask CO, inkiibatorde 5 dk bekletildi.
4. Falcona 2 ml DMEM ve 2 ml tripsinli ¢6zelti eklenildi.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.
16.

1300 rpm’ de 3 dk santrifiijlendi.
Ust faz cekip atild1 ve iizerine 4 ml DMEM konup hiicreler vortexlendi.
96’ lik bos pleyte 10 ul hiicre ve 10 pl tripan mavi eklenildi.

Neubauer lamina lamel yerlestirilir ve bosluktan hiicre tripan mavisi karigimi

eklendi.
10° oraninda hiicreler DMEM’ le seyreltildi sonra 90 pl olarak pleyte 6

tekrarli 6 kuyucuk ekildi.
1 gece CO; inkiibatorde bekletildi.
Ilk kuyucuklar kontrol grubu olarak adlandirildi. 3’er siraya da 10 pl

propolis kontrol ve 10 ul sogan kontrol gruplar1 eklendi.

Propolisin 0.2 mg/ml ana stogundan ependorfa 5 ml konulup tizerine 995 ml
DMEM eklenip 500 puM ana stok elde edildi. Ikinci bir ependorfa 100 pl ana

stoktan almdi 900 pyl DMEM eklendi 50 uM stogu elde edildi. Ugiincii
ependorfa ikinci ependorftan 200 pl alindi tizerine 800 ul DMEM eklendi 10
MM ana stok elde edildi. Dordiincii ependorfa tigiincii ependorftan 500 ul
alinip tizerine 500 ul DMEM eklenerek 5 pM stogu elde edildi. Besinci
ependorfa dordiincii ependorftan 200 l tizerine 800 ul DMEM eklendi 1 uM

stogu elde edildi.
Soganin  0.01 mg/ml ana stogundan ependorfa 500 ul tizerine 500 pl

DMEM eklendi 500 uM ana stok elde edildi. Ikinci bir ependorfa 100 pl ana
stoktan alindi 900 ul DMEM eklendi 50 uM stogu elde edildi. Ugiincii
ependorfa ikinci ependorftan 200 pl alindi tizerine 800 ul DMEM eklendi 10
MM ana stok elde edildi. Dordiincii ependorfa {igiincii ependorftan 500 ul
alinip tizerine 500 ul DMEM eklenerek 5 pM stogu elde edildi. Besinci
ependorfa dordiincii ependorftan 200 l tizerine 800 ul DMEM eklendi 1 uM

stogu elde edildi.
Sirayla kuyucuklarin tizerine 10 ul elde edilen dozlardan eklendi.

Iki giin siireyle CO, inkiibatdrde bekletildi.
5 mg/ml seklinde hazirlanan MTT stok soliisyonundan her kuyucuga 10 pl

eklenildi.
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17. 3 saat boyunca pleyt CO; inkiibatorde bekletildi.
18. Her bir kuyudan hiicreye degmeden 80 pl ¢ekilip atildi.

19. Hiicreleri kaldirmak icin tekrar son konsantrasyon %350 olucak sekilde
kuyucuklara yetecek miktarda %50 isopropil alkol + %50 DMSO ¢ozeltisi
hazirlanildi.

20. Hazirlanan ¢ozeltiden 100 pl kuyucuklara eklenildi.

21. Pleyt 1s1k girmeyecek sekilde aliiminyum folyo ile sarilir. 45 dk beklenildi.
22. 45 dk beklenildi.
23. 570 nm’de spektrofotometrede okutuldu.

3.3.2. Antimikrobiyal testlerde kullanilan bakterilerin eldesi

Antimikrobiyal deneyde kullanilan bakterilerin tamami Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesin’de yatan hastalardan izole edilmis klinik suslardir.
Escherichia coli, Lactobacillus sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae kullanilmistir. Metanollii, etanollii ve LB kullanilarak 3 ayr1 9
tekrarli deney yapilmistir. Giivenlik kabini ve malzemeler her giris ve ¢ikista alkolle
dezenfekte edildi.

3.3.2.1. Metanollii Ekstraktlarda Antimikrobiyal Deneyi

Calismalarda Sivi mikrodiliisyon yontemi kullanildi. 96 ‘U’ seklindeki well

pleytlere dncelikle sogan ve propolisin ¢oziicii alkolii 10 pl ilave edilip ilk kuyucuga 10
ul propolis veya sogan ekstraktinin konsantrasyonundan ilave edildi. Seri olarak her
kuyucukta 10 pl tger defa karistirilip diger kuyucuga gegirildi. Onikinci kuyucukta 10
pl atildi.
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Deney Uygulanis Basamaklari:

1.

o o &

10

11.
12.
13.
14.
15.

Bos bir pleyte oncelikle 100 pl LB eklendi daha sonra sirayla bakteriler 100
pl eklendi. Spektrofotometrede ilk OD Ol¢timleri yapildi.

Bos kuyucugun degeri 0,05 kabul edildi.

LB blanck olarak adlandirildi. Olgiilen blanck degeri bakterinin degerinden
cikartildi. Cikan sonu¢ elimizde fazla oranda olmasini istedigimiz
bakterilerimiz i¢in oranimizi 10 ml olarak belirlendi. istedigimiz oran ve bos
OD degeri ile carpilip bakterinin OD degerine boliindii. Cikan sonug
eklenecek bakteri olarak kabul edildi ve kalan 10 ml LB’ ye tamamlanda.
Biitiin bakteriler 10 ml’ye LB ile seyreltildi.

-80 °C’den ¢ikarilan bakteriler 37 °C’ye getirildi.

5 ayr falcona 10 ml LB ve 100 ul bakteri eklendi.
Bir gece boyunca ¢alkayalayici inkiibatorde 37 °C’de bekletildi.

Metanoliin ugmasi nedeniyle pcr tiiplerine her oran igin 12 kuyucukta
kontroller ve propolis 0.2, 0.1, 0.05 mg/ml i¢in ve soganda kontrol 0.01,
0.002 mg/ml igin seyreltmeler yapildi. 100 ul kontrol grubu ve 100 pl

propolis 0.2, 0.1, 0.05 mg/ml ve sogan kontrol grubu 0.01, 0.002 mg/ml tek
tek 12 kuyucuk icin seyreltildi. Yaklasik olarak 87 per tiipii kullanildi. A
grubu propolis kontrol, B grubu propolis 0.2 mg/ml, C grubu propolis 0.1
mg/ml, D grubu propolis 0.05 mg/ml, E grubu sogan kontrol, F grubu sogan
0.01 mg/ml, G grubu 0.002 mg/ml ve H grubu sadece 90 ul bakteriden

olusmaktadir. En yogun konsantrasyon 1. Kuyucuktadir.

Biitiin kuyucuklara 10 pl seyreltilen ekstraklardan konuldu.
. Biitlin kuyucuklarin iizerine seyreltilen bakterilerden 90 ul konuldu.

Pleytlerin hepsi 10 sn shake yapildi.

Spektrofotometrede 600 nm’de dl¢iilerek ilk Slgiimler kayit edildi.
Pleytlerin tamamu sealing ile kaplandi.

Kaplanan pleytler 24 saat ¢alkalayici inkiibatdrde bekletildi.

Ertesi giin 600 nm’ de dlgtilerek sonuglar degerlendirildi.
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3.3.2.2. Metanollii Ekstraktlarda LB ile Seyreltilen Bakterilerin Antimikrobiyal
Deneyi

Deney Uygulanis Basamaklari:

1. Bos bir pleyte oncelikle 100 ul LB eklendi daha sonra sirayla bakteriler 100
pl eklendi ve spektrofotometrede olgiildii.

2. Bos kuyucugun degeri 0,05 kabul edildi.

3. LB blanck olarak adlandirildi. Olgiilen blanck degeri bakterinin degerinden
cikartildi. Cikan sonug elimizde fazla oranda olmasini istedigimiz bakterilerimiz
icin oranimizi 10 ml olarak belirlendi. Istedigimiz oran ve bos OD degeri ile
carpilip bakterinin OD degerine boliindii. Cikan sonug eklenecek bakteri olarak
kabul edildi ve kalan 10 ml LB’ye tamamlanda.

