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OZET

Viicutta meydana gelen doku hasar1 veya patojen mikroorganizma
enfeksiyonundan sonra sistemik veya bolgesel yanitlar olusur. Hasara karsi olusan bu
cevaba inflamatuar yanit veya inflamasyon denir. inflamasyon; sepsis, aterosklerotik
hastaliklar, kanser, romatoid artrit ve myokard infarktiisi gibi bircok hastaligin
patofizyolojisinde 6nemli rol oynar.

Lipopolisakkarit (LPS), gram negatif bakterilerin dis zarmin bir pargasi olup,
inflamatuar sitokinlerin, serbest oksijen radikallerinin, nitrik oksit ve arasidonik asit
metabolitlerinin  agir1  lretimine yol acgarak c¢esitli inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde dnemli rol oynar.

Propolis, cesitli biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerinden dolayr son yillarda
arastirmacilarin ilgisini ¢eken dogal bir bal aris1 tiriiniidiir. Antibakteriyel, antioksidan,
antiviral, anti-inflamatuar, antifungal, antitiimor, antihepatotoksik, immiinomodiilator,
lokal anestezik gibi birgok etkiye sahiptir.

Bu ¢alismada propolis ekstraktinin deneysel inflamasyon ve antioksidan sistem
tizerine olan etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Bunun i¢in lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan deneysel inflamasyon modeli
kullanildi. Calismamizda 42 adet 3 aylik Sprague Dawley soyu erkek sigan ile 6 deney
grubu olusturuldu. Ug gruba intraperitoneal olarak 1 mg/kg LPS (E. coli, serotip 055-
BS5) uygulandi. LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra tedavi gruplarina 30 ve 90 mg/kg
propolis ekstrakti gavaj yolu ile verildi. FDG-PET taramasi ile inflamasyon durumunu
belirlenmek i¢in PET taramasindan 1 saat dnce ketamin anestezisi altinda ‘*F -fluoro-
deoxy- D-glucose (0,8 ml/kg) intrakardiyak olarak uygulandi. FDG-PET analizinden
sonra kan ve doku ornekleri toplandi. Akciger ve karaciger *F-FDG tutulumu
hesaplandi. Karaciger, bobrek, akciger dokular1 ve eritrosit malondialdehit (MDA)
diizeyi, katalaz (KAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi belirlendi.

Calisma sonunda akciger, bobrek ve hemolizat MDA seviyeleri inflamasyon
kontrol grubunda yiiksek bulunurken propolis ile tedavi edilen inflamasyon gruplarinda
diisiik bulundu. Inflamasyon kontrol gruplarinin SOD aktivitesi akciger dokusu ve

hemolizatta diisiik bulunurken propolis ile tedavi edilen inflamasyon gruplarinda yiiksek



bulundu. Benzer sekilde inflamasyon kontrol gruplarinin KAT seviyesi akciger dokusu
ve hemolizatta diisiik bulunurken propolis ile tedavi edilen inflamasyon gruplarinda
yiiksek bulundu. Akciger ve Kkaraciger |F-FDG tutulumu inflamasyon kontrol
gruplarinda yiiksek olup propolis ile tedavi edilen inflamasyon gruplarinda diisiik
bulundu.

Sonug olarak, propolisin sicanlarda LPS ile olusturulan inflamasyonun ve serbest

radikallerin azaltilmasinda etkili oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: FDG-PET, inflamasyon, LPS, oksidatif stres, propolis, sigan.



ABSTRACT

After tissue injury or infection by pathogen microorganisms in the body,
responses of systemic and local events are triggered. This generalized response to injury
is referred to inflammatory response or inflammation. Inflammation plays key role in
the pathophysiology of many diseases such as sepsis, atherosclerotic disease, cancer,
rheumatoid arthritis and myocardial infarction.

Lipopolysaccharide (LPS) is a component of the outer membrane of gram-
negative bacteria and it has an important role in the pathogenesis of several
inflammatory diseases by causing excessive release of inflammatory cytokines, oxygen
free radicals, nitric oxide, arachidonic acid metabolites.

Propolis is a natural bee-product, and because of several biological and
pharmacological properties it has attracted researchers’ interest in recent years. It has
many effects including antibacterial, antioxidant, antiviral, anti-inflammatory,
antifungal, antitumor, antihepatotoxic, immunomodulatory, local anesthetic and
anticancer activity.

The aim of this study was to investigate the effects of propolis extract on
experimental inflammation and antioxidant system.

We used the experimental lipopolysaccharide (LPS)-induced model. Totally, there
were 42, 4-month old male Sprague Dawley rats in 6 groups in the study design. In
three groups, 1mg/kg of LPS (E. coli, serotype055-B5) was administered to the rats
intraperitoneally. 30 mg/kg and 90 mg/kg of propolis extracts were given orally to
treatment groups after 24-hours of intraperitoneal LPS injection.

To determine the lung and liver inflammation status via FDG-PET, ®F-fluoro-
deoxy-D-glucose (0,8ml/kg) was administrated under the anesthesia by intracardiac
injection before the 1h of PET scanning. After the FDG-PET analyses, blood and tissue
samples were collected. Lung and liver ®F-FDG uptake was calculated. MDA, SOD,
and CAT levels were measured in tissues and erythrocyte.

In the study, MDA levels of hemolysate, lung and liver tissues were increased in
untreated inflammation group whereas decreased in inflammation groups treated with

propolis. SOD activities of inflammation groups were found to be decreased in lung

Vi



tissue and hemolysate whereas SOD activities of propolis treated inflammation groups
were increased. Similarly, CAT activities of inflammation groups were found to be
decreased in lung tissue and hemolysate whereas CAT activities of propolis treated
inflammation groups were increased.

Lung and liver *®F-FDG uptake of inflammation groups were increased while lung
and liver "®F-FDG uptake of propolis treated inflammation groups were decreased.

As a result, propolis was found to be efficient in reducing inflammation and free

oxygen radical production induced by LPS in rats.

Key words: FDG-PET, inflammation, LPS, oxidative stress, propolis, rat.
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1. GIRIS VE AMAC

Inflamasyon, immiinolojik veya immiinolojik olmayan her tiirlii zararli, yabanci
ve yikici etkene karsi organizmanin verdigi dogal savunma yanitidir. Bir ¢cok mediyator
ve hiicrenin etki ettigi bu dogal savunma yanitinin amaci inflamasyonu tetikleyen
nedeni ortadan kaldirmak veya etkisizlestirmek ve/veya doku onarimina yardimci
olmaktir. Inflamasyon, ateroskleroz, miyokard infarktiisii, kanser, romatoid artrit,
yenidogan akciger hastaligi, sepsis, tiiberkiiloz, sarkoidoz, crohn hastaligi, menenjit gibi

ciddi hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir yere sahiptir (2, 25, 71).

Cesitli inflamasyon modellerinde, endotoksin ile olusumlar1 tetiklenen serbest
oksijen radikalleri gibi molekiillerin inflamasyonun ¢esitli asamalarinda rol oynadiklari

bilinmektedir (71).

Gram (-) bakterilerin hiicre duvarinda bulunan lipopolisakkaritler (LPS) viicut
tarafindan hemen tanimlanmaktadir. Deneysel olarak LPS uygulamasinin, kanda
inflamasyon mediyatorleri ve serbest oksijen radikalleri (SOR) gibi molekiillerin
artisina neden oldugu bildirilmistir (19, 41, 71, 94). LPS kendini baglayan protein ile
birlestikten sonra monosit ve makrofajlarin hiicre yiizeyinde bulunan reseptorii ile
etkileserek niikleer faktor kappa B (NF-xB)’i uyarip inflamatuvar olaylar
baglatmaktadir (89).

Serbest oksijen radikallerinin miktarlar1 organizmada oldukca hassas bir dengededir
(23, 49). Serbest oksijen radikalleri ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi
"oksidatif stres" olarak adlandirilmaktadir (4). Serbest oksijen radikallerin birikimine
paralel olarak doku-organ hasarinin 6nlenmesi viicudun kendi olusturdugu "antioksidan
sistemi" ad1 verilen bir savunma mekanizmasiyla saglanabilmektedir (23, 61). Serbest
oksijen radikallerinin zararl etkileri, antioksidanlar tarafindan azaltilir veya tamamen
ortadan kaldirilir. Hiicre iginde oksijenin metabolize edildigi her yerde antioksidanlar,

oksijen ara metabolitlerini azaltmak i¢in hizli ve spesifik olarak g¢alisirlar (93). Bitki



kokenli antioksidanlar (6rnegin; fenolik asit, katesin, flavonoidler vs.) redoks 6zellikleri
sayesinde serbest oksijen radikallerinin yakalanmasinda ve etkisiz hale getirilmesinde

onemli rol oynar (73).

Propolis, Apis mellifera (bal arisi)'min gesitli bitkilerin yaprak, goévde ve
tomurcuklarindan topladiklari, reginemsi maddeleri ve bitki salgilarint salgiladiklari
enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratarak olusturduklari kirli saridan, koyu
kahverengine degisen renkte ve oda sicakliginda yar1 kat1 halde bulunan 300°den fazla
bileseni bulunan bir maddedir (6, 9, 35, 59, 74, 75, 95). Propolis; flavonoidler,
flavonlar, fenolik asitler, kumarinler, ketonlar, kafeik asit esterleri, alifatik asitler,

esterler, terpenoidler, vitaminler ve inorganik maddeleri igerir (9, 35, 75).

Propolisin farmakolojik aktivitesi 4 kategoriye ayrilabilir. Bunlar; biyolojik
polimerlere baglanma egilimi, agir metal iyonlara baglanmasi, elektron taginmasinin
hizlandirilmast ve serbest radikalleri tutma kabiliyetidir. Bu o6zelliklerinden dolayi
propolis; antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antiinflamatuvar, sitotoksik,
immiinomodiilatdr, antiiilser, antihepatotoksik, lokal anestezik, antitlimoér, antikanser,

immiinostimiilator gibi biyolojik aktiviteler gostermektedir (21, 45, 55, 70, 80, 83).

Serbest radikallerin olusturdugu hasarlara karsi propolisin koruyucu etkisinin
igeriginde bulunan flavonoidlerin antiinflamatuvar, antioksidan ve serbest radikalleri
stiptiriici etkisinden ileri geldigi diisiiniilmektedir. Flavonoidler sadece tepkimelerin
artmasini Onlemekle kalmayip ayni1 zamanda serbest radikallerin olusumunu da Gnler.
Yapilan arastirmalarda propolis ekstraktlarinin SOR'lara karsi antioksidan aktiviteleri
arastirilmig, antioksidan Ozellikte oldugu ve ksantin oksidaz aktivitesini belirgin bir
sekilde inhibe ederek serbest radikal olusumunu 6nledigi gézlemlenmistir. Propolisin en
onemli antioksidan mekanizmasi; serbest radikallerin olusturdugu DNA hasarlarini
tamir edici 6zellikte olmasindan ve lipit peroksidasyonuna neden olan polimerize zincir
reaksiyonlarini kirict 6zelligi ile SOR'lar1 dokulardan uzaklastirici etki gostermesinden

kaynaklanmaktadir (29, 42, 52, 95).



Inflamasyon kanser gelisimi igin Onemli bir risk faktoriidiir. Inflamasyonun
Oonlenmesi inflamasyon igerikli hastaliklarin (ponomoni, ateroskleroz, miyokard
infarktiisii, romatoid artrit, sepsis, tliberkiiloz, sarkoidosis, crohn hastaligi, menenjit,
hepatit vb.) tedavisinde biiyiik oneme sahiptir. inflamasyonla olusan serbest radikaller
DNA hasarina neden olabilmekte ve kanseri tetikleyebilmektedir. Yapilan literatiir
taramalart sonucunda, tibbi 6zelligi oldukca iyi bilinen propolisin inflamasyon ve

serbest radikal olusumu iizerine olumlu etkilerine rastlanmistir (38).

Verilen bilgiler dogrultusunda c¢alismamizda LPS ile olusturulan deneysel
inflamasyon modelinde propolis ekstresinin inflamasyon ve antioksidan sistem tizerine
olan etkilerinin arastirilmasi planlandi. Arastirmamizdan elde edecegimiz sonuglarin
kanser biyogenezi, yeni dogal etken maddelerin gelistirilmesi ve yeni arastirma

alanlariin belirlenmesi acisindan énemli olacagina inaniyoruz.



2. GENEL BILGILER

2. 1. INFLAMASYON

Inflamasyon travma, infeksiydz ajanlar ve onlarin toksik iiriinleri, kimyasal
maddeler, asir1 sicak-soguk gibi fiziksel etkenler, cerrahi girisimler, immun cevap ve
iskemi gibi uyaranlarin baglattigi ve dokuya zarar veren etkenin ortadan kaldirilip,
dokunun onarimini hedef alan biyolojik bir siirectir (2). Bu lokal zedelenme, vaskiiler
ve hiicresel yanitlara yol acarak plazmadan ve lokal hiicrelerden ¢ok sayida

inflamatuvar mediyatoriin salgilanmasina yol agar (50).

Inflamasyon ilk kez M.S. 1. yy’ da Cornelis Celsus tarafindan yerel kizariklik,
yerel sislik, yerel 1s1 artigi, yerel agri olarak tanimlamistir. Daha sonra Virchous
tarafindan “functio laesa” olarak fonksiyon kayb1 da besinci klinik bulgu olarak ilave
edilmistir (25, 50). Inflamasyon; osteoartrit, ateroskleroz, miyokard infarktiisii, kanser,
romatoid artrit, sepsis, tliberkiiloz, sarkoidoz, crohn hastaligi, menenjit gibi bir ¢ok

hastaligin patogenezinde yer alir (2, 25, 71)

Inflamasyon, hiicre zedelenmesinin nedenlerini ortadan kaldirmak ve zararh
etkenleri oldugu yerde sinirhi tutarak kontrol sagladiktan sonra, hiicresel zedelenme
sonucu olusan nekrotik hiicreleri ve dokular1 ortamdan uzaklastirarak dokunun yeniden

yapilanmasini ve iyilesmesini baslatan biyolojik bir cevaptir (2).

Inflamasyonun 6nemli bilesenleri hemodinamik degisiklikler, polimorfoniikleer
16kosit (PNL) infiltrasyonu ve inflamatuvar mediyatorlerin salgilanmasidir. Kompleman
sisteminin c¢esitli reaksiyon {irlinleri, kan pihtilasma sisteminin reaksiyon {irtinleri,
arasidonik asit metabolitleri, prostoglandin, nitrik oksit, serbest oksijen radikalleri
(SOR), lizozomal enzimler ve uyarilmis lenfosit, monosit ve makrofajlardan salinan,
sitokin olarak adlandirilan hormonal maddeler inflamasyondaki semptomlardan ve doku

hasarinin  smirlandirilmasindan  sorumlu  tutulmuslardir. Lokositlerin - zedelenme
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bolgelerinde toplanmalari, burada doku ve hiicre hasarmma neden olan bir takim
inflamatuvar mediyatorleri ve SOR'ni ag¢iga c¢ikarmalari inflamasyonun gelisimi

acisindan olduk¢a 6nemlidir (2, 31, 64).