4. Biitlin bakteriler 10 ml’ ye LB ile seyreltildi.

5. -80 °C’ den cikarilan bakteriler 37 °C” ye getirildi.

6. 5 ayr1 falcona 10 ml LB ve 100 ul bakteri eklendi.
7. Bir gece boyunca galkayalayici inkiibatorde 37 °C’de bekletildi.

8. Propolis ekstrakti LB ile seyreltildiginde reaksiyona girdiginden dolay1 0.001
ve 0.01 mg/ml olarak seyreltilip ¢cokelmenin Oniine gecildi. Sogan ekstrakti
0.002 ve 0.01 olarak LB ile seyreltildi. Sogan ve propolisin kontrol gruplari

da 1 ml kontrol ve 9 ml LB olacak sekilde seyreltildi. A grubuna 90 ul

bakteri eklendi. B grubuna propolis kontrol, C grubuna propolis 0.001, D
grubuna propolis 0.01, E grubuna sogan kontrol, F grubuna sogan 0.02, G
grubuna 0.01 mg/ml sogan konulmustur. En yogun konsantrasyon 1
numaradadir.

9. Biitiin kuyucuklara 6ncelikle seyreltilen kontrol gruplari ardindan 10 pl

hazirlanan konsantrasyonlar eklendi.

10. Biitiin kuyucuklarin iizerine seyreltilen bakterilerden 90 pl konuldu.

11. Pleytlerin hepsi 10 sn shake yapildi.
12. Spektrofotometrede 600 nm’de Olctilerek ilk dl¢timler kayit edildi.

13. Pleytlerin tamammu sealing ile kaplandi.
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14. Kaplanan pleytler 24 saat calkalayic1 inkiibatorde bekletildi.
15. Ertesi giin 600 nm’ de 6l¢iilerek sonuglar degerlendirildi.

3.3.2.3. Etanollii Ekstraktlarda Bakterilerin Antimikrobiyal Deneyi

Deney Uygulanis Basamaklari:

1. Bos bir pleyte oncelikle 100 pul LB eklendi daha sonra sirayla bakteriler 100
ul eklendi ve spektrofotometrede 6l¢iildii.

2. Bos kuyucugun degeri 0,05 kabul edildi.

3. LB blanck olarak adlandirildi. Olgiilen blanck degeri bakterinin degerinden
cikartildi. Cikan sonug elimizde fazla oranda olmasini istedigimiz bakterilerimiz
icin oranimizi 10 ml olarak belirlendi. Istedigimiz oran ve bos OD degeri ile
carpilip bakterinin OD degerine boliindii. Cikan sonug eklenecek bakteri olarak
kabul edildi ve kalan 10 ml LB’ ye tamamlandi.

4. Biitiin bakteriler 10 ml’ ye LB ile seyreltildi.

5.-80 °C’ den ¢ikarilan bakteriler 37 °C’ye getirildi.

6. 5 ayr1 falcona 10 ml LB ve 100 pl bakteri eklendi.
7. Bir gece boyunca ¢alkayalayici inkiibatorde 37 °C’de bekletildi.

8. Propolis ekstrakti etanolle 0.02 ve 0.004 mg/ml oraninda seyreltildi. Sogan
ekstrakti ise 0.02 ve 0.004 oraninda seyreltildi. Pleytin en son kuyucuklarina
sadece 90 pl bakteri eklendi. A grubuna 90 ul bakteri eklendi. B grubuna

propolis kontrol, C grubuna propolis 0.02, D grubuna propolis 0.004, E grubuna
sogan kontrol, F grubuna sogan 0.02, G grubuna 0.004 mg/ml sogan konuldu.
En yogun konsantrasyon 1. kuyucuktadir.

9. Biitiin kuyucuklara dncelikle seyreltilen kontrol gruplari ardindan 10 pl

hazirlanan konsantrasyonlar eklendi.

10. Biitiin kuyucuklarin iizerine seyreltilen bakterilerden 90 ul konuldu.

11. Pleytlerin hepsi 10 sn shake yapildi.
12. Spektrofotometrede 600 nm’de dlgiilerek ilk dlgtimler kayit edildi.
13. Pleytlerin tamammu sealing ile kaplandi.

14. Kaplanan pleytler 24 saat ¢alkalayici inkiibatorde bekletildi.
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15. Ertesi giin 600 nm’de 6lgiilerek sonuglar degerlendirildi.

3.4. Istatiksel analiz yontemi

Olusturulan veriler Istatistik Paketi (SPSS) siiriim 20.0 ile analiz edilmistir.
Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Veriler Varyans (tek yonli
ANOVA) kullanilarak analiz edilmis ve Post-hoc Tukey testi ile degerlendirilmistir.
Istatistiksel anlamlilik degeri p <0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

41. MTT Testi Kullamlarak Propolis ve Sogan Ekstraktlarinin Mecf-7/ hiicre

hattindaki canhilik sonuclari

4.1.1. Propolis ve soganin metanollii ekstraktinin Mcf-7 iizerine etkisi

Yaptigimiz deneylerde kontrol grubunu propolisin ve soganin ¢oziicii alkoliinii
ve konsantrasyonlari sivi mikrodiliisyon yontemiyle seyrelterek elde ettik. Propolis igin
(1/5)-0.2 mg/ml , (1/10)-0.1 mg/ml, (1/20)-0.05 mg/ml konsantrasyonlarini kullandik.
Sogan i¢in (1/100)-0.01 mg/ml, (1/500)-0.002 mg/ml konsantrasyonlarini kullandik.
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Sekil 4: Propolisin metanollii (1/5)-0.2 mg/ml, (1/10)-0.1 mg/ml , (1/20)-0.05 mg/ml
ekstraktinin Mcf-7 hiicre hatt1 iizerine etkisi. X ekseni pc (propolis kontrol) ve propolis
konsantrasyonlarini (1/5, 1/10, 1/20) ifade ederken , Y ekseni ise Mcf-7 hiicre miktarini ifade

etmektedir.
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Elde edilen bulgulara gore, [F(3,47)= 19.055, p< 0.01 ANOVA test] ¢ikan
sonucu inceledigimizde anlamli bir sonuca rastladik. Propolis kontrol grubuyla
kiyasladigimizda propolis 1/5 (0.2) mg/ml’de en yogun kuyucukta az miktarda hiicre
canlilig1 bulunmaktadir. Propolis 1/10 (0.1) mg/ml’de kontrol grubuna gére 6liim s6z
konusudur. Propolis 1/20 (0.05) mg/ml’de kontrol grubuyla kiyaslandiginda en yiiksek

hiicre canliliginda azalma oldugunu gérmekteyiz. Neredeyse her kuyucukta azalma sz

konusudur.
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Sekil 5: Soganin metanollii 1/100-(0.01) mg/ml ve 1/500-(0.002) mg/ml ekstraktlarimin Mcf-
7 hiicre hatti iizerine etkisi. X ekseni sc (sogan kontrol) ve sogan konsantrasyonlarini (1/100,

1/500) ifade ederken , Y ekseni ise Mcf-7 hiicre miktarini ifade etmektedir.

Elde edilen bu bulgulara gore, [F(2,35)= 31,188, p< 0.01 Anova test] ¢ikan
sonucu inceledigimizde anlamli bir sonuca rastladik. Sogan kontrol grubuyla
kiyasladigimizda 1/100 (0.01) mg/ml konsantrasyonunda hiicre canlilifinda net bir
azalma goriilmistiir. Canliligin en fazla azaldigi konsantrasyon ise 1/500 (0.002)

mg/ml’de oldugu goriilmektedir.
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4.1.2. Propolis ve soganin etanollii ekstraktinin Mcf-7 iizerine etkisi

Yaptigimiz deneylerde kontrol grubunu propolisin ve soganin ¢oziicii alkoliinii
stvi mikrodiliisyon yontemiyle seyrelterek elde ettik. Propolis i¢in 1/50 (0.02) mg/ml ,
1/250 (0.04) mg/ml konsantrasyonlarini kullandik. Sogan igin 1/50 (0.02) mg/ml, 1/250
(0.004) mg/ml konsantrasyonlarini kullandik.
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Sekil 6: Propolisin etanollii 1/50-(0.02) mg/ml ve 1/250-(0.004) mg/ml ekstraktlarimin
Mcf-7 hiicre hatt1 iizerine etkisi. X ekseni X ekseni pc (propolis kontrol) ve propolis
konsantrasyonlarinmi (1/50, 1/250) ifade ederken , Y ekseni ise Mcf-7 hiicre miktarimi ifade

etmektedir.