[k olarak nétrofil ve monositler olmak iizere 16kositlerin birikimi inflamatuvar
reaksiyonun en onemli ozelligidir. Inflamasyonun nedeni bir enfeksiyon ise, ilk
savunma hatt1 doku makrofajlaridir. Aktif makrofajlar, bulunduklari retikuloendotelial
sistem (RES) dokusundan ayrilarak hareketli hale gelirler ve inflamasyon bolgesine

ulasarak enfeksiyona kars1 ilk savunma hattin1 olustururlar (25)

Inflamasyonlarla ilgili birgok smiflandirma olsa da kabul goren smiflandirma
inflamasyon siiresi géz Oniine alinarak yapilan smiflandirmadir. Bu siniflandirmaya

gore inflamasyon akut ve kronik olmak tizere ikiye ayrilir (85)

2.1.1. Akut inflamasyon

Akut inflamasyon, hiicre ve dokulardaki hasara kars1 kisa slirede ve ¢ok hizh
olarak sekillenir. Vazodilatasyon, vaskiiler sizinti, 6dem gelisimi ve cogunlukla

polimorfniiklear 16kositlerin gogii ile karakterizedir (20)

2.1.1.1. Akut inflamasyonun Patofizyolojisi

Hiicresel hasar olusumundan sonra, genellikle ilk olarak kisa siireli bir
vazokonstriksiyon ve bunu takip eden bir vazodilatasyon meydana gelir. Kimyasal
mediyatorlerin salinimi ve hiicresel effektorlerin aktivasyonu sonucunda ortaya g¢ikan
lokal vazodilatasyon, kizariklik ve 1s1 artisina, mikrovaskiiler yataklarin agilmasina ve
interstisyuma bir miktar proteince fakir transudat sizmasina neden olur. Bunu izleyerek

sekillenen vaskiiler permeabilitedeki artis ise proteince zengin bir stvinin damar digina



cikmasina, vaskiiler ozmotik basingta azalmaya ve interstisyel sivinin ozmotik

basincinda artisa, dolayisiyla da 6dem sekillenmesine yol agar (5, 13, 51).

Vaskiiler degisikliklerin gelismesi ile birlikte lokositlerdeki hiicresel olaylar
sekillenmeye baglar. Tiim bu vaskiiler ve hiicresel olaylarin sekillenmesinde birgok
kimyasal mediyatdr gorev alir. Vazodilatasyon; prostaglandinler ve nitrik oksit
araciligiyla gercgeklesir. Lokositlerin aktif hale gelmesini; bakteriyel {irlinler ve
kemokinler (6rn: IL-8) neden olur. Ates gelismesinde; IL-1, IL-6, TNF-a,
prostaglandinler, agr1 sekillenmesinde; prostaglandinler, bradikininler, doku hasarinin
olusmasinda ise ndtrofil ve makrofaj lizozomal enzimleri, oksijen metabolitleri ve nitrik

oksit gibi birgok kimyasal mediyator gorev alir (5, 13, 20, 51).

2.1.1.2. Akut Inflamasyonun Sistemik Etkileri

Akut inflamasyonda baslangicta ortaya ¢ikan lokal bulgulara ilave olarak sistemik
bulgular da sekillenebilir. Akut inflamasyonun baslica sistemik bulgular: ates, periferal

16kositik degisiklikler ve plazma proteinlerindeki degisikliklerdir (20, 85).

2.1.1.3. Akut Inflamasyonun Seyri

Akut inflamatuvar cevabin amaci, hasara neden olan ajani inaktive ve noétralize

etmektir. Akut inflamasyon asagidaki muhtemel durumlardan birisi ile sonlanir (5).

Coziilme: Komplike olmayan akut inflamasyonlarda, doku bir rezoliisyon siireci
ile normale doner. Bu siiregte, eksudat ve hiicre yikintilar eritilerek makrofajlar ile

lenfatik akim yoluyla ortamdan uzaklagtirilir (20).

Onarim: Inflamasyona neden olan etken nétralize edilmeden 6nce dokuda nekroz
sekillenmisse, onarim faaliyeti baglatilir. Boylece nekroze dokular ya rejenerasyonla ya

da skatriks olusumu ile iyilesir (20).



Irin olusumu: Bakteriyel enfeksiyonlarda nétrofillerin asir1 sekildeki gocleri ile
birlikte erime nekrozu sekillenir (irinli inflamasyon). Nekrotik doku ve nétrofillerin
likefaksiyona ugrayan kiitlesi irin olarak isimlendirilir. Irinli bdlgenin bir duvarla

cevrilmesi ise apse olusumu ile sonuglanir (20).

Kronik inflamasyon: Sebep olan etkenlerin akut inflamatuvar cevap ile nétralize
edilemedigi durumlarda, viicutta bir immun cevap sekillenir. Bu da kronik

inflamasyona neden olur (20).

2.1.2.Kronik Inflamasyon

Kronik inflamasyon, hiicre ve dokulardaki hasarin devamlilig1 nedeni ile provake
edilen, uzun siireli (haftalar, aylar ya da belirsiz siireli) bir durumdur. Mononiiklear
hiicre infiltrasyonu, inflamatuvar hiicreler tarafindan doku yikimi, fibrozis ve

anjiyogenezis ile dokunun onarilmasi ile karakterizedir (20)

Kronik inflamasyon yiiksek kanser riski ile iligkili bir hastaliktir. Molekiiler
diizeyde, kronik inflamasyon sirasinda olusan serbest radikaller ve aldehitler, zararl gen
mutasyonlarina ve kanserle ilgili anahtar proteinlerin posttranslasyonel degisikligine
neden olabilir. Sitokinler, biiyiime faktorleri ve NF-xB gibi transkripsiyon faktorleri de
dahil olmak iizere inflamasyonun diger triinleri, kanser genlerini (6rnegin, timor
baskilayict genler ve onkogenler) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi dnemli inflamatuvar enzimlerin ekspresyonunu kontrol
edebilir. Bu enzimler dogrudan SOR lar1 da etkiler. Kronik inflamasyonun prokanseroz
sonuglari; DNA hasari, artan DNA sentezi, hiicre ¢ogalmasi, DNA onarimi yollarinin ve
hiicresel ortamin bozulmasi, apoptozis inhibisyonu, anjiyogenez ve invazyonun
ilerlemesidir. Kronik inflamasyon ayni zamanda immiinsupresyon ile iliskilidir ve

kanser i¢in bir risk faktoriidiir (38).



2.2. LIPOPOLISAKKARIT (LPS)

Gram negatif bakterinin hiicre duvart ve sitoplazmik zarindan olusan yapisina
hiicre zarfi denir. Hiicre zarfi dis zar, orta tabaka ve plazma zarindan olusur. Hiicre
zarfinin primer islevi sitoplazmik zar1 dis etkilerden korumaktir. Dig zar gram negatif
bakterilere 6zgiidiir. D1s zarda primer olarak LPS ve porinler (por proteinleri) bulunur.
Dis zardan LPS ve protein vezikiilleri salgilanabilir. Ayrica bakteri lizisine bagli olarak
hiicre duvari pargalaninca da ortama LPS yayilir. LPS, ampifilik karakterde (bir ucu
hidrofilik, bir ucu hidrofobik), antijenik 6zellige sahip, 10°-10% Da molekiiler agirhig:
olan biiyiik bir molekiildiir (18).

Escherichia coli (E. coli) gibi Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinin bir
bileseni olan ve "endotoksin" olarak da adlandirilan lipopolisakkaritler (LPS), sigan ve
farelere uygulandiginda inflamasyona neden olmaktadir (71). Endotoksin,
hepatositlerde {iretilen molekiiler agirligi 58 kilodalton olan bir akut faz reaktan
lipoprotein baglayict protein ile birlesir. Bu yapi, monosit, makrofaj, lenfosit gibi
hiicrelerin ylizeyinde bulunan molekiil agirligi 53 kilodalton olan CD14 molekiilii ile
birlesir. Konakgr hiicrelerdeki CD14 molekiilii glikozilofosfoinozitol yapisinda bir
reseptordiir. Bu birlesme sonucu, hiicre iginde bir sinyal yapimi ortaya c¢ikar ve
niikleustaki NF-xB aktive olur. TNF-a, IL-8 ve IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinlerin

ekspresyonu artar (8).

Cesitli akut ve kronik inflamasyon modellerinde, endotoksin ile olusumlari
tetiklenen proinflamatuvar sitokinler ile c¢esitli hiicrelerde, bir niikleer transkripsiyon
faktori olan NFk-B' nin uyarilmasiin ardindan etkinlikleri artan nitrik oksit (NO),
indiiklenebilir iNOS ve COX-2 aracilig1 ile olusan NO, prostanoitler ve SOR'leri gibi

molekiillerin inflamasyonun ¢esitli asamalarinda rol oynadiklar bilinmektedir (71).



2.3. SERBEST RADIKALLER, OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDANLAR

2.3.1.Serbest Radikaller

Atom cekirdeginin etrafinda bulunan elektronlar 'orbital' denilen ydriingelerde
hareket halindedir. Kararli durumlarda ilk orbitalde iki, digerlerinde sekiz elektron
bulunur. Bir veya daha fazla orbitalinde eslenmemis elektron bulunan atom veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanir. Serbest radikaller kimyasal olarak kararsiz
yapilardir (54, 77). Dis orbitaldeki eslesmemis elektronun eslesmesini saglamak ve daha
kararli hale gelmesi i¢in, herhangi bir molekiil veya atom ile etkilesime girerek, o
yapidan bir elektron alma veya bir elektron verme egilimindedirler. Bu nedenden
dolay1, diger molekiillerle reaksiyona girebilecek sekilde aktif bir yapi gosterirler.
Serbest radikal olusumunda molekiile bir elektron eklenmesi biyolojik ortamlarda en sik

goriilen serbest radikal olusum seklidir (32).

2.3.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Biyolojik ortamlardaki en dnemli serbest radikaller, oksijenin radikal tiirleridir.
Reaktif oksijen tiirleri (ROT) sadece serbest oksijen radikallerini i¢ermeyip, oksijen
radikali olusumunda yer alan, radikal olmayan oksijen tiirlerini de igerir (32) Radikal

olan ve olmayan oksijen tiirevleri bilesiklerine 6rnekler tabloda verilmistir.

Tablo 2.1. Radikal Olan ve Olmayan Oksijen Tiirevleri

Radikal Oksijen Tiirleri Radikal Olmayan Oksijen Tiirleri

Hidroksil HO- Hidrojen peroksit  HxO;

Alkoksil RO- Singlet oksijen Oy

Peroksil ROO- Ozon O3

Siiperoksit O Hipoklorid asit HOCI

Nitrik oksit NO» Lipid LOOH

hidroperoksit
Azot dioksit NO;* Peroksinitrit ONOO"




Hidroksil (HO¢) , stiperoksit (Oz*") gibi reaktif oksijen tiirleri ve hidrojen peroksit
(H207) baz degisikligi (modifikasyonlart), zincir kirigi ve DNA-protein ¢apraz bag
kiriklar1 gibi her tiirlii DNA hasarina neden olmaktadir. Reaktif oksijen ve azot tiirleri
direk ya da dolayli olarak hiicresel makromolekiillerde gecici ya da kalici hasara yol
acmaktadir. Boylece, oksidatif stres hasarlar1 olugur. Niikleik asit, protein ve lipid gibi
hiicresel makromolekiiller lizerinde oksidatif hasarlar1 kanser dahil bir¢ok hastaligin

olusumunda sorumlu tutulmustur (4, 72).

2.3.1.2. Serbest Radikal Kaynaklari

Alkol, uyusturucu gibi bagisiklik yapan maddeler, infeksiyoz ajanlar, radyasyon,
hava kirliligi, pestisitler, solventler, anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara
ve antineoplastikler ekzojen radikal kaynaklar1 olarak sayilabilir. Mitokondrial elektron
transport sistemi, iskemi, travma, inflamasyon, intoksikasyona bagli oksidatif stres
durumlari, peroksizom enzimleri, tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
tetrahidroproteinler, endoplazmik retikulum ve nukleus zarindaki elektron transport
sistemleri, NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz gibi hiicre i¢i

enzimler de endojen radikal kaynaklarindandir (2, 15).

2.3.1.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Biyokimyasal Etkileri

Serbest oksijen radikalleri normal metabolizmanin {iriinii olarak olusabildikleri
gibi; organizmanin; iyonize radyasyona, oksitleyici ajanlara ve yabanci maddelere
maruz kaldig1 durumlarda da ortaya cikabilir. Serbest oksijen radikallerinin en 6nemli
hedefleri lipidler, proteinler ve niikleik asitlerdir. Serbest radikallerin genellikle
karsilastiklar1 ilk yap1 hiicre veya zarlarin lipid bilesenleridir. Ayrica in vivo ve in vitro
yapilan calismalarda serbest oksijen radikallerinin karbonhidratlara, lipidlere,

proteinlere ve DNA ya zarar verdigi belirtilmistir (16).
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2.3.1.3.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri: Lipid Peroksidasyonu

Hiicre zarlar1 ¢oklu doymamis yag asitleri acisindan zengindir. Coklu doymamis
yag asitleri, oksitleyici radikaller i¢in kolay hedeftirler. Coklu doymamis yag asitlerinin
oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve zincirleme olarak kendiliginden

sliren bir reaksiyondur (32, 49).

Bir proton ve bir elektrona sahip olan hidrojen atomu radikal 6zellik gosterir.
Biyolojik bir molekiilden bir hidrojen atomu ayrildiginda geride kalan molekiilde
eslesmemis bir elektron birakir. Hidroksi radikali gibi etkili olan radikaller, bir hidrojen
kopararak biyolojik molekiil ile etkilesime girerler. Bu lipid peroksidasyonunu baslatan

bir reaksiyondur. Bu reaksiyonlar dort basamakta olusur (4, 30).

1. Baslama basamagi: HO- radikali, bir yag asidinin (LH) metilen kismindan bir

hidrojen atomu (H) kopararak lipid radikali olusturur.

2. Tlerleme basamag: Zincir reaksiyonu, olusan lipid radikaline O, ilavesi ile
devam eder ve lipid peroksi radikali (LOOe) ile lipid hidroperoksidi (LOOH)

olusur.

3. Yikim basamagi: Tek elektron iizerinden yeniden yapilanma lipid
parcalanmasi ile sonuglanir. Bu olusan {riinlerden birisi, malondialdehittir

(MDA). Kan ve idrarda saptanabilir.

4. Sonlanma basamagi: Zincir reaksiyonu, antioksidanlar tarafindan ayrica

radikallerin birbiri ile tepkime vermesiyle sonlandirilabilir.

Lipid peroksidasyonunun, zar lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile zar

islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilesenleri
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tizerine etkisi, son irilinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre

hasarina sebep oldugu diistiniilmektedir (16).

2.3.1.3.1.1. Malondialdehit (MDA)

Test malzemelerinin etkisini degerlendirmek amaciyla lipid peroksidasyonunun
zincir reaksiyonu iriinlerinden birisi olan MDA konsantrasyonu tiyobarbitiirik asit
(TBA) metodu kullanarak plazma ve karaciger homojenatinda belirlenmektedir.
Yontem TBA ile MDA ve diger perokside lipid yikim {iriinleri reaksiyonu ile olusan

kirmizi kromoforun 532 nm' de absorbansinin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir (3, 4).