Elde edilen bu bulguya gore, [F(2,35)= 1,390, p=0.263 Anova test] cikan
sonucu inceledigimizde anlamli bir sonuca rastlamadik. 1/50 (0.02) mg/ml ve 1/250

(0.004) mg/ml igin sonug anlamli ¢ikmasi da 6liim oran1 %20 civarlarindadir.
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Sekil 7: Sogamin etanollii 1/50-(0.02) mg/ml ve 1/250-(0.004) mg/ml ekstraktlarinin Mcf-7
hiicre hatti iizerine etkisi. X ekseni sc (sogan kontrol) ve sogan konsantrasyonlarini (1/50,
1/250) ifade ederken , Y ekseni ise Mcf-7 hiicre miktarini ifade etmektedir.

Elde edilen bu bulguya gore, [F(2,35)=6.941, p<0.01 Anova test] ¢ikan sonucu
inceledigimizde anlamli bir sonuca rastladik. Sogan kontrol grubuyla kiyaslandiginda
1/50(0.02) mg/ml’de net bir sekilde 6liim goriilmistiir. 1/250 (0.004) mg/ml’ de net bir

sekilde azalma goriilmiistiir.
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4.1.3. Propolis ve sogamin metanollii ekstraktlarimin 500, 50, 10 , 5 |, 1 4M

konsantrasyonlariyla Mcf-7 iizerine etkisi

Propolisin 1/5 (0.2 mg/ml) ana stogundan ependorfa 5 ml konulup iizerine 995
ml DMEM eklenip 500 uM ana stok elde edildi. Ikinci bir ependorfa 100 pl ana stoktan

almip 900 pul DMEM eklendi 50 uM stogu elde edildi. Ugiincii ependorfa ikinci
ependorftan 200 pl alinip tizerine 800 ul DMEM eklendi 10 uM ana stok elde edildi.
Dordiincii ependorfa tigiincii ependorftan 500 ul alinip tizerine 500 yl DMEM eklenildi
5 UM stogu elde edildi. Besinci ependorfa dordiincii ependorftan 200 ul tizerine 800 pl
DMEM eklenmistir 1 uM stogu elde edildi.

Soganin 1/100 (0.01 mg/ml) ana stogundan ependorfa 500 ul {izerine 500 l
DMEM eklenip 500 uM ana stok elde edildi. Ikinci bir ependorfa 100 ul ana stoktan
almip 900 ul DMEM eklendi 50 uM stogu elde edildi. Ugiincii ependorfa ikinci
ependorftan 200 pl alinip tizerine 800 ul DMEM eklendi 10 uM ana stok elde edildi.
Dordiincii ependorfa tigiincti ependorftan 500 pl alinip tizerine 500 pul DMEM eklenildi
5 UM stogu elde edildi. Besinci ependorfa dordiincii ependorftan 200 ul tizerine 800 pl

DMEM eklenmistir 1 uM stogu elde edildi.

Kontrol 500 puM |50 uM | 10 Mm | 5 uM 1puM
Propolis

0.721 1.362 1.697 1.447 1.461
(1.350)
Sogan

0.054 1.516 1.352 1.444 1.882
(1.844)

Tablo 4: Propolis ve soganin metanollii ekstraktlarnnmm 500, 50, 10 , 5 , 1 pM
konsantrasyonlariyla Mcf-7 iizerine etkisi. Kontrol grubu absorbans degerleri Propolis
(1.350), Sogan (1.844) degerleri iizerinden farkli konsantrasyonlarin absorbans degerlerinin
karsilastirilmasini ifade etmektedir.

Propolis metanollii kontrol grubu sonucumuz 1.350 ¢ikmistir. Sogan metanollii kontrol
grubumuz 1.844 c¢ikmistir. 500, 50, 10, 5, 1 uM konsantrayonlar ile kontrol gruplarini
kiyasladigimizda, her iki ekstrakt i¢inde en yiiksek hiicre canliliginda azalma oraninin

propolis ve sogan ekstraktlari i¢in 500 uM (1 mg/ml) oldugu bulunmustur.
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4.2. Escherichia coli, Lactobacillus sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aureginosa, Klebsiella pneumoniae bakterileri i¢in metanollii, metanollii LB, etanol
ile seyreltilmis antimikrobiyal deney sonuc¢lari

Yaptigimiz deneylerde kontrol grubunu propolisin ve soganin ¢oziicii alkoliinii
ve konsantrasyonlar1 sivi mikrodiliisyon yontemiyle seyrelterek elde ettik. Metanollii
propolis igin 1/5-(0.2) mg/ml, 1/10-(0.1) mg/ml, 1/20- (0.05) mg/ml konsantrasyonlarini
kullandik. Sogan ig¢in 1/100- (0.01) mg/ml, 1/500-(0.002) mg/ml konsantrasyonlarini
kullandik. Metanollii LB propolis i¢in 1/1000-(0.001) mg/ml, 1/100-(0.01) mg/ml sogan
igin ise 1/100-(0.002) mg/ml, 1/500(0.01) mg/ml konsantrasyonlarini kullandik.
Etanollii ekstraktlarda propolis igin 1/50-(0.02) mg/ml, 1/250-(0.004) mg/ml sogan i¢in
ise 1/50- (0.02) mg/ml, 1/250-(0.004)mg/ml kullanilmastir.
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Sekil 8: Propolisin ve Soganin Escherichia coli, Lactobacillus sp., Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aureginosa, Klebsiella pneumoniae bakterileri icin metanollii ekstraktlarinin
sonuglart , X ekseni propolis ve sogan konsantrasyonlarini ifade ederken, Y ekseni ise

bakterilerin miktarini ifade etmektedir.

Elde edilen bu bulgaya gore, [F(4,59)= 18.570, p<0.01 Anova test] sonuglarina
gore metanollii ekstraktlar anlamli bir etki yaratti. Gruplar post-hoc analizi

uygulandiginda Lactobacillus sp. susu Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’ye
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gore sirasiyla (p=0.039 ve p= 0.092, Tukey test) sonuglarini vermistir. En anlamli

sonucun Staphylococcus aureus’ta oldugu gorilmiistiir. Sirasiyla Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae Lactobacillus sp., Pseudomonas aureginosa (p<0.01; p<0.01,;

p<0.01; p<0.01, Tukey test) oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 9: Propolisin ve Sogamin Escherichia coli, Lactobacillus sp., Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aureginosa, Klebsiella pneumoniae bakterileri i¢in etanollii ekstraktlarinin

sonuclary, X ekseni propolis ve sogan konsantrasyonlarini ifade ederken, Y ekseni ise

bakterilerin miktarini ifade etmektedir.

gore metanollii ekstraktlar anlamli bir etki yaratti.

Elde edilen bulgulara gore, [F(4,59)= 10.205, p<0.01 Anova test] sonuglarina

Gruplar post-hoc analizi

uygulandiginda Escherichia coli susu sadece Pseudomonas aeruginosa susu i¢in (p=

0.031 Tukey test) etkisi gostermistir. Klebsiella pneumoniae susu sirasiyla sonucun

Lactobacillus sp., Psedudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus igin ( p=0.049;

p<0.01; p<0.01, Tukey test) oldugu gorilmiistiir.
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Sekil 10: Propolisin ve Soganin Escherichia coli, Lactobacillus sp., Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aureginosa, Klebsiella pneumoniae bakterileri icin metanol LB
ekstraklarmin sonuclari, X ekseni propolis ve sogan konsantrasyonlarim ifade ederken, Y

ekseni ise bakterilerin miktarinm ifade etmektedir.

Elde edilen bulgulara gore, [F(4,59)= 11.505, p<0.01 Anova test] sonuglarina
gore metanollii ekstraktlar anlamli bir etki yaratti. Gruplar post-hoc analizi
uygulandiginda Lactobacillus sp. susu sirasiyla oliimleri Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus igin (p<0.001; p<0.01;
p<0.01; p<0.01, Tukey test) oldugu goriilmiistiir. Bu durum bizi destekler niteliktedir.
Metanol ile yaptigimiz deneyin sonucunda Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Lactobacillus sp. i¢in 0.025 mg/ml’de 6lim olduguna rastlanmigtir. Bu
etkilenmelerin sadece metanol kaynakli oldugu distiniildigiinden metanollii LB’li
ekstraktlarda sadece Lactobacillus sp. etkilenmistir. Ethanollii sonuglara baktigimizda
ise sadece Klebsiella pneumoniae etkilendigi goriilmistiir. Her grup igin tek bir klinik
susun etkilenmesi propolis ve sogan i¢in bakterilerde antmikrobiyal etkiye neden

olmadigini géstermektedir.

49



5. TARTISMA

Son yillarda insan sagliginda kullanilan kimyasal ilaglarin etkinliginin gitgide
azalmasindan dolayr ekonomik agidan yasanmasindan dolay1r insanlarda dogal
bilesenlere yonelim s6z konusu olmaktadir. Bilinen ve en hizla yasanilan yonelim ari
triinlerindedir. Pek ¢ok ar1 {riinliniin  antibakteriyel, antitiimor, antiseptik,
antiinflamatuar, antifungal 6zellikleri ¢alisilmis ve kanitlanmis oldugundan dolayi tipta,
ilagta, gidada kullanim olarak sik¢a tercih sebebidir. Apiterapi ile tedavi sikca
uygulanmaktadir. Ar1 triinlerinin en ¢ok tercih sekli ‘dogal antibiyotik’ olarak kabul

edilen propolistir (Yiicel ve ark., 2014).

Propolis bal arilarinin (Apis mellifera L.) saridan kahverengiye degisen renklere
sahip recinemsi ve yapiskan yapida olan maddedir. Isci arilar propolisi kovani korumak
catlaklar1 kapatmak ic¢in kullanirlar. Kovanda hava sirkiilasyonunu saglamak iginde

propolisin bu zamk goériiniimlii yapist kullanilmaktadir (Silici, 2008).

Propolis tipta sik¢a kullanilmasinin yani sira dolasim sistemi rahatsizliklari,
kanserde, deri hastaliklarinda ve tedavisinde de sik¢a kullanilmaktadir. Propolis yarica
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antiinflamatuvar etkilere de sahiptirler
(Polat ve Kogan, 2006).

Allium cepa, Alliaceac (Sogangiller) familyasindandir. Daha &nceleri

Zambakgiller (Liliaceae) ailesinden oldugu sdylenmistir (Brewster, 1994).

Uzerinde iki veya ii¢ katl1 zar bulunmaktadir. 20-30 cm ve kiiresel ya da armuda
benzemektedir. Dogal yasamda pek ¢ok yabani tipi mevcuttur. Kokii 100 cm’ye varan
uzunlukta ve 30 cm’ye kadar incelir ve hafifce siskindir. Esas olan yapraklari uzun ince
ve yesil renktedir. Cogunlukla bir ya da iki yilliklardir. Cicekleri kiire seklinde ve
pembe ya da beyazdir. Tohumlar1 genellikle siyah  renktedir (Dingoglu ve
Temamogullari, 2010).

Sogan Onemli antioksidanlardan olan flavonoidler, antosiyaninler, kuersetin
ayrica alkil/alkalen sistein siilfoksitler bakimindan zengin bir bitkidir. Sogan
antikanserojen, fibronelitik, antifungal ve antibakteriyel etkisi oldugu bilinmektedir.

Sogan ve elma neredeyse ayni oranda kuersetin igermektedir fakat sogandaki kuersetin

50



biyoyararlanim orani daha yiiksektir. Kuersetin gii¢lii bir antioksidandir antikanserojen,
antifungal, antiallergenik etkisi yiiksektir. Meyve, sebze, cay, findik, bademde bol
miktarda bulunmaktadir (Y1ilmaz, 2010).

Bizde bu calismamizda bu bilgiler 1s181inda yola ¢ikarak propolis ve sogan
kullanmay1 hedefledik. Mcf-7 hiicre hattin1 sogan ve propolisin metanollii ve etanollii
iki farkli ¢oziiclide degisik konsantrasyonlar elde ederek antikanser etkinligini
incelemeye basladik. 5 adet klinik olarak izole edilen bakterilerin Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Lactobacillus sp. suslarinda sogan ve propolisin matanollii ve etanollii iki farkli
coziiciide degisik konsantrasyonlar elde ederek antimikrobiyal etkinligini incelemeye

basladik.

Trabzon ilinden toplanan propolis orneklerini Turan ve arkadaslar1 karaciger,
kolon, meme, servisks ve prostat kanseri hiicre hattinda incelemislerdir. Etanolik olarak
hazirladiklar1 propolis 6rnekleri ve antioksidan olarak kuersetin kontrol grubu olarak ise
kemoterapi ilact olarak kullanilan cisplatin kullanilmistir. Hiicrelerin sitotoksik

etkilerini MTT canlilik testiyle elde etmislerdir. 72 saat sonunda Mcf-7’ nin 2 pg/ml

oldugu ortaya konulmustur (Turan ve ark., 2015).

Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda yapilan
Trabzon ilinden toplanan propolis Ornegini incelemistir. Ugurlu’nun ¢aligmasinda
siklikla kullanilan metanol, etanol, su ya da kloroform ekstresi yerine DMSO
kullanmistir. Mcf-7 meme kanseri hiicre hattinda sonucunda iki farkli dozda olan

propolis ekstrelerinden en iyi 1Csy degerini 25-123 pg/ml oldugunu ortaya koymustur

(Ugurlu, 2012).

Calismamizda Tiirkiye’nin Malatya yoresinden Nisan ayinda topladigimiz
propolislerimizi metanol ve etanolle farkli konsantrasyonlarda hazirladik. Kontrol
gruplart i¢in metanol ve etanoliin ¢oziiciilerini kullandik. %65°lik metanollii propolis
karistmimiz1  1/5 (0.2 mg/ml), 1/10 (0.1 mg/ml), 1/20 (0.05 mg/ml) olarak belirledik.
Mcf-7 hiicrelerinin pasajlanip pleytlere ekildikten sonra bir gece CO; inkiibatorde
cogalmalart saglanmistir. Hiicreleri 96 well pleyte ektik. Kontrol gruplari i¢in sivi
mikrodiliisyon yontemiyle etanol ve metanolii ¢oziiciilerini kullandik. Hiicrelerimize de

ayni sekilde sivi mikrodiliisyon yontemiyle etanollii ve metanollii propolis ve sogan
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konsantrasyonlarimizt hazirladik. Hiicre canliligini inceledigimizde en yliksek
azalmanin 96 well pleytte 0.2 mg/ml ve 0.1 mg/ml i¢in yogunlugun en ¢ok oldugu ilk
iki kuyucukta 0.05 mg/ml dozu igin ise kontrol grubuyla kiyaslandiginda 12 kuyucuga
kadar hiice canliliginda azalma oldugu gortilmiistiir. %99.9’luk etanollii ¢alismamiz i¢in
ise 1/50 (0.02 mg/ml) ve 1/250 (0.04 mg/ml) dozlar1 hazirlanmistir. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda her konsantrasyonda sadece %20’lik bir azalma orani goriilmistiir.

Fakat her doz i¢in muhakkak bir azalma s6z konusudur.