2.3.1.3.2. Serbest Radikallerin DNA' ya Etkileri

Sagliga zararlt oksijen metabolitlerinden dogrudan niikleik asitler de etkilenerek
baz hidroksilasyonu, DNA iplikgiklerinin ¢apraz baglanmasi veya kirilmasina yol
acabilir. Bu da hiicre 6liimii veya mutasyonla sonuglanir. Sitotoksisite, biiyiik oranda
niikleik asit baz degisimlerinden ileri gelen kromozom degisikliklerine veya DNA' nin
yapisindaki diger bozukluklara baglhidir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar (4).

Hasar, dogrudan veya dolayli olabilir. Dogrudan hasar, H,O,' den olusan hidroksil
radikalinin DNA' ya ¢ok yakin bir yerde olugsmasi ve onu kirmasi seklindedir. Dolayl

'

olarak ise hiicre i¢i sivida serbest Ca™ nin artis1 proteazlar aktive edebilir. Bunun
sonucunda hiicre iskeleti bozulur. Niikleazlarin aktivasyonu sonucu DNA kirilmasi
gerceklesir. Serbest radikaller ve 6zellikle malondialdehit, hiicre ¢ekirdeginde baslica
DNA ile tepkimeye girmektedir. Niikleik asit yapisindaki baz degisimleri veya DNA
zincir kopmas1 sonucu kromozomal yapida degisiklikler olusturarak sitotoksisitiye
neden olmaktadir. Bugiine kadar oksidatif olarak degismis yaklasik 20 tip DNA

saptanmistir. Sonugta mutajenik ve kanserojenik etkiler gézlenmektedir (23, 32).
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2.3.2. Oksidatif Stres

Serbest radikal molekiilleri, antioksidan savunma giicii ile dinamik bir denge
icinde bulundugu siirece organizma icin yararlidir. Ornegin; fagositik hiicreler
tarafindan mikroorganizmalarin Oldiiriilmesinin ana mekanizmasi serbest radikal
tiretimidir. Serbest radikaller apoptozun tetikleyicisi, habercisi ve efektorii olarak gorev
yaparlar. Bu sekilde; asir1 hiicre ¢ogalmasini 6nleyerek homeostazide yer alirlar. Serbest
radikaller ikinci haberci olup, transkripsiyon faktorlerini aktive ederler. Hiicreler arasi
haberlesmede gorev alirlar. Hiicrenin biliylimesini saglayan olaylar1 diizenlerler.
Sitozolde ve mitokondride iiretilen serbest oksijen radikali, protein sistein kalintilarinin

redoksunu diizenleyerek proteinlerin yapi ve islevinin diizenlenmesinde rol oynarlar (4).

Organizmada  serbest radikallerin  zararli  etkileri ortaya ¢ikmadan
etkisizlestirilmesini saglayan giicli savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest
radikallerin olusum hizi1 ile etkisizlestirilme hizi dengede oldugu siirece organizma bu
bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik savunma azalir ya da bu zararh
bilesiklerin olusum hiz1 sistemin savunma giiclinii asarsa, bu denge bozulup serbest
radikallere bagli zararli etkiler ortaya c¢ikmaya baslar. Serbest radikaller doku ve

hiicrelerde oksidatif stres olarak etkilerini gosterirler (16)

Oksidatif Stresin Etkileri

1. Hiicre organelleri ve zarindaki lipid ve protein yapisin1 bozarlar.

2. Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisiz hale getirirler.

3. DNA yapisini bozarlar.

4. Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar.
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5. Elastaz, proteaz, fosfolipaz, ksantin oksidaz gibi litik enzimleri aktive eder.

6. Hiicrenin potasyum kaybini artirirlar.

7. Trombosit kiimelenmesini artirirlar.

8. Dokulara fagosit toplanmasini artirirlar.

9. Hiicre disindaki kollajen doku pargalarini, savunma enzimlerini ve

transmitterleri yikarlar.

10. Mikro ve makromolekiilleri etkileyerek kapiller gecirgenligi bozarlar.

2.3.2. Antioksidan Sistem

Organizmada siirekli bigimde serbest radikal niteliginde bilesikler olugsmaktadir.
Ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi giiglii bir savunma sisteminin varlig
nedeniyle engellenmektedir. Bu nedenle serbest radikallerin olusum hiz1 ile
etkisizlestirme hizinin dengede tutulmasi son derece dnemlidir. Bu denge bozuldugu
zaman, serbest radikallerin zararl etkileri ortaya ¢ikmakta ve ¢esitli organ ve sistemler

olumsuz etkilenmektedir (30, 62, 96, 97).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek i¢in organizmada bir¢ok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar
"antioksidan savunma sistemleri" ya da kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. In vivo
ve in vitro deneyler antioksidanlarin serbest radikallere karsi koruyucu rol oynadigin

gostermektedir (16).
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Antioksidan etki tipleri dort baslik altinda toplanabilir (97).

1. Toplayict etki (scavenging)

2. Baskilayici etki (guencher)

3. Zincir kiric1 etki (chain breaking)

4. Onarici etki (repairing)

Radikallerin asir1 reaktif yapilarina bagli olarak, hiicresel bilesenlerdeki
karbonhidrat, protein ve lipidlerin oksidasyonuyla sonuclanacak zararin Onlenmesi
antioksidanlarin gorevidir (16). Serbest oksijen radikallerini etkileyerek, onlar1 tutma
veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayict etki, serbest oksijen
radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif
hale doniistirme islemine baskilayict etki, serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak reaksiyon zincirini kiran etkiye zincir kirict etki ve tamir fonksiyonuna da

onarici etki denir (58, 86).

2.3.2.1. Antioksidan Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tespit edilebilen alt1 degisik mekanizma
ile gosterirler. Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada

isleyebilmektedirler (16). Bu mekanizmalar:

1. Antioksidan maddeler, oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak

dokudaki oksijen konsantrasyonunu azaltabilir.
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Hidroksil (OHe) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomu ve bag
olusturabilecek yapidaki {riinleri ortadan temizleyerek, peroksidasyonun

baslamasini dnleyebilirler.

Hiicre zan lipidlerini direk etkiyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni

baskilayabilir ya da temizleyebilirler.

Metal iyonlar1 ile reaksiyona girip, reaktif gruplarin lipid peroksitlerden peroksil

ve alkoksil radikallerinin olusumunu 6nleyebilirler.

Peroksitler ile reaksiyona girerek, radikal olmayan iirlinlere doniistiirebilirler.
Omegin; glutatyon peroksidaz (GPx), peroksitleri bu yolla temizleyen bir

antioksidandir.

Zincir reaksiyon olusumuna neden olabilen serbest radikallerle reaksiyona
girebilir ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini 6nleyebilir

ve boylece zincir reaksiyonlari kirabilirler.

2.3.2.2 Antioksidanlarm Simiflandirilmasi

Antioksidan sistem; enzimleri, suda ve yagda ¢6ziinen radikal tutucularini ve

metal iyonlarin1 baglayan proteinleri kapsamaktadir. Antioksidanlar genel olarak,

endojen kaynakli ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak tizere baslica iki ana grupta

toplanir (30, 58, 72). Endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar primer savunma

sistemleri, lipolitik enzimler, proteolitik enzimler ve DNA tamir edici enzimler ise

sekonder savunma sistemleri olarak adlandirilir (96).

Endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki

gruba ayrilirlar (72). Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar

olmak {izere siniflandirilirlar (16).
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2.3.2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz gibi redoks
dongiisiinde yer alan enzimler enzimatik antioksidanlar1 olustururlar. Hiicre igindeki
primer korunma sistemini meydana getirirler (30, 40). Enzimatik antioksidanlar serbest
radikal zincir tepkimesinin baslamasi i¢in gerekli olan serbest radikal miktarinin
azaltilmasini sagladiklar1 i¢in primer antioksidanlar olarak da tanimlanirlar. Genel
olarak enzimatik savunma sistemleri suda ¢oziinerek, sitoplazmadaki zararli oksijen

tiirevlerini ortadan kaldirirlar (16).

2.3.2.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

doniisiimiinii katalizler.

SOD
20, + 2H" > H0,+ O

Stiperoksit radikalinin ortamdan temizlendigi tepkimeye dismutasyon tepkimesi
denir. Bu tepkime SOD enzimi tarafindan katalizlenerek iki siiperoksit radikalinin kendi
aralarinda etkilesimini saglayarak H,O, ve O, olusumu ile sonuglanir. Bu olay lipid
peroksidasyonunu engeller (30, 72). Hiicre igerisindeki bdoliimlerde siiperoksit
diizeylerini kontrol etmede rol oynar. Mitokondrilerde bulunan sitokrom sistemi, hiicre
i¢i sitoplazmik yapilart oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Fakat bu sistemin
yetersiz kaldig1 ve oksidatif stresin arttigi durumlarda, SOD ve diger dogal enzimler
devreye girip, organizmada aktivitelerini artirarak koruyucu etkinliklerini siirdiiriirler
(30).

SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir. Normal

metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksit tiretimi olmaktadir.
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Bu enzim sayesinde intraselliiler siiperoksit diizeyleri diigiik tutulur. SOD fagosite

edilmis bakterilerin 6ldiiriilmesinde de rol oynar (16).

2.3.2.2.1.2. Katalaz (KAT)

Katalaz, hidrojen peroksidin su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar.
Peroksizomlarda lokalize olmustur ve hiicre digsinda bulunmaz. Kan, kemik iligi, bobrek
ve karaciger hiicrelerinde bulunur. Katalaz enzimi, hidrojen peroksit ve metil
hidroperoksit gibi kii¢iik molekiillere etki ederek oksidazlarin etkisi ile olusan toksik

H,O,'nin direk olarak suya doniismesini saglar (16).

KATALAZ

2 H,0O, > 2H 0+ 0,

Boylece ikinci derecede sentezlenen toksik hidroksil radikallerinin temizlenmesini
saglayarak, H»O,' nin viicutta birikimini engelleyerek makromolekiilleri H2O," nun
yikict etkisinden korur (30, 69). Ayrica kanser, diyabet, retinopati, arteroskleroz,
iskemik-reperfiizyon hasari, noérodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve
yaslanma gibi birgok ¢ok patolojik olayda ortaya ¢ikan oksidatif strese kars1 savunmada

katalaz antioksidan sistemin oncelikli enzimidir (22).

2.3.2.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, tetramerik ve 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir
enzim olup, hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Birbirine kenetli
enzim sistemi GSH-Px ve GSH-Rd glutatyon harcayarak H,O,' nin rediiksiyonunu
katalizler (22).
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2.3.2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Hiicrelerde bircok enzimatik olmayan antioksidanlar bulunmaktadir. Bu sistem
enzimatik antioksidan sistemlerinin aktivitesini tamamlayic1 seklinde gorev yaparlar.
Boylece ortamda asir1 olusan reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi ve enzimlerin in
vivo ortamda modiilasyonunu saglayarak olusan hiicreleri oksidatif stresten korurlar
(16). Bu antioksidanlar kendi aralarinda lipid fazda bulunan ve sivi fazda bulunan
antioksidanlar olarak iki kisimda incelenir. Lipid faz antioksidanlarindan olan a-
tokoferol, dokudaki major E vitamini formu olup, E vitamininin % 80 - % 90' i
olusturmaktadir. Yagda ¢oziinen ve zincir kirict bir antioksidandir (30, 56). Sivi faz
antioksidanlarindan askorbik asit, suda ¢Oziinen en giiclii antioksidan molekiil olup,
lipid peroksidasyonunu baslatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipidleri oksidasyona
kars1 korur (30, 69).

2.4. PROPOLIS

Propolis; bal arilar1 tarafindan ¢am, mese, hus, okaliptiis, kavak, kestane vb.
agaclar ve bazi otsu bitkilerin tomurcuk, yaprak ve benzeri kisimlarindan toplanir ve
kovan igerisinde yarik ve catlaklarin onarimi, kovan i¢inde 6len, ancak kovan digina
tasinamayan ar1 veya diger canlilarin viicutlarinin mumyalanmasinda kullanirlar.
Boylece bunlarin cliriiylip, mikroorganizma iiretmeleri engellenmis olur. Ayrica yavru
yetistirme doneminde yarik ve gatlaklardan suyun buharlasip kaybolmasini engeller.
Boylece kovan i¢i gerekli olan hava ve nem korunmus olur. Bunlarin yaninda olumsuz
cevre kosullarindan kovami korumak, kovan giris deligini kiiciiltmek amaciyla da
kullanilmaktadir. Bir cok amaca yonelik olarak kullanilan propolis zamk gibi yapiskan,
reginemsi kokulu ve edinildigi kaynaga gore rengi koyu saridan kahverengiye kadar
degisen bir maddedir (27, 53, 67, 80, 87, 88). Bal arilarinin depoladig1 propolis, bazi
bitkilerin yapiskan salgilar1 olan zamk, sakiz, lipofilik maddeler olabilecegi gibi bitki ve

agaclarin 6z suyu olan sizintilar da olabilmektedir (14).

19



Geleneksel hekimlikte yaygin olarak kullanilan ve Hipokrat, Heredot, Aristo ve
diger antik donem bilginleri tarafindan 6vgii ile s6z edilen propolis, ¢ok eski ¢aglardan
bu yana insanlar tarafindan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve etkilerinin azaltilmasinda

kullanilmustir (53).

Propolis ilk kez Yunanlilar tarafindan kesfedilerek dogal bir antibiyotik olarak
kullanilmis ve propolis kelimesi, pro (ilk ya da savunma) polis (sehir)'den tiiretilmistir
(28,53, 76,87, 88). Ayrica, Misirlilarin bazi hastaliklarin tedavi edilmesi ve 6liilerin
mumyalanmasinda propolisi kullandiklari, Yunanlilar ve Romalilarin da propolisi deri
apselerini iyilestirme etkisi nedeniyle yiizyillarca ila¢ olarak kullandiklar

bildirilmektedir (27, 76).

Glinlimiizde propolis diinya ticaretinde ve marketlerde diizenli olarak alinip
satilan bir {irin haline gelmistir (44). Baslica iiretici iilkeler, basta Cin olmak {izere
Arjantin, Uruguay, Sili, Brezilya, Kanada ve bazi Dogu Avrupa llkeleridir
(26, 44).

2.4.1.Propolisin Fiziksel Yapisi ve Ozellikleri

Propolis 10°C'nin altinda sert ve kirilgan, 15°C - 25°C arasinda mum kivaminda
elastik bir yap1 gostermekte, 30°C - 40°C'de yumusayip yapiskan bir durum almakta,
80°C'de kismen erimektedir. Kovandan alindigr zaman yapiskan ve kendine 6zgii bir

kokusu vardir. Derin dondurucuya konuldugunda hemen katilagsmaktadir (28, 53, 76).