Yapilan ¢alismamizda hiicre canliliginin propolis ve sogandaki tayini igin MTT
testini kullandik. Litaretiirde Hiicre canliligr testleri XTT, MTS, WST-1 olmak {izere
dort gruba ayrilmistir. MTT’yi tercih sebebimiz maliyeti diisiik, 1950°1i yillardan beri
kullaniliyor olmasi ve hata paymin daha diisiik olmasidir. Ayrica literatiir taramalarinda
Mcf-7 hiicre hattinda siklikla MTT yontemi kullanildigi bizim tercihimizde bu yonde
sekillenmistir. Hiicre canliligin1 kontrol grubuyla kiyasladigimizda en yiiksek hiicre
Olimiiniin propolisin renk yogunluguna ragmen en yiiksek azalmanin en yogun
konsantrasyonlarda oldugu goriilmiistiir. Propolisin etanollii calismamiz icin ise
(Kumova ve ark., 2002)’nin belirttiginin aksine kontrol grubuyla kiyaslandiginda her
dozda azalma vardir fakat sadece %?20’lik bir azalma orani goriilmiistir. Bu oran

kanser hiicreleri i¢in yiiksek bir oran degildir.

Karadeniz Teknik Universitesi Biyokimya Anabilim Dali’nda Sakall1 yiiksek
lisans ¢alismasinda dogal bir bitki ekstrakti olan emodinin Mcf-7 ve Mda-237 hiicre
hatlarin1 emodini DMSO ile ¢ozerek farkli dozlarda konsantrasyonlar elde etmistir.
Canlilik testini XTT ile yapmustir. XTT kullanmasinin nedeni yeni bir yontem olmasi ve
reaktif hemen o6l¢iildiigiinden dolayr formazan {irlinii ile sonuglandigina baglamistir.
Sonug olarak en yliksek dozda 6liim gozlememistir (Sakalli, 2010). Bir bagka ¢aligma
ise Saygili ve arkadaslar1 farkli cografik bolgelerden 8 farkli propolis 6rnegi toplayip
Mcf-7 ve Mcfl0A hiicre hattinda canliligini WST-1 yontemiyle olgtilmislerdir. Bu
Olciim sonucunda hiicre canlili§i oranmin en yiksek dozda gergeklestigini

kanitlamiglardir (Saygili ve ark., 2012).

Malta’da Zammit ve arkadaslarinin yaptiklar1 g¢aligmada Malta’nin ¢esitli
bolgelerinden toplanan dort propolis 6rnegi incelenmistir. Propolis 1 6rnegi Malta’nin
giineyinden Mart ayinda toplanmustir. Propolis 2 6rnegi ise 1 ile ayn1 bolgeden fakat

Kasim ayimda toplanmistir. Propolis 3 6rnegi Malta’nin merkezinden Temmuz ayinda
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ve Propolis 4 6rnegi 2002 yilinin Haziran ayinda 1 6rnegi ile ayn1 bolgenin bagka bir
kismindan elde edilmistir. Konsantrasyonlarin tamami metanol ile hazirlanmistir.
Kanser hiicre hatlar1 olarak kolon kanseri, meme kanseri, melanoma kanseri, ovaryum
kanseri ve 16semi olarak 4 farkli kanser hiicre hatt1 kullanilmistir. MTT canlilik testi ve
24, 48, 72 saat araliklart kullanilmistir. En iyi sitotoksitite etkisi Mcf-7 hiicre hatti i¢in
propolis 1 ve 2’ de goriiliirken propolis 3 ve 4 daha az toksik oldugu ortaya konmustur

(Zammit ve ark., 2013).

Polonya’da yapilan bir ¢alismada Polonya’nin giineyinden 2009 yilinin Aralik
ayinda toplanmistir. Antioksidan, antimikrobiyal ve antitiimdr agisindan incelenmek

istenmistir.Metanolle elde edilen propolis ekstraktlarindan 50 ve 100 upg/ml olacak

sekilde iki farkli dozda hazirlanmistir. Bu hazirlanan dozlar stok olarak belirtilmislerdir.
2 adet kemoterapide kullanilan kimyasal ilaglar sinifina giren (Doksorubisin ve
Farmorubicin) kontrol grubu olarak belirlenmistir. Propolisin aktif bir bileseni olan
CAPE yiiksek antioksidan ozellik gotermistir. Temel olarak 5 farkli hiicre Mcf-7,
CaCo-2 , Ln-18, L-929, A549 hatlar1 incelenmistir. Her hiicre hatti ayr1 ayr1 4 farkli
hiicre hattiyla kiyaslanmistir. Mcf-7, Mda-Mb-231, U87, Ln-18, L-929 kullanilmustir.
Canlilik testi igin MTT kullanilmistir. Her iki ekstrakt iginde 1 pg/ml dozunda en

yiiksek azalma tespit edilmistir (Popova ve ark., 2017).

Cin’de yapilan bir ¢alismada Xuan ve arkadaslar1 Mcf-7 ve Mda-Mb-231 hiicre
hatlart i¢in ¢in propolisinin antitiimor etkisini ortaya koymuslardir. Yaptiklart
arastirmaya gore hiicre %95’lik etanollii propolis ekstraktint farkli dozlarda
hazirlamiglardir. MTT canlilik testiyle hiicre canliligina baktiklarinda en yiiksek azalma

oraninin 200 pg/ml oldugunu tespit etmislerdir (Xuan ve ark., 2014).

Taramalarimizda propolis ve soganin antikanser ve antimikrobiyal 6zelliklerin
ayr1 ayri ¢alisildigina rastladik asil hedefimiz sogan ve propolisi karistirarak ¢ozeltiler
elde etmekti. Fakat propolisten kaynakli olarak c¢okelmeler meydana gelmistir.
Cokelmeleri en aza indirmek ic¢in alkol yiizdesini arttirdigimizda da oliimlere neden
olanin kullanilan alkol oldugunu farkettigimizden dolay1 sogan ve propolisi ayr1 ayri
calistik. Fikrimize benzeyen bir calismayr Misir’da Hala ve arkadaglarmin yaptig
caligmada gordik. Polen ve propolis karistminda karisimin  kimyasal profili,

antioksidan, antikanser etkinligi incelenmistir. %98 ve %70 etanol cozeltilerini 1:1
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oraninda karistirmislardir. Hiicre hatti olarak Hepg-2 ve Mcf-7 hiicre hatlarim
kullanmiglardir. Her iki hiicre iginde en yiiksek 6liim oranin1 %70’lik polen ve propolis

karisiminda oldugunu tespit etmislerdir (Hala ve ark., 2016).

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda
yapilan Yenisey ve arkadaglarinin gerceklestirdigi Meme ve Kolon kanserinde farkli
dozlarda inceledikleri propolis ekstraktlarinin hiicrede yaptigi apoptozu incelediklerinde

en yliksek dozda Mcf-7 meme kanseri hiicre hatt1 i¢in 1 pg/ml’de azalma oldugunu

kanitlamiglardir (Yenisey, 2010).

Makale taramalarinda mantik olarak bizim ¢alismamiza benzer ama etken madde
kullanimi1 olarak farkli maddeler ¢alisilmis bir ¢ok makaleye rastladik. Yaptigimiz bir
diger calismada metanollii propolis ekstraktini 500 uM, 50 pM, 10 uM, 5 uM, 1uyM

oranlarinda hazirladik. En yiiksek azalma oraninin 500 uM’de gergeklestigine karar

verdik. Karabekir ve arkadaslarinin resveratroliin DMSO il ¢oziildiikten sonra Mcf-7
tizerindeki apoptik etkisini arastirirken bizimle ayni oranlari kullanip farkli bir etken
madde olan resveratrolii tercih ertmislerdir. Sonug olarak en yiliksek hiicre canliliginda
azalma oranlar1 bizi destekler nitelikte en yogun konsantrasyonda bulmuslardir
(Karabekir, 2016).

Klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar hayvan deneyleri, meme kanserinin
hormona daha fazla bagimli oldugunu ilk ¢ocuk sahibi olunan yas ve cesitli faktorlerin
meme kanseriyle iligkili oldugunu gostermistir. Yapilan bazi ¢alismalarda da yeme
diizeninin degistirilmesinin meme kanserini azaltmada etkili oldugunu gdstermektedir
(Brennan ve ark.,2010). Italya’da klinikte yapilan bir ¢alismada bu tezi destekler
niteliktedir. 1991-1994 yillar1 arasinda toplanan veriler 1siginda  {lkenin g¢esitli
bolgelerinden agiz boslugu (farinks), 6zagafus, kalin bagirsak, larinks ve meme
kanseriyle ilgili ve 8 gruptan olusan bir ¢aligma yapilmistir. Her bir kanser grubu i¢in
hasta sayis1 ve yas, kontrol grubu ve yas olmak {iizere iki grup belirlenmistir.
Kullanilmak istenilen yas araligi kanser riski géze alindiginda 50 yas ve iizeridir. Meme
kanseri i¢in 2900 hasta birey yas igin ise 57 yas tercih edilmistir. Kontrol grubunda
3122 saglikli birey yas i¢in ise 57 yas tercih edilmistir. Biitiin bireylere ¢esitli sorular
yonetilmistir. Her bir bireyin yasam tarzi, gilinliik aliskanliklari, sigara ya da alkol

kullanip kullanmadigi, beslenme tarzlari hakkinda bilgi edinilmek igin bir anket
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hazirlandi. Anketin beslenme tarzi bdliimiinde giinliik tliiketimde tahil grubu, et-balik,
sebze, meyve, tatli, siit-alkolsiiz igecekler soruldu ve hi¢ yenilmeyene 0 puan verilmesi
yenilen i¢in ise 0.5 puan verilmesi uygun goriildii. Haftada en az bir kez yenen
yemeklerde sorulmustur. Ozellikle sogan ve sarimsak tiiketimi i¢in iki soru soruldu.
Sogan i¢in hastalik tiiketim 80 gr’it gecen bireylerde soganin boyutuda sorulmustur.
Sonug olarak ¢ok yogun sogan kullanan bireylerde 7 adet kanser tiiriinde azalma oldugu

kesfedilmistir (Galeone ve ark., 2006).

Bu etkiler g6z 6niine alinarak giinliikk beslenmemizde sikga kullandigimiz sogani
calismaya karar verdik. Herhangi bir marketten aldigimiz Allium cepa bitkisini kurutup
daha sonra kullanmak {izere sakladik. Rastlanilan biitiin ¢alismalarda farkli ¢oziiciiler
kullanilmistir. Sakladigimiz kuru soganlart metanollii ve etanollii olarak farkli dozlarda
ekstraklar hazirladik. Mcf-7 hiicrelerinin pasajlanip pleytlere ekildikten sonra bir gece
CO; inkiibatorde ¢ogalmalari saglanmistir. Stvi mikrodiliisyon yontemiyle hiicreleri 96
well pleyte ektik. Uzerlerine 1/100 (0.01 mg /ml) ve 1/500 (0.002 mg/ml) oranlarinda
metanollii sogan ekstrakti ilave ettik. Diger ¢alismamizda da 1/50 (0.02 mg/ml) ve
1/250 (0.004 mg/ml) oraninda etanollii sogan ekstresi hazirladik. Ayni sekilde
hiicrelerimizi 96 well pleyte ektik. Kontrol gruplari i¢in sivi mikrodiliisyon yontemiyle
etanol ve metanolii c¢oziiciilerini kullandik. Hiicrelerimize de ayni sekilde sivi
mikrodiliisyon  yontemiyle etanolli ve metanollii propolis ve sogan
konsantrasyonlarimizi hazirladik. Hiicre canlilif testi i¢in propoliste oldugu gibi MTT
testini tercih ettik. Beklenilen 48 saatin sonunda en yiiksek canlilik azalmasinin
metanollii ekstraktlarda 0.01 ve 0.002 mg/ml i¢in kontrol grubu goz Oniinde
bulundurularak 12 kuyucukta da azalma oldugunu gosterdik. Etanollii ekstraklar igin
ise kontrol grubuyla kiyaslandiginda 0.02 mg/ml konsantrasyonunda 0.01 ve 0.005
mg/ml konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda net bir azalma rastlanmistir. Soganin
0.004 mg/ml konsantrasyonu i¢in ise 0.002 ve 0.001 mg/ml’de hiicre canliliginda

azalma gortlmustiir.

Misir’da Gomaa’nin yaptigi bir caligmada Allium cepa bitkisinin giimiis
nanopartikiiller yardimiyla antioksidan, antimikrobiyal, antitiimor etkilerini ortaya
koymaya c¢alismistir. Bu deneyin sonucu bizi de destekler niteliktedir. Ug farkli kanser
cesidi Mcf-7, HepG-2, HCT-116 tizerinde c¢alismalar yapilmistir. Doz miktarini

belirmek icin MTT testi kullanilmistir. Elde edilen nanopartikiillerin farkli dozlarinda
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uygulanmasi sonucunda kanser hiicreleri arasinda en etkili sonucun 1.6 pg/ml ile Mcf-7

hiicresinde goriilmiistiir (Gomaa, 2017).

Literatiir taramalar1 yapilirken bash basina sadece soganin kullanildigi Mcf-7
kanser hiicresine ait bir calismaya rastlanilmamistir. Yapilan calismalar daha ¢ok
soganin ayni familyadan olup farkli ¢oziiciilerde ve Mcf-7’nin de hakim oldugu farkli
hiicre hatlari ile yapilan ve icerdigi etken maddelere dayali deneyleridir. Iran’da yapilan
bir calismada Alliaceae (Sogangiller) familyasina ait Allium hirtifolium bitkisinin sahip
oldugu allisin etken maddesinin mikrotiibiil ve kanser hiicre hatlarina etkisi
arastirilmistir. Bitki kurutulduktan sonra ¢6ziicii madde olarak kloroform kullanilmistir.
Kontrol grubu olarak ise su kullanilmistir. HeLa, L[-929, Mcf-7 hiicre hatlari
kullanilmistir. HPLC ydntemiyle soganin icerisindeki allisin orani ortaya ¢ikarilmistir.
Hiicre canliligr testleri MTT yontemiyle farkli konsantrasyonlarda tayin edilmistir. En
yiiksek azalma oran1 HeLa en diisiik 6liim oran1 ise L-929 hiicresinde goriilmiistiir. L-
929 saglikli hiicrede goriilmesi deneyin dogrulugunu kanitlar niteliktedir (Azadi ve ark.,
2009).

Sak yaptig1 bir ¢alismada Allium tiirlerinin yiiksek oranda kuersetin igerdigi
kuersetinin antitimor etkisinin giiclii oldugu c¢ogu Mcf-7 kanser riskini azalttigini

gostermistir. Ayni oranda kolon kanseri riskini de azalttigin1 kanitlamistir (Sak, 2014).

Yapilan derleme bir makale de Islam ve Arap iilkelerinde yapilan farkl bitkiler
tizerindeki ¢alisma sonucunda giinliik olarak da tiikettigimiz Allium cepa ve Allium
sativum bitkilerinin kanseri riskini azalttig1 sonucuna varilmigtir. Sarimsak bitkisi igin
kolon, gdgiis, akciger kanser riskini azalttigi sogan bitkisi i¢in ise 6zafagus, mide ve
kolon kanseri riskini azalttigi tespit edilmistir. %30-50 oraninda anlamli derecede

prostat kanseri riskini azalttigi belirtilmistir (Ahmad ve ark., 2016).

Bakteriler i¢in propolisin antimikrobiyal etkisi uzun yillardir bilinmektedir.
Yapilan pek ¢ok aragtirma da bu 6zellik kanitlanmaya calisilmistir. Bizde bu bilgiler
151¢inda Malatya’nin Dogansehir yoresinden elimize ulasan ham propolis 6rneklerini
metanollii, etanollii ve LB metanollii olarak denedik. Tiirkiye’de farkli ¢oziicii ve
propolis Ornekleriyle yapilan pek c¢ok c¢aligmaya rastladik. Yapilan bir caligmada
Tiirkiye’de Bingdl yoresinden toplanan propolis ve bal Orneklerinin antimikrobiyal

ozellikleri iizerinde bir ¢alisma yapilmistir. Yapilan calismada Bingdl yoresinin 4 farkli
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ilcesinden getirilen propolis orneklerinin etanolik ekstraklari, aseton, kloroform, etil
asetat farklt c¢oziiclilerde konsantrasyonlart elde edilmistir. Calismada bizim
calismamiza benzer olarak Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus suslari ve 10 farkli bakteri ve 1 mantar susu
kullanilmistir. Calisma yontemi olarak disk diflizyon yontemi tercih edilmistir. Olusan
zonlara gore antimikrobiyal en yiiksek etkinin etil asetat ¢dzeltisinde biitiin bakterilerde
etkili oldugu diger etkili ¢oziicliniin ise kloroform oldugu belirtilmistir (Aksoy ve

Digrak, 2006).