2.4.2. Propolisin Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri

Diinyanin degisik bolgelerinden toplanan propolis orneklerinde 300°den fazla
kimyasal bilesik tanimlanmistir (70). Propolis 6rneklerinden belirlenen bilesik gruplari
elde edildigi kaynaga gore degisebilmektedir (27). Ham propolisin bilesimi kaynagina
gore degismekle birlikte, genellikle %50 reg¢ine, %30 mum, %10 esansiyel ve aromatik

yaglar, %5 polen ve %5 oraninda aminoasit, mineral, vitaminler i¢eren ¢esitli maddeler
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ile bioflavonoidler olarak bilinen bilesiklerin yiliksek aktiviteli karisimindan

olusmaktadir (57).

Propolis; flavonoidler, sinnamik asit ve tiirevleri, benzoik asit, sinaptik ve
izoferulik asitler, ¢esitli aldehitler, ketonlar ve eser elementler, kleredon, diterpenler,
kumarinler, steroidler, aminoasitler ve inorganik bilesikler gibi ¢esitli kimyasal
bilesikler icermektedir (21, 70). Propolisin temel bilesenlerinin flavonoidler oldugu

tespit edilmistir (91).

Propoliste bulunan bazi mineral maddeler son yillarda yapilan arastirma
sonuclarina gore Kalsiyum (Ca), Magnezyum (Mg), Potasyum (K), Sodyum (Na),
Demir (Fe), Bakir (Cu), Cinko (Zn) ve Mangan (Mn) olarak saptanmistir (53).

Propoliste vitaminlerin miktarlar1 diisiik olmakla beraber genellikle B1, B2, B6,
C, E, nikotinik ve pantotenik asit vitaminlerini i¢ermektedir. Propolis; serin, glikol,
aspargin ve glutamik asitleri, alanin, triptofan, fenilalanin, 16sin, sistin, lizin, histidin,

arginin, prolin, treonin olmak tizere 8-17 kadar aminosit ihtiva etmektedir (70).

2.4.3. Propolisin Biyolojik Yapisi ve Ozellikleri

Propolisin farmakolojik aktivitesi 4 kategoriye ayrilabilir. Bunlar; biyolojik
polimerlere baglanma egilimi, agir metal iyonlara baglanmasi, elektron tasginmasinin
hizlandirilmast ve serbest radikalleri tutma kabiliyetidir. Bu o6zelliklerinden dolay1
propolis; antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antiinflamatuvar, sitotoksik,
immiinomodiilatdr, antiiilser, antihepatotoksik, lokal anestezik, antitiimdr, antikanser,
immiinostimiilator gibi biyolojik aktiviteler gostermektedir. Ayrica, popiiler bir ilag
olarak halk tibbinda, apiterapide, biokozmetikte ve ila¢ sanayinde ¢esitli amaglarla
kullanilmaktadir (21, 45, 55, 70, 80, 83). Propolisin flavonoid yapist toplandigi
bitkiye bagli olarak bazi farkliliklar da gosterebilmektedir. Propoliste bulunan biitiin
bilesenlerin i¢inde flavonoidlerin orant %25’in iizerindedir. Flavonoidler polifenolik

bilesiklerdir. Serbest radikal temizleme 6zelliklerinden dolay1 antioksidan 6zelliktedir
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ve lipit peroksidasyonunu inhibe ederler (70).

Propolisin 6nemli bir bileseni olan flavonoidlerin, antiinflamatuvar, antioksidan,
serbest radikal temizleyici, antitiimoral, hepatoprotektif, vaskiiloprotektif, antiiilser,
intestinal motilite ve sekresyon inhibisyonu, antiosteoprotik, antialerjik, antimikrobiyal

ve immiinomodiilatuar 6zellikleri rapor edilmistir (29).

Propolisin ~ farmakolojik  etkileri  igerigindeki  farkli ~ maddelerden
kaynaklanmaktadir. Antimikrobiyal etki gosteren aktif bilesenleri pinocembrin,
galangin, kafeik asit fenil ester ve feriilik asittir. Antifungal bilesenleri pinocembrin,
pinobanksin, kafeik asit fenil ester, benzil ester, sakuranetin ve pterostilben, antiviral
kompenentleri ise, kafeik asit fenil ester, luteolin ve kuersetindir. (70).

Propolis inflamatuvar siirecte, notrofiller tarafindan olusturulan serbest radikalleri
yakalar (91, 92). Ayrica, antiinflamatuvar etkisini hidrofolat rediiktaz inhibisyonu
saglayarak ve prostaglandin sentezini inhibe ederek gosterir. Akut inflamasyonda

lipooksijenaz ve siklooksijenaz tiretimini baskilar (59).

Propolis, trombosit agregasyonunu ve eikosanoid sentezini inhibe ederek immiin

sistem diizenleyici etki gosterir (34).

Propolis, toksik olmayan dozlarda bazi antibiyotiklerin antibakteriyel etkisini
artirir. Bakteriyel hiicre boliinmesini engeller, bakteriyel hiicre duvari ve sitoplazmasini
bozar ve bakteriyel enfeksiyon sirasinda fagositleri uyarir. HIV-1 enfeksiyonunu
anlamli bir sekilde inhibe eder. HIV-1 enfekte hastalarin lenfositlerinin immiin yanitini
gelistirir.  Propolisin  antiinflamatuvar  6zelliginin  oldugu, dermatitlere Kkars1
antibakteriyel krem olarak kullanildigi ve doku yenileme o6zelligine sahip oldugu

bildirilmistir (70).

Makrofajlar, konak savunma mekanizmalarini iceren dogal ve kazanilmis bagisik

yanitta onemli role sahip hiicrelerdir. Fagositoz, enzim ve sitokin salinimi, serbest
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radikallerin olusumu gibi fonksiyonlara sahip bu hiicreler, konagin mikroorganizmalarla
miicadelesinde vazgecilmez yere sahiptir. Ancak makrofajlarin fazla aktivasyonu, TNF-
a, interlokin 1 beta (IL-1B) ve IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin fazla iiretimi
nedeniyle, hiicrelerde hasara ve inflamatuvar barsak hastaliklar1 ve romatoid artrit gibi

inflamatuvar hastaliklara yol agar (43).

Propolis’in makrofajlar1 aktive ederek nonspesifik bagisiklik sistemi iizerinde

diizenleyici rol oynadigi bilinmektedir (84).

Kaya ve Ozbilge, yapmis olduklar1 bir calismada, propolisin gram negatif
bakterilerin dis zar bileseni olan lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis makrofajlarda pro-
inflamatuvar sitokinlerin iiretimi lizerine etkisiyle ilgili yaptiklar1 calismada propolisin,
toplandig1 bitkiye, cografik bolgeye, mevsime ve toplayan ari tiirline bagli olarak
kimyasal bilesimi ve buna bagli olarak biyolojik aktivitesi degismekte oldugunu ve pro-
inflamatuvar sitokinlerin baskilanmasi gerektigi durumlarda kullanilabilecek bir ajan

olarak kullanabilecegini bildirmislerdir (45).

Kumazawa ve ark. kamferol ve fenetil kafeat gibi antioksidan igeriginden dolay1

propolisin gii¢lii antioksidan 6zelliginin oldugunu tespit etmislerdir (52).

Flavonoidlerin propolis ic¢indeki en etkili ve bol bulunan antioksidan madde

oldugu belirtilmektedir (81).

Nieva ve ark. Arjantin propolisinde antioksidan aktivite ile flavonoid igeriginin
belirgin bigimde iliskili oldugunu gostermislerdir (65). Ote yandan flavonoid igerigi ve
inhibe olan malondialdehit (MDA) ylizdesi arasinda pozitif iliski oldugunu da
saptamislardir. Bununla beraber, flavonoid iceriginden baska, diger igeriklerin de

antioksidan 6zellige neden oldugu belirtilmektedir (66).

Russo ve ark. kafeik asit fenetil ester (CAPE)'den arindirilmis propolis

ekstraktinin antioksidan 6zelligini arastirdiklar1 bir calismada CAPE'li ve CAPE'siz
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propolis ekstraklarinin doza bagimli olarak serbest radikal temizleme etkisinin
oldugunu, ksantin oksidaz aktivitesinin belirgin bicimde inhibe edildigini ve
antilipoperoksidatif kapasitenin oldugunu gdstermislerdir. Bu c¢alismada CAPE'li
ekstraktin CAPE'siz olana gore daha aktif oldugu goriilmiistiir. Calismanin sonucunda
CAPE'nin propolisin antioksidan etkinliginde ¢ok 6nemli bir role sahip oldugu ifade
edilmigstir (79). Ayrica propolisin sahip oldugu giiclii antioksidan etkinligin yiiksek

konsantrasyonda kafeik asit ve fenetil kafeat igermesine bagli oldugu bulunmustur (33).

Natarajgan ve ark. propolisin aktif bileseni olan CAPE' in NF-«xB aktivasyonunun
potansiyel spesifik inhibitorii ve hiicre proliferasyonunu ve apoptozisi antioksijenaz

aktivitesi ile diizenlendigini belirtmektedirler (63).

Cardile ve ark. yaptiklari ¢alismada insan kikirdak dokusu ve kondrosit
kiiltiirtinde propolis ekstraktinin kronik inflamasyonda salinan anahtar molekiiller olan
NO ve glikozaminoglikanlar (GAGs) tizerine olan etkilerini incelemislerdir. Calismanin
sonunda propolis ve onun aktif bileseni olan CAPE' in IL-1p tizerine ¢ok ciddi etkileri
oldugu bulunmus ve propolis ekstraktinin sahip oldugu aktif bilesenlerden dolay:
kikirdak dokuyu koruyucu ve ¢ok iyi serbest radikal temizleyici etkisinin oldugunu

bildirmislerdir (11).

Yapilan ¢alismalara gore, propolisin igerdigi kuersetin, flavonoidler, artepillin-C,
kafeik asit ve CAPE gibi maddelerin anti tiimoral etkinlige sahip oldugu gosterilmistir
(17, 90). insan lenfosit kiiltiiriinde yapilan calismada 1 ml konsantrasyonda propolise
maruz kalan hiicrelerde mikroniikleus (MN) olusum oraninin kontrol gurubuna gore 2-3
kat daha fazla oldugu; bununla beraber mitotik indekste (MI) ters etkiye neden oldugu
bulunmustur (68). Propolis uygun dozlarda kullanildiginda antikarsinojenik ozellik
gosteren bir yapidir, kanser tedavisinde de propolisin etanol ekstraktinin

kullanilabilecegi belirtilmektedir (78)

Propolis antiinflamatuvar ajan olarak, prostoglandinlerin sentezini inhibe eden,

timus bezini aktive eden, fagositik aktiviteyi tetikleyerek savunma sistemine yardimci
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olan, hiicresel bagisikligi stimiille eden ve epitelyal dokularda iyilesmeyi olumlu
etkileyen oOzelliklere sahiptir (9, 79). Akut ve kronik durumlarda anti-inflamatuvar
etkinlik gostermektedir. Propolis'in yapisindaki bilesikler arasinda sadece CAPE ve
galanginin anti-inflamatuvar aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir; bununla birlikte
CAPE'nin etkisinin daha fazla oldugu belirtilmektedir (11).

Propolisin, agizda olusan kronik ve akut inflamatuvar durumlarinda,
periodontitiste, siniizitte, alt ve iist solunum yolu hastaliklarinda ve deri ilserlerinde
kullanim nedeni bu tiir 6zelliklere sahip olmasi olarak agiklanmaktadir. Kokaine benzer
etkinlikte anestetik, biyolojik dokular {izerine rejeneratif ve birgok tip kanser hiicresi
iizerine anti neoplastik etkinligi vardir. Terapdtik aktivitelerinin, i¢erdigi flavonoidlere
bagl oldugu ifade edilmektedir. Ayrica flavonoidlerin immiin sistemi indiikledikleri
gliclii oksijen radikal temizleme 6zelliginin oldugu da rapor edilmistir (70). Propolis
doku yenileyici, bakterisid ve fungisid o0zelligi ile kozmetikte c¢esitli kremlerin

yapiminda da kullanilmaktadir (48).

Propolisin bu faydali ozelliklerinin yaninda toksik ve alerjik Ozellikleri de
arastirllmistir.  Propolis kullanan kisilerde zehirlenme belirtisine rastlanmamustir.
Ancak, literatlirde bazi alerjik reaksiyonlarin bildirildigi vaka raporlart bulunmaktadir

(70).

Verilen bilgiler dogrultusunda calismamizda LPS ile olusturulan deneysel
inflamasyon modelinde propolis ekstresinin inflamasyon ve serbest radikal olusumu

iizerine olan etkilerinin arastirilmasi planlandi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalinda gerceklestirildi. Calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulunda 26.10.2011 tarih, 41 numarali toplanti ve 231/2011 kayit
numarali onay alinarak yapildi. Caligmanin tiim asamalarinda hayvan haklar1 evrensel

bildirgesi kurallarina uyuldu.

3.1.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Cerrahi
Arastirma Merkez (TICAM)’inde yetistirilen, 3 aylik 200-250 g agirliginda erkek
Sprague-Dawley siganlar kullanilmigtir. Siganlar, deney baslangicindan kesim siiresine
kadar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik 1giklandirmasi olan, ortalama 22 + 2 °C 1s1 ve %
45- 50 nem kosullarina sahip Anabilim Dalimiz hayvan laboratuvarinda bakildi. Deney
stirecinde tiim deney hayvanlar1 kafeslerde, standart sigan pellet yemi ile (Oguzlar Yem

Sanayi) ad libidum beslendi ve her giin taze ¢cesme suyu verildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

- LPS (Lipopolisakkarit) E.coli serotype 055-B5 (Sigma)

- Saf Propolis Ekstrakti (Ar1 Diinyasi)

- %30 H,0, (Sigma)

- '®F -fluoro- deoxy- D-glucose
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Ketamin (%10)

Tetraetoksipropane (Sigma)

Eter

Fosforik asit (H,PO,4) (Merck)

Hidrojen peroksit (H205) (%30’luk)(Sigma)

KCI (Merck)

KH,PO,4 (Merck)

Na,HPO, (Merck)

n-Biitanol (Sigma)

Serum fizyolojik

Superoksit Dismutaz Olgiim Kiti (Sigma)

TBA (tiyobarbitiirik asit) (Merck)

Total Protein Olgiim Kiti (Sigma)
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3.1.3. Aygitlar

- Buz makinesi

- Buzdolab1 (+4)

- Derin dondurucu (-20)

- Derin dondurucu (-80)

- Elisa reader (BioLab)

- Enjektor (10 ml)

- Etiiv (Niive NT 715)

- Hassas terazi (Precisa-125A)

- Hayvan kafesi

- Hemoglobin pipeti (20 ul)

- Homojenizator (IKA-Ultra -Turrax T25)

- Laboratuvar saati

- Manyetik karistirici (Niive)

- Operasyon takimi
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- Otomatik pipetler

- Parafilm

- pH metre

- Santrifiij tiipleri

- Sogutmali santrifiij (Heraeus Megafuge 1.0. R)

- Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)

- Spektrofotometre tiipleri ( 1 ml, 2 ml)

- Su banyosu (Niive)

- Vorteks mikser (Restch)

- Biograph 6 Hires PET/BT ( Siemens, Knoxville, Tennessee, USA )

3.2. YONTEM

3.2.1. Deney Gruplari ve Doz Miktarlar:

Calismada 3 aylik, 42 adet Sprague-Dawley tiirii erkek sigan kullanildi. Deney
hayvanlar1 arasindan rastgele secimle her biri 7 sigandan olusan 6 grup deneye
baslanmadan 1 hafta 6nce olusturuldu. Olusturulan deney gruplari, deney gruplarina

uygulanan maddeler, miktarlari ile birlikte Tablo 3.1" de belirtilmektedir.
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Tablo 3.1 Deney gruplari, deney gruplarina uygulanan maddeler, miktarlar1 ve uygulamalar

GRUPLAR

Kontrol Grubu

Propolis 30 Grubu
Propolis 90 Grubu

Inflamasyon Grubu

Inflamasyon+Propolis 30
Grubu

Inflamasyon+Propolis 90
Grubu

SF (i.p.)

SF (i.p.) + 30mg/kg propolis (i.g.)
SF (i.p.) + 90mg/kg propolis (i.g.)

LPS (E.coli serotype 055-B5) 1mg/kg, SF
i¢inde ¢oziilerek (i.p.)

LPS (E.coli serotype 055-B5) 1mg/kg, SF
i¢inde ¢oziilerek (i.p.) + 30mg/kg propolis
(i.9.)

LPS (E.coli serotype 055-B5) 1mg/kg, SF
iginde ¢oziilerek (i.p.) + 90mg/kg propolis
(i.9.)

3.2.2. Deney Plam1 ve Uygulamalar

Inflamasyon, Inflamasyon+Propolis 30 ve Inflamasyon+Propolis 90 gruplarina
LPS ile inflamasyonun indiiklemesinden 24 saat sonra propolis tedavisine baglandi.
Inflamasyon+Propolis 30 ve Propolis 30 gruplarina 30mg/kg, Inflamasyon+Propolis 90
ve Propolis 90 gruplarina 90mg/kg doz olmak iizere 8 saatte bir toplam 3 doz propolis
uygulandi. Son propolis enjeksiyonunu takip eden 8. saatte hayvanlar FDG-PET

taramasi i¢in hazirlandi.

Akciger ve karaciger BEFDG tutulumu ile inflamasyonun belirlenmesi i¢in
siganlara ketasol (1ml/kg) anestezisi altinda kardiyak olarak 0,8ml/kg ‘®F-fluoro-
deoxy-D-glucose (FDG) enjekte edildi. ®*F-FDG uygulamasindan yarim saat sonra,
akciger ve karaciger 8F_FDG tutulumu FDG-PET (Biograph 6 Hires PET/BT Siemens,

Knoxville, Tennessee, USA ) cihazi ile goriintiilendi.
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Goriintiileme sonunda hayvanlarin kalp kan1t EDTA’ 11 tiiplere alindi. EDTA’ I
tiiplere alinan kan Orneklerinden protokole uygun hemolizatlar hazirlanarak, her bir
gruba ait malondialdehit (MDA) diizeyi, katalaz (KAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)

enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak olgiildii.

Alman akciger, karaciger ve bobrek dokularindan hazirlanan homojenatta
spektrofotometrik olarak malondialdehid (MDA) diizeyi, siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (KAT) enzim aktivitesi ol¢iildii.

3.2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Eritrosit Hemolizatlarinin Hazirlanmasi

Eritrosit hemolizati hazirlanmasi i¢in Sun ve arkadaglarinin 1988°de yayimladig

metot kullanildi (88, 95).

1) 2 ml lik EDTA’li CBC tiipiine 2 ml kan alind1.

2) +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

3) Plazmasi ayrildi. Tiipte eritrosit peleti birakildi.

4) Eritrosit peleti kadar serum fizyolojik eklendi.

5) +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

6) Supernatant atildi.

7) Geride kalan pelet hacmi kadar serum fizyolojik eklendi.
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8) +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

9) Supernatant atildi.

10) Geride kalan pelet hacmi kadar serum fizyolojik eklendi.

11) +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

12) Supernatant atildu.

13) Geride kalan pelet hacmi kadar distile su eklendi.

14) +4°C de 5000 rpm de 15 dakika santrifiij edildi.

15) Supernatant alindi ve SOD, MDA, Katalaz 6l¢iimii yapilana kadar -80°C de
muhafaza edildi.

Homojenat Hazirlanmasi:

1) Ornek sayisi kadar tiip alinarak numaralandu.

2) Olgiim islemine kadar —80°C’lik derin dondurucuda saklanan karaciger,

bobrek ve akciger doku orneklerinden 0,5 g tartildi.

3) Alinan 6rnekler SF ile yikandi.

4) Buz dolu bir kap iginde tiipe gegirildi.

5) Tiip igindeki ornekler daha sonra %1 KCI ¢6zeltisi kullanilarak homojenize

edildi.
32



6)

7)

8)

Buz dolu bir kap icindeki tiipte bulunan O6rnek, ultrasonik homojenizator

cihazinda 8000 devirde 10 vuruda homojenize edildi.

Daha sonra sogutmali santrifiijde +4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi.

Ustte toplanan siipernatant kismi ayr1 bir viale alinarak SOD, MDA ve KAT

olctimlerinde kullanilmak iizere -80 °C’de saklandh.

3.2.2.2. Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

SOD Aktivitesi Olciimii

SOD aktivitesi WST (water-soluble tetrazolium salt) reaksiyonuna dayanan
"Sigma SOD Determination Kit (Cat. N0:19160)" ile belirlendi.

Olciim Yéntemi:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

20 pl ornek, tim O6rnek ve blank 2 kuyucuklarma eklendi ve 20 pl ddH,O
blank 1 ve blank 3 kuyucuklarina eklendi.

200 ul WST soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi ve karistirildi.

20 pl Diliisyon Buffer tiim blank 2 ve blank 3’lere eklendi.

20 pl Enzim Calisma Soliisyonu tiim blank 1°lere eklendi ve karistirildi.

37 °C’de 20 dk. inkiibe edildi.

450nm’de Elisa okuyucu ile absorbans degerleri okundu.
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7) SOD aktivitesi agagidaki denklem kullanilarak hesaplandi.

SOD aktivitesi

(% inhibisyon orani) = {[(A plank 1-A blank3)~ (A smek= A blank 2)] /' (Ablank 1= A blank 3)}

Katalaz (KAT) Aktivitesi Olciimii

Katalaz  aktivitesi, hidrojen  peroksitin  substrat olarak  kullanildig:
spektrofotometrik yontem ile Liick (1963) ve Beutler (1984)’in metodlarindan

uyarlanarak ol¢tildii.

Ol¢iim Yontemi:

1) Fosfat tamponu:

A) 4.08 g KH,PO, alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.

B) 8.04 g Na,HPQ, alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.

Daha sonra (A) c¢ozeltisinden 3.3 ml alinarak (B) ¢ozeltisi ile 100 ml ye

tamamland1 ve pH=7.4’¢ ayarlandi.

2) Substrat soliisyonu: %30 H,0O, den 8.11 ml alinip, fosfat tamponu ile 1000 ml
ye tamamlanip pH 7.4 ayarlandu.
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Spektrofotometrede Okuma

1) Ornek ve kor tiipleri cizelgede belirtildigi sekilde hazirlandu.

Ornek Tiipii Kér Tiipii
Fosfat tamponu - 1450pl
Substrat (H,0,) 1450ul -
Ornek 50ul 50ul

2) Ornek tiipii hazirlandiktan sonra 240nm’de 3 dk boyunca her 30sn’de bir kere

kore karsi okundu.

Sonucun Hesaplanmasi

Spektrofotometrede okunan degerler, asagidaki formiile uygulandi ve sonugclar;

AA X VT

Katalaz aktivitesi = =EU/ml
E X VH

olarak bulundu.

AA: Absorbans farki

VT: Deney ¢ozeltisinin toplam hacmi (ml)

VH: Deneyde kullanilan 6rnek hacmi (ml)

E=0,071 (1mM H202’nin olusturdugu absorbans degeri)
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Malondialdehit (MDA) Diizevi Olciimii

Yontemin amaci; lipit peroksidasyonu son liriinlerinden bir tanesi olan MDA nin

tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir (88, 95).

a. Cozeltiler

1) % 1 Fosforik asit ¢ozeltisi: 1 ml fosforik asit, distile su ile 100 ml ye

tamamlanda.

2) % 0.6 TBA (Tiyobarbitiirik Asit) ¢ozeltisi: 6 g TBA 1000 ml suda

¢Ozindiirtldi.

b. Spektrofotometrede Okuma

1) Her 6l¢timde bir kor ve 6rnek tiipleri hazirlandi.

2) Kor tiipiine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢o6zeltisi,
ornek tiipiine; 0.5 ml hemolizat, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi

ilave edildi.

3) Kor ve ornek tiipleri bir beherde su iginde 45 dakika kaynatildi.

4) Tiipler soguduktan sonra i¢lerine 4 ml butanol ilave edildi.

5) 3500 rpm’de 10 dak santrifiij edildi.

6) Olgiim icin siipernatant alindi
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7) Spektrofotometre 532 nm'de distile su ile sifirlandiktan sonra kor ve ornek

tiiplerinin absorbanslar1 okundu.

¢. Sonucun Hesaplanmasi

1- Konsantrasyonlarin belirlenebilmesi igin; lipit peroksit standard (1.1.3.3.

tetraetoksipropan) 1, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/ml de hazirlandi.

2- Standart egrisinin hazirlanmast:

- Kor tliptine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi

konuldu.

- Standart tliplerine; 0.5 ml farkli konsantrasyonlarda standart, 3 ml fosforik asit
¢oOzeltisi, 1 ml TBA c¢ozeltisi ilave edildi ve absorbanslar okundu. Okunan
absorbanslarla,  konsantrasyon  degerleri  milimetrik  kagit  {izerinde
karsilastirilarak standart egrisi ¢izildi (Sekil 3.1). Standart egrisinde,
spektrofotometreden okunan absorbans degerine karsilik gelen konsantrasyon

degerleri okundu.

Absorbans

Konsantrasyon (MDA nmol/ml)

Sekil 3.1. MDA standart egrisi
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3.2.2.3. ®F-FDG-PET Analizi

Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) metabolik goriintiileme esasina dayanir. En
sik olarak hiicrenin temel enerji kaynagi olarak kullanilan glukozun kisa yar1 omiirlii
radyoizotoplarla isaretlenmesi ile olusan 18-florodeoksiglikoz (**F-FDG) gibi kullanilir.
PET fonksiyonel ve metabolik degisiklikleri goriintiiler. Bu degisiklikler anatomik
degisikliklerden 6dnce meydana geldigi i¢in PET erken tanida avantaj saglamaktadir.
PET/ BT; Pozitron Emisyon Tomografi ve Bilgisayarli Tomografi cihazlarinin
birlesmesi ile olusan hibrid bir goriintiileme yontemidir. PET, verilen radyofarmosotik
ile viicudun fonksiyonu hakkinda bilgi toplarken, BT viicuttaki normal ve patolojik

dokularin anatomik detayini vermektedir.

BE_FDG hastaya damar yolu ile verilir. Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden
daha hizli metabolizmaya sahip olmas1 nedeniyle BE_-FDG, bu hiicrelerde daha fazla
tutulur ve tiimor dokusunun yeri goriintiilenebilir. Ancak viicutta timor hiicreleri kadar
aktif seker kullanan beyin, kalp gibi viicut bdlgelerimiz yaninda enfeksiyon ve

inflamatuvar alanlarda benzer tutulum yapar (10, 24, 47).

Sonucun Degerlendirilmesi

Fluorodeoksiglukoz viicutta glukoz ile olduk¢a benzer biodagilim gosterir.
Goriintli yorumlanirken fizyolojik olmayan ve backgraund aktiviteye oranla artmis FDG
tutulumu gosteren odaklar arastirilir. Bir lezyonun artmig FDG aktivitesine sahip olup
olmadigin1 gosteren ve malign/benign dokularin ayirimini degerlendirmede kullanilan
semikantitatif bir deger olan ‘’Maksimum Standart Uptake Degeri’> (SUD maks)
kullanilir. Bu degerin belirlenmesinde ilgi alani igerisindeki FDG birikimi, hastaya
enjekte edilen total FDG dozu ve hasta agirlig1 veya viicut yilizey alanina gore normalize

edilir (98).
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Secilen alanin ortalama aktivitesi (mCi/ml)
SUD maks =

Enjekte edilen doz (mCi)/ viicut agirligi (kg)

3.2.2.4. istatistiksel Analiz

Calismamiz sonucunda elde edilen bulgulardan hemolizat ve homojenat SOD,
MDA ve Katalaz ANOVA, Tukey (SPSS 13.0) ile degerlendirildi. Onemlilik icin
p<0,05 diizeyi kullanild1.
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4. BULGULAR

Lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan deneysel inflamasyonu modeli kullanilan
bu calismada {i¢ gruba intraperitoneal olarak 1 mg/kg LPS (E. coli, serotip 055-B5)
uygulandi. LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra tedavi gruplarina 30 ve 90 mg/kg
propolis ekstraktlar1 8 saatte bir olmak iizere toplam 3 kez gavaj yolu ile verildi. FDG-
PET taramasi ile inflamasyon durumunu belirlenmek i¢in PET taramasindan 1 saat dnce
ketamin anestezisi altinda '°F -fluoro- deoxy- D-glucose (0,8 ml/kg) intrakardiyak
olarak uygulandi. FDG-PET analizinden sonra kan ve doku drnekleri toplandi. Akciger
ve karaciger "®F-FDG tutulumu hesaplandi. Toplanan kan ve doku drneklerinden MDA

diizeyleri, SOD ve KAT enzim aktiviteleri belirlendi.

4.1. KARACIiGER HOMOJENATINA AiT BULGULAR VE iSTATISTIKSEL
DEGERLENDIRMELER

4.1.1. Karaciger Homojenatinda Malondialdehit (MDA) Seviyeleri

Karaciger homojenatinda MDA seviyeleri, kontrol grubunda, 7,60 + 0,78 nmol/g
yas doku, Propolis 30 grubunda 6,79 + 0,83 nmol/g yas doku, Propolis 90 grubunda
7,26 + 1,16 nmol/g yas doku, Inflamasyon grubunda 8,82 + 1,23 nmol/g yas doku,
Inflamasyon-+Propolis 30 grubunda 8,13 + 1,08 nmol/g yas doku, inflamasyon+Propolis
90 grubunda 6,18 £ 0,42 nmol/g yas doku bulundu.