Tiirkiye’de yapilan baska bir ¢alismada Mus ve Bitlis yoresinden toplanan 3
propolis orneklerinin  antimikrobiyal etkisi aragtirilmistir. Caligmalarinda Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
suslarin1 kullanmislardir. Calisma yontemi olarak disk diflizyon yontemi secilmistir. En
fazla antimikrobiyal etki Pseudomonas aeruginosa’ da elde edilirken en az etkinin ise
Escherichia coli’ de oldugu belirlenmistir (Alan ve ark., 2014).

Yapilan calismalarda daha ¢ok antimikrobiyal etkisi i¢in disk diflizyon yontemi
tercih edilmistir. Minimal inhibisyon i¢in mikrobroth diliisyon yontemi tercih edilmistir.
Ham propolis ve klinik sus izolatlar1 iizerine yaptigimiz c¢alismamizda sivi
mikrodiliisyon yontemini tercih ettik. Metanollii olarak hazirladigimiz ekstraktlarimizda
1/5 (0.2 mg/ml), 1/10 (0.1 mg/ml), 1/20 (0.05 mg/ml) oranlarin1 kullandik. Kontrol
grubumuz olarak propolis ¢oziicii (%95°lik metanol). LB ile bu metanol oranlarinm
seyretmek istedik fakat propolisten dolay1 ¢okelme oldugu ic¢in oranlarimizi yiikselttik
1/1000 (0.001 mg/ml) tekrar 1/1000 orani igerisinden 1/100 (0.01 mg/ml) oranina
seyrelttik. Kontrol grubumuzu aymi sekilde (%95’ lik metanol) Lb ile seyrelttik.
Etanollii orneklerimizi ise 1/50 (0.02 mg/ml), 1/250 (0.004 mg/ml) oranlarinda
seyrelttik. Kontrol grubu igin propolis (%99.9 etanol) kullandik. 96 well pleyte 10 ul

coziiciilerden ilave ettik. Uzerine 10 pl hazirladigimiz konsantrasyonlardan ilave ederek
stvi mikrodiliisyon yontemiyle seyrelttik sonra 90 pl bakteri ilave ettik. Metanollii

calismamizda Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus sp., Staphyloccoccus aureus 0.2
mg/ml dozu igin 0.025 mg/ml antimikrobiyal etki gordiik. Bu etkinin neden olanin
metanol ya da propolis oldugunu bilmedigimizden LB ile seyreltme yontemini
kullandik. Bu yontemin sonucunda herhangi bir antmikrobiyal etkiye rastlamadik.

Yapilan ¢alismalarin ¢ogu etanolik ekstrenin farkli alkol konsantrasyonlarinda oldugu
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igin tekrar etanollii ekstraktlar hazirladik. Bu ekstraktlardan da net bir antmikrobiyal
etkiye rastlamadik. Yapilan ¢aligmalarda teyit etmek i¢in LB ile seyreltilmis herhangi
bir ¢alismaya rastlamadik. Sonug¢ olarak Kujumgiev ve arkadaglarinin ¢alismalarinda
belirttikleri gibi propolisin toplandig1 yer ve olustugu bolgeye gore igerikleri degisiklik
gostermektedir (Kujumgiev ve ark., 1999). Bu nedenle propolisin sahip oldugu igerik

antimikrobiyal, antitiimoral etkileri degistirebilmektedir.

Selguk Universitesi Biyoloji Anabilim Dali’nda Deniz’in yaptig1 yiiksek lisans
tezinde Konya ilinde tiiketilen bazi ballarin antimikrobiyal etkisini arastirmistir. Deniz
yaptig1 calisma da Mikrobroth diliisyon yontemini kullanmistir. Yaptigi calismanin
sonucu olarak bal ornekleri i¢cin Escherichia coli’nin 2 ayr1 susunda herhangi bir etki
goremezken Staphylococcus aureus’ un 1 susunda etki goriiliirken, Pseudomonas

aeruginosa’ nin tiim ballarda etkili sonug verdigini sdylemistir (Deniz, 2012).

Kayseri yoresinden toplanan propolisin etanolik ekstrakti iizerine yapilan
calismada Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae , Staphylcoccus aureus suslari
kullanilmigtir. En iyi antimikrobiyal etkinin Staphylococcus aureus fizerinde oldugu

tespit edilmistir (Kaya ve ark., 2012).

Silici ve Kaftanoglu yaptiklari calismada Tiirkiye’ nin 9 farkli ilinden
topladiklar1 propolis Orneklerini antimikrobiyal ozellikleri olarak  Staphylococcus
aureus ve Escherichia coli olarak incelediklerinde en yiiksek antimikrobiyal etkinin
Staphylococcus aureus en diisiik aktivitenin ise Escherichia coli’ de oldugunu
bildirmislerdir (Silici ve Kaftanoglu, 2003).

Hindistan’ da Turnia ve arkadaslarinin yaptigi calismada Meghalaya’ dan
toplanan  propolis Ornekleri metanolde ¢oziindiriilmustir.  Bacillus  cereus,
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Escherichia coli suslar1 kullanilmistir. Sivi

dilisyon yontemine goére Escherichia coli, Salmonella enterica 100 ug/ml’ de en
yiiksek Olimii gosterirken Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ise 20 pg/ml’ de

Olim gorilmiigtiir. Aragtirmacilar gram negatiflerin gram pozitiflere gore daha direng
gosterdigi ve yiiksek konsantrasyonlarda azaldigini goézlemlemislerdir (Turnia ve ark.,
2015).
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Polonya’da yapilan bir ¢alismada Polonya’nin giineyinden 2009 yilinin Aralik
aymda toplanmistir. Metanolik olarak elde edilen 6rneklerde Kliebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aureginosa, Escherichia coli kullanilmustir.
Calismalarinda minimum inhibisyon i¢in s1vi mikrodiliisyon yontemi ve disk diflizyon
yontemi kullanilmistir. Sonug olarak olusan zon ve minimum inhibisyon yontemi
oranlandiginda en yiiksek antimikrobiyal etkinin Staphylococcus aureus bakterisinde
oldugu bulunmustur (Popova ve ark., 2017).

Calismalarda daha ¢ok bilinen suslar kullanilmistir. Lactobacillus sp. susu i¢in
spesifik herhangi bir caligmaya rastlanilmamistir. Bu bakteri i¢in agiz florasinda
propolis i¢in ¢alismalar mevcuttur. Yapilan literatiir calismalarinda Brezilya’da ¢iiriik
yapan bakterilere kars1 yapilan antimikrobiyal deney sonucunda Brezilya propolisleri 14
giin boyunca etanolik ekstrakt i¢inde bekletilmistir. Antimikrobiyal i¢in disk difiizyon
yontemi kullanilmis ve minimum inhibisyon i¢in sivi diliisyon yontemi kullanilmustir.
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivarius, Lactobacillus

casei i¢in her dozda 6liim elde edilmistir (Luca ve ark., 2014).

Polonya’ da yapilan bir ¢calismada etanollii ekstraktlar elde edilmistir. Bakteri
susu olarak Streptococci mutans ve Lactobacillus sp. kullanilmistir. Minimum
inhibisyon orani siv1 diliisyon yontemiyle elde edilmistir. Bunu sonucunda en yiiksek
antimikrobiyal etkinin Streptococci mutans’ da oldugu bulunmustur (Dziedzic ve ark.,
2013).