Karaciger homojenatinda MDA seviyelerine bakildiginda, kontrol grubuna goére
diger gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
Inflamasyon grubuna gére Propolis 30 (p<0,01), Propolis 90 (p< 0,05) ve
Inflamasyon+Propolis 90 (p<0,001) gruplarmin MDA seviyeleri istatistiksel olarak

anlamli  derecede diisiik bulundu. Inflamasyon+Propolis 30 grubuna gore
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Inflamasyon+Propolis 90 (p<0,01) grubunun MDA seviyesi istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik bulundu (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Deney gruplarinin karaciger homojenatinda MDA degerleri ve bunlarm istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup MDA Coklu Karsilastirma
o (nmol/ doku)
nmol/g yas doku p
Gruplar Ortalama + Standart sapma F 1 2 3 4 5 6
1 [Kontrol 7,60+0,78 ns ns ns ns ns
2 |Propolis 30 6,79+0,83 ns ns | ** | ns ns
3 |Propolis 90 726+1,16 6,735 | 0,000 ns ns * ns ns
4 |inflamasyon 8.82+1.23 ns ** * ns | ***
5 | inflamasyon+Propolis 30 8,13+1,08 ns ns ns ns *x
6 |Inflamasyon+Propolis 90 6,18+0,42 ns ns ns | *FE | **
* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
12
10
=
£ s T T = Kontrol
=
o » Propolis30
g 6 = Propolis 90
S # Inflamasyon
g 4 - ® inflamasyon+ Propolis 30
2 ® Inflamasyon+ Propolis 90
2 -
o _
GRUPLAR

Sekil 4.1. Deney gruplarinin karaciger homojenatinda MDA degerleri
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4.1.2. Karaciger Homojenatinda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD % inhibisyonu, kontrol grubunda, 46,57 + 9,57 % inhibisyon, Propolis 30
grubunda 48,00 + 4,04 % inhibisyon, Propolis 90 grubunda 50,42 + 8,52 % inhibisyon,
Inflamasyon grubunda 37,28 £ 9,60 % inhibisyon, Inflamasyon+Propolis 30 grubunda
45,14 + 4,45 % inhibisyon, Inflamasyon+Propolis 90 grubunda 50,85 + 3,97 %
inhibisyon bulundu.

SOD % inhibisyonu bakimindan, Kontrol grubu ile diger gruplar
karsilastirildiginda istatistiksel anlam bulunmadi (p>0.05). inflamasyon grubuna gore,
Propolis 90 (p< 0,05) ve Inflamasyon+Propolis 90 (p< 0,05) gruplarinda SOD %
inhibisyonu istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo 4.2, Sekil 4.2).

Tablo 4.2. Deney gruplarinin karaciger homojenatinda SOD % inhibisyon degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
Grup SOD % inhibisyon Coklu Karsilastirma

no

Gruplar n Onalan;:pim Standart F P 1| s | 4| s 6
1 |Kontrol 7 46,57+9,57 ns ns ns ns ns
2 |Propolis 30 7 48.,00+4,04 ns ns ns ns ns
3 |Propolis 90 7 50,42+8,52 4,483 | 0,003 ns ns * ns ns
4 |inflamasyon 7 37,2849.60 ns ns * ns *
5 |Inflamasyon+Propolis 30 7 45,14+4,45 ns | ns [ ns | ns ns
6 |inflamasyon +Propolis 90 7 50,85+3,97 ns ns ns * ns

* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
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£ 30 -

X # Inflamasyon
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10 - # [nflamasyon+ Propolis 90
o .

GRUPLAR

Sekil 4.2. Deney gruplarinin karaciger homojenatinda SOD % inhibisyon degerleri

4.1.3. Karaciger Homojenatinda Katalaz (KAT) Aktivitesi

Karaciger homojenatinda KAT aktivitesi, kontrol grubunda, 2554 + 357 kU/mg yas
doku, Propolis 30 grubunda 3192 + 287 kU/mg yas doku, Propolis 90 grubunda 3491 +
228 kU/mg yas doku, inflamasyon grubunda 1788 + 443 kU/mg yas doku,
Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 2734 + 670 kU/mg yas doku, inflamasyon+Propolis
90 grubunda 2915 + 674 kU/mg yas doku bulundu.

Katalaz  aktivitesi bakimindan, Kontrol grubu ile diger gruplar
karsilastirildiginda, Propolis 90 grubu istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu (p<0,01). Inflamasyon grubuna goére; Propolis 30 (p<0,001), Propolis 90
(p<0,001), Inflamasyon+Propolis 30 (p<0,01) ve Inflamasyon+Propolis 90 (p<0,01)
gruplari istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bulundu (Tablo 4.3, Sekil 4.3).
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Tablo 4.3. Deney gruplarinin karaciger homojenatinda katalaz (KAT) degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
Grup KAT Coklu Karsilastirma
no Gruplar (kU/mg yas F P
doku) 1 2 3 4 5 6
Ortalama + Standart
1 |Kontrol 25544357 ns | ** [ ns | ns ns
2 |Propolis 30 31924287 ns ns | ***| ns | ns
3 |Propolis 90 34914228 10,667 | 0,000 | ** [ ns k0 ons | ons
4 |inflamasyon 17884443 ng | **x [ kxx ol kel
5 |inflamasyon+Propolis 30 27344670 ns | ns | ns | ** ns
6 |Inflamasyon +Propolis 90 ns | ns [ ns [ * | ns
2915+674
*p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
4000
3500 _I :
= 3000
[ H Kontrol
H
a 2500 - ) Propolis 30
§ 2000 - [ m Propolis90
< 1500 # Inflamasyon
5 1000 ® inflamasyon+ Propolis 30
M Inflamasyon+ Propolis 90
500 -
o !
GRUPLAR

Sekil 4.3. Deney gruplarinin karaciger homojenatinda katalaz (KAT) degerleri
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4.2 BOBREK HOMOJENATINA AIiT BULGULAR VE ISTATISTIiKSEL
DEGERLENDIRMELER

4.2.1. Bobrek Homojenatinda Malondialdehit (MDA) Seviyeleri

Bobrek homojenatinda MDA seviyeleri, Kontrol grubunda 7,00 = 1,32 nmol/g
yas doku, Propolis 30 grubunda 6,97 + 1,26 nmol/g yas doku, Propolis 90 grubunda
6,95 = 0,34 nmol/g yas doku, Inflamasyon grubunda 11,92 + 1,50 nmol/g yas doku,
Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 8,20 + 1,71 nmol/g yas doku, Inflamasyon+Propolis
90 grubunda 6,62 + 1,34 nmol/g yas doku bulundu.

Bobrek homojenatinda MDA seviyelerine bakildiginda, Kontrol grubuna gore
Inflamasyon grubu istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,001).
Inflamasyon grubuna gore, Propolis 30 (p<0,001), Propolis 90 (p<0,001),
Inflamasyon+Propolis 30 (p<0,001) ve inflamasyon+Propolis 90 (p<0,001) gruplarinin
MDA seviyeleri istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (Tablo 4.4, Sekil
4.4).

Tablo 4.4. Deney gruplarinin bobrek homojenatinda MDA degerleri ve bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup MDA Coklu Karsilagtirma
no p
Gruplar N | (nmol/g yas doku) F 1 2 3 4 5 6
Ortalama + Standart sapma

1 |Kontrol 7 7,00+1,32 ns ns | *** | ns ns
2 |Propolis 30 7 6,97+1,26 ns ns Fxk ns ns
3 |Propolis 90 7 6,95+0,34 16,344 | 0,000 ns ns falaad ns ns
4 Inﬂamasyon 7 1 1,9211 ’50 Kk *kk Kk Kk Kk
5 |inflamasyon+Propolis 30 7 8,20+1,71 ns | ns | ns | *** ns
6 |inflamasyon+Propolis 90 7 6,62+1,34 ns ns ns | *** | ns

* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
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Sekil 4.4. Deney gruplarinin bobrek homojenatinda MDA degerleri

4.2.2. Bobrek Homojenatinda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Bobrek homojenatinda SOD % inhibisyonu, kontrol grubunda, 62,42 + 7,36 %
inhibisyon, Propolis 30 grubunda 61,28 + 12,67 % inhibisyon, Propolis 90 grubunda
60,14 + 10,10 % inhibisyon, Inflamasyon grubunda 59,57+14,57 % inhibisyon,
Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 67,14 + 7,98 % inhibisyon, inflamasyon+Propolis
90 grubunda 68,28 + 9,51 % inhibisyon bulundu.

Bobrek homojenatinda SOD % inhibisyonu bakimindan, Kontrol grubuna gore
diger gruplar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlam bulunmadi (p>0,05).
Inflamasyon grubu ile diger gruplar karsilastirildifinda, istatistiksel olarak anlam
bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4.5, Sekil 4.5).
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Tablo 4.5. Deney gruplarinin bobrek homojenatinda SOD % inhibisyon degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri

Grup SOD % inhibisyon Coklu Karsilagtirma
no p
GrUpIar Ortalama + Standart sapma F 1 2 3 4 5 6
1 |Kontrol 62,42+7,36 ns [ ns | ns | ns [ ns
2 |Propolis 30 61,28+12,67 ns ns ns ns ns
3 |Propolis 90 60,14+10,10 0,838| 0532 | ns | ns ns | ns ns
4 |inflamasyon 59,57+14,57 ns | ns | ns ns | ns
5 |inflamasyon +Propolis 30 67,14+7,98 ns ns ns ns ns
6 |Inflamasyon +Propolis 90 7 68,2849,51 ns ns ns ns ns
* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
90
80
70 T T |
= Kontrol
£ 60 - ¢
> s 4 Propolis 30
o]
% 0 | H Propolis 90
£ # Inflamasyon
R 30 -
8 2 ® inflamasyon+ Propolis 30
b 1 # Inflamasyon+ Propolis 90
o |
GRUPLAR

Sekil 4.5. Deney gruplarinin bobrek homojenatinda SOD % inhibisyon degerleri

4.2.3. Bobrek Homojenatinda Katalaz (KAT) Aktivitesi

Bobrek homojenatinda KAT aktivitesi, kontrol grubunda, 291 + 59 kU/mg yas
doku, Propolis 30 grubunda 376 + 116 kU/mg yas doku, Propolis 90 grubunda 520 + 62
kU/mg vyas doku, Inflamasyon grubunda 215 + 30 kU/mg vyas doku,
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Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 262 + 76 kU/mg yas doku, Inflamasyon+Propolis
90 grubunda 230 + 38 kU/mg yas doku bulundu.

Katalaz  aktivitesi bakimindan, Kontrol grubu ile diger gruplar
karsilastirildiginda, Propolis 90 grubu istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu (p<0,001). inflamasyon grubuna goére, Propolis 30 (p<0,01) ve Propolis 90
gruplar istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. Propolis 90 (p<0,001)
grubu diger gruplara gore Katalaz (KAT) aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo 4.6, Sekil 4.6).

Tablo 4.6. Deney gruplarinin bobrek homojenatinda katalaz (KAT) degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
Grup KAT Coklu Karsilagtirma
no P
SR I v v tl2]3 |45
Kontrol 7 291459 ns | *** | ns [ ns ns
Propolis 30 7 376£116 ns ol B * *x
Propolis 90 7 520462 19,104 | 0,000 [ *** | ** XL ops | <R
Inflamasyon 7 215+30 ns falal e ns ns
Inflamasyon+Propolis 30 7 262+76 ns * [ x| ns ns
Inflamasyon +Propolis 90 7 230438 ns | ** | *** | ns | ns

* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001

700
600
H Kontrol
__ 500
= 4 Propolis 30
€ 400 po
> ® Propolis 90
D 300 | T
-  [nflamasyon
N 200 -
< ® [nflamasyon+ Propolis 30
|<—E 100 - Ml i
o nflamasyon+ Propolis 90
N 0 -
GRUPLAR

Sekil 4.6. Deney gruplarinin bobrek homojenatinda katalaz (KAT) degerleri
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43 AKCIGER HOMOJENATINA AiT BULGULAR VE IiSTATISTIiKSEL
DEGERLENDIRMELER

4.3.1. Akciger Homojenatinda Malondialdehit (MDA) Seviyeleri

Akciger homojenatinda MDA seviyeleri, kontrol grubunda, 5,67 = 1,03 nmol/g
yas doku, Propolis 30 grubunda 3,36 + 0,49 nmol/g yas doku, Propolis 90 grubunda
4,53 + 0,87 nmol/g yas doku, Inflamasyon grubunda 8,97 + 0,83 nmol/g yas doku,
Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 7,58 + 1,06 nmol/g yas doku, Inflamasyon+Propolis
90 grubunda 7,20 + 1,02 nmol/g yas doku bulundu.

Akciger homojenatinda MDA seviyelerine bakildiginda, kontrol grubuna goére
diger gruplar karsilastirildiginda, inflamasyon (p<0,001), inflamasyon+Propolis 30
(p<0,01) ve Inflamasyon+Propolis 90 (p<0,05) gruplar: istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek, Propolis 30 (p<0,001) grubu istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulundu. Inflamasyon grubuna gore, Propolis 30 (p<0,001), Propolis 90
(p<0,001) ve Inflamasyon+Propolis 90 (p<0,05) gruplarmmmn MDA seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (Tablo 4.7, Sekil 4.7).

Tablo 4.7. Deney gruplarinin akciger homojenatinda MDA degerleri ve bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup MDA Coklu Karsilastirma
p

o | G S | tlafs]als|e
1 |Kontrol 7 5,67+1,03 falakel ns | *** | ** *
2 |Propolis 30 7 3,36+0,49 ok ns | *xx | AEE [ okkx
3 |Propolis 90 7 4,5340,87 36,601 | 0,000 ns ns Fxx | Kk |k
4 1nﬂamasyon 7 8,97+0,83 el B B ns *
5 |iInflamasyon+Propolis 30 7 7,58+1,06 Fho| RRX ] RRX | ng ns
6 |inflamasyon+Propolis 90 7 7,20+1,02 * dekk [ ek * ns

* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
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Sekil 4.7. Deney gruplarinin akciger homojenatinda MDA degerleri

4.3.2 Akciger Homojenatinda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD % inhibisyonu, kontrol grubunda, 67,57 + 4,99 , Propolis 30 grubunda
63,71 + 6,55 , Propolis 90 grubunda 71,28 + 8,42 , Inflamasyon grubunda 35 + 9,72 ,
Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 45,14 + 9,88, inflamasyon+Propolis 90 grubunda
52,57 £ 5,71 bulundu.

SOD % inhibisyonu bakimindan, Kontrol grubu ile diger gruplar
karsilastirildiginda, Inflamasyon (p<0.001), Inflamasyon+Propolis 30 (p<0,001) ve
Inflamasyon+Propolis 90 (p<0,05) gruplarinda SOD seviyesi istatistiksel olarak anlaml
derecede diisiik bulundu. inflamasyon grubuna gére, Propolis 30 (p<0.001), Propolis 90
(p<0.001) ve Inflamasyon+Propolis 90 (p<0.01) gruplar istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulundu (Tablo 4.8., Sekil 4.8.).
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Tablo 4.8. Deney gruplarinin akciger homojenatinda SOD % inhibisyon degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
Grup SOD % inhibisyon Coklu Karsilagtirma
no Gruplar = p
p Ortalar;l:pfn itandart 1 2 3 4 5 6
1 |Kontrol 67,57+4,99 ns ns | xHE | *
2 [Propolis 30 63,71£6,55 ns ns | *** | ** ns
3 |Propolis 90 71,28+8,42 23,031 | 0,000 ns ns ket Bl *x
4 |inflamasyon 35+9,72 dkk | kkk | ko ns | **
5 |Inflamasyon+Propolis 30 45,149,838 xRk [ Kk | kx| g ns
6 |Inflamasyon +Propolis 90 52,57+5.71 * | ns | ** | ** | ns
*p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
90
80
70 T
N Kontrol
60 -
T ' Propolis30
50 -
= T M Propolis90
£ 40 -
R | " Inflamasyon
g 30 - ® Inflamasyon+ Propolis 30
v i
20 ® Inflamasyon+ Propolis 90
10 -
0 -

Sekil 4.8. Deney gruplarinin akciger homojenatinda SOD % inhibisyon degerleri

4.3.3. Akciger Homojenatinda Katalaz (KAT) Aktivitesi

Akciger homojenatinda KAT aktivitesi, kontrol grubunda, 211 + 58 kU/mg yas
doku, Propolis 30 grubunda 205 + 66 kU/mg yas doku, Propolis 90 grubunda 316 + 103
doku,

kU/mg yas doku,
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Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 154 + 74 kU/mg yas doku, Inflamasyon+Propolis
90 grubunda 169 + 53 kU/mg yas doku bulundu.

Katalaz  aktivitesi ~bakimindan, Kontrol grubu ile diger gruplar
karsilastirildiginda, inflamasyon grubu (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulundu. Inflamasyon grubuna gére, Propolis 30 (p<0.05) ve Propolis 90
(p<0.001) gruplar istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo 4.9.,
Sekil 4.9.).

Tablo 4.9. Deney gruplarinin akciger homojenatinda katalaz (KAT) degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
Grup KAT Coklu Karsgilastirma
no
Gruplar N | (KU/mg yas doku) F : 1 2 3 4 5 6
Ortalama + Standart sapma
1 |Kontrol 7 211458 ns ns * ns ns
2 |Propolis 30 7 205+66 ns faied * ns ns
3 |Propolis 90 7 316+103 9,026 | 0,000 ns * ikl Bl *x
4 |inflamasyon 7 80435 * ol Mk ns | ns
5 |Inflamasyon+Propolis 30 7 154+74 ns | ns | ** | ns ns
6 |inflamasyon +Propolis 90 7 169453 ns | ns | ** | ns | ns
* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
500

— T

= 400 ® Kontrol

= 4 Propolis 30

S polis

o 300

~Nf H Propolis 90

4 ; T T

< 200 # Inflamasyon

<C .

Z 100 - T ™ [nflamasyon+ Propolis 30

~ H ® [nflamasyon+ Propolis 90

0 |
GRUPLAR

Sekil 4.9. Deney gruplarinin akciger homojenatinda katalaz (KAT) degerleri
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4.4, HEMOLIZATA AIT BULGULAR VE ISTATISTIKSEL
DEGERLENDIRMELER

4.4.1. Hemolizatta Malondialdehit (MDA) Seviyeleri

Hemolizatta MDA seviyeleri, kontrol grubunda, 1,90 + 0,40 nmol/g yas doku,
Propolis 30 grubunda 2,23 + 0,36 nmol/g yas doku, Propolis 90 grubunda 1,99 + 0,64
nmol/g yas doku, Inflamasyon grubunda 3,04 + 0,62 nmol/g yas doku,
Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 2,49 + 0,27 nmol/g yas doku, Inflamasyon+Propolis
90 grubunda 2,41 £ 0,73 nmol/g yas doku bulundu.

Hemolizatta MDA seviyelerine bakildiginda, Kontrol grubu ile diger gruplar
karsilastirildiginda, Inflamasyon grubu (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu (Tabloe 4.10., Sekil 4.10.).

Tablo 4.10. Deney gruplarinin hemolizatta MDA degerleri ve bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup MDA Coklu Karsilastirma
no Grupl F p

B g it t2|s|a]s |
Kontrol 7 1,900,40 ns | ns | ** | ns | ns
Propolis 30 7 2,23%0,36 ns ns ns ns ns
Propolis 90 7 1,99+0,64 4,147 | 0,004 ns ns * ns ns
Inflamasyon 7 3,04+0,62 ** ns * ns ns
Inflamasyon+Propolis 30 7 2,49+0,27 ns ns ns ns ns
Inflamasyon+Propolis 90 7 2,41£0,73 ns ns ns ns ns

* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
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Sekil 4.10. Deney gruplarinin hemolizatta MDA degerleri

4.4.2. Hemolizatta Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Hemolizatta SOD % inhibisyonu, kontrol grubunda, 73,57 + 6,75 % inhibisyon,
Propolis 30 grubunda 67,14 = 11,29 % inhibisyon, Propolis 90 grubunda 65,28 + 8,55
% inhibisyon, Inflamasyon grubunda 52,57 + 11,90 % inhibisyon,
Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 68,42 + 13,26 % inhibisyon, Inflamasyon+Propolis
90 grubunda 74,42 + 10,53 % inhibisyon bulundu.

SOD 9% inhibisyonu bakimindan, Kontrol grubu ile diger gruplar
karsilastirildiginda, Inflamasyon grubu (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulundu. Inflamasyon grubuna gore Inflamasyon+Propolis 90 (p<0.01) grubu
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo 4.11., Sekil 4.11.).
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Tablo 4.11. Deney gruplarinin hemolizatta SOD % inhibisyon degerleri ve bunlarmn istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup SOD % inhibisyon Coklu Karsilastirma
GrUpIar n Ortalama + Standart sapma F P 1 2 3 4 5 6
Kontrol 7 73,57+6,75 ns ns *k ns ns
Propolis 30 7 67,14+11,29 ns ns ns ns ns
Propolis 90 7 65,28+8,55 4,979 | 0,001 ns ns ns ns ns
Inflamasyon 7 52,57£11,90 *x ns ns ns wx
Inflamasyon+Propolis 30 7 68,42+13,26 ns | ns [ ns | ns ns
Inflamasyon +Propolis 90 7 74,42+10,53 ns | ns | ns | * | ns

* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001

90
80 - T
i T
70 H Kontrol
C 60 - T
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GRUPLAR

Sekil 4.11. Deney gruplarinin hemolizatta SOD % inhibisyon degerleri

4.4.3. Hemolizatta Katalaz (KAT) Aktivitesi

Hemolizatta KAT aktivitesi, kontrol grubunda, 55,41 + 9,26 kU/mg yas doku,
Propolis 30 grubunda 43,01 + 10,26 kU/mg yas doku, Propolis 90 grubunda 44,81 +
9,97 kU/mg yas doku, Inflamasyon grubunda 7,37 + 2,55 kU/mg yas doku,
Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 25,95 <+ 2,56 kU/mg yas doku,
Inflamasyon-+Propolis 90 grubunda 33,34 + 11,05 kU/mg yas doku bulundu.

55




Katalaz  aktivitesi

bakimindan, Kontrol

grubu

ile

diger

gruplar

karsilastirildiginda, Inflamasyon (p<0.001), Inflamasyon+Propolis 30 (p<0,001) ve

Inflamasyon+Propolis 90 (p<0,001) gruplarinda KAT aktivitesi istatistiksel olarak

anlaml1 derecede diisiik bulundu. Inflamasyon grubuna gére; Propolis 30 (p<0.001),
Propolis 90 (p<0.001), Inflamasyon+Propolis 30 (p<0.01) ve Inflamasyon+Propolis 90
(p<0.001) gruplan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo 4.12.,

Sekil 4.12.).

Tablo 4.12. Deney gruplarinin hemolizatta katalaz (KAT) degerleri ve bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup KAT Coklu Karsilastirma
no Gruplar KU/ doku) F P
mg yas doku
Ortalama + Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 [Kontrol 55,41+9,26 ns NS | *** | FEk | kxk
2 |Propolis 30 43,01£10,26 ns ns | *Ex [ ** ns
3 [Propolis 90 44,8149,97 28,104 ( 0,000 ns ns xRk | Kk ns
4 Inﬂamasyon 7,37:':2955 *kk *kk Kk *k Kk
5 ér(l)ﬂamasyon-s-Propohs 25.9542.56 sk | oww | x| oww ns
6 |inflamasyon +Propolis 90 33,34+11,05 *** | ns | ns | ***| ns
* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
70
60 T
= 50 - T T H Kontrol
é T * Propolis 30
D 40 -
W H Propolis 90
~ 30
5 M Inflamasyon
20 - .
|<£ ® Inflamasyon+ Propolis 30
< 10 -
< ﬂ ® Inflamasyon+ Propolis 90
o |
GRUPLAR

Sekil 4.12. Deney gruplarinin hemolizatta katalaz (KAT) degerleri
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4.4.4. Akciger *F-FDG Tutulumu

Akciger *®F-FDG tutulumu, Kontrol grubunda, 0,88 + 0,05 SUD maks., Propolis
30 grubunda 0,89 + 0,09 SUD maks., Propolis 90 grubunda 0,88 + 0,05 , inflamasyon
grubunda 1,57 + 0,08 SUD maks., Inflamasyon+Propolis 30 grubunda 1,32 + 0,12 SUD
maks., inflamasyon+Propolis 90 grubunda 1,10 + 0,09 SUD maks.bulundu.

Akciger ®F-FDG tutulumuna bakildiginda, kontrol grubuna gore, inflamasyon

(p<0.001) , Inflamasyon+Propolis 30 (p<0.001) ve inflamasyon+Propolis 90 (p<0.01)

gruplar istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. Inflamasyon grubuna gore

diger gruplarin hepsi istatistiksel olarak anlamli derecede diisikk bulundu (p<0.001)
(Tablo 4.13., Sekil 4.13., Sekil 4.14.).

Tablo 4.13. Deney gruplarinim akciger 18F-FDG tutulum (SUD maks.) degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
G;gp SUD maks. Coklu Kargilagtirma
Gruplar Ortalama + Standart sapma | © P 1 2 3 4 5 6
1 |Kontrol 0,88+0,05 ns | ns | x| www |
2 |Propolis 30 0,89+0,09 ns Ns [ | x| ek
3 |Propolis 90 0,88+0,05 70,687 | 0,000 ns ns Ak | kkk | dekk
4 |inflamasyon 1,57+0,08 sk | e | eken T
5 |inflamasyon+Propolis 30 1,320,12 ok | doxx | kx| ke *x
6 |inflamasyon +Propolis 90 1,10+0,09 e I e e

* p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
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Sekil 4.13. Deney gruplarmin akciger *®F-FDG tutulum (SUD maks.) degerleri

Sekil 4.14. Deney gruplarinin akciger ve karaciger **F-FDG-PET goriintiileri. 1. kontrol, 2. propolis 30, 3. propolis

90, 4. inflamasyon kontrol, 5. inflamasyon+propolis30, 6. inflamasyon+propolis 90.

4.4.5. Karaciger **F-FDG tutulumu

Karaciger *°F-FDG tutulumu, kontrol grubunda 0,45 + 0,03 SUD maks.,
Propolis 30 grubunda 0,45 £+ 0,03 SUD maks., Propolis 90 grubunda 0,44 + 0,03 SUD
maks., Inflamasyon grubunda 1,38 + 0,05 SUD maks., Inflamasyon+Propolis 30
grubunda 0,77 + 0,04 SUD maks., Inflamasyon+Propolis 90 grubunda 0,64 + 0,04 SUD

maks.bulundu.
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Karaciger *F-FDG tutulumuna bakildiginda, kontrol grubuna gore, Inflamasyon,
Inflamasyon+Propolis 30 (p<0.001) ve Inflamasyon+Propolis 90 (p<0.001) gruplar:
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. Inflamasyon grubuna gore
Inflamasyon+Propolis 30 (p<0.001) ve Inflamasyon+Propolis 90 (p<0.001) gruplari
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.001) (Tablo 4.14., Sekil
4.15.) (Bkz Sekil 4.14.).

Tablo 4.14. Deney gruplarmin karaciger ®F-FDG tutulum (SUD maks.) degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
Grup SUD maks. Coklu Karsilastirma
n
° Gruplar n F P
Ortalama + Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 |Kontrol 7 0,45+0,03 ns ns | Hrx | e [ owwe
2 |Propolis 30 7 0,45+0,03 ns P IR I
3 |Propolis 90 7 0,44+0,03 476,878 | 0,000 | ns ns Fhk | kkk | kkk
. *kk *kk *kk *kk *kk
4 Inflamasyon ! 1,38+0,05
5 |inflamasyon+Propolis 30 7 0,77+0,04 kil Maiaial ekl alalel il
6 |inflamasyon +Propolis 90 7 0,64+0,04 kil il ERallall Malalal Mhalele
*p< 0,05 ** p<0,01 *** p<0,001
1,6
14 T
M Kontrol
1,2
1 4 Propolis 30
= ® Propolis 90
o 08
o  Inflamasyon
Q 06 .
L I ® Inflamasyon+ Propolis 30
0,4 -
! ® Inflamasyon+ Propolis 90
0,2 -
0 -

Sekil 4.15. Deney gruplarinin karaciger *®F-FDG tutulum (SUD maks.) degerleri
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5. TARTISMA

5.1. PROPOLIiSIN MDA DUZEYLERI UZERINE OLAN ETKIiSi

Escherichia coli (E. coli) gibi Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarmin bir
bileseni olan ve "endotoksin" olarak da adlandirilan lipopolisakkarit (LPS), sican ve
farelere uygulandiginda inflamasyona neden olmaktadir. Cesitli akut ve kronik deneysel
inflamasyon modellerinde, endotoksin ile olusumlari tetiklenen TNF-a, IL-8 ve IL-1
gibi proinflamatuvar sitokinler ile ¢esitli hiicrelerde bir niikleer transkripsiyon faktori
olan NFx-B' nin uyarilmasinin ardindan etkinlikleri artan nitrik oksit (NO), serbest
oksijen radikalleri, indiiklenebilir nitrik oksit (iNOS) ve COX-2 aracilig ile olusan NO,
prostanoidler ve serbest oksijen radikalleri (SOR) gibi molekiillerin inflamasyonun

cesitli asamalarinda rol oynadiklar1 bilinmektedir (8, 12, 46, 71).

Mirzoeva ve Calder yaptiklari ¢alismada propolisin antiinflamatuvar etkisini
hidrofolat rediiktaz inhibisyonu saglayarak ve prostaglandin sentezini inhibe ederek
gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica akut inflamasyonda lipooksijenaz ve siklooksijenaz
tiretimini baskiladigi bildirilmistir (59). Yapilan ¢alismalarda propolisin inflamatuvar
stirecte, notrofiller tarafindan olusturulan serbest radikalleri yakaladig: bildirilmistir (91,
92).

Nieva ve arkadaslar1 Arjantin propolisinde antioksidan aktivite ile flavonoid
iceriginin belirgin bigimde iligkili oldugunu gostermislerdir (65). Ayrica flavonoid
igerigi ve inhibe olan malondialdehit (MDA) yiizdesi arasinda pozitif iligki oldugunu da
saptamislardir. Bununla beraber, flavonoid igeriginden baska, diger iceriklerin de

antioksidan 6zellige neden oldugu belirtilmektedir (66).

Kaya ve Ozbilge propolisin, gram negatif bakterilerin dis zar bileseni olan
lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis makrofajlarda pro-inflamatuvar sitokinlerin {iretimi

tizerine etkisiyle ilgili yaptiklar1 ¢alismada propolis’in, pro-inflamatuvar sitokinlerin
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baskilanmasi gerektigi durumlarda kullanilabilecek bir ajan oldugunu bildirmislerdir

(45).

Koksel ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada LPS uygulanan siganlarda serum ve
akciger dokusunda MDA diizeylerini anlamli olarak arttirdig1 ancak propolisin temel bir
bileseni olan CAPE'in MDA diizeylerini anlamli derecede diisiirdiigii, inflamasyonu ve

LPS'nin neden oldugu akciger doku hasarini azalttigini bildirmislerdir (46).