Pakistan’da yapilan bir bagska calismada Bakht ve arkadaslart Allium cepa
bitkisinin gram pozitif, gram negatiflere ve mantarlara kars1 antimikrobiyal etkisni
farkli ¢oziiciilerde c¢ozerek etkiyi belirlemeye calismislardir. Etanolli ekstrakti
hazirlamak i¢in bilinen yontemi bizimde tercih ettigimiz yontemi kullanmislardir.
Kuruttuklar1 sogan bitkisini etanolle karistirdiktan sonra 6 giin boyunca beklemislerdir.
Filtrelenen etanolik ¢ozelti doner buharlastirict da kurutulmustur. Kullanacaklar1 diger
cozeltiler ise kloroform, ham etanol ekstrakti, petrol eteri, etil asetat, butanol ve su
¢ozetilerini kullanmislardir. Antimikrobiyal etki i¢in ¢aligmamizda sivi mikrodiliisyon
teknigini tercih ettik. Bakth ve arkadaglar1 ise antimikrobiyal etki i¢in disk difiizyon
yontemini tercih etmislerdir. Mikroorganizma olarak Bacillus subtilis, Erwinia
carotovora, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi,

Staphylococcus aureus mantar olarak ise Candida albicans secilmistir. Sonug olarak
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Escherichia coli etil asetat ve kloroforma karsi duyarhidir. Petrol eteri, biitanol,
etanol’de herhangi bir etki s6z konusu degildir. Klebsiella pneumoniae Petrol eteri ve
etil asetata karsi duyarlidir. Etanol c¢ozeltisi igin herhangi bir etkisi yoktur.
Pseudomonas aeruginosa sadece etil asetata karsi duyarlidir. Staphylococcus aureus
petrol eteri, etil asetata ve kloroform’a karst duyarlidir. Sonuglar bizi de destekler
niteliktedir. Kullandigimiz bakteriler arasinda olan bu dort bakteri bizim etanolik

karistmimizda burada oldugu gibi herhangi bir etki gostermemistir (Bakht ve ark.,
2014).

Hindistan’da Raht ve arkadasinin ortak ¢aligmasinda Sum Hospital’de yatan
hastalardan izole edilen 9 bakterinin 26 farkli tiir farkli Hint baharatinin metanolik
olarak ekstrakte edilmesi sonucunda iiriner sistemde enfeksiyona neden olan ilaca karsi
direncli bakterilerin antimikrobiyal etkisini arastirmislardir. Metanolik ekstrakt yontemi
olarak bizimle ayni yontemi tercih etmislerdir. Antimikrobiyal test i¢in ise disk
difiizyon yontemini kullanmislardir. Farkli oranlarda hazirlanan metanolik ekstraklarda
sogan i¢in en yiksek azalma oranmi Staphylococcus aureus’ta, Pseudomonas
aeruginosa’da ise hi¢ azalma olmadigini bildirmislerdir. Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae zonlari birbirine ¢ok yakindir. (Rath and Padhy, 2014). Sogan i¢in bizim
calismamiz1 destekler niteliktedir ¢linkli ilaca kars1 direngli olduklarindan ve klinik

susu olduklarindan dolay1 olusan zonlar birbirine yakin deger araliklarindadir.

Lactobacillus sp. susu i¢in bagirsak florasi deneyi tercih edilmistir. Pakistan’ da
yapilan bir ¢alismada Rahman ve arkadaslar1 Broiler civcivlerin bagirsak mikroflorasini
incelemislerdir. Iki sus Lactobacillus sp. ve Streptococcus mutans ve Escherichia coli
tizerinde ¢aligmislardir. Civcivleri dort gruba A, B, C, D olmak iizere ayirmislardir.
Belirli oranlarda Allium cepa bitkisini yemlere kattiklarinda civcivlerin kilolarinda artig
saglanmis. Bagirsak florasi histomorfoloji ile incelendiginde yiizeyinde Escherichia

coli azalmig. Lactobacillus ve Streptococcus mutans artmistir (Rahman ve ark., 2017).

Siileyman Demirel Universitesin’de Ozgelik’in yaptif1 calismada farkli dort
yore Amasya, Elazig, Erzincan ve Tokat illerinden temin ettigi Allium cepa bitkisinin
icerisinde yer alan antimikrobiyal ajanlardan biri olan fitonsid’in etkisi {izerine
caligmistir. Bitki fitonsid maddesini boceklere maruz kaldiginda kendini korumak
amaciyla salgilamaktadir. Mikroorganizma olarak Staphylococcus aureus, Bacillus

cereus, Escherichia coli, Mycobacterium phlei kullanmistir. Deneylerinde yontem
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olarak disk difiizyon yontemi kullanmistir. 36 saat siireyle bekletilen bakterilerde agarin
tizerinde olusturdugu zona gore en diisiik antimikrobiyal etkinin Elazig yoresinden elde
edilen Ornektedir. Arastirmact bunun sebebi farkli yetistirilme ve cografik kosullara

baglamistir (Ozgelik, 1986).

Misir’da Zohri ve arkadaslarinin yaptigi calismada Allium cepa L. bitkisinin
yagt kullanilarak antimikrobiyal, antidermatit ve antitoksik etkileri incelenmistir.
Calisma icin disk diflizyon yontemini tercih etmislerdir. 8 farkli bakteri tlirii gram
pozitif ve gram negatif olarak ayrilmistir. Calismamizla ortak olarak Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus kullanmislardir. Gram negatif sinifinda
olmasina ragmen Kliebsiella pneumoniae pozitif etki gostermistir. Escherichia coli etki
gostermemistir. Staphylococcus aureus olumlu etki gostermistir. Arastirmacilarda
deneyin sonucu olarak gram pozitif bakterilerin gram negatif bakterilere oranla daha

duyarli oldugu sonucuna varmiglardir (Zohri ve ark., 1995).

Mnayer ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada 6 farkli Allium cinsinin (Allium
sativum, Allium cepa, Allium tuberosum, Allium ascalonicum, Allium schoenoprasum,
Allium porrum) bitki yaginin kimyasal kompozisyonlari ve antimikrobiyal ve
antioxidant ozellikleri incelenmistir. Antimikrobiyal test deneyleri i¢in disk diifizyon
yontemi kullanilmistir. Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes bakterileri
sogan i¢in en iyi sonucu vermistir. Escherichia coli, Salmonella typhimurium,

Campylobacter jejuni etki gostermemistir (Mnayer Ve ark., 2014).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak:

1. Metanollii propolis konsantrasyonlarinda Mct-7 hiicre hatt1 i¢in 0.2 ve 0.1
mg/ml konsantrasyonlar1 en yogun dozda hiicre canliliginda azalma gdosterirken 0.05
mg/ml konsantrasyon biitiin dozlarinda hiicre canliligi net bir azalma gostermistir.

2. Metanollii sogan konsantrasyonlarinda Mcf-7 hiicre hatt1 i¢in 0.01 ve 0.002
mg/ml konsantrasyonlarinin hepsinde hiicre canliliginda azalma gozlenmistir.

3. Etanollii propolis konsantrasyonlarinda Mcf-7 hiicre hatt1 i¢in 0.02 ve 0.004
mg/ml her konsantrasyonunda %20 oraninda azalma vardir.

4. Etanollii sogan konsantrasyonlarinda Mcf-7 hiicre hattt i¢in 0.02 mg/ml i¢in
0.001 ve 0.005 mg/ml konsantrasyonlarinda ve 0.004 mg/ml konsantrasyonu igin ise
0.002 ve 0.001 mg/ml konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda net bir azalma
gOriilmiistiir.

5. Escherichia coli, Lactobacillus sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Kliebsiella pneumoniae i¢in sogan ve propolis ekstraktlarint metanoll,
metanol LB, etanollii olarak g¢alistigimizda propolisin metanollii ekstraktlar1 icin 0.2,
0.1, 0.05 mg/ml konsantrasyonlarini kullandigimizda Lactobacillus sp., Staphylococcus
aureus ve Kliebsiella pneumoniae i¢in metanollii ¢alismamizda 0.2 mg/ml dozu igin
0.025 mg/ml’de oOliim goriilmiistir. Bu Oliimiin  metanol kaynakli oldugu
diigiiniildiigiinden metanol LB ile seyreltildiginde ve etanolle ¢alisildiginda da net bir

antimikrobiyal etkiye rastlanilmamustir.
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