Celik ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada Escherichia coli (E. coli) uygulanan
gruplarda bobrek homojenatlarinda MDA diizeylerini anlamli olarak arttirdigi ve
propolisin temel bir bileseni olan CAPE'in MDA diizeylerini diislirdiiglinii, oksidatif
hasar1 azalttigini bildirmistir (12).

Hosnuter ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada propolisin temel bilesenlerinden
biri olan CAPE'in, lipid peroksidasyonunu baskilayarak MDA diizeyini diisiirdigi,
reaktif oksijen tiirlerini azaltict etki gosterdigi, ksantin oksidaz ve nitrik oksit sentaz
aktivitelerini baski altinda tutarak engelledigi ve siiperoksit dismutaz aktivitesinin

tiiketiminin dnlenmesi ile antioksidan 6zellik gdsterdigi bildirilmistir (39).

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; hemolizatta, bobrek ve akciger
dokularinda, Inflamasyon grubundaki MDA diizeyinin Kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmasi LPS'min oksidatif stresi
tetikledigini gostermektedir. Inflamasyon grubunda LPS'min neden oldugu MDA
diizeyindeki bu artis karaciger dokusunda anlamli bulunmadi. Bobrek dokusunda,
Inflamasyon grubuna gore Inflamasyon+Propolis 30 ve Inflamasyon+Propolis 90
gruplarinin MDA seviyelerinin anlamli derecede diisiik olmasi, tedavi edici olarak
verilen 30mg/kg ve 90mg/kg propolis ekstraktlarinin gruplardaki MDA seviyelerini
anlamli olarak diisiirdiigiinii ve lipid peroksidasyon diizeyini azalttigin1 gostermektedir.
Bu azalmanin, kullanilan propolis ekstraktinin bobrek dokusunda antioksidan etki
gostererek, reaktif oksijen radikallerinin temizlenmesi sonucu olustugu ve propolis

tedavisinin lipid peroksidasyonunu azaltic1 yonde etki ettigini gostermektedir. Propolis,
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Inflamasyon+Propolis 30 ve Inflamasyon+Propolis 90 gruplarinda MDA diizeylerini
kontrol altinda tutarak, bobrek dokusunda LPS'min neden oldugu oksidatif stres,
inflamasyon ve doku hasarin1 azaltmistir. Karaciger ve akciger dokularinda inflamasyon
grubuna gore Inflamasyon+Propolis 90 grubunun MDA seviyesinin anlamli derecede
diisiik olmas1 tedavi edici olarak verilen 90mg/kg propolis ekstraktinin antioksidan etki
gostererek, reaktif oksijen radikallerinin temizlenmesi sonucu, lipid peroksidasyonunu
azaltic1 yonde etki ettigi gostermektedir. Tedavi edici olarak verilen 90mg/kg propolis
ekstraktinin karaciger ve akciger dokusunda 30mg/kg propolis ekstraktina gére daha
etkili oldugunu diisiinmekteyiz. Yapilan diger ¢aligmalar bizim bulgularimizla uygunluk

gostermektedir.

5.2. PROPOLISIN SOD ENZiM AKTIVITESi UZERINE OLAN ETKIiSi

Radikallerin asir1 reaktif yapilarima bagli olarak, hiicresel bilesenlerdeki
karbonhidrat, protein ve lipidlerin oksidasyonuyla sonuglanacak zararin Onlenmesi
antioksidanlarin gorevidir (16). Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon
peroksidaz gibi redoks dongiisiinde yer alan enzimler dogal olarak viicutta olusan
enzimatik antioksidanlar1 olustururlar. Hiicre igindeki primer korunma sistemini
meydana getirirler (30, 40). Enzimatik antioksidanlar serbest radikal zincir tepkimesinin
baslamas1 i¢in gerekli olan serbest radikal miktarini azaltilmasini sagladiklari igin
primer antioksidanlar olarak da tanimlanirlar. Genel olarak enzimatik savunma
sistemleri, zararli oksijen tlirevlerini ortadan kaldirirlar (16, 58, 86). Hsiao ve
arkadaslarinin yaptig1r calismada siiperoksit dismutaz'in karaciger hiicrelerinde reaktif
oksijen tiirlerinin (sliperoksit), hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii
katalizleyen Onemli bir enzim oldugu bildirilmistir. Ayrica SOD enziminin lipid
peroksitler veya reaktif oksijen tiirleri tarafindan kolayca inaktive oldugu belirtilmistir
(40). Propolis ile polifenolik bilesiklerinin enzimatik antioksidanlardan GSH-Px,
GSSG-R, SOD, KAT, XO, iNOS aktivitelerini arttirdigi, enzimatik olmayan
antioksidan sistemde ise GSH seviyesini artirdigi, hidrojen peroksit, tekli oksijen
molekiilii ve lipid peroksid radikallerini temizledigi, hidrate elektron atagindan DNA’y1

korudugu gosterilmistir (29). Ayn1 zamanda, baz1 arastirmacilar tarafindan propolis ve

62



iligkili flavonoidlerin DNA tamir enzimleri (DNA polimeraz beta gibi), hemeoksijenaz-
1 ve mitokondriyal siiperoksid dismutaz iizerinden antioksidan etkinligi artirdigini rapor

edilmistir (7).

Sebai ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada lipopolisakkarit uygulanan gruplarda
endojen antioksidan enzimler olan SOD, KAT ve GPx aktivitelerinin istatistiksel olarak

anlamli derecede diisiik bulundugunu bildirmislerdir (82).

Mohamadin ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada lipopolisakkarit uygulayarak
oksidatif stres olusturulan gruplarda KAT, SOD ve GSH-Px aktivitelerini aktivitelerinin
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulduklarini bildirmislerdir (60).

Onceki calismalarla uyumlu olarak bu ¢alismada, Kontrol grubuna gore
Inflamasyon grubunun SOD % inhibisyonu bakimindan, akciger dokusunda ve
hemolizatta SOD aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi, bu
azalmanin LPS ile olusturdugumuz inflamasyon modelinde deney hayvanlarinin
savunma sisteminde, basta uyarilmis notrofiller olmak iizere diger savunma
sistemlerince SOR iiretiminin tetiklendigi, meydana gelen oksidatif strese cevap olarak
SOD sentezinin artti1 ancak; SOR’un asir1 miktarda olmast SOD’la SOR arasindaki
dengeyi bozdugu, SOR iiriinlerinin SOD tiiketimini artirnp SOD diizeyini azalttigini
diistinmekteyiz. Yaptigimiz ¢alismada; hemolizatta, karaciger ve akciger dokularinda
Inflamasyon grubuna gore Inflamasyon+Propolis 90 grubunun SOD % inhibisyonu
bakimindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmasi, tedavi edici olarak
kullanilan 90mg/kg propolis ekstraktinin antioksidan etki gdstererek ortamdaki serbest
oksijen radikallerini uzaklagtirarak ya da metabolize ederek, SOD enziminin bu
radikallerden etkilenmesini engelleyerek tiiketimini azalttigi ve endojen antioksidan

sistemi giliclendirdigini gostermektedir.
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5.3. PROPOLISIN KAT ENZIiM AKTIVITESI UZERINE OLAN ETKIiSi

Radikallerin agir1 reaktif yapilarina bagli olarak, hiicresel bilesenlerdeki
karbonhidrat, protein ve lipidlerin oksidasyonuyla sonuglanacak zararin 6nlenmesi
antioksidanlarin gérevidir (16). Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon
peroksidaz gibi redoks dongiisiinde yer alan enzimler dogal olarak viicutta olusan
enzimatik antioksidanlar1 olustururlar. Hiicre i¢indeki primer korunma sistemini
meydana getirirler (30, 40). Enzimatik antioksidanlar serbest radikal zincir tepkimesinin
baslamas1 i¢in gerekli olan serbest radikal miktarinin azaltilmasimi sagladiklar igin
primer antioksidanlar olarak da tanimlanirlar. Genel olarak enzimatik savunma
sistemleri, zararli oksijen tiirevlerini ortadan kaldirirlar (16, 58, 86). Fahmy ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, yiiksek doniisiim hizlarindan birine sahip olan
katalazin, hidrojen peroksidin su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii sagladigini; lipid
hidroperoksitlere etki etmeyerek, hidrojen peroksit ve metil hidroperoksit gibi kii¢iik
molekiillere etki ettiklerini ve bunun sonucunda da ikinci derecede sentezlenen toksik
hidroksil radikallerinin temizlenmesini saglayarak, H,O,' nin viicutta birikimini

engelledigini belirtilmistir (22).

Propolis ile polifenolik bilesiklerinin enzimatik antioksidanlardan GSH-PX,
GSSG-R, SOD, KAT, XO, iNOS aktivitelerini arttirdigi, enzimatik olmayan
antioksidan sistemde ise GSH seviyesini artirdigi, hidrojen peroksit, tekli oksijen
molekiilii ve lipid peroksid radikallerini temizledigi, hidrate elektron atagindan DNA’y1
korudugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda, bazi arastirmacilar tarafindan propolis ve
iliskili flavonoidlerin DNA tamir enzimleri (DNA polimeraz beta gibi), hemeoksijenaz-
1 ve mitokondriyal siiperoksid dismutaz iizerinden antioksidan etkinligi artirdigini rapor

edilmistir (21).

Sebai ve arkadaslarmmin yaptiklart ¢alismada lipopolisakkarit uygulanan
gruplarda endojen antioksidan enzimler olan SOD, KAT ve GPx aktivitelerinin

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundugunu bildirmislerdir (82).
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Mohamadin ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada lipopolisakkarit uygulayarak
oksidatif stres olusturulan gruplarda KAT, SOD ve GSH-Px aktivitelerini aktivitelerinin

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulduklarini bildirmislerdir (60).

Bu c¢alismadaki KAT aktivitesi incelendiginde; hemolizat ve karaciger, bobrek,
akciger dokusunda diger gruplara gore Inflamasyon grubunun KAT aktivitesi diisiik
bulunmus olup, LPS, serbest oksijen radikal olusumunu tetikleyerek antioksidan sistemi

olumsuz yonde etkilemis ve endojen antioksidan olan KAT diizeyini azaltmistir.

Karaciger ve bobrek dokusunda, Kontrol grubuna gore 90mg/kg propolis
ekstrakti verilen Propolis 90 gruplarinin KAT aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli
derecede yiliksek bulunmasi, propolisin endojen antioksidan olan KAT'in aktivitesini
arttirdigin1 - géstermektedir. Ayrica karaciger ve bobrek dokusunda Propolis 90
grubunun Propolis 30 grubuna gore anlamli olmasi 90mg/kg propolis ekstraktinin

30mg/kg 'a gore daha etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Karaciger, bobrek ve akciger dokusunda Inflamasyon+Propolis 30 ve
Inflamasyon+Propolis 90 gruplarmin KAT aktivitesi bakimindan Konrol grubuna gére
istatistiksel anlamda bir fark olmamasi, tedavi edici olarak kullanilan propolis
ekstraktinin antioksidan etki gostererek ortamdaki serbest oksijen radikallerini
uzaklastirarak ya da metabolize ederek katalaz enziminin bu radikallerden etkilenmesini
azalttigt ve endojen antioksidan sistemi giliglendirdigini goéstermektedir. Ayrica
hemolizatta Inflamasyon+Propolis 30 ve Inflamasyon+Propolis 90 gruplarinin KAT
aktivitesi bakimindan Inflamasyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek olmasi, propolis tedavisinin inflamasyon olusumunda 6nleyici/tedavi edici bir
rol oynayabilecegini gostermektedir. Yapilan diger g¢aligmalar bizim bulgularimizla

uygunluk gostermektedir.
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5.4. PROPOLISIN ¥F-FDG TUTULUMU UZERINE OLAN ETKIiSi

Fluorodeoksiglukoz kanser spesifik bir ajan olmayip; sarkoidoz, tiiberkiiloz,
fungal enfeksiyon ve serebral abse gibi pek ¢ok infeksiyéz ve inflamatuvar hastalikta da
artmis tutulum gostermektedir. Bu da inflamatuvar hiicrelerdeki artmis glikoliz hiziyla
iligkili bulunmustur (36, 37, 41).

Infeksiyonlarda FDG tutulum mekanizmasi tam olarak agiklanabilmis degildir.
Abseler, siniizit, pankreatit gibi durumlarda FDG alim artar. Iyilesmekte olan kemik
dokusu ve osteoartritte de FDG alimi artmistir. Sarkoidoz ve tiiberkiiloz gibi

graniilomatdz hastaliklarda da FDG aliminin arttig1 bildirilmistir (1).

Bu bulgulara gore yaptigimiz deneysel modelde, akciger ve karacigerde, Kontrol
grubuna gére Inflamasyon, Inflamasyon+Propolis 30 ve Inflamasyon+Propolis 90
gruplarinda ki BE.FDG tutulumunun istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmast LPS'nin inflamasyona neden oldugu ve olusan inflamatuvar yanita bagh
olarakta hiicrelerde artmis glikoz kullanimin1 gostermektedir. Akciger ve karacigerde,
Inflamasyon grubuna goére Inflamasyon+Propolis 30 ve Inflamasyon+Propolis 90
gruplarindaki FDG tutulumunun istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmasi

kullanilan propolis ekstresinin inflamasyonu azalttigin1 géstermektedir.
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6. SONUC

Calismamizda, deneysel model olarak LPS ile siganlarda deneysel inflamasyon
olusturuldu ve tedavi i¢in, ¢cok eski c¢aglardan bu yana insanlar tarafindan ya cesitli
hastaliklarin tedavisinde ya da etkilerinin azaltilmasinda kullanilmis, giiniimiizde
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antiinflamatuvar, sitotoksik,
immiinomodiilator, antililser, antihepatotoksik, lokal anestezik, antitiimor, antikanser,
immiinostimiilator gibi biyolojik aktivitelere sahip, dogal bir ar1 iriinii olan propolis

ekstraktinin inflamasyon ve antioksidan sistem {izerine olan etkileri arastirildi.

Sonug¢ olarak bu c¢alismanin verileri, LPS'nin inflamasyon ve oksidatif strese
neden oldugu, dogal bir ar1 {irlinii olan propolisin karaciger, bobrek, akciger dokularinda
ve hemolizatta gosterilen koruyucu etkisinin muhtemel mekanizmasinin, reaktif oksijen
radikallerinin temizlenmesi sonucu lipid peroksidasyonunun ve/veya antioksidan
tilketiminin engellenmesi ile olabilecegini diigsiindiirmektedir. Antioksidan etkinligi
gosterilen propolisin, LPS’nin neden oldugu inflamasyon ve oksidatif hasara karsi
koruyucu olarak kullanilmasi c¢alismanin verilerinden hareketle Onerilebilir. Endojen
antioksidan enzim seviyelerinin yiikseltilmesinde propolisin faydali etkilere sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Propolisin etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, doz ve
tolerabilite konularmin tamamen aciklifa kavusturulmasi i¢in preklinik ve klinik
caligmalara gereksinim vardir. Calismanin gelecekte yapilacak iyi tasarlanmis

aragtirmalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